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研究成果の概要（和文）：重症・難治性のリンパ管腫（リンパ奇形）は有効な治療法がなく、患者QOL改善のた
め世界中で新たな治療法開発が待たれている。我々はリンパ管腫切除組織より確立したリンパ管腫由来リンパ管
内皮細胞株をマウスへ移植することによりヒトリンパ管腫モデル動物を得た。一方、ゼラチンを用いた in 
vitroの３Dリンパ管（リンパ管腫）モデルの最適化を検討し、それらを用いていくつかの薬剤の効果及び疾患関
連遺伝子の機能を検討した。特に治療に用いられているOK-432のリンパ管内皮細胞への直接的な影響を検討し、
内皮細胞による取り込み、遺伝子発現プロファイルを検討している。これらの成果は現在まとめを行っている。

研究成果の概要（英文）：There is no effective treatment for severe / refractory lymphangioma (cystic
 lymph malformation), and development of new treatments is awaited around the world for improving 
patient QOL. We obtained a human lymphangioma model animal by transplanting a lymphangioma-derived 
lymphatic endothelial cell line established from human lymphangioma tissue into mice. On the other 
hand, optimization of in vitro 3D lymphatic vessel (lymphangioma) model using gelatin was examined, 
and effects of several drugs and functions of disease related genes were examined using them. In 
particular, we have examined the direct effects of OK-432 on lymphatic endothelial cells, which are 
used in therapy, and are examining endothelial cell uptake and gene expression profiles. These 
results are currently under summarizing.

研究分野： 小児外科学、リンパ管学

キーワード： リンパ管疾患　リンパ管奇形　リンパ管腫　モデル動物　遺伝子導入　不死化細胞　前臨床試験　遺伝
子解析
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研究成果の学術的意義や社会的意義
重症・難治性のリンパ管腫（リンパ奇形）は有効な治療法がなく、患者QOL改善のため世界中で新たな治療法開
発が待たれている。治験が始まっている内服薬mTOR阻害剤はあるが、根治を得るものではなく、引き続き基礎的
研究を進めねばならない。この研究におけるモデル動物およびin vitroモデルの確立により新たな治療薬、治療
法の検討が可能となる。現在、平行して行われているリンパ管腫特異的発現遺伝子の意義を確定し、標的を絞っ
た上でモデル動物およびin vitroモデルで検討する。他に遺伝子変異に関する研究が海外でなされており、その
情報も合わせて検討することで最終的に　大きな成果が期待される。
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１．研究開始当初の背景 
 
 重症・難治性のリンパ管腫（リンパ奇形）は有
効な治療法がなく、患者 QOL 改善のため世界
中で新たな治療法開発が待たれている。我々は
リンパ管腫切除組織より確立したリンパ管腫由
来リンパ管内皮細胞株をマウスへ移植すること
によりヒトリンパ管腫モデル動物を得たが、こ
れを元に既存のマウス de novo リンパ管腫モデ
ルの生物学的特性を検討し、ヒトリンパ管腫発
生の機序の解明及び新規治療への応用を模索す
る。既にヒトリンパ管腫由来細胞株の遺伝子発
現プロファイル解析にて発見された遺伝子異常
につき、両モデル動物を用いてその意義を検討
する。先行研究で得られた疾患特異的材料の応
用研究であり確実に展開する。 
 
２．研究の目的 
 
 先行研究で得られた疾患特異的材料および新
規材料を用いて以下の研究を進める。１、リン
パ管腫モデル動物を用いた各種薬剤効果の検討
 ２、in vitro リンパ管腫モデルにおけ
るリンパ管形成能の検討 ３、リンパ管腫患
者由来リンパ管内皮細胞株（Human 
lymphangioma-derived lymphatic endothelial 
cells, HL-LECs）の収集 
１は確立したモデルを用いて治療に役立てるた
めの重要な研究であり、結果を積み重ねていく。
２はまだ検討が十分とは言えないが、各種の実験を繰り返しつつ、モデルとして最適化してい
く。その中でリンパ管腫の嚢胞形成機序に迫りたい。３細胞株はがん細胞ではなく有限である
ので、貴重な臨床検体からの株樹立を引き続き行っていく。 
以上のことを最終年度に行っていく予定である。４は遺伝子発現プロファイルを得ることがで
きたので、細胞内での変化をまとめる 
 
３．研究の方法 
 
これまでの成果をふまえて以下の研究を進めた。 
（１） リンパ管腫患者由来リンパ管内皮細胞株（Human lymphangioma-derived 

lymphatic endothelial cells, HL-LECs）の収集（研究代表者、研究分担者） 
現在までにリンパ管腫由来内皮細胞 10 株以

上及び不死化細胞株１株の樹立に成功し解析
をしているが、各種リンパ管腫由来HL-LECの
共通性質を探るため、研究期間内には継続的に
リンパ管腫切除による新たな組織検体に対し
ては HL-LEC の樹立を試み、10 株以上を目標
にデータを蓄積する。得られた検体から細胞を
単離する方法は確立している。検体採取をおこ
なう共同研究機関は図４の如く組織されてお
り、引き続き協力を得る。各施設の倫理審査委
員会にて既に研究計画の承認が得られている。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図４ 
（２） ヒトリンパ管腫モデル動物の確立（研究代表者、研究分担者） 

図 1，重症頸部リンパ管腫 

図 2，病理組織像 D2-40 

         図3 HL-LECの樹
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蛍光標識不死化LECの検討： 重症複合免疫不全マウス（NOGマウス）の皮下及び筋内へHL- LEC

を移植 すると、顕微鏡的にヒトリンパ管腫と同様のリンパ嚢胞を形成することは、現在までに
確認されたが、外観上明らかな大きさの腫癌を形成するととはなかった。外観上明らかでない
腫癌病変では可視化が問題となり治療効果判定などに動物モデルとして用いることは困難であ
る。そのためこれまでの研究にて不死化した Im-HL-LEC に蛍光蛋自発現 vecter 導入し、in 
vitroにおけるHL-LECの標識を試み成功した（図５）。標識したHL-LECを移植する実験を行い、
移植後 2、4週間での病変形成は確認されているが、さらに長期間もしくは短期期間の観察期間
をおいて病変の広がりや腫瘤形成の有無、変化を観察、分析する。数を重ね、安定した数 mm
大の組織を得るための標準的手法を確立する。一定の大きさを確保できるようになれば治療薬
の検討等に用いることが出来るようになるが、移植後のその最適期間を決定する 

 
 
（３）3D in vitro リンパ管腫モデルの検討（研究代
表者、研究分担者）：リンパ管内皮細胞を様々な細胞外
基質内で立体的に培養し、リンパ管組織を形成させる
条件を検討した。形成された組織は免疫染色等により
リンパ管としての性質を保持していることを確認する。
またそのモデルの最適化を検討し、いくつかの薬剤の
効果及び疾患関連遺伝子の機能を確認する。 
 
 
 
で 

（４）OK-432の HL-LECへの影響の検討（研究代表者、研究分担者）：現在唯一の保険適用約
として硬化療法治療に用いられている OK-432 はその作用発現機序が明らかでない。ここではリ
ンパ管腫内皮細胞への直接的な影響の把握を目的として、内皮細胞による取り込み、遺伝子発
現プロファイル作成を行い、薬剤効果発現機序を検討した。 
 
 
 
４．研究成果 
 
 現時点までに以下の成果を得た。 
（１）リンパ管腫患者由来リンパ管内皮細胞株（Human lymphangioma-derived lymphatic 
endothelial cells, HL-LECs）の収集：手術による切除検体から新たに 6株の初代培養細胞株
を得た。 
 
（２）ヒトリンパ管腫モデル動物の確立： Host として NOG マウスが適当であることを確認し
た。NOG マウス内に図６のようにリンパ管腫様病変が形成されることが確認された。また移植
細胞への遺伝子導入による蛍光標識により病変の可視化・定量化を可能とした（図７） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  図６             図７ 
 
（３）3D in  vitro リンパ管腫モデルの検討：ゼラチンを用いた  in  vitro の３Dリンパ管
（リンパ管腫）モデルの最適化を検討し、安定してリンパ管腫様組織を作成することが確認さ
れた（図８）。さらにいくつかの薬剤の効果及び疾患関連遺伝子の機能を確認した。 
 
 

図 5，蛍光導入 HL-LEC
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図８                  図９ 
 
 

（４）OK-432の HL-LECへの影響の検討：現在治療に用いられている OK-432 のリンパ管内皮
細胞への直接的な影響を検討し、内皮細胞による取り込み（図９）、遺伝子発現プロファイルを
検討した。 
 
これらはいずれもまとめて論文化は済んでいないが、論文化とともに順次終了していく見込み

である。 
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