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研究成果の概要：リンパ管は生体内の恒常性の維持など生理的に重要な役割を担っているとと

もに悪性腫瘍の転移などの病的状態にも関与している。本研究においてはProx1を中心とした

転写因子のネットワークによるリンパ管分化の制御機構の包括的な解明を試みた。成果として

血管内皮細胞がリンパ管内皮細胞へと分化する過程でProx1が重要な役割を果たすこと、そし

て Ets-2と 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

の機能をそれぞれ正と負の方向に調節していることが示された。 
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１．研究開始当初の背景 
 
リンパ管は末梢組織で血管から漏出した間
質液、タンパク質、細胞などを血管系へと環
流することにより血液の量や組成を一定に
保ち、成体の恒常性を維持している。この能
力のために、癌組織から細胞を運んでリンパ
節転移を引き起こしたりもする。またリンパ
管の不全により引き起こされる疾患として
リンパ浮腫があり、乳癌等の手術後に苦しむ
患者の数は多い。このためリンパ管形成機構

の解明は医学的に必要性が高いが、その研究
の歴史は比較的新しく、未解明な点が多く残
されている。ホメオボックス転写因子 Prox1
は脈管系においてはリンパ管内皮細胞に特
異的に発現し、そのノックアウトマウスにお
いて静脈からのリンパ管の発芽が停止する
ことから、リンパ管発生に必須の転写因子で
あることが知られている。しかしProx1の転
写活性の調節機構については未解明な部分
が多く残されていた。 
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２．研究の目的 
 
本研究においてはProx1そのものの機能なら
びにProx1の転写活性を調節する転写因子と
Prox1の標的因子の機能を解析することによ
り、転写因子のネットワークによるリンパ管
分化の制御機構の包括的な解明を試みた。 

1) Prox1の細胞種特異的な転写共役因子の同

定とリンパ管分化における機能解析 

 血管・リンパ管内皮細胞に特異的に発現す

るProx1の転写共役因子を同定する。同定さ

れた候補因子の機能（Prox1の転写活性に与

える影響）を検討することによりProx1の細

胞種特異的な転写活性制御機構を明らかに

する。 

2) Prox1の標的遺伝子の網羅的解析とリンパ

管分化における機能解析 

 マイクロアレイを用いた解析により Prox1
の標的遺伝子を網羅的に同定する。得られた
候補遺伝子の機能を検討することにより，
Prox1によるリンパ管分化誘導の実行因子を
同定する。 
 
 
３．研究の方法 
 
マウス胚性幹(ES)細胞由来血管細胞(MESEC)、
ヒト臍帯静脈内皮細胞(HUVEC)ならびにヒト
皮膚由来リンパ管内皮細胞(HDLEC)を用いて
Prox1、Ets-2、COUP-TFIIのリンパ管形成に
与える作用を検討した。各因子の機能を検討
するにあたって、その発現を誘導するために
はアデノウィルスを、発現を低下させるには
siRNAを用いた。またリンパ管形成の指標と
して、リンパ管内皮細胞の特異マーカーであ
る血管内皮細胞増殖因子受容体(VEGFR)-3の
発現と VEGF-C (VEGFR-3に対するリガンド)
に対する走化性を検討した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) Prox1の機能解析 
まず我々は血管内皮細胞がリンパ管内皮細
胞へと分化する過程でのProx1の機能を解析
するために、MESECおよび HUVECにおける
Prox1の作用を検討した。血管内皮細胞にお
いて Prox1を発現させることで、VEGFR-3の
発現が亢進し、VEGF-Cに対する走化性が上昇
した。 
 
(2) Ets-2の機能解析 
次に我々はProx1の転写活性を調節する共役
因子を同定するために yeast two hybrid 
screeningにより Prox1結合因子の同定を試

みた。得られた候補因子の一つである Ets-2
は血管発生においても重要な役割を果たす
転写因子であるが、Prox1と協調してVEGFR-3
の発現を誘導することによりリンパ管新生
を亢進することが示された。 
 
(3) COUP-TFIIの機能解析 
またProx1に結合するリガンド未同定の核内
受容体であるCOUP-TFIIのリンパ管新生にお
ける役割について検討した。COUP-TFIIは静
脈血管内皮細胞において発現するが、リンパ
管の発生過程においては静脈の一部におい
てProx1ホメオボックス転写因子が発現する。
Prox1は血管内皮細胞増殖因子受容体 3 
(VEGFR3)などのさまざまなリンパ管内皮細
胞(LEC)マーカーの発現を誘導することによ
り血管内皮細胞(BEC)から LECへの分化を促
進する。しかしProx1の転写活性の調節機構
については未解明な部分が多い。本研究にお
いて我々はCOUP-TFIIがProx1の転写活性を
調節することを示した。BECと 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、そして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) HoxD8の機能解析 
我々はマウス胚性幹細胞由来の血管内皮細
胞(MESEC)においてマイクロアレイを用いて
Prox1が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
誘導することを見出した。さらにいままでリ
ンパ管形成においては役割がわかっていな
かったHoxD8の発現がProx1によって誘導さ
れることが示された。Prox1による HoxD8発
現誘導はヒト臍帯静脈血管内皮細胞(HUVEC)
ならびにヒト皮膚由来リンパ管内皮細胞
(HDLEC)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
ていることも示された。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示され
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。
HoxD8が Prox1の発現を亢進することから、
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。 
 
(5) 総括 
以上の結果からEts-2と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の機能をそれぞれ正と負の
方向に調節していることが示唆された。 
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