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研究成果の概要（和文）：三次元リンパ管組織モデルでは平面的に1次管腔ネットワークを形成し、そこからリ
ンパ管新生が起こり、出芽・伸長・移動・吻合を繰り返して三次元的な2次管腔ネットワークを形成することが
明らかになった。また、リンパ管新生中にリンパ管内皮細胞の細胞内小胞がリンパ管内腔へ変化した。三次元リ
ンパ管組織モデルの線維芽細胞のCD73発現およびアデノシンレセプター発現がリンパ管ネットワーク形成能に関
与していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We showed that a primary lymphatic vessels network is formed on a plane in a
 three-dimensional lymphatic vessel tissue model. And then lymphangiogenesis occurs from there, and 
budding, elongation, migration, and anastomosis are repeated to form a secondary lymphatic vessels 
network. Intracellular vesicles of lymphatic endothelial cells changed into lymphatic lumen during 
lymphangiogenesis. It was suggested that CD73 expression and adenosine receptor expression of 
fibroblasts in a three-dimensional lymphatic vessel model are involved in the lymphatic network 
formation ability.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
リンパ管新生はがんのリンパ行性転移だけでなく免疫、むくみやアンチエイジングなど様々な場面での関与があ
るにもかかわらず不明な点が多い。本研究ではタイムラプス・ライブイメージングでリンパ管形態形成を明らか
にし、線維芽細胞のCD73がリンパ管ネットワーク形成に関与していることが示唆された。がんの病態解明や、ひ
いては新たな治療戦略の確立に寄与することが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
がん病巣におけるリンパ管新生やリンパ管構造の不安定化はがんのリンパ行性転移を促進す
ることが知られている。そのため、リンパ管の形成メカニズムを解明することはがん進展の病態
解明と治療戦略の確立に必須であるが、多くのことが未だ不明である。CD73 は細胞外 AMP をア
デノシンに変換する酵素でありリンパ管で強く発現している。リンパ管形態形成制御に関与し
ていることが予想されるが、リンパ管での役割はほとんどわかっていない。 
リンパ管形態形成の観察にはタイムラプス・ライブイメージングが有効であり、ゼブラフィッ
シュを用いた観察手法が確立されている。しかし、医学研究への応用のためにはヒト細胞を用い
た実験系が望ましく、三次元積層培養法を用いたヒトリンパ管形成モデルは結合組織中に管腔
構造を伴うリンパ管ネットワークを構築するためタイムラプス・ライブイメージングに応用で
きると考えた。改良を加えた結果、タイムラプス・ライブイメージングが可能となった。 
 
 
２．研究の目的 
CD73 のリンパ管形態形成を制御する現象とメカニズムを解明し、リンパ管における CD73 の
病態生理学的な意義を明らかにすることを目的とする。そのため、リンパ管ネットワークの形態
形成運動をライブイメージングにより明らかにし、それをもとにリンパ管形態形成における
CD73 の機能を解析する。がんのリンパ行性転移の全容解明につながり、ひいては新たな治療戦
略の確立に寄与することが期待される。 
 
 
３．研究の方法 
（１）リンパ管形態形成のタイムラプス・ライブイメージング 
 ヒト線維芽細胞(NHDF)と GFP 遺伝子を導入したヒトリンパ管内皮細胞(LEC)を用いて三次元積
層培養を行いヒトリンパ管形成モデル組織を作成した。共焦点蛍光顕微鏡でタイムラプス像を
撮影し解析を行った。 
 
 
（２）CD73 によるリンパ管網形成能への亢進/阻害効果の検討 
①ヒトリンパ管形成モデルにおける CD73 の局在と酵素活性染色 
 ヒトリンパ管形成モデルにおいて CD73 の免疫染色を行い、さらに単層培養の LEC と NHDF、
ヒトリンパ管形成モデルにおいて CD73 酵素活性染色（5’-Nase 染色）を行った。 
 
②ヒトリンパ管形成モデルにおける CD73 のリンパ管網形成能の亢進/阻害効果の検討 
ヒトリンパ管形成モデルで CD73 のノックダウン(KD)試験とアデノシンレセプター(ADOR)阻害
剤投与試験を行った。KD試験では LEC と NHDF に siRNA なし(mock)、CD73 siRNA をトランス
フェクションした 24 時間後に積層培養を開始した。さらに 96 時間後に固定し評価を行った。
ADOR 阻害剤投与試験では積層培養開始直前、LEC にそれぞれ阻害剤なし(mock)、NECA(アデノシ
ンレセプターアゴニスト)、AMPCP(CD73 阻害剤)を投与し、三次元積層培養を行った。さらに 96 
時間後に固定し評価を行った。 
 
③Matrigel チューブ形成アッセイによる CD73 のリンパ管網形成能の亢進/阻害効果の検討 
Matrigel を用いたリンパ管内皮細胞チューブ形成アッセイによる KD 試験と阻害剤投与試験
行った。LEC にそれぞれ siRNA なし(mock)、negative control siRNA (siNC)、NT5E siRNA をト
ランスフェクションし、24 時間後にマトリゲル上で培養を開始した。培養開始から 48 時間後
に固定し評価を行った。阻害剤投与試験では LEC にそれぞれ阻害剤なし(mock)、AMP、AMPCP を
投与し、マトリゲル上で培養を行った。培養開始から 48 時間後に固定し評価を行った。 
 
 
４．研究成果 
（１）リンパ管形態形成のタイムラプス・ライブイメージング 
積層培養開始直後には一層であった LEC が、約 12 時間後にチューブ形成して平面的に 1次管
腔ネットワークを形成した。約 24 時間経過後、下層に向けてのリンパ管新生が起こり、出芽・
伸長・移動・吻合を繰り返して三次元的な 2次管腔ネットワークを形成することが明らかになっ
た。 
また、1次管腔ネットワークでは平板状に展開していた LEC 群が形態変化して扁平なリンパ管
網を構築するのに対し、2次管腔ネットワークでは突出した LEC 中の細胞内小胞がリンパ管内腔
へ変化した。細胞内小胞融合による管腔形成はリンパ管新生では報告されておらず、今後のさら
なる研究において有用なモデルが得られた。 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）CD73 によるリンパ管網形成能への亢進/阻害効果の検討 
①ヒトリンパ管形成モデルにおける CD73 の局在と酵素活性染色 
 ヒトリンパ管形成モデルでは NHDF の酵素活性が比較的強かった。単層培養 NHDF での酵素活
性染色は細胞全体に及ぶが、単層培養 LEC の酵素活性染色は核周囲の細胞質に集中しており細
胞膜上の染色は薄かった。CD73 は膜タンパク質であり、免疫染色結果において LEC の核が強く
染色されていないことから、ヒトリンパ管形成モデルにおいて LEC の CD73 の発現量および酵素
活性は NHDF と比べて弱いと考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
②ヒトリンパ管形成モデルにおける CD73 のリンパ管網形成能の亢進/阻害効果の検討 
 ヒトリンパ管形成モデルでの CD73 KD によるリンパ管網形成の亢進/阻害効果は認められなか
った。ノックダウン効率は 50～70％程度であったため、ノックダウンが不十分であった場合を
考慮し AMPCP(CD73 阻害剤)と NECA(アデノシンレセプターアゴニスト)の投与試験を行った。細
胞外基質中のアデノシンが枯渇すると想定して AMPCP を投与しており、NECA と反する作用があ
る考えていたが、AMPCP と NECA を投与した場合いずれも mock と比べてリンパ管網形成を亢進し
た。 
 
③Matrigel チューブ形成アッセイによる CD73 のリンパ管網形成能の亢進/阻害効果の検討 
Matrigel を用いた LEC チューブ形成アッセイによる CD73 KD 試験の結果、リンパ管網形成の
亢進/阻害効果は認められなかった。また、AMP、AMPCP 投与試験の結果も同様にリンパ管網形成
の亢進/阻害効果は認められなかった。②で観察した AMPCP と NECA 投与時のリンパ管網形成亢
進作用は NHDF に由来するものであると考えられる。 
 
以上の結果から CD73 の発現および細胞外基質中のアデノシン濃度がリンパ管網形成能に関与
していると示唆された。ヒト腸間膜のように CD73 が特にリンパ管で強く発現している場合もあ
るが、①での観察結果のようにそうでない場合もある。組織毎にリンパ管形態形成に対する効果
が異なるかもしれないと考えており、今後検討が必要である。 

1次管腔ネットワーク 
の形成 

2次管腔ネットワーク 
の形成 細胞内小胞融合によるリンパ管内腔形成 
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