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研究成果の概要： 
 

胃がん、大腸がんの予後を規定する最も重要な因子であるリンパ節転移の機構を解明する
ため、臨床病理学的ならびに実験的に腫瘍リンパ管新生について検討し、以下の諸点を明
らかにした。１）消化器がんにおける腫瘍リンパ管新生のin vivoにおける実態を明らかに
するためにリンパ管内皮特異抗体D2-40を用いて胃癌５０例、大腸癌６１例のリンパ管新生
を免疫組織学的に検討した。その結果、いずれの腫瘍においてもリンパ管新生は血管新生
のように腫瘍組織内では殆ど起こらず、主として腫瘍周囲で起こることを明らかにした。
VEGF-Cの発現はこれとよく一致して周囲正常上皮に比べ腫瘍細胞でむしろ減少傾向が認め
られたことから、リンパ管新生はVEGF-Cが既存のリンパ管に作用して誘導される可能性が
示唆された。２）次にこれら臨床例の腫瘍リンパ管新生に関する観察結果を実験的に検証
す る た め に GFP 遺 伝 子 を 導 入 し た 胃 癌 、 大 腸 癌 リ ン パ 節 転 移 細 胞 株 と
microlymphangiographyを組み合わせて腫瘍リンパ管新生をヌードマウス皮下移植系で実
験的に解析した。その結果、上記臨床例の観察結果とよく一致して、リンパ管新生は腫瘍
組織内ではなくむしろ腫瘍周囲の既存のリンパ管で起こり、腫瘍細胞のリンパ管侵襲も腫
瘍辺縁部で起きている可能性が示唆された。３）VEGF-Cのリンパ節転移における役割を明
らかにするため、リンパ節非転移性で、VEGF-C低発現ヒト大腸癌細胞株にVEGF-Cを強制発
現させた安定発現株ではリンパ節転移の有意な促進は見られなかった。一方、リンパ節転
移能を有し、VEGF-Cを高発現するヒト大腸癌細胞株にVEGFC ShRNA plasmidベクターを導入
した安定発現株ではリンパ管密度ならびにリンパ節転移能が軽度ながら抑制されたことか
ら、リンパ節転移能の獲得にはVEGF-Cを介したリンパ管新生だけでは十分ではなく、腫瘍
のリンパ管侵襲能も関与している可能性が示唆された。４）腫瘍細胞とリンパ管との相互
作用を解析するためにHPVE6, E7およびhTERT遺伝子を導入して作成したヒト不死化リンパ
管内皮細胞株(HuTLEC)および上記大腸癌リンパ節転移細胞株 (COLM-5)を組み合わせて構
築したin vitro解析システムを用いて、COLM-5細胞の培地中にVEGF-C刺激に比べ数倍高い
転写活性をluciferase assayで検出し、VEGF-C以外の新しい管腔形成促進因子が存在する
可能性を示唆した。 
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１．研究開始当初の背景 
癌のリンパ行性転移は転移のなかでも
最も早期から出現し、頻度も高く癌患者
の生存予後を決定する最も重要な因子
の一つである。近年、VEGF-C/VEGFR3
システムを介したリンパ管新生の分子
機 構 の 解 析 が 急 速 に 進 み 、 ま た
podoplanin などのリンパ管内皮特異マ
ーカーも明らかにされ、それらの抗体を
用いた腫瘍リンパ管新生とリンパ節転
移の関連も数多く報告がなされるよう
になってきた。このように生理的な条件
下におけるリンパ管新生の分子機構や
腫瘍リンパ管の組織レベルでの理解は
確実に進んだが、リンパ行性転移機構そ
のものの研究は血行性転移や播種性転
移に比べ依然として立ち遅れているの
が現状である。その理由としてマウスに
おいて再現性よくリンパ節に転移する
ヒト癌細胞モデルの数が限られており、
in vivo におけるリンパ節転移機構の解
析が困難であったこと、また血行性転移
における血管内皮細胞のように、リンパ
管内皮細胞の培養株がこれまで殆ど存
在せず、in vitro における癌細胞とリン
パ管内皮細胞との相互作用の研究が困
難であったことなどが挙げられる。申請
者らは高いリンパ行性転移能を有する
ヒト胃癌・大腸癌細胞株を樹立し、それ
らにGFPやDsRed遺伝子を導入するこ
とにより in vivo においてリンパ節転移
をリアルタイムにあるいは組織染色な
しに可視化できる転移モデルを複数株
樹立しつつある。これらの in vivo モデ
ルを用いてリンパ節微小転移の発育と
進展過程の解析、薬剤によるその修飾、
リンパ節転移と腫瘍リンパ管新生との
関連の解析が可能となってきた。さらに
申請者らはリンパ管内皮細胞の初代培
養からヒトパピローマウイルス 16 
(HPV16) E6 、E7 遺伝子およびヒト
TERT 遺伝子を導入することにより不
死化細胞株を樹立している。これを用い
ることによりリンパ行性転移能を有す
るヒト胃癌・大腸癌細胞株との接着、管
腔形成などの相互作用に関する in vitro
解析系を構築でき、そのシステムを用い
て新規腫瘍リンパ管新生促進物質ある

いは阻害物質の探索が可能となってきた。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は以下のとおりである。 
a) 近年開発されたリンパ管内皮特異抗体、
D2-40 や VEGF-C 抗体を用いて大腸癌、胃癌の
臨床例における腫瘍リンパ管新生とリンパ管
侵襲の in vivo における実態を明らかにする。 
b) 高いリンパ節転移能を有する VEGF-C 産生
性ヒト大腸癌細胞株、胃癌細胞株に GFP 遺伝
子を導入し、微小リンパ節転移の発育と進展
過程を詳細に検討する。また本モデルに
VEGF-C の強制発現させた細胞株とノックダウ
ンした細胞株を分離し、リンパ管新生ならび
にリンパ節転移への影響を検討し、VEGF-C の
リンパ節転移における役割を明らかにする。 
c)世界に先駆けてヒト胸管から樹立した不死
化リンパ管内皮細胞株 (HuTLEC)を用いてリ
ンパ管内皮としての分化形質発現やVEGF-Cに
対する管腔形成能、増殖応答能、シグナル応
答能などを詳細に検討し、生物学的、機能的
特性を明らかにする。また不死化リンパ管内
皮細胞株とリンパ節転移性癌細胞株を用いて
両者の相互作用を in vitro で解析する系を構
築し、大腸癌細胞株から分泌されていると考
えられる増殖促進因子や管腔形成誘導因子あ
るいは阻害因子の同定を試みる。 
 
３．研究の方法 
a) 臨床材料（ホルマリンパラフィン
包埋手術標本）を用いた Podoplanin, 
VEGF-C 発現の免疫組織学的検討 
b) GFP 遺伝子導入リンパ節微少転移モ
デルを用いたリンパ節微小転移の発育・進展
過程の in vivo 解析 

   本モデル系では蛍光イメージング装置（マ
クロならびに実体顕微鏡）を用いることによ
りリンパ節の微小転移の検出が可能であり、
これを用いてリンパ節転移の発育・進展過程
を詳細に解析する。 
c） VEGF-C 強制発現ならびにノックダウンの
ヒト大腸癌細胞株のリンパ管新生および転移
に及ぼす影響の解析 
 申請者らはリンパ節転移性大腸癌細胞株
(COLM-5)が mRNA レベルでも、蛋白レベルでも
VEGF-C を高発現していることを明らかにして
いるが、これが本細胞株の主たるリンパ管新
生因子か否か、またリンパ節転移に真に関与
しているか否かを確認するため、VEGF-C の 



 

発現ベクターならびに ShRNA プラスミ
ド発現ベクターに組み込んで COLM-5 細
胞にトランスフェクションし、安定発現
株を選別、リンパ管新生およびリンパ節
転移に及ぼす影響をin vivoで検討する。 
d）不死化リンパ管内皮細胞(HuTLEC) 
の生物学的、機能的特性の解析 
 申請者らはヒト胸管から不死化リン
パ管内皮細胞株 (HuTLEC)を世界に先
駆けて樹立している。この HuTLEC 細胞
のシグナル伝達に VEGF-C 受容体 
(FLT-4)が関与しているか否かを明ら
かにするためにHuTLEC細胞をin vitro
で VEGF-C で刺激後、リポーターassay
により転写活性化を調べることにより
HuTLEC 細胞が VEGF-C 受容体 (FLT-4) 
シグナル伝達機構を保持し、機能的に
もリンパ管内皮としての特性を維持し
ているか否かを明らかにする。 
e) ヒト大腸癌細胞株(COLM-5)由来
リンパ管内皮管腔形成促進・阻害因子
の同定の試み 
 上記 HuTLEC 細胞と大腸癌細胞株か
ら成る in vitro 培養システムを用い
て各種大腸癌細胞株の培養上清の管
腔形成誘導活性を検討する。また最近、
PDGF-BB など VEGF-C 以外のリンパ管
新生促進因子が報告されており、上記、
in vitro 培養系を用いてこの点につ
いても検討する。 
 
４．研究成果 
a) 胃癌、大腸癌における腫瘍リンパ
管新生の in vivo における実態を明ら
かにするためにリンパ管内皮特異抗
体、D2-40（エピトープは Podoplanin）
を用いて臨床例のリンパ管新生の検
討をおこなった。その結果、リンパ管
新生は血管新生とは異なり腫瘍周囲
で起こり、繊維性間質の豊富な腫瘍組
織内ではむしろ正常組織に比べ減少
していることが明らかとなった。また
大腸がん細胞のリンパ管侵襲は腫瘍
先進部の芽出 (budding)部位の新生
リンパ管で起きていることを示唆す
る所見を得たが、胃癌ではそのような
所見は少なく、胃癌と大腸がんではリ
ンパ管侵襲の機構が異なり、大腸がん
においては budding が重要な役割を果
たしている可能性が示唆された。 
b) 次にこれら臨床例の腫瘍リンパ管
新生に関する観察結果を実験的に検
証するために DsRed 遺伝子を導入し
た大腸癌リンパ節転移細胞株 
(COLM-5)と FITC-Dextran を用いた
micro-lymphangiography を組み合わ
せてヒト大腸がんの腫瘍リンパ管新

生をヌードマウスの系で解析した。その
結果、臨床材料の観察結果と同様に、腫
瘍リンパ管は腫瘍組織内ではなく腫瘍周
囲の既存のリンパ管から新生され、実験
モデルでも腫瘍細胞のリンパ管侵襲は腫
瘍辺縁部で起きることを示唆する所見を
得た。 
c) VEGF-C のリンパ節転移における役割
を明らかにするため、リンパ節転移能を
有さず、VEGF-C 低発現ヒト大腸癌細胞株
に VEGF-C を強制発現させた安定発現株
を分離した。同細胞では VEGF-C の発現増
強を認めたものの、リンパ節転移の有意
な促進は見られなかった。一方、リンパ
節転移能を有し、VEGF-C を高発現するヒ
ト大腸癌細胞株に VEGFC の ShRNA 
plasmid ベクターを導入した安定発現株
を分離した。ウエスタンブロットで
VEGF-C 発現低下が確認された株では、リ
ンパ管密度の軽度の減少ならびにリンパ
節転移の低下傾向が認められた。以上の
ことから、リンパ節転移能の獲得にはリ
ンパ管新生のみならず、腫瘍のリンパ管
侵襲能が関与している可能性が示唆され
た。  
d) 腫瘍細胞とリンパ管との相互作用を
解析するために作成したヒト不死化リン
パ管内皮細胞株(HuTLEC) がリンパ管内
皮マーカーであるポドプラニンおよび
FLT-4 を蛋白、mRNA レベルで発現してい
ることを確認、さらにリンパ管内皮に特
異性が高いとされるヒアルロン酸結合タ
ンパクである LYVE-1 についてもその発
現を確認し、リンパ管内皮としての分化
形質を保持していることを確認した。今
後、FLT-4 の細胞質内ドメインを欠失し
た Dominant negative 変異体を作成し、
これを用いてVEGF-C刺激でFLT-4を介し
たシグナルが細胞内でブロックされるか
否かを調べ、HuTLEC 細胞におけ る
VEGF-C/FLT-4 経路を介したシグナル伝
達について解析してゆく予定である。 
 上記、HuTLEC 細胞と大腸癌リンパ節転
移細胞株、COLM-5 を組み合わせた in 
vitro 解析システムを用いてリンパ節高
転移性の COLM-5 細胞の培地中に VEGF-C
刺激に比べAP1, Sreなどの転写因子の数
倍高い転写活性をluciferase assayで検
出し、VEGF-C 以外の新しい管腔形成促進
因子が存在する可能性を示唆した。今後、
さらに詳しい解析を続けてゆく予定であ
る。 
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