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研究成果の概要（和文）：アジュバント誘導性の良性リンパ管腫モデルにおいて、腹膜中皮細胞

や骨髄由来の間葉系細胞が体外性のミネラル油に対して反応性に増殖し、一種の脂肪(含有)細

胞へと化生し、さらには互いに融合しながら形態的にも機能的にも未熟なリンパ管様構造を形

成することが明らかとなった。これによって、局所の環境変化に応じて中皮細胞と脂肪摂取細

胞、リンパ管内皮細胞の３者間で、互いに形態的・機能的に移行し得ることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：In an adjuvant-induced lymphangioma model, we found that abdominal 
mesothelial cells and bone marrow-derived cells proliferated and transformed into fat 
storing cells in response to extrinsic mineral oil, and then, by fusing with each other, 
formed tubular structures which appeared to be morphologically and functionally immature 
lymphatic vessels. This suggests that mesothelium, fat cell and lymphatic endothelium 
may be interchangeable to each other depending on their local microenvironment. 
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１．研究開始当初の背景 
 古来リンパ管については、中を流れる脂肪
成分のために白く見えることからその名を
「にゅうびかん：乳糜管」と称する通り、脂
肪との深い関わりが知られている。ところが、
なぜ脂肪がリンパ管からのみ吸収されるのか、

なぜリンパ球はリンパ中の高濃度の脂肪の中
で元気が良いのか、なぜリンパの濾過の役割
を担うリンパ節が脂肪組織内に存在するのか、
さらには、なぜリンパ組織は加齢により退縮
するにつれ脂肪組織に置き換わるのかなど、
素朴な疑問や謎が尽きない。従来の報告では、
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リンパ浮腫は次第に組織を脂肪化し肥満の方
向へ向かわせると言う(Schneiderら、Nature 
Genetics, 2005)。またつい最近、リンパ浮腫
lymphedemaにしばしば併発する肥満や脂肪浮
腫lipoedemaに脂肪細胞が関わっていること
から、生活習慣病とも関連して、肥満とリン
パ管との関係が話題を呼んでいる。ところが、
リンパ管と脂肪細胞の関係を直接的に証明す
るだけの決定的証拠が挙がっていないばかり
か、これまでのリンパ管についての基本的な
謎の解明はほとんど成されていない。その最
大の理由として、リンパ管を形態学的に厳格
に同定・判別し、その機能特異性を証明する
手段の欠如に加え、リンパ管機能を研究する
ための実験モデル開発の遅れが挙げられる。
つい最近になって、LYVE-1, Podoplanin, 
Prox-1, VEGFR-3などのマーカーが相次いで
発見されて、ようやく分子レベルでのリンパ
管研究が始動し始めたが、研究が進むにつれ、
これらも単独では決してリンパ管のみに特異
的なマーカーではないことが判明した
(Scavelliら、J. Anatomy, 2004他)。 
 申請者らは、これまでリンパ管をはじめ毛
細血管や細静脈などの微小脈管群を厳格に同
定する上で、最も確実で信頼度の高い手段と
してモノクローナル抗体(LA102、LA5)を作製
(学会発表⑥他)するとともに、リンパ管の機
能を探究する目的で良性のリンパ管腫モデル
の確立に成功(江崎ら,Anat Embryol,2006他)
した。そこで今回、リンパ管の謎を解く手が
かりの一つとして、免疫賦活用の溶媒である
アジュバント油剤(FIA油)を用いて良性リン
パ管腫モデルを作り、脂肪がリンパ管の新生
にいかに関与するのか、脂肪の代謝に対する
脂肪細胞とリンパ管機能との関わり、リンパ
管新生を促す直接の引き金を引くのは何かな
ど、リンパ管腫の形成機序と局所脂肪細胞と
の関係を解明することになった。 
 また、本研究に関連して；アジュバント油
は古くから腹水、つまりリンパ浮腫を誘導す
ることもよく知られている(Potter ら, J Nat 
Cancer Inst, 1964 他)。またつい最近、色々
な刺激により脂肪細胞が VEGF などの血管や
リンパ管の増殖因子を産生することも明ら
かとなっている(Augustinら、Kohら；私信)。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、リンパ管腫形成に伴う脂肪細
胞自体の変化とリンパを介する脂肪やその他
の物質の動態、脂肪細胞とリンパ管内皮との
間での相互転換の可能性などについて形態と
機能の両面から解析することにより、リンパ
管新生と脂肪細胞との連関性を検証すること
を目的とする。 
 戦略的には、微小循環系に特異的な抗体を
用いて、その標的として組織内で増殖するリ

ンパ管を血管や脂肪細胞と厳格に判別すると
ともに、申請者らが開発した多重免疫染色に
よる三次元イメージング法と分子生物学的手
法を主な研究手段として、3カ年をかけて以下
の研究を展開する。 
(1)リンパ管腫形成にともなう局所脂肪細胞   
 の形態的・機能的変化の解析 
(2)脂肪の動態とリンパ管腫の選択的吸収機   
 能変化の解析 
(3)リンパ管内皮細胞と脂肪細胞との連関性 
 の検索 
 
 本研究では、まず「体外より大量に投与さ
れた油が、局所の脂肪細胞または多分化能を
持った間質系細胞を刺激し、その分化・増殖
を促して脂肪代謝を亢進させ、さらにその脂
肪排導のためにリンパ管新生の引き金を引い
ているのではないか？ひょっとしたら、その
脂肪細胞がそのままリンパ管腫へと移行する
可能性もあるのではないか？」という１つの
仮説を立てた。この仮説に沿って、出現する
リンパ管腫の形態と機能を脂肪細胞の変化と
ともに追跡することにより、リンパ管新生と
脂肪細胞との連関性を解明しようというもの
である。もし、この仮説に沿った結果が得ら
れなくとも、本実験を遂行することにより、
脂肪細胞に代わるリンパ管新生の機序を解明
することができ、リンパ管と脂肪細胞との因
果関係に一定の見解が加わることになる。 
 
 
３．研究の方法 
(1)研究体制と主な役割分担： 
①江崎(代表)：研究統括・形態機能解析 
②森川(連携)：免疫染色、三次元構造解析 
③清水(連携)：分子・細胞生物学的解析 
④出崎(連携)：超微形態解析 
⑤菊田(連携)：腫瘍モデル作製 
⑥北原(連携)：腫瘍モデル作製 
 
(2)主な研究材料と研究戦略： 
 動物は主にC57BL/6系マウス、ならびに細胞
の移入実験のためにGFPを導入した同系の
C57BL/6-Tg(CAG-EGFP)マウスを用いた。リン
パ管腫の発症は、FIA油(Freund's incomplete 
adjuvant; DIFCO社)を同量の生理食塩水と混
合・乳化させたものを腹腔内に0.2ml、2週間
おきに1～3回注射することにより、1～2ヶ月
以内で腹腔内の特に腸間膜や横隔膜、肝臓な
どの表面に表在性腫瘍として(発症率ほぼ
100％)得られた。これらの場所はリンパ管観
察が容易で、組織の丸ごと全載(whole mount)
標本による三次元解析の可能な場所でもある。
正常では腹腔からのリンパの排導は大部分が
横隔膜のリンパ管から行われるが、腹腔をは
じめとする体腔からの細胞の移動については
まだ不明な点も多く、これらを検索すること



 

 

は臨床的にも極めて応用価値が高い。 
 戦略的には、LA102、LA5 などの微小循環系
に特異な抗体を用いて、その標的として組織
内で増殖するリンパ管を血管系と厳格に判
別するとともに、申請者らが開発した多重免
疫染色(論文発表②,⑥,⑦,⑫)とレクチン灌
流法(論文発表⑤,⑪)を組み合わせた三次元
イメージング法(論文発表①,④,⑧,⑨,⑩, 
⑬)と分子生物学的手法を主な研究手段とし
て用いた。また、生体染色によって脂肪組織
に取り込まれた Sudan IV 色素の定量化は、
組織を５Ｎ塩酸で消化後、キシレン中に脂肪
内色素を抽出して分光光度計にて(波長
520nm)測定した。さらに、マウス EPF(10kD：
後述)のフラグメントペプチドを(株)オペロ
ンバイオテクノロジーに依頼して合成し、そ
れを抗原にラットを免役することで、マウス
EPF 特異的モノクローナル抗体を作製した。 
 
(3)研究計画とその実施方法 
①リンパ管腫形成にともなう局所脂肪細胞の
形態的・機能的変化の解析；リンパ管腫の細
胞の種類や起源を明らかにするため、FIA油剤
投与後、経時的に腫瘍形成の場である腹腔表
面と脂肪(摂取)細胞の変化を追跡した。 
Ａ）各種細胞マーカーによる検索：リンパ管
(LA102, LYVE-1, Podoplanin, VEGFR-3抗体な
ど)と血管(トマトレクチン, CD31, LA5抗体な
ど)を免疫組織化学的に区別した。脂肪細胞の
同定には、脂肪酸の取り込み・代謝に関与す
るCD36やadipophilinなどの免疫染色や５％
Sudan IV(オリーブ油中)の経口摂取による脂
肪細胞の生体染色を行った。 
Ｂ）脂肪細胞の活性マーカーの検索：leptin, 
adiponectinなどの脂肪細胞由来サイトカイ
ンの発現、および細胞増殖の指標として増殖
細胞核抗原(PCNA)の発現を免疫染色によって
追跡した。 
Ｃ）リンパ管腫の微細構造の解析：透過型お
よび走査型電子顕微鏡による超微形態レベル
での観察を行った。 
Ｄ）遺伝子レベルでの追跡：RT-PCR法による
リンパ管腫の遺伝子解析を行った。 

②脂肪の動態とリンパ管腫の選択的吸収機
能変化の解析；リンパ管腫のリンパ管とし
ての選択的吸収能と体内脂肪動態への影響
を検討した。 

Ａ）標識脂肪の動態追跡：リンパ管腫の誘
導時にFIA油にEM-blue色素を混合して投与
することによりFIA油の体内動態を追跡し
た。 

Ｂ）リンパ管腫の選択的吸収機能の変化の
検索：蛍光デキストランやサイズの異なる
(直径 1, 0.2, 0.02㎛)の蛍光ビーズをリン
パ管腫発症動物に腹腔投与し、腹腔からの
選択的吸収・排導の変化を検索した。 

Ｃ）リンパ管腫の細胞と脂肪細胞の脂肪代
謝に関する相違を検討するために脂肪酸結
合蛋白FABPのタイプ別同定を行う(計画進
行中)。 

③リンパ管内皮細胞と脂肪細胞との連関性
の検索；リンパ管新生と脂肪細胞新生との
相互転換・移行の可能性とそれを誘導する
機構の検証を行った。 

Ａ）GFP標識動物由来の細胞移植による解
析：致死量の放射線照射マウスに同系のGFP
陽性骨髄細胞を移入したキメラマウスにお
いて、FIA油によるリンパ管腫の誘導を行い、
リンパ管腫細胞と脂肪細胞の発生起源の検
討を行った。 

Ｂ）リンパ管腫由来内皮細胞の培養・株化
による解析：内皮細胞を単離・培養を行い
その形態学的特徴を検索した。 

Ｃ）リンパ管腫発症または脂肪摂取細胞の
出現のメカニズムの検討：腹腔内腫瘍の発
症に際して深く関与する(Quinn, Immuno. 
Cell Biol.,1991他)といわれるEPF(別名
heat-shock protein HSP-10)の発現につい
て、リンパ管腫発症に伴いEPFの発現がどう
変化するかをリンパ管腫と脂肪細胞に注目
して検索を行った。 
 
 
４．研究成果 
(1)研究結果 
①リンパ管腫形成にともなう局所脂肪細胞
の形態的・機能的変化について； 
 FIA 油の腹腔内投与後約 2週間～1ヶ月で、
腹膜の中皮細胞が次第に丈高となり、細胞間
結合が緩むとともに本来腹腔面のみに存在
していた微絨毛が細胞全体をおおっていた
(極性の消失)。これらの細胞は更に重層化し、
細胞内に大量の脂肪小胞(FIA 油を含む)を溜
め込みながら、次第に融合して大小不規則な
がら脂肪細胞様に変化した。腫瘍間質内には
活性化した線維芽細胞はじめ、間葉系細胞の
集積も多数認められた。FIA 油誘導後２～３
ヶ月後には蜂窩織状の典型的リンパ管腫と
なった。腫瘍内の脂肪蓄積細胞は胞体内に大
小様々な FIA 油由来の脂肪滴を保有するとと
もに、互いに接近して融合状態にあるものま
で観察された。また、脂肪をほとんど持たな
い細胞同士が巨大な細胞塊を形成し、やがて
中央部から空洞化しながら、血管様の管また
は甲状腺濾胞様の胞体を形成するものが多
数観察された。さらに、細胞同士が融合して、
不規則に拡張したリンパ管様の構造や特有
の腺管状構造も形成された。これらの構造物
は、リンパ管のマーカーのうち podoplanin
でほとんど陽性であったが、LYVE-1 や LA102
では典型的リンパ管様の構造のみが陽性を
示した。また、脂肪細胞のマーカーとしての



 

 

CD36やadipophilinは陽性の細胞が一部に認
められたものの、leptin, adiponectin など
の発現はほとんど認めなかった。 
 
②脂肪の動態とリンパ管腫の選択的吸収機
能変化について； 
 機能的には、リンパ管腫が形成されると、
蛍光ビーズの様な粒子状異物に対する腹腔
からの選択的吸収が著しく低下した。ところ
が、腫瘍部では蛍光デキストランはもちろん、
粒子状異物もそれぞれのサイズに応じて盛
んに摂取し蓄積された。さらに FIA 誘導後、
4 ヶ月を経過した個体では初回に投与した色
素が縦隔内リンパ節で観察され、一端は腫瘍
内に蓄えられた異物が徐々にリンパ行性に
排導された可能性を示唆した。 
 FIA 油の投与回数が多いほど、リンパ管腫
形成はより強くなり、腹腔からの物質の移動
が障害された。ところが、腫瘍表面の特定部
位では蛍光ビーズなどの異物が盛んに集
積・吸収されており、異物の除去のための何
らかの排導機構の存在が示唆された。一方、
リンパ管腫全体では盛んに FIAを摂取して脂
肪細胞様に化生し、さらには細胞同士が次第
に融合・連結してリンパ管様構造が形成され、
脂肪滴や脂肪摂取細胞がこの中に侵入しな
がら腹壁や横隔膜の筋層内を排導していた。
さらに FIA を 3～4 回投与した動物では、つ
いに腹壁を貫通して腹壁表面の皮下組織内
に脂肪含有細胞として出現することが確認
された。次に、腹腔内内臓脂肪や皮下脂肪へ
の摂食による脂肪の大量蓄積は、リンパ管腫
の誘導にはほとんど影響が認められなかっ
た。逆に、リンパ管腫発症動物においては内
臓脂肪への脂肪沈着にはほとんど変化が見
られなかったものの、皮下脂肪組織への脂肪
の摂取・沈着が有意に阻害されていた。 
 
③リンパ管内皮細胞と脂肪細胞との連関性
について； 
 リンパ管腫組織の一部をコラゲナーゼで
処理し、細胞を LA-102 抗体標識磁性ビーズ
で単離後、内皮細胞用培養液中で継代培養し
てリンパ管内皮細胞の株化を行った。ところ
が、継代をくり返すうちに、LYVE-1 や VEGFR3
など陽性のまま残るマーカーと、LA102 の様
に消失する不安定なマーカーが認められた。
また、FIA 投与後早期からの組織変化に注目
したところ、FIA 油を腹腔内投与後、約１週
間で腹膜中皮細胞や腸間膜内の脂肪細胞、間
質細胞などで EPF(Early pregnancy factor、
別名 HSP-10)の強い発現が認められた。既に
この頃から腹腔表面の所々で腹膜中皮細胞
が微絨毛の伸長・増加とともに丈高となり、
次第に細胞間結合も緩み極性を失いつつ、そ
の形態変化を開始していた。 
 さらに、放射線キメラモデルにおいて GFP

陽性骨髄細胞の移植実験の結果、FIA 誘導後
約１ヶ月半でこの腫瘍の大部分が骨髄由来
の細胞で置き換えられることが確認できた。 
 
(2)考察と結論 
 本リンパ管腫では腹腔からの物質移動障
害を来す反面、異物である FIA 油成分の排導
を積極的に行うために腹膜中皮や骨髄由来
の間葉系細胞が一種の脂肪(摂取)細胞へと
化生しながら互いに融合・連結し、次第にリ
ンパ管様の形態と機能を持つようになった
ものと考えられる。しかし、これらのリンパ
管様の構造体は、正常リンパ管より形態的に
も機能的にも未熟な性状を持つ可能性が示
唆された。現時点では、リンパ管腫を形成す
る脂肪(摂取)細胞のリンパ管様構造への移
行の可能性は確認されたが、既存の脂肪細胞
と正常のリンパ管との関連性については結
論が得られなかった。しかし、リンパ管腫の
発症が皮下脂肪での脂肪蓄積能に影響を与
えたことから、両者の何らかの関連性が示唆
された。今後、両者のマーカーの比較と脂肪
酸結合蛋白(FABP)のサブタイプの検索をそ
の専門グループ(山口大学、大和田祐司博士
ら)と共同で行う予定である。また、リンパ
管発症に伴う一連の組織変化と EPFの発現が
ほぼ並行することから、本腫瘍形成に EPF の
何らかの関与が考えられた。EPF は本来妊娠
初期に一過性に増加する分子であるが、種々
の外来性の刺激によっても増加して腹腔内
での腫瘍の形成に関与するといわれている。
本研究モデルにおいてもその可能性が強く
示唆された。今後は抗 EPF 抗体を用いて、FIA
投与後に血清 EPFを経時的に定量化するとと
もに、中皮細胞、リンパ管腫由来の内皮細胞
(LEC)、脂肪細胞のそれぞれの培養中に、EPF
を添加することで、細胞間で相互の形質転換
の可能性を検討する予定である。 
 本研究の成果は体内での脂肪の動態とそ
れに連動するリンパ管内皮と脂肪細胞との
連関性を強く示唆するものである。また、腹
膜の中皮細胞とリンパ管内皮との相関性に
ついても大きなヒントが得られた。今後、さ
らにこれらの細胞間の相互形質変換の可能
性が注目され、その解明はリンパ管の再生・
新生を促すための糸口として、臨床での長年
の課題であるリンパ浮腫の改善、肥満への対
処法などへの応用が期待される。 
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