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緑茶ポリフェノールは腫瘍血管内皮細胞ならびに

血管内皮前駆細胞に直接的な抑制効果を有する

学位論文内容の要旨

お茶は世界中で最も広く嗜好されている飲用物のーっで、緑茶の飲用は動物モ

デルでいくっかの癌の増殖を抑えることが知られている。

緑茶の成分の中で、抗腫瘍効果に関連がある成分はポリフェノールの一種であ

るカテキン群である。カテキン群は多様な効果を有する緑茶ポリフェノールで、

なかでも、EGCGエガロカテキンガレートは強い生理活性作用を有し、in vitro

の系で腫瘍細胞の増殖、浸潤を抑えることが報告されている。また緑茶の飲用

にっいては、臨床試験においても胃癌、大腸癌などに対する発ガン抑制効果が

報告されている。

緑茶ポリフェノールEGCGの血管新生に対する効果にっいては、ヒト臍帯静脈

血 管内 皮細胞 (HUVEC)やヒト微小血管内皮細胞(HMVEC)において、EGCG

による増殖、遊走能の抑制が報告されている。しかし栓がら、EGCGの腫瘍血

管内皮細胞と血管内皮前駆細胞そのものに対する効果は依然不明である。ごく

最近まで、腫瘍血管内皮細胞は正常血管内皮細胞と同じだと考えられており、

腫瘍血管内皮細胞に対する薬剤感受性などは解析されることがなかった。

これまで、我々は腫瘍血管内皮細胞の分離と培養を行い、腫瘍血管内皮細胞が

正常血管内皮細胞と比較し、TEMs，EGFRなどの特異遺伝子を発現している、増

殖が早い、染色体の異常をもつ、抗がん剤に抵抗性があるなど、多くの点で異

なることを報告してきた。また、血管内皮前駆細胞endothelial progenitor cell以

下EPCは、腫瘍組織からのVEGFなどの成長因子により骨髄から局所ヘ動員さ

れることが知られている。この骨髄由来のEPCが腫瘍血管の新生に強く関与し

ている事が現在示されて茄り、このEPCを標的とする治療の重要性も提唱され

注目が集まっている。

そこで腫瘍血管内皮細胞以下Tumor Endothelial Cell：TECとEPCに対する

EGCGの作用を正常血管内皮細胞以下Normal Endothelial Cell：NECと比較して



検討した。血管内皮細胞の分離、培養は樋田らが報告した方法に準拠して行っ

た。TECとして、ヒト口腔癌細胞oral carcinomaとヒト高転移性メラノーマ

Melanomaのマウス皮下移植腫瘍から分離された口腔癌血管内皮細胞(oral

carcinoma EC)とメラノーマ血管内皮細胞(Melaonoma EC)を用いた。同一条件で

マウスの正常皮膚から分離したSkin ECをNECとして用いた。EPCはnude

mouseの末梢血から採取された単核球分画から分離培養された。さらにEPCの

動員に 対するEGCGの作用機序の解析のためにマウス骨髄問質細胞Bone

Marrow Stromal Cell以下BMSCを採取して実験に用いた。試薬は緑茶カテキン

の一種であるエピガロカテキンガレートEGCGを用いた。

我々が分離培養した血管内皮細胞とEPCの血管内皮細胞の純度を確認するた

め、フローサイトメトリーによる解析を行らたところ、TEC、EPC、NECでは

血管内皮細胞特異マーカーであるBSl-B4Lectinが陽性であった。さらに通常

EPCに発現していることが知られている、幹細胞マーカーのーっであるst・em cell

antigen (scaー1）はEPCだけではなくTECにおいても陽性であったが、一方、NEC

では陰性であった。このことから我々が分離培養したTECの中には、EPC由来

の細胞が含まれていることが示唆された。次にEGCGのTEC，EPC，NECの遊走

に対する影響を比較検討するために、0皿M，50ルMのEGCGで処理した後、血

管内皮増殖因子VEGFに対するそれぞれの遊走能を解析した。NECと比較して、

2つのTEC、EPCでは、EGCG処理によりVEGFに対する細胞の遊走が抑制さ

れていた。

  次に血管内皮細胞において遊走に関与するシグナリングであるAkt signaling

に対するEGCGの効果をウエスタンブロット法で比較検討した。OuM、100ル

MのEGCGを16時間、低血清培地でpretreatmentし、VEGF刺激30分後にタ

ンパクを回収した。NEC正常血管内皮細胞と比較して、TEC腫瘍血管内皮細胞

とEPCではEGCG添加でAktのりン酸化が抑制された。

  これまで、腫瘍血管新生にEPCが関与しているという報告が多くある。そこ

で、EPCの循環への動員に対するEGCGの効果を検討した。ヌードマウスをPBS

投与のコントロール群っEGCG単独投与群、血管内皮増殖因子VEGF投与群、

VEGFとEGCG投与群の4つの群に分け、それぞれの薬剤を2日間腹腔内投与

した後、末梢血を回収し、単核球分画から幹細胞マーカーであるCD133ならび

に血管内皮マーカーであるVEGFの受容体であるVEGF Receptor2のダブルポジ

ティブ細胞をEPCとして、フローサイトメトリーで細胞数を解析した。EGCG

単独投与では、顕著なEPC数の減少が認められなかったが、VEGF投与によっ

て末梢血に動員されたEPCの数がVEGFとEGCG投与では、50％程度にまでに



減少していた。このことからEGCGはVEGF刺激下でのEPCの末梢への動員を

抑えることが示唆された。

EPCの循環への動員mobilizationには骨髄腔stromal zoneにおけるBMSCの

MMP-9が関与しているという報告が多くある。そこで口腔癌担癌nude mouseの

大 腿骨から骨髄 問質細胞以下 BMSCを 分離培養し、BMSCにおけるEGCGの

MMP-9の発現への影響を検討した。分離されたBMSCの問質細胞での性質を

regular PCRによって確認したところ、ネガティブコントロールである正常血管

内皮細胞である、skin ECでは発現が認められなかったが、骨髄問質細胞BMSC

では問質細胞マーカーであるFAP (fibroblast activation protein)，SDF-l(stromal

derived factor-l)，aSMA(のsmooth muscle actin)が陽性であり、分離培養された

BMSCは問質細胞としての性質を持っことが示唆された。このBMSCを0ルM、

25ロM、50ルM、100ルMのEGCGで24時 間処理後、RNAを回 収し、cDNAを

作製後、MMP-9の発現にっいて、real time PCRを行った。EGCG処理により、

BMSCのMMP-9のmRNA発現が濃度依存的に減少していた。この結果により

EGCGが骨髄腔内で、骨髄問質細胞でのMMP-9の発現を抑えることにより、EPC

の末梢への動員を抑える可能性が示唆された。

  これらのことによりEGCGは腫瘍内の血管内皮細胞と血管内皮前駆細胞に対

してより特異的に作用する血管新生阻害剤として単独、もしくは他の治療法と

の併用で応用が可能であることが示された。



学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

緑茶ポリフェノールは腫瘍血管内皮細胞ならびに

血管内皮前駆細胞に直接的な抑制効果を有する

審査は，審査員全員出席の下に，申請者に対して提出論文とそれに関連した学科目につ

い て 口 頭 試 問 に よ り 行 わ れ た ， 審 査 論 文 の 概 要 は 以 下 の 通 り で あ る ．

，緑茶ポリフェノールの一種であるカテキン群，なかでもエピガロカテキンガレート

(EGCG)は強い生理作用を有し，血圻めの系で腫瘍細胞の増殖，浸潤を抑えることが報

告されている．またEGCGはヒト臍帯静脈血管内皮細胞やヒト微小血管内皮細胞に対して，

増殖や遊走を抑制することが報告されているが，正常血管内皮細胞とは明らかに異なると

される腫瘍血管内皮細胞に対する効果は明らかではたい．さらに，最近，血管内皮前駆細

胞は腫瘍組織からのVEGFなどの成長因子により骨髄から局所へと動員され，腫瘍血管の

新 生 に 強 く 関 与 す る こ と が 示 さ れ て い る が ， EGCGと の 関 係 は 不 明 で あ る ．

  本研究は，腫瘍血管内皮細胞（矼℃）と血管内皮前駆細胞（EPC）に対するEく℃Gの作

用を明らかにする目的で，正常血管内皮細胞（NEC）に対する効果と比較検討したもので

ある．腫瘍血管内皮細胞として，ヒト口腔癌血管内皮細胞とメラノーマ血管内皮細胞を用

い，同一条件でマウスの正常皮膚から分離した内皮細胞を正常血管内皮細胞として用いた．

血管内皮前駆細胞はヌードマウス末梢血から採取した単核球分画から分離培養した．さら

に血管内皮前駆細胞の末梢への動員に対するEGCGの作用機序の解析のために，マウス骨

髄問質細胞を採取して実験に用いた・

  まず，プローサイトメトリーを用いて血管内皮細胞と血管内皮前駆細胞の純度を解析し，

分離培養した腫瘍血管内皮細胞の中に血管内皮前駆細胞由来の細胞が含まれていることを

確認した．次に0pMと50pMのE（℃Gで処理した後，血管内皮増殖因子Mミ（掃に対す

るそれぞれの遊走能を解析し，2種類の腫瘍血管内皮細胞と血管内皮前駆細胞では，正常

血管内皮細胞に比較して，Eく℃G処理によりM珊に対する遊走が抑制されることを示し

た．そこでAktsi駟a1価gに対するEGCGの効果を明らかにするため，血管内皮細胞を飢餓

状態 にし た後 ，100pMのE（弛 Gを 添加 した 低血清 培地 中で16時間処理し，M珊刺激
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30分後にタンパクを回収して，ウエスタンブロット法で比較検討し，腫瘍血管内皮細胞と

血管内皮前駆細胞では，EGCG添加によりAktのりン酸化が抑制されることを示した．
  次に，ヌードマウスをPBS投与のコントロール群，EGCG単独投与群，VEGF投与群，

VEGFとEGCG投与群の4つの群に分け，それぞれの薬剤を2日問腹腔内投与した後，末

梢血を回収して，血管内皮前駆細胞の循環への動員に対するEGCGの効果を検討し，EGCG
はVEGF刺激下での血管内皮前駆細胞の末梢への動員を抑えることを示した．さらに骨髄

問質細胞を0ロM，25ロM，50弘M，100 uMのEGCGで24時間処理し，MMP-9の発現に
ついてreal time PCRで検索した．その結果，EGCG処理により，マウス骨髄問質細胞

(BMSC)におけるMMP-9の発現は濃度依存的に減少することを確認し，EGCGが骨髄腔内

で，BMSCにおけるMMP-9の発現を抑えることにより，血管内皮前駆細胞の末梢への動
員を抑える可能性を示した．

  これらの結果から，EGCGは腫瘍内の血管内皮細胞(IEC)と血管内皮前駆細胞(EPC)
に対してより特異的に作用する血管新生阻害剤として単独，もしくは他の治療法との併用

で応用が可能であることを示した‐

論文の審査にあたって，論文申請者による研究の要旨の説明後，本研究擬らびに関連す

る研究について質問が行われた‐
主な質問事項は，

  1） VEGFで動員されたEPCと無刺激状態のEPCは同じ性格を持っているのか，
2） EPCは遺伝子異常を有するのか，抗癌剤に対して抵抗性を示すのか，

  3） TEC，TEC，EPCの遊走能にっいて，

4冫Aktのりン酸化機構ならびにその意義にっいて，
5）ジフテリアトキシンでヒト細胞が死滅するのは何故か，

  6）フローサイトメトリーの原理にっいて，
等であった・

  いずれの質問についても，論文申請者から明快な回答が得られ，また将来の研究の方向

性にっいても具体的に示された．本研究は，EGCGは腫瘍内の血管内皮細胞と血管内皮前

駆細胞に対してより特異的に抑制する作用を持つことを明らかにし，腫瘍に対する血管新

生阻害剤として有用であることを示したことが高く評価された．本研究の業績は，口腔外
科の分野はもとより，関連領域にも寄与するところ大であり，博士（歯学）の学位授与に

値するものと認められた．


