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研究成果の概要（和文）：今回の研究では、口腔内および口腔以外のリンパ管を介した免疫機構

を明らかにするため、免疫で重要な役割を果たす複数のタンパク質の研究を行いました。その

結果、口腔内では部位によりリンパ管の果たす役割が異なる可能性を、また口腔以外では、い

くつかのタンパク質が相互連携していることを明らかにしました。以上から、全身のリンパ管

は、物質輸送だけではなく免疫機構にも関与することが分かりました。 

 

研究成果の概要（英文）：We investigated some proteins which play an important role in the 

immune system to clarify immune mechanisms via intraoral and extraoral lymphatic vessels. 

We showed that intraoral lymphatic vessels may differently play site-specific roles in 

immune systems, and extraoral lymphatic vessels have intracellular networks through these 

proteins. We discovered that systemic lymphatic vessels contribute to not only substance 

transport, but also immune mechanisms.  
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１．研究開始当初の背景 
 

従来、脈管研究と言えば血管研究であり、

組織学的・細胞学的にリンパ管と血管の鑑別

が困難なため、リンパ管研究はほとんど行わ

れていなかった。しかし近年、リンパ管に特

異的な蛋白質および遺伝子が相次いで発見

され、ヒトリンパ管内皮細胞の分離培養が可

能となったことを契機として LECの機能解析

が世界的な規模で盛んに行われるようにな
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ったが、いずれにしてもリンパ管研究は緒に

付いたばかりと言っても過言ではない。 

一方申請者らは、1990年代の初頭からリン

パ管、特に組織内における毛細リンパ管の分

布・構築に関する研究を開始した。その成果

として、我々はこれまでに免疫組織化学的リ

ンパ管同定法（desmoplakin）を確立すると

ともに、毛細リンパ管における種々の白血球

接着因子、病原因子共通の分子構造である

pathogen-associated molecular patterns

（PAMPs）を認識する受容体である Toll様受

容体、ならびにサイトカインの 1つであるケ

モカインの発現を次々と明らかにすること

によって、リンパ管が従来言われてきたよう

な単なる下水道ではなく、組織内白血球のリ

ンパ管内への移動や所属リンパ節への輸送

に積極的な役割を担っている重要な器官で

あることを示してきた。 

しかし研究開始当初においては、口腔組織

の毛細リンパ管と口腔以外の組織における

毛細リンパ管の機能的な相違を明らかにす

るには至らなかった。 
 
 
２．研究の目的 
 

本研究課題の目的は、口腔組織の毛細リン

パ管における機能分子発現機構が、口腔組織

以外の組織における毛細リンパ管と如何な

る点で異なっているのかを明らかにするこ

とにある。具体的には、 

(１)健常および炎症ヒトリンパ管内皮細胞

（lymphatic endothelial cell: LEC）

における種々の Toll-like receptor

（TLR）、白血球接着因子、およびケモ

カイン発現の相違を明らかにする。 
 

( ２ )lymphotoxin （ LT ） 依 存 性 nuclear 

factor-kappaB（NF-kB）経路による種々

の白血球接着因子およびケモカイン発

現誘導機構の相違を明らかにする。 
 

(３)TLR 依存性 NF-kB 経路およびその他の経

路を介した、種々の白血球接着因子およ

びケモカイン発現誘導機構の相違を明

らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
 
(１)In vivo の検索 

北海道大学病院より提供を受けたヒト口

腔健常・炎症・悪性腫瘍組織（舌、歯肉、歯

髄ならびに口蓋扁桃）、ならびに口腔以外の

ヒト健常組織（口腔粘膜再建時に用いる大腿

皮膚）を用い、各種特異抗体を用いて、毛細

リンパ管における TLR2、TLR4、TLR6、platelet 

endothelial cell adhesion molecule-1

（PECAM-1）、Cys-Cys モチーフケモカインで

ある CCL21 ならびに LT 受容体の発現を免疫

組織化学的に検索した。 
 
(２)In vitro の検索 

①ヒト市販皮膚および肺 LECを購入して細

胞株を樹立し、以下の方法で検索を行った。 
 

1)培養ヒト LECにおける種々の TLR発

現ならびにアダプター分子の発現

を確認する。 
 

2)種々のリガンドで処理された培養

ヒト LECと処理を行わない LECにお

ける種々のサイトカイン、ケモカイ

ンならびに白血球接着因子の発現

を比較検討する。 
 

3)種々のリガンドで処理された培養

ヒト LECと処理を行わない LECにお

ける細胞内分子動態を比較解析す

る。 
 

 ②口腔組織から既に報告のある方法を用

いて LEC 株の樹立を行い、①１)～３)と同様

の解析をする。 

 
 
４．研究成果 
 

(１)研究の主な成果 

①In vivo の検索 

 １)ヒト大腿皮膚リンパ管ではほぼすべて

のリンパ管で TLR2、TLR4ならびに CCL21

の発現が認められた。 
 

 ２)ヒト健常および悪性腫瘍舌組織のほぼ

すべてのリンパ管（毛細リンパ管およ

び集合リンパ管）で TLR2、TLR4ならび

に CCL21 の発現が認められた。 
 

 ３)ヒト炎症舌組織の全てのリンパ管では、

健常時に認められた TLR2、TLR4、なら

びに CCL21 の発現が消失した。 
 

 ４)ヒト健常および炎症歯髄組織における

リンパ管ではほぼすべてのリンパ管で

TLR2、TLR4の発現が認められなかった。



 

 

なお、CCL21 の発現については既に報告

済みである。 
  

 ５)ヒト健常歯肉組織では毛細リンパ管に

おける TLR2 および TLR4 の発現は認め

られず、約半数の集合リンパ管で TLR2

および TLR4の発現が認められた。なお、

CCL21 の発現については既に報告済み

である。 
 

 ６)３)～５)における LT受容体の発現に関

しては、採取組織により大きなばらつ

きがあり統一した見解は認められなか

った。 
  

②In vitro の検索 

１)市販ヒト正常 LEC から細胞株を樹立し

てヒト歯根膜線維芽細胞およびヒト真

皮血管内皮細胞と混合培養した後、免

疫磁気ビーズを用いることで、LEC の選

択的分離が可能であった。 

 

２)TNF-α処理培養ヒト市販新生児皮膚由

来 LEC は、TNF-α未処理 LEC と比較し

て、白血球接着因子である vascular 

cell adhesion molecule-1（VCAM-1）

お よ び intercellular adhesion 

molecule-1（ICAM-1）が遺伝子レベル

でそれぞれ 10倍および 50倍に増大し、

これには転写因子である activator 

protein-1（AP-1）が関与していること

が明らかとなった。一方、PECAM-1に関

しては TNF-αで処理すると、処理しな

かった場合と比較して遺伝子レベルで

発現量が半減した。 

 

３)培養ヒト市販新生児皮膚由来 LEC は

TLR2、TLR4、ならびにアダプター分子

である MD-2、CD14、MyD88、TIRAP、IRAK1

ならびに TRAF-6を発現することを明ら

かにした。 

 

４)リポポリサッカライド（LPS）処理培養

ヒト市販新生児皮膚由来 LEC は、LPS未

処理 LEC と比較して、インターロイキ

ン(IL-)6、IL-8、VCAM-1ならびに ICAM-1

の産生を増大させ、これらが TLR4を介

して行われていることを、また転写因

子には NF-kB、AP-1 が関与しているこ

とを明らかにした。（抗体阻害実験およ

び RNA干渉実験より） 

 

５)リポタイコ酸（LTA）処理培養ヒト市販

新生児皮膚由来 LECは、LTA 未処理 LEC

と比較して、E-セレクチン、ICAM-1、

VCAM-1 の産生を増大させ、ICAM-2、

ICAM-3、junctional adhesion molecule

（JAM）-1、JAM-2、JAM-3 ならびに

PECAM-1 の産生には変化を与えないこ

とを明らかにした。また、これら産生

の増大は、TLR4ではなく TLR2 を介して

行われていることも明らかにした。（抗

体阻害実験および RNA 干渉実験より） 

 

６)LTA 処理培養ヒト市販新生児皮膚由来

LECは、LTA未処理 LEC と比較して、複

数のケモカイン、すなわち Cys-Cys モ

チーフケモカインである CCL2、CCL5、

CCL20 の産生、ならびに Cys-X-Cys モ

チーフケモカインである CXCL1、CXCL3、

CXCL5、CXCL6 ならびに CXCL8 の産生を

増大させることを明らかにした。 
 
 

(２)得られた成果の国内外における位置づ

けとインパクト 
 

2001 年にリンパ管内皮細胞の分離培養が

成功した後から、分子生物学を応用したリン

パ管研究がようやく行われるようになって

きたが、申請者らも 1990 年代の初頭からリ

ンパ管研究に従事し、リンパ管が単なる物質

の輸送経路ではなく、免疫機構に積極的に関

与する組織である可能性を示してきた。 

近年申請者らは、世界で初めてリンパ管内

皮細胞における TLRの発現を免疫組織学的に

証明したが、今回の組織学的ならびに分子生

物学的手法を用いた一連の研究から、リンパ

管内皮細胞が TLRにより PAMPs を認識し、特

定の転写因子（NF-kB または AP-1）を介して

種々の白血球接着因子ならびにケモカイン

を産生誘導することを証明することができ

た。 
 

以上のようなリンパ管内皮細胞における

PAMPs を介した免疫機構に関する研究は、申

請者が渉猟した範囲では、わずかに 2008 年

の Pegu らの報告以外には認められず、まし

てや白血球接着因子に言及した研究は一切

認められていないのが国内外における位置

づけであり、さらにはこれらにおける白血球

接着因子の発現が、TLR の調節を受けること



 

 

を示せたことは非常に大きなインパクトで

あろう。 

 

 さらに、口腔内と口腔以外のリンパ管にお

ける TLR の発現が異なっていることは、口腔

粘膜とそれ以外の免疫システムが異なる可

能性を示しており、この点においてもインパ

クトは非常に大きい。 

 

(３)今後の展望 
 

１)リンパ管内皮細胞における免疫機構 
 

今回、リンパ管内皮細胞が TLR2および TLR4

を介して PAMPsを認識することを明らかにし

たが、ヒトにおける種々の細胞を用いて確認

されている残り 8種類の TLR とリンパ管内皮

細胞との関連性は全くの不明である。以上の

ことから、これらについても同様の検索を行

い、リンパ管内皮細胞の TLR を介した PAMPs

の認識機構に対する全貌を明らかにする必

要があると考えられる。 

 

また今回の検索では、口腔内と口腔以外の

リンパ管内皮細胞における TLR発現に相違が

認められたことから、特に口腔内のリンパ管

内皮細胞における詳細な検索を追加して行

う必要がある。 

 

以上のことが明らかになれば、種々の口腔

粘膜感染症に対する特異的な治療システム

の開発に貢献できると考えられる 

 

一方、TLR を介してリンパ管内皮細胞に産

生誘導される白血球接着因子による種々の

免疫細胞（白血球を含む）の動態が明らかに

なれば、リンパ管内皮細胞における自然免疫

機構ならびに獲得免疫機構における分子生

物学的基盤の構築に大きく貢献できること

が期待される。 

 

２)悪性腫瘍細胞のリンパ行性転移 
 

現在では可能になったリンパ管内皮細胞

の培養を行うことで、リンパ管内皮細胞と悪

性腫瘍細胞との関連性を明らかにすること

が可能である。 

今後は、悪性腫瘍のリンパ行性転移メカニ

ズムの解明ならびに悪性腫瘍に対する治療

戦略の構築に貢献することが重要であると

考える。 

この中で、悪性腫瘍の脈管転移には炎症性

反応が関与することが近年の報告で多く認

められる。 

そこで申請者が明らかにしてきたリンパ

管内皮細胞における TLRを介した種々のサイ

トカインならびにケモカインの産生誘導が

腫瘍細胞に与える影響を明らかにすること

ができれば、頭頸部腫瘍のみならず悪性腫瘍

全般における治療システムの開発・応用に必

要不可欠な分子生物学的基盤の確立に貢献

できると考えられる。 
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