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研究成果の概要（和文）：全身で恒常的に Dach1 を発現する遺伝子改変マウス を用いて、リンパ節 血管にお
ける Dach1 遺伝子の機能を解析した。リンパ節ストローマ細胞を解析したところ、Dach1全身発現マウスにおい
て高内皮細静脈血管内皮細胞割合の増加がみられた。一方、 汎血管内皮細胞マーカー陽性血管内皮細胞の割合
に変化は見られなかった。次世代シーケンス解析から、Dach1全身発現マウスでは高内皮細静脈接着分子発現に
関連する遺伝子発現に違いが見られたことから、Dach1 は リンパ節血管内皮細胞において接着分子発現を調節
し、血管成熟分化に関与する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we analyzed the transgenic mice that ubiquitously 
express Dach1 gene. In lymph nodes, percentage of high-endothelial microvascular endothelial cells 
was increased in the Dach1 transgenic mice. In contrast, there was no change in the percentage of 
pan-endothelial marker-positive vascular endothelial cells. Next generation sequencing analysis 
showed that Dach1 transgenic mice showed differential expression of genes associated with high 
endothelial venules, suggesting that Dach1 regulates differentiation of lymph node vascular 
endothelial cells and vascular maturation.

研究分野： 組織分化

キーワード： 血管形成　リンパ節　遺伝子発現マウス

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
癌組織およびリンパ節血管の解析から、転写因子Dach1 が組織特有の血管内皮細胞分化を決定する転写因子であ
ることが明らかになった。次世代シークエンサー解析による血管内皮細胞の遺伝子発現パターンから、Dach1の
被制御因子候補が得られ、Dach1によるリンパ節および腫瘍血管新生促進経路の一部が明らかになった。本研究
の成果により、組織内微小環境下において血管多様性が生まれるメカニズムの一端が明らかになった。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 

抗原感作を受けたことのないナイーブリンパ球は、高内皮細静脈 (High endothelial 

venules: HEV) を介して二次リンパ節実質に移動し、血中と二次リンパ組織との間を循環

することで免疫監視を行なう。HEV は二次リンパ組織特異的に形成される血管であり、

厚い基底膜を持ち、背が高く肥厚した内皮細胞をもつなど、他の組織血管にはない形態

的特徴をもつ。HEV は二次リンパ組織のうちリンパ節と小腸パイエル板には形成される

が、脾臓では形成されないことから、HEV 形成には組織特有の環境が影響すると考えら

れる。しかし HEV形成における組織微小環境要因、HEV-内皮細胞 (HEC) がいつどのよ

うな前駆細胞から分化し、機能的な細胞として最終分化して維持されるのかついては不

明である。これまでの研究代表者らの研究から、Dachshund1（Dach1）が、HEV 形成期

の HEV マーカー陽性血管内皮細胞においてマーカー陰性血管内皮細胞の約 50 倍高発現

し、成熟血管では発現消失することが見出された。哺乳類における DACH1 機能の詳細

は不明であるが、DNA 結合領域を持つ他の転写因子の補助因子として機能する一方、直

接プロモーターに結合し転写抑制能あるいは活性化能を持つことが報告されており、細

胞種によって多様な活性を示す転写調節因子である。そこで研究代表者らは、Dach1 が

HEV 形成調節の有力候補遺伝子と考え、Dach1 が組織特異的な血管内皮細胞分化の決定

因子である可能性を検証することにした。 

 

 

２．研究の目的 

免疫組織における特殊血管形成と癌組織の血管新生を調節する共通転写因子 Dach1 の

複数の制御経路をそれぞれ特定することで、組織内微小環境の違いによる血管内皮細胞

分化経路の多様性を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

生後 4 ならびに 6 週齢の野生型マウス (WT マウス) および Dach1-Tg マウス鼠径

リンパ節から得た単細胞懸濁液のローサイトメトリー解析により PNAd (成熟 HEC 

に発現)、MAdCAM-1 (未熟 HEC を含む未熟血管内皮細胞に発現)、CD34 (血管内皮細

胞に発現) の発現解析をおこなった。mRNA-Seq 解析では、生後 3 週齢ならびに生

後 8 週齢の WT マウスおよび Dach1-Tg マウス 4~8 匹から鼠径、腋下、上腕リン

パ節を摘出し細胞懸濁腋調製後、細胞分離した HEC から mRNA-Seq 用ライブラリ

ーを作製した。Veerman K. ら (Cell Rep. 26: 3116-3131, 2019) のシングルセル RNA-

Seq データの再解析により各 HEC クラスを特徴的な遺伝子発現パターンから再定義



した後、Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) により比較をおこなった。 

生後 4 ~ 6 週齢の WT マウスおよび Dach1-Tg マウスに B16F10 メラノーマ細胞

あるいは LLC 肺がん細胞を 1 × 106 細胞を皮下移植し、2 週間後に腫瘍を摘出し

た。各腫瘍重量を測定後、酵素的分解により腫瘍細胞懸濁液を調製した。次にフロー

サイトメトリーにより、調製した細胞の 7AAD 陰性 (生細胞)、CD45 陰性 (非血球

系細胞)、CD34 陽性 (血管内皮細胞) 割合を解析した。また、Dach1 発現が腫瘍内血

管内皮細胞の遺伝子発現に与える影響を明らかにするため、生後 6 ~ 8 週齢のコント

ロールマウスおよび Dach1-Tg マウスに形成された LLC 腫瘍から腫瘍内 CD45 陰

性、CD31 陽性 (血管内皮細胞) 細胞を分取し、抽出した total RNA を次世代シーク

エンサーにより解析した。 

 

 

４．研究成果 

 

DACH1 恒常的発現が HEC における血管内皮細胞マーカー分子の発現に与える影響を

解析した。その結果、生後 4 週齢 Dach1-Tg マウスにおいて MAdCAM-1 陽性血管内

皮細胞割合が有意に増加し、生後 6 週齢 Dach1-Tg マウスにおいて PNAd 陽性血管内

皮細胞割合が有意に増加した。一方、生後 4 週齢および生後 6 週齢どちらにおいても 

CD34 陽性血管内皮細胞割合に有意な差はみられないことから、Dach1 は HEV 関連接

着分子発現を調節する可能性が示唆された。GSEA 解析の結果、Dach1-Tg の血管内皮

細胞 は 通常の HEC から離れた遺伝子発現パターンへ変化し、その発現パターンは 

非 HEC あるいは 未熟 HEC 様に近づく可能性が示唆された。 

一方、 WT および Dach1-Tg に形成された B16F10 腫瘍内 血管内皮細胞割合 

および 腫瘍重量を解析したところ、WT および Dach1-Tg 間で変化はみられなかったが、

LLC 腫瘍内 血管内皮細胞割合 および 腫瘍重量を解析したところ、WT と比較して 

Dach1-Tg で腫瘍内 CD34 陽性細胞割合と腫瘍重量に有意な増加がみられた。以上のこ

とから、Dach1 恒常的発現は B16F10 腫瘍における血管形成および腫瘍形成に影響しな

いが、LLC 腫瘍における血管形成 および 腫瘍増殖を促進することが示唆された。腫瘍

内血管の増加は、組織内に酸素や栄養素を供給し、腫瘍増殖に促進的に作用することが

知られている。そのため、Dach1 発現による LLC 腫瘍内血管形成促進を介して、腫瘍

増殖が亢進した可能性が考えられる。LLC 腫瘍血管内皮細胞について RNA-Seq 解析を

おこない、WT と Dach1-Tg 間で比較したところ、FDR (偽発見率) = 0.1、遺伝子発現量

の倍率変化 (Fold change) が 2 倍 以上を満たす、有意に発現変動する遺伝子 DEG 

(Differentially expressed genes) が 862 個検出された。Dach1 遺伝子はコントロール と比

較して、Dach1-Tg  で約 16 倍発現していた。DEG として検出された 862 個の遺伝子

のうち、Dach1-Tg で発現上昇する遺伝子は 765 個、減少する遺伝子は 97 個であった。



これらの DEG についてエンリッチメント解析をおこなったところ、Dach1-Tg では、血

管形成に関与するパスウェイ (Angiogenesis、Blood vessel morphogenesis、Blood vessel 

development、Vasculature development) に含まれる遺伝子の発現がコントロールと比較し

て有意に増加していた。以上のことから、Dach1 は血管形成関連遺伝子発現により腫瘍

内血管形成を促進させ、その結果 LLC 腫瘍増殖が亢進する可能性が考えられた。 
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