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研究成果の概要（和文）：体液恒常性の維持に重要なリンパ管の内皮細胞（LEC）が老化と共に線維芽細胞へと
分化転換する（内皮間葉移行：EndMT）ことが老年性リンパ浮腫の原因となることが近年報告されたが、その機
序については未解明な部分が多く残されていた。そこで本研究ではTGF-βがLECのEndMTを誘導することを明らか
にし，詳細な分子機序を明らかにするとともに、ヒト皮膚組織を用いて老化に伴いLECのEndMTが進行することを
見出した。本研究成果はLECの形質維持の分子基盤を解明することで学術的に大きな波及効果を持つのみなら
ず、老年性浮腫などの新規治療法の開発に役立つことが期待され、社会的意義は大きい。

研究成果の概要（英文）：Lymphatic systems play important roles in the maintenance of fluid 
homeostasis and undergo anatomical and physiological changes during inflammation and ageing. While 
lymphatic endothelial cells (LECs) undergo mesenchymal transition in response to transforming growth
 factor-β (TGF-β), the molecular mechanisms underlying EndMT of LECs remain largely unknown. In 
this study, we examined the effect of TGF-β2 and tumor necrosis factor-α (TNF-α), an inflammatory
 cytokine, on EndMT using human skin-derived lymphatic endothelial cells (HDLECs). TGF-β2-treated 
HDLECs showed increased expression of SM22α, a mesenchymal cell marker accompanied by increased 
cell motility and vascular permeability, suggesting HDLECs to undergo EndMT. Our data also revealed 
that TNF-α could enhance TGF-β2-induced EndMT of HDLECs. Furthermore, both cytokines induced the 
production of Activin A while decreasing the expression of its inhibitory molecule Follistatin, and 
thus enhancing EndMT. 

研究分野： 病態生化学

キーワード： リンパ管内皮細胞　内皮間葉移行　TGF-β　TNF-α　浮腫　老化
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研究成果の学術的意義や社会的意義
この研究から期待される成果は学術的（基礎生物学）そして社会的（臨床応用）など多岐に渡って大きな意義を
有する。まず基礎生物学に関してだが、本研究成果により、リンパ管内皮細胞のEndMTがTGF-βにより協調的に
誘導されることを明らかにした点で意義は大きい。また、この研究成果の臨床医学における意義としては、TGF-
β阻害剤などを用いたEndMTを標的とした老年性リンパ浮腫の治療法開発が期待されるという点が挙げられる。
さらに、本研究成果によって得られる知見はEndMTのみならず、リンパ管疾患における治療の新たな標的につな
がる可能性が高く、社会的意義は大きい。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	 
１．研究開始当初の背景 
(1) リンパ管は体液の恒常性維持に必須であり、その機能不全はリンパ浮腫を引き起こ
す  
	 血液は心臓から動脈へ送り込まれ毛細血管・静脈を経て心臓へ戻る。この血管系とは別個に
組織液の排水路を形成するものがリンパ管である。リンパ管は末梢組織で血管から漏出した間
質液、などを血管系へと還流することにより血液の量や組成を一定に保ち、閉鎖循環系を維持
している。リンパ管の機能不全により引き起こされる疾患としてリンパ浮腫があり、国内外で
多くの患者がいるにも関わらず、有効な治療法は開発されていない。そのためリンパ管の内腔
を形成するリンパ管内皮細胞の形成ならびに維持機構の解明は急務である。リンパ管内皮細胞
の形成については胎生期において血管内皮細胞から分化すること、そしてその過程で Prox1 転
写因子が重要な役割を果たしていることを研究者を含めた複数のグループが報告している(Mol 
Biol Cell 2008)。 
 
(2)	 リンパ管と共通の性質を有する眼球のシュレム管の老
化に伴う硬化は緑内障の原因となる	 
	 緑内障は本国の 70歳以上の 10％以上が罹患し、失明にもつな
がる重篤な目の病気であるが、眼球の中の圧力が高まることが
原因で発症する。眼球内を満たす「房水」はシュレム管という
脈管により排出されるが、緑内障の原因の一つはシュレム管が
詰まることであることが知られている。最近シュレム管内皮細
胞が Prox1 を発現し、リンパ管内皮細胞と共通の性質を持つと
いうことが報告された(Park et al. 2015)。興味深いことに、老化
に伴いシュレム管の内皮細胞における Prox1 発現は低下し、内
皮細胞の性質が失われ、線維芽（間葉系）細胞へと移行するこ
とで、シュレム管が硬化し、緑内障が発症することが見出され
た。以上から老化に伴うリンパ管内皮細胞の形質変化が緑内障
の原因となることが示唆されたが、その原因については未解明
な部分が多く残されている。 
 
(3) 様々な病態において血管内皮細胞は間葉系細胞へと移
行する  
	 一方、血管内皮細胞は心臓弁の発生過程や、がんや心疾患などの病態において VE-cadherin
などの内皮細胞マーカーの発現が低下し、smooth muscle 22α (SM22α)などの間葉系細胞マーカ
ーの発現が上昇すると共に間葉系細胞へと移行することが示されている。この現象は内皮間葉
移行(Endothelial-to-Mesenchymal Transition: EndMT)と呼ばれ、上皮間葉移行(EMT)と同様に
transforming growth factor-β (TGF-β)により誘導され、その際に Snailや MRTF-Aなどの転写因子
の発現上昇が関与することが研究者らにより報告されている(J Cell Sci 2008: J Biochem 2012)
（図 1）。 
 
(4) リンパ管内皮細胞の増殖は TGF-βシグナルにより抑制される  
	  TGF-βは、細胞の増殖、分化、アポトー
シスなど様々な生命現象を制御するサイト
カインである。TGF-βリガンドは、セリンス
レオニンキナーゼ型受容体である 2 種類の
TGF-β受容体 (ALK-5, TGFβR-II) に結合し、
細胞内シグナル伝達因子である Smad2/3をリ
ン酸化することでシグナルを伝達する（図 2）。
研究者らは以前、ヒト皮膚由来リンパ管内皮
細胞(HDLEC)を TGF-β 存在下で培養すると、
その増殖が著しく低下することを報告した
(Blood 2008)。その際に HDLEC において
Prox1の発現が低下することを見出し、TGF-β
が Prox1の発現を低下させることでリンパ管
内皮細胞の増殖を低下させることが示唆さ
れた。 
 
(5)リンパ管内皮細胞を TGF-β 存在下で培養すると間葉系細胞マーカーの発現が上昇す
る  
	 研究者はTGF-β存在下で培養したリンパ管内皮細胞における間葉系細胞マーカーの発現を検
討したところ、SM22αなどの発現が上昇することが示された。また、TGF-β受容体キナーゼ阻
害剤により内因性TGF-βシグナルを抑制すると SMAの発現が低下することが明らかとなった。
以上の予備的結果から、TGF-βが血管内皮細胞と同様にリンパ管内皮細胞において EndMTを
誘導していることが示唆された。しかし、TGF-βによるリンパ管内皮細胞の EndMT誘導の
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図 1. 内皮間葉移行 

図 2. TGF-βファミリーシグナル 



詳細な分子機序ならびにその生理的意義については未解明な部分が多く残されていた。 
 
２．研究の目的 
	 そこで本研究では、TGF-βによるリンパ管内皮細胞の EndMT誘導を制御する分子機序を詳
細に解明することで、老化に伴うリンパ管機能の低下が引き起こす様々な疾患の新規治療法の
開発を目指した。 
 
３．研究の方法 
細胞培養 : HDLEC細胞 (ヒト皮膚微小リンパ管内皮細胞) をEBM-2TM (Promocell社)を用いて
培養した。 
定量的 RT-PCR : 細胞の total-RNAは RNeasy Min Kit (QIAGEN) により回収し、cDNA合成は 
Prime Script (TaKaRa) により、random hexamer primer を用いて行った。この cDNAをテンプレ
ートとして、FastStart Universal SYBR Green Master (ROX) (Roche) を用いて定量的 RT-PCRを行
った。β-actinを内因性コントロールとして用いた。 
細胞免疫染色：一次抗体として Rabbit Anti-SM22α antibody (Abcam社) を、二次抗体としてAlexa 
Fluor 488 anti-rabbit IgG (Life Technologies社) を用いて HDLECを染色し、観察は共焦点顕微鏡 
FLUOVIEW FV-10i (Olympus)および蛍光顕微鏡 BZ-X710 (Keyence社) により行った。 
Chamber migration assay：8.0 µm pore size, 24-well format Cell Culture Insert (FALCON社)を用いて、
6 時間 HDLECを遊走させ、ギムザ染色を行った。 
	 
４．研究成果	 
(1) TGF-βシグナルによりリンパ管内皮
細胞は間葉系細胞の性質を獲得した 
まず、HDLEC において TGF-β2 で

EndMT が誘導されるかについて検討し
た。TGF-β2 を添加した HDLEC を 72 h
培養すると control と比べ細胞の形態が
大きくなる傾向が見られた (図 3a) 。定
量的 RT-PCR解析を行った結果、ALK-5
のキナーゼ阻害剤である SB431542（SB）
を HDLECに添加したところ、リンパ管
内皮細胞マーカーLYVE-1 の発現は上昇
し、間葉系細胞マーカーSM22αの発現は
低下した。一方 TGF-β2 を添加した
HDLEC においては LYVE-1 の発現は低
下し、SM22α の発現は顕著に上昇した 
(図 3b) 。また細胞免疫染色による解析
結果からも、TGF-β2を添加した HDLEC
においては SM22α 陽性の細胞数が 10%
程度まで増加した (図 3c) 。さらにこの
ときに、間葉系細胞の特徴である細胞の
運動能の亢進について検討するため
Chamber migration assayを用いたところ、
SB を添加した HDLEC においては遊走
した細胞数が減少し、TGF-β2 を添加し
た細胞では遊走した細胞数が増加した 
(図 3d) 。これらの結果から HDLECにお
いて TGF-β2 は、リンパ管内皮細胞の性
質を失わせるとともに間葉系細胞の性
質を獲得させ EndMT を誘導することが
示唆された。 
 
(2) TGF-β シグナルにより EndMT を起
こしたリンパ管内皮細胞は Activin を分
泌することで間葉系細胞の性質を維持
する 

TGF-βは Smad2/3経路を活性化するが
（図 2）、HDLEC における Smad 経路の
活性化に対する TGF-β の効果を検討す
るため、Smad2のリン酸化をウエスタ
ンブロッティングにより検討を行っ
た。controlでは SB添加のものに比べ
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図 3. リンパ管内皮細胞に対する TGF-β2の作用 

図 4. TGF-βシグナルがリンパ管内皮細胞の Smad2
シグナルに与える作用 



て、Smad2のリン酸化がわずかに亢進し、TGF-β2
によりさらに強く亢進した (図 4a) 。この結果か
ら HDLECにおいて TGF-β2は Smadシグナルを活
性化していることが示された。この TGF-β2 によ
る Smad2のリン酸化は controlと SBにおける差に
比べて非常に強いと考えられたため、培養上清中
に「Smad2のリン酸化を誘導する液性因子」が増
えていると予想した。そこで、TGF-β を添加した
HDLECの培養上清を一度洗浄した後にHDLECが
産生する培養上清中の、「Smad2のリン酸化を誘導
する液性因子」について、TGF-β シグナル応答性
のレポーター細胞を用いて検討した。TGF-βを添加した HDLECにおける培養上清では、control
と比べ「Smad2のリン酸化を誘導する液性因子」による TGF-βシグナルの活性化の亢進が見ら
れた。また TGF-βシグナルを SB で抑制した HDLEC における培養上清ではこの活性化は抑制
されていた (図 4b) 。これらの結果から、HDLECにおいて TGF-β2は Smad経路を活性化させ
ると同時に「Smad2 のリン酸化を誘導する液性因子」のオートクラインを増加させることで
EndMTをさらに亢進させていることが示唆された。 
	 次に、この増加した「Smad2のリン酸化を誘導する液性因子」を同定するため TGF-βファミ
リーの発現解析を行った。まず TGF-β ファミリーのプロトタイプである TGF-β1、TGF-β2、
TGF-β3の発現を解析したところ、これらの発現は TGF-β2添加により上昇していなかった。そ
こで同じ TGF-β ファミリーに属する Nodal や Activin のサブユニットについて解析を行ったと
ころ、Activin Aのサブユニットである Inhibin βAのみが HDLECにおいて発現していた (Activin
ファミリーには他の種類があるが、Inhibin βAのみでは Activin Aしかできない) 。さらに Inhibin 
βAは TGF-β2で刺激することにより発現量が増加することが判明した (図 5) 。加えて、Activin
の阻害因子である Follistatinの発現は、TGF-βにより発現が低下していた (図 5) 。これらの結
果から、TGF-β2 の添加によって HDLEC は Inhibin βA の発現を上昇させることで培養上清に
Activin Aを放出し、さらに Follistatinの発現を低下させることで Activin Aのオートクラインに
よるシグナルを亢進させて EndMT を亢進していると考えられる。さらに、この TGF-β による
リンパ管内皮細胞の EndMT が炎症性サイ
トカインである TNF-αによって亢進する
こと、老化したヒト皮膚組織においてリン
パ管の EndMT が亢進していることを見出
した（未公表データ）。 
本研究の成果から、リンパ管内皮細胞に

おいて TGF-β2は、Smad経路を介してリン
パ管内皮としての性質を失わせ、SM22αの
高発現の誘導や細胞遊走能の亢進といっ
た間葉系細胞の性質を獲得させることで
EndMTを誘導すること、さらにはActivin A
のオートクラインによりHDLECのEndMT
をより亢進させることが示唆された（図 6）。
また、老化したリンパ管において同様のメ
カニズムが作用していることが実証でき
れば、TGF-β により誘導される EndMT は
緑内障や老年性浮腫の予防・治療の標的と
なりうると考えられ、臨床応用への展開が
期待される。 
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