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研究成果の概要（和文）：腫瘍組織が発育進展する際には、間質浸潤とともに血管新生が重要である。腫瘍組織
および腫瘍周囲において、血管マーカー (factor Ⅷ related antigen) ・リンパ管マーカー (podoplanin)両者
が陽性の「血管リンパ管」の病理組織学的特徴を明らかにすることができた。血管リンパ管は、腫瘍組織内のみ
ならず、腫瘍近傍の組織にも認められ、癌の初期進展に重要な役割を演じていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Angiogenesis and stromal invasion play important roles in tumor 
growth/extension.  We have identified angio-lymphatic vessels positive for both vascular marker 
(factor VIII) and lymphatic marker (D2-40).  We examined histopathological characteristics of the 
aigio-lymphatic vessels in the tumors.  The angio-lymphatic vessels are found not only tumor 
tissues, but also their surrounding tissues, and thought to play a significant role in early tumor 
invasion and neoangiogenesis.

研究分野： 病理組織学

キーワード： 血管新生　腫瘍細胞　浸潤性増殖　血行性転移　リンパ行性転移
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
癌増殖とともに形成される腫瘍血管は、腫

瘍組織の代謝を担い、血行性転移経路として
も重要であり、種々の研究が行われている。
一方、臨床的に癌のリンパ節転移はしばしば
認められるにも拘わらず、腫瘍リンパ管新生
に関する研究は相対的に遅れている。 
病理組織学的に癌病巣を丹念に観察する

と、癌の初期浸潤病巣では、血管マーカー 
(CD31 ないし factor Ⅷ related antigen) 
陽性内皮細胞を有する血管が形成され、次い
で、リンパ管マーカー (podoplanin) 陽性内
皮細胞を有するリンパ管が形成されること
が確認される。我々は、このような浸潤病巣
で CD31 および podoplanin の両者を発現
する脈管が「血管とリンパ管との間を介在し
ている」と理解するに至っている。また、臨
床病理学的検討では、リンパ管侵襲陰性・静
脈侵襲陽性の癌症例でリンパ行性にリンパ
節転移が認められたり、静脈侵襲陰性・リン
パ管侵襲陽性の癌症例で血行性に遠隔臓器
転移が認められたりする奇異な病態が示さ
れている。 

CD31 /podoplanin 陽性の「血管リンパ管」
が形成されることは、国内外を含め過去の報
告には全く無く、本研究の独創性は極めて高
い。予想される結果としては、癌初期浸潤部
において、血管リンパ管の存在は極めて重要
であり、これを基盤として腫瘍血管・腫瘍リ
ンパ管が発達してゆくものと示唆される。本
研究成果は、新たな転移経路が証明されると
いう腫瘍組織学的意義となる。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、癌浸潤病巣において

CD31 /podoplanin の両マーカーを発現する
脈管 (血管リンパ管 angio-lymphatic 
vessel) の形成機序と意義を明らかにするこ
とである。癌における「血管リンパ管新生 
angio-lymphatic genesis」を新たに提唱して、
その病態を解明する（図１）。 
(1) ヒト消化器癌の切除材料を用いて、癌浸

潤の程度と血管リンパ管新生の関連を検
索し、三次元画像解析を行う。 

(2) 培養ヒト内皮細胞・ヒト間葉系幹細胞を
用いて、各種血管新生因子を投与するこ
とにより、CD31 (血管) /podoplanin (リン
パ管) の両マーカーを有する細胞に分化
誘導し、その特性および血管リンパ管新
生能を解析する。 

(3) ヒト癌培養細胞株をマウスモデルに異種
移植し、癌浸潤と血管リンパ管新生の関
連を探索しつつ、継時的に遺伝子発現的
解析・組織形態学的解析を行う。 
血管リンパ管新生の病態が解明され、「血

管リンパ管」がリンパ節転移および遠隔臓器
転移に重要な役割を演じていることが証明
されれば、腫瘍病理学における新たな病態と
して意義深い位置づけとなる。現在、癌取扱
い規約では、癌の静脈侵襲・リンパ管侵襲の

程度が記載され、転移リスクの評価項目とな
っている。本研究が成果を上げた場合には、
血管リンパ管侵襲 (angio-lymphatic 
invasion) の程度も転移リスクとして評価項
目に加わる可能性がある。 

 
３．研究の方法 
 ヒト消化器癌の切除材料用いて、癌浸潤と
血管リンパ管新生との関連を検索し、三次元
画像解析を行う。培養内皮細胞・間葉系幹細
胞を用いて CD31/podoplanin の両マーカー
を有する細胞を分化誘導し、その特性を解析
する。その後は、CD31/podoplanin の両マ
ーカーを有する培養細胞から血管リンパ管
が形成される実験系を確立する。また、ヒト
癌培養細胞株をマウスモデルに異種移植し、
癌浸潤と血管リンパ管新生の関連を個体レ
ベルで解析する。 
(1) ヒト消化器癌における血管リンパ管の病

理組織学的解析：内視鏡的・外科的に切
除された早期胃癌・早期大腸癌を用いて、
血管マーカー (CD31 ないし factor Ⅷ 
related antigen) およびリンパ管マーカ
ー (podoplanin) の二重免疫染色を行い、
癌初期浸潤と血管リンパ管の関連を組織
学的に解析する。染色標本をデジタル化
（バーチャルスライド）して、血管リン
パ管の構造・分布を三次元画像で構築・
解析を行う。 

(2) 培養ヒト内皮細胞の血管リンパ管への分
化誘導 

(2)-1. 単層培養による血管リンパ管マーカー
の誘導：ヒト臍帯静脈内皮細胞 
(HUVEC)、ヒト肺微小リンパ管内皮細胞 
(HMVEC-LLy)、 ヒト皮膚微小リンパ管
内皮細胞 (HMVEC-dLy) に対して、血管
新生因子 (VEGF-A など) およびリンパ
管新生因子 (VEGF-C など) を投与し、
CD31/podoplanin の両マーカーを有す
る細胞を分化誘導することで、その特性
を解析する。 

(2)-2. 三次元培養による血管リンパ管のモデ
ル作成：三次元培養法を用いて、血管内
皮細胞と線維芽細胞とを細胞積層による
共培養を行い、三次元組織を作成する。
さらに前述の血管新生因子・リンパ管新
生因子を投与して、血管リンパ管を誘導

図１. 



し、組織学的に解析をする。必要に応じ
て、ヒト間葉系幹細胞 (human 
mesenchymal stem cell, hMSC) もしく
は癌細胞を加え、上記 (1) のヒト切除材
料の結果と比較検討する。 

(3) 培養ヒト間葉系幹細胞の血管リンパ管へ
の分化誘導：血管リンパ管新生は、内皮
細胞よりも未分化な間葉系幹細胞から発
生・分化して形成される可能性がある。
このため、前年度からの継続として各種
の血管新生因子や癌細胞培地上清を用い
て、培養ヒト間葉系幹細胞に対して 
CD31/podoplanin の両マーカーを有す
る細胞への分化誘導し、その特性を解析
する。 

(4) マウスモデルにおける血管リンパ管新生
の経時的三次元解析：Matrigel plug 
assay を用いて、それぞれのヒト内皮細
胞 (HUVEC, HMVEC-LLy, 
HMVEC-dLy) ・間葉系幹細胞、および各
種の血管新生因子をふくむマトリジェル
をマウス皮下に移植し、
CD31/podoplanin 陽性の血管リンパ管 
(angio-lymphatic vessel) の形成を継時
的に解析する。観察は、二重免疫染色/光
学顕微鏡に加え、蛍光染色/共焦点レーザ
ー顕微鏡を用いる。 

(5) ヒト癌細胞マウス異種移植腫瘍における
血管リンパ管の解析：培養ヒト癌細胞株
をマウス皮下に異種移植し、各種の血管
新生因子を投与しつつ癌浸潤先進部に形
成される血管リンパ管を二重免疫染色・
蛍光染色を用いて観察する。観察画像は
デジタル化して、血管リンパ管の構造・
分布および癌細胞との関連を三次元構築
して解析を行う。 

 
４．研究成果 
 ヒト消化器癌切除材料を用いて、腫瘍組織
および腫瘍周囲における「血管リンパ管」の
病理組織学的特徴を明らかにすることがで
きた。また、血管新生因子と脈管形成との関
連も証明することが出来た。一方、個体レベ
ルでの解析では、モデル動物において胆管癌
組織の in vivo 解析系を作製し、腫瘍組織の
特徴を解明するにいたったが、血管リンパ管
形成の病態に迫る成果は十分にあげること
ができず、今後の課題となった。 
(1) ヒト切除材料を用いた病理組織学的解析

では、血管マーカー (factor Ⅷ related 
antigen) およびリンパ管マーカー 
(podoplanin) の二重免疫染色を行い、癌
初期浸潤と血管リンパ管の関連を組織学
的に証明することができた。染色標本を
デジタル化（バーチャルスライド）して、
血管リンパ管の構造を三次元画像で再構
築し、その存在を証明できた（図２）。 

(2) 血管リンパ管は、腫瘍組織内のみならず、
腫瘍近傍の組織にも認められたが、通常
のリンパ管・静脈に比べ少数であること

が示された。リンパ管は粘膜下層癌で形
成され、リンパ管浸潤は粘膜下層浸潤を
契機に増加していた。また、粘膜内癌で
あっても、腫瘍直下および腫瘍周囲粘膜
下層で比較的大型の血管が見られる傾向
が示された（図３、図４）。 

(3) 血管（特に微小血管）新生には、VEGF
のみならず、thymidine phosphorylase
の関与が示唆される結果がえられた。 

(4) 実験動物による解析系では、ハムスター
の膵･胆道合流異常モデルで胆道癌を発
生させることにより、in vivo で血管を含
む腫瘍組織を詳細に観察することに成功
した（図５）。しかしながら、vivo 解析系
を用いての血管リンパ管形成の病態に迫
る成果は十分にあげることができず、今
後の課題となった。 

 
 

図２. 血管マーカー (factor Ⅷ related antigen) 
/ リンパ管マーカー (podoplanin) 二重免疫染色
による血管リンパ管の三次元構造解析． 
 

図３. 胃癌切除材料における血管リンパ管 
(factor Ⅷ related antigen / podoplanin 二重免
疫染色) の形成。粘膜内癌症例の粘膜内 (A), 腫瘍
下粘膜下層 (B), および腫瘍周囲粘膜下層 (C) で
の分布。粘膜下層浸潤癌症例の粘膜内 (B), 腫瘍下
粘膜下層 (D), および腫瘍周囲粘膜下層 (F)。 
 



図４. 胃癌切除材料における脈管新生。リンパ管
(A), 静脈 (B), および血管リンパ管 (C) の分布。
3 連続バーは、左より非腫瘍性粘膜、粘膜内癌、
粘膜下層浸潤癌を示す。 

 

図５. 膵･胆道合流異常モデルでの胆道癌観察。乳
頭管状腺癌 (a-d), 上皮内癌-dysplasia成分 (e-h), 
非腫瘍性上皮 (i-l)。 
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