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研究成果の概要（和文）：リンパ浮腫は有効な根治治療法がなく次世代治療法が望まれる。本研

究では肝細胞増殖因子(HGF)のリンパ管新生作用を証明しリンパ浮腫への遺伝子治療効果を検

討した。リンパ管内皮細胞には HGF 受容体が発現し HGF 刺激で、ERK および Akt の活性化を伴

う増殖能、遊走能の増加が認められた。さらにラットリンパ浮腫モデルで HGF遺伝子治療効果

が得られた。HGFがリンパ浮腫の次世代治療法となる可能性が示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：Treatment for lymphedema remains limited and largely ineffective. 
The goal of the present study was to investigate the therapeutic efficacy of hepatocyte 
growth factor (HGF) in animal models of lymphedema. Immunofluorescent analysis of 
lymphatic endothelial cell (LEC) was positive for lymphatic specific markers and the HGF 
receptor. The treatment of LEC with human recombinant HGF resulted in a dose-dependent 
increase in cell growth and migration. Weekly HGF gene transfer in a rat tail lymphedema 
model by disruption of lymphatic vessels resulted in a decrease in thickness of lymphedema. 
Furthermore, HGF plasmid DNA was transferred into an axillary lymph node-excised rat model. 
The volume of lymphedema was significantly decreased in the HGF group. Serial 
lymphangiography by PDE system revealed progressive extension of 
neo-lymphvascularization in HGF-treated animals. These data demonstrate that expression 
of HGF via plasmid transfer improves lymphedema via promotion of lymphangiogenesis. 
Further study to determine the clinical utility of this approach would be of benefit to 
patients with lymphedema. 
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１．研究開始当初の背景 
 
リンパ浮腫はリンパ管の原因不明な低形
成・無形成による原発性リンパ浮腫と寄生虫
感染、外科手術や放射線治療などによる二次
性リンパ浮腫に分けられる。いずれもリンパ
流障害により患肢に高度の腫脹を惹起し、患
者の Quality of Lifeを著しく障害する難治
性疾患である。この疾患に対し根治的治療法
の開発が過去１世紀以上にわたり試みられ
ているが、残念ながらその解決には至ってい
ない。 
1980 年代以降の血管新生に関する分子生物
学の発展に伴い、その副産物としてリンパ管
新生の新たな知見が報告されるようになっ
てきた。例えば vascular endothelial growth 
factor(VEGF)—Cや fibroblast growth factor 
(FGF)—2、Angiopoietin(Ang)—1などでリンパ
管新生作用が見いだされた。さらにインドシ
アニングリーンを用いた赤外光によるリン
パ管撮影法はリンパ管研究の画像評価を後
押しした 7)。 
これらの状況を踏まえ我々はリンパ浮腫の
根治的治療法を開発するために遺伝子治療
に着目した。また治療用分子として本邦で施
行された血管新生療法開発でヒトに応用さ
れた実績のある肝細胞増殖因子(Hepatocyto 
growth factor: HGF)を用いることとした。 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は HGFによるリンパ管新生作用
を細胞レベルで証明し、さらに小動物モデル
を使用し HGF遺伝子治療の効果を確認するこ
とである。 
 
３．研究の方法 
 
１）細胞培養 
 
リンパ管内皮細胞(LEC)はイヌ胸管より単離
し培養細胞系を確立した。培地は 20%FBS添
加 EGM-2 培地で培養し、5～8 継代の細胞を実
験に使用した。 
 
２）増殖能、遊走能の検討 
 
増殖能は
MTS[3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-c
arboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-
2H- tetrazolium] assay(Promega, Madison, 
WI)または c-fos promotorの転写因子結合部
位下流に Luciferase遺伝子を挿入したレポ

ーター遺伝子を用いた c-fos promoter assay
にて検討した。遊走能は modified Boyden 
chamberで検討した。 
 
３）免疫学的検討 
 
免疫染色には以下の抗体を使用した。
PECAM-1 (Santa Cruz Biotechnology, Inc., 
Santa Cruz, CA)、VEGFR-3 (CHEMICON, 
Temecula, CA)、LYVE-1, Podoplanin, Prox1 
(RESERCH DIAGNOSTICS, INC., Flanders, NJ)、
c-Met (Santa Cruz Biotechnology, Inc.) 
AlexaFluor488、AlexaFluor546 (Molecular 
Probes, Eugene, OR)。また Western blotに
は以下の抗体を使用した。phospho-specific、
total ERK、 phospho-specific、total Akt 
(Cell Signaling Technology, Beverly, MA)。 
 
４）ラット動物モデル 
 
すべての動物実験は旭川医科大学動物実験
委員会の承認のもと施行された。ラット尾リ
ンパ浮腫モデルを６０匹作成し無作為に６
つに群分けした。また胸筋温存乳房切除術に
準じた方法で手術を施行し上肢リンパ浮腫
モデルを２０匹作成し無作為に２つに群分
けした。遺伝子の導入は浮腫側筋肉内に
naked plasmidを注射した。 
 
５）統計 
 
統計学的検定は ANOVA にて施行し、コントロ
ール群との比較は Tukey法を使用し多群間で
の比較には Dunnett法を使用した。 
 
４．研究成果 
 
１）リンパ管内皮細胞の培養系確立とリンパ
管マーカー発現の検討 
 
雑種成犬胸管より内皮細胞を採取し初代培
養細胞系を確立した。これらの細胞は免疫染
色上リンパ管内皮細胞特異マーカーである
VEGFR-3、LYVE-1、Podoplanin、Prox1 すべて
に対し陽性であった。さらに HGFの受容体で
ある c-Metがリンパ管内皮細胞に発現してい
ることも確認し、この細胞が HGFに反応しう
ることが示唆された(Fig.1)。 
 
２）リンパ管内皮細胞の HGF への反応 
 
LEC にヒト recombinant HGF (0、2、10、
50ng/ml)を添加し細胞増殖能(MTS assay)を



検討したところ、濃度依存性に増殖能の増加
を認めた(Fig.2A)。また同様に遊走能の検討
(Boyden chamber assay)を行ったところ、遊
走能の増加も濃度依存性に認められた
(Fig.2B)(*p<0.05 vs. HGF 0 ng/ml; †
p<0.001 vs. HGF 0 ng/ml)。さらにヒト HGF
プラスミド DNA と、c-fos プロモーターの転
写因子結合部位下流に Luciferase 遺伝子を
挿入したレポーター遺伝子をリンパ管内皮
細胞に共導入して c-fosプロモーター活性を
測定したところ、コントロールに比べ有意に
増殖能の増加を認めたが、ヒト VEGF-A プラ
スミド DNAを導入した群では増殖能の増加は
認められなかった (Fig.2C) (*p<0.05 vs. 
control)。以上の培養細胞による検討から
HGF がタンパク、遺伝子のいずれにおいても
リンパ管内皮細胞の増殖・遊走作用を有する
ことが明らかとなった。 

 
３）細胞内シグナルの同定 
 
これまでの報告から HGF-c-Metシグナルでは
ERK と Akt のリン酸化が重要であることが知
られている。そこで LEC をヒト recombinant 
HGF (50ng/ml)で刺激したのち回収し Western 
blot で解析した。ERK、Akt ともに HGF 刺激
により 10 分後をピークとするリン酸化が認
められた(Fig.2D)。さらに HGF 刺激前に MEK 
inhibitor(U0126 と PD98059)あるいは PI3K 
inhibitor(LY294002と wortmannin)で処理す
ると、いずれの inhibitorでも LECの増殖能、
遊走能が阻害されたため(Fig.2E and F)、ERK、
Akt シグナルが LEC 活性化に重要であること
が 証 明 さ れ た (*p<0.05 vs. 
control;†p<0.05 vs. HGF)。 
 
４）ラット尾モデルでの治療効果 
 
細胞レベルでの実験結果を踏まえ、小動物で
リンパ管新生遺伝子治療効果を検討するこ
ととした。そこでまずラットの尾のリンパ管
を選択的に切除してリンパ浮腫モデルを作
製し、naked HGF プラスミド DNA を浮腫側尾
筋肉内に導入した。導入した遺伝子は Real 
Time PCR で発現していることを確認した。各
群を比較するとヒト HGF遺伝子導入群のみが
他群に比べ有意に浮腫が改善し、35日目で非
手術群と変わらないまでに改善していた
(Fig.3A)。(*p<0.0001 vs. VEGF165, control, 
Saline, operation only; † p=0.1449 (no 
significance) vs. no operation.)さらにこ
れらの組織を免疫染色にて検討したところ、
リンパ管内皮細胞マーカーである LYVE-1、
Prox1 ではヒト HGF 遺伝子導入群で有意に脈



管が増加しており、HGF がリンパ管新生を誘
導したことが確認された(Fig.3B)(*p<0.01 
vs. VEGF165 and control)。 
 
５）ラット上肢モデルでの治療効果 
 
さらに乳癌術後を想定したラット上肢リン
パ浮腫モデルを作成し検討した。尾モデルと
同様に HGF遺伝子導入群では浮腫が有意に改
善していた(Fig.4A) (*p<0.05 vs. control)。
さらに PDEでリンパ流を観察すると、術後 21
日目の HGF遺伝子導入群で浮腫側リンパ管が
既存のリンパ管に接続しリモデリングされ
ており、前胸壁、腹壁から対側の腋窩リンパ
節に流入している像が描出された(Fig.4B)。 
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