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研究成果の概要（和文）： 

 我々はリンパ管新生の制御機構を明らかにするためにリンパ管新生のマスター因子 Prox1 の
作用を中心に研究を行った。我々は TGF-β シグナルによって Prox1 の発現が抑制され， HoxD8
によって発現が誘導されることを見いだした。また、Prox1 が Ets ファミリーの転写因子や核
内受容体 COUP-TFII1 と結合し，リンパ管新生に重要な働きを示すことを明らかにした。さらに
Prox1 の標的遺伝子として新たに FoxC2、Ang-2、HoxD8 を見いだした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
  In order to elucidate the mechanisms of lymphangiogenesis, we have studied the action 
of Prox1, a master regulator of lymphangiogenesis. In this project, we have found that 
TGF-beta represses the expression Prox1, whereas HoxD8 induces it. In the nucleus, Prox1 
was shown to interact with Ets family proteins and a nuclear receptor COUP-TFII to regulate 
expression of genes involved in lymphangiogenesis. We have also identified novel Prox1 
target genes, including FoxC2, Ang-2, and HoxD8. 
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１．研究開始当初の背景 
 リンパ管新生の分子機構はとくに癌の転
移との関連で近年大きな注目を浴びつつあ
る。一方でリンパ管の形成異常により引き起
こされる疾患としてはリンパ浮腫があり、近
年、乳癌の症例などで大きな問題となってい

る。リンパ管に関する研究が血管研究と比較
して大きく遅れた理由の一つとしてリンパ
管を同定するための良いマーカーがなかっ
たことが挙げられる。現在では血管内皮増殖
因子(VEGF)-C や VEGF-D の受容体である
VEGFR3 や転写因子 Prox1、ヒアルロン酸受容
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体である LYVE1、膜タンパク質である
podoplanin などがリンパ管に特異的に発現
するマーカーとして用いられるようになっ
てきた。 
 転写因子の中には細胞の運命を決定する
ような働きを持つものがあり、しばしばマス
ター因子と呼ばれる。これらの因子は多くの
標的遺伝子群の発現を調節することによっ
て、細胞におけるシグナル伝達経路や転写ネ
ットワークなどを変化させ、細胞を新たな運
命へと導く。リンパ管内皮細胞の増殖と分化
には VEGF-C/D とその受容体 VEGFR3 によるシ
グナルが必須であることが知られている。し
かしリンパ管内皮細胞において VEGFR3 の発
現は転写因子 Prox1 によって調節されており、
さらに Prox1 は podoplanin などの多くのリ
ンパ管マーカーの発現も調節していること
から、最近 Prox1 がリンパ管分化のマスター
遺伝子ではないかと考えられるようになっ
てきた。 
 Prox1 遺伝子はショウジョウバエの神経の
運命決定を行なう prospero ホメオボックス
遺伝子の脊椎動物における ortholog として
発見された。Prox1 はリンパ管以外にも眼の
レンズや肝臓などで発現しているが、Prox1
ノックアウトマウスでは血管形成には異常
がないものの、リンパ管が形成されずに胎生
致死となることからも Prox1 がリンパ管分化
に決定的な役割を持つことが示唆されてい
る。 
 マウス ES 細胞は LIF 存在下では未分化性
を維持するが、LIF を除くとその一部は血管
内皮増殖因子 VEGF-A の受容体 VEGFR2/Flk-1
陽性の血管前駆細胞へと分化する。Flk-1+細
胞はさらに VEGF-Aの作用で血管内皮細胞へ、
PDGF-BB の作用で血管平滑筋様細胞（壁細胞）
へと分化していく。血管内皮細胞はさらに何
らかのシグナルによってリンパ管内皮細胞
へと分化していくと考えられていることか
ら、我々はリンパ管内皮細胞様細胞を得るた
めにいくつかの試みを行ってきた（Suzuki et 
al., Blood, 2005）。そうした中で我々はテ
トラサイクリン発現誘導システムを用いる
ことにより、ES 細胞が分化する過程で、ある
限られた時にのみ遺伝子を発現させること
を可能にし、Prox1 をテトラサイクリン依存
性に発現させることに成功した。この方法に
より、マウス ES 細胞を血管前駆細胞に分化
させた後 Prox1 を発現させると、VEGFR3 や
podoplanin、integrin α9 などのリンパ管マ
ーカーが誘導されて増殖・運動性の亢進など
が見られるのに対し、VEGFR2 や VE-cadherin
などの血管内皮細胞特異的遺伝子の発現は
抑制されることを見いだした。このことは
Prox-1 が血管内皮からリンパ管内皮への遺
伝子発現レベルでのリプログラミングを誘
導し、リンパ管への分化を司るマスター因子

であることを強く示唆すると考えられた。 
 
２．研究の目的 
 我々はこれまでに TGF-β 阻害剤が ES細胞
由来の血管内皮細胞の増殖を促進し、さらに
分化した内皮細胞シートの形成に重要な役
割を果たすことを明らかにした（Watabe et 
al., J. Cell Biol., 2003）。本研究では我々
がこれまで明らかにしてきた血管細胞の分
化に関する知見を基盤として、種々の in 
vitro、in vivo の実験系を駆使して、Prox1
による血管前駆細胞からリンパ管内皮細胞
への分化のメカニズムを分子レベルで明ら
かにすることを目指した。上述の通り、我々
はすでにマウス ES 細胞由来血管前駆細胞
（Flk-1+細胞）に Prox1 を発現させるとリン
パ管マーカーが誘導され、リンパ管内皮細胞
様細胞を得られることを明らかにしていた。
またヒト臍帯静脈由来血管内皮細胞（HUVEC）
に Prox1を発現させた場合にも同様にリンパ
管内皮細胞特異的遺伝子が誘導される。一方
でヒト皮膚由来リンパ管内皮細胞（HDLEC）
で Prox1の発現をノックダウンするとリンパ
管マーカーの発現が低下し、さらに細胞がア
ポトーシスに陥る傾向があることを確認し
た。こうした in vitro の系に加え、我々は
リンパ管新生を in vivo で確認する方法を樹
立している。そこで本研究では Prox1 の作用
を中心に、研究を推進した。 
 
３．研究の方法 
 本研究では Prox1 の作用を中心に、 １）
Prox1 がどのようなシグナルで血管内皮細胞
で誘導されるか、２）血管内皮細胞で Prox1
はどのような転写因子と複合体を形成し、リ
ンパ管特異的遺伝子を誘導するか、３）Prox1
はどのような遺伝子の転写を促進（または抑
制）し、それらの遺伝子はリンパ管の形成に
どのような役割を果たしているか、の３つに
焦点を絞り、研究を推進した。 
 細胞はマウス ES 細胞由来血管前駆細胞
（Flk-1+細胞）やヒト皮膚由来リンパ管内皮
細胞（HDLEC）のほか、ヒト臍帯静脈由来血
管内皮細胞（HUVEC）などを用い、Prox1 の遺
伝子をアデノウイルス等を用いて発現させ
たり、siRNA でノックダウンするなどしてそ
の作用を検討した。 
 
４．研究成果 
(1) リンパ管新生を評価する in vivo の系の
確立 
 まずヌードマウスの胃壁にスキルス胃が
ん OCUM-2MLN 細胞を移植しリンパ節転移を調
べたところ、OCUM-2MLN 細胞は４週後にリン
パ節転移を示した。さらに Cyclooxygenase-2
阻害剤であるエトドラクを投与したところ、
リンパ節転移が有意に抑制できることを確



 

 

認した。次にヌードマウスに癌性腹膜炎を惹
起し、横隔膜でのリンパ管新生を測定する系
を確立した。この場合もエトドラクはリンパ
管新生を抑制した。最後にチオグリコレート
により慢性腹膜炎を惹起し、横隔膜リンパ管
新生を測定したところ、やはりエトドラクに
よる効果が見られた。これらの系は今後、リ
ンパ管新生を検討する上で有効な系となる
ことが期待された。 
 
(2) Prox1 の発現を制御するシグナルの同定 
 転写因子 Prox1はリンパ管新生のマスター
因子として作用することが我々のこれまで
の研究で明らかとなっている。我々は TGF-β
阻害剤を投与すると転写因子 Prox1や細胞表
面タンパク LYVE1の発現が上昇することを明
らかにした。また転写因子 HoxD8 が Prox1 の
発現を亢進することを見出した。HoxD8 の発
現は Prox1 によって誘導されることから、
Prox1 の発現は自身の標的遺伝子である
HoxD8 によって維持されていることが示唆さ
れた。以上の結果から Prox1 と HoxD8 による
転写ネットワークがリンパ管の成熟と維持
において重要な役割を果たしていることが
示唆された。 
 
(3)  Prox1と結合する転写因子COUP-TFIIの
作用 
 我々は静脈血管内皮細胞において発現す
る核内受容体 COUP-TFII が Prox1 の転写活性
を調節することを示した。血管内皮細胞
(BEC)とリンパ管内皮細胞(LEC)において
Prox1 は cyclin E1 と VEGFR3 の発現を誘導す
ることにより、細胞増殖と VEGF-C への走化
性を亢進する。COUP-TFII の発現により BEC
と LEC において Prox1 の作用は阻害されたの
に対し、COUP-TFII の発現を低下させると
Prox1 の作用は BEC では亢進し、LEC では阻
害された。我々はまた内因性の Prox1 と
COUP-TFII がリンパ管内皮細胞において結合
すること、cyclin E1 プロモーター上で複合
体を形成することを見出した。以上の結果か
ら COUP-TFII がリンパ管の形成と維持におい
て Prox1 と結合することにより、Prox1 の機
能を調節していることが示唆された。 
 
(4) Ets ファミリーの転写因子のリンパ管新
生に対する作用 
 我々は Prox1 と結合する因子を yeast 
two-hybrid system で検索し、Ets ファミリ
ーの転写因子である Ets2 が Prox1 と結合す
ることを見出した。Ets2 は血管内皮細胞だけ
でなくリンパ管内皮細胞にも発現していた。
またリンパ管内皮細胞で Prox1 が Ets2 と結
合していることを確認した。さらに我々は
Ets2がProx1と協調して血管内皮細胞やリン
パ管内皮細胞で、VEGF-C の受容体である

VEGFR3 の発現を誘導することを明らかにし
た。また Ets2 は Prox1 による血管内皮細胞
やリンパ管内皮細胞の VEGF-C に対する遊走
を促すことや、クロマチン免疫沈降法で
Prox1 と Ets2 が VEGFR3 プロモーターへ結合
することを確認した。さらには、我々が確立
した横隔膜でのリンパ管新生系では Ets2 が
in vivo においてリンパ管新生を誘導するこ
とを見出した。今回の我々の研究で Ets ファ
ミリーの因子では Ets2 以外にも Ets1 などい
くつかの因子が Prox1と結合することが明ら
かとなったことから、Est ファミリーの因子
は Prox1と協調することによってリンパ管新
生に極めて重要な役割を持つことが明らか
となった。 
 
(5) 新規転写因子 Homez の働き 
 新規転写因子 Homezは機能未知の転写因子
で、我々の研究で Prox1 と結合することが明
らかとなった。Homez は血管内皮細胞やリン
パ管内皮細胞に発現している。Homez はリン
パ管内皮細胞で Cyclin E1 の発現を上昇させ
ることから、細胞増殖を促進することが示唆
された。Homez を高発現するマウスは形態学
的には明らかな異常は見られなかったが、
Homez が精巣に発現しているためか生殖能力
に異常があることを示唆する結果を得た。 
 
(6) Prox1 の標的遺伝子の同定 
  我々はマウス胚性幹細胞由来の血管内皮
細胞(MESEC)においてリンパ管の成熟に重要
な役割を果たす FoxC2 と Angiopoietin-2 
(Ang-2)の発現を Prox1 が誘導することを見
出した。さらに HoxD8 の発現が Prox1 によっ
て誘導されることが明らかとなった。Prox1
による HoxD8 発現誘導はヒト臍帯静脈血管内
皮細胞ならびにヒト皮膚由来リンパ管内皮
細胞においても確認され、マウス胚由来のリ
ンパ管内皮細胞において HoxD8 が発現してい
ることも確認された。さらにマウス炎症性リ
ンパ管新生モデルにおいて、アデノウィルス
によって導入された HoxD8が横隔膜上の新生
リンパ管の径を拡大させることが明らかと
なった。我々はまた Prox1 と HoxD8 が協調的
に Ang2 の発現を誘導することを見出した。 
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