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研究成果の概要（和文）：本研究課題はリンパ管新生を制御するメカニズムの1つとしてリンパ管内皮細胞の酸
化ストレス応答に注目し、その分子メカニズムの解明を試みたものである。特に、過去にリンパ管内皮細胞に多
量に発現する転写因子FOXO1を欠失した際の応答の変化に注目した。結果、FOXO1を欠失することでリンパ管内皮
細胞は過酸化脂質の発生に対して脆弱になることが分かった。また、これはアミノ酸輸送体xCTの発現減少、グ
ルタチオンペルオキシダーゼGPx4の発現減少、アシルCoAシンテターゼACSL4の発現増加を伴うことも分かった。
これらよりリンパ管内皮細胞においてFOXO1が過酸化脂質の発生を統括的に防御していることが分かった。

研究成果の概要（英文）：I focused anti-oxidative stress pathway in lymphatic endothelial cells as a 
molecular mechanism regulating lymphangiogenesis, especially FOXO1 transcription factor, which is 
abundant in lymphatic endothelial cells. 
I revealed that siRNA-mediated reduction of FOXO1 expression leaded to cell death caused by 
inhibition of glutathione peroxidase 4, accompanied with accumulation of lipid peroxide. 
Quantitative PCR analysis and western blot analysis also revealed that FOXO1 reduction repressed 
xCT/SCL7A11 expression (amino-acid antiporter, inhibitor of lipid peroxidation) and GPx4 expression 
(glutathione peroxidase, inhibitor of lipid peroxidation). Conversely, FOXO1 reduction increased 
ACSL4 expression (acyl-CoA synthetase, promoter of lipid peroxidation). 
These results show that FOXO1 is an integrative inhibitor of lipid peroxidation in lymphatic 
endothelial cells. 
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研究成果の学術的意義や社会的意義
リンパ管は腸管から吸収した脂質の通り道であるため、その内壁であるリンパ管内皮細胞は多量の脂質に曝露さ
れる細胞であると言える。脂質への曝露は細胞内に過酸化脂質を発生させる原因になると考えられていることか
ら考えて、リンパ管内皮細胞は過酸化脂質の発生に対して何らかの防御機構を有していると予想される。本研究
課題では、転写因子であるFOXO1がリンパ管内皮細胞で過酸化脂質の蓄積を防ぐために中心的な機能を果たして
いることを初めて明らかにした学術的新規性のある研究である。またこの成果はリンパ管の機能異常を伴う疾患
の治療標的を提案することにつながる点で社会的意義がある。

※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 
(1) 糖尿病において特徴的な症状として創傷治癒が遅延することがあげられる。これにより創
傷を受けた皮膚が潰瘍化し、QOLを著しく低下させる一因となる。この原因の 1つとして以前
より創傷部の皮膚におけるリンパ管新生が阻害されていることが挙げられており、リンパ管新
生を促進することにより糖尿病マウスにおける創傷治癒の遅延が改善することができることが
分かっていた(Sarristo et al., 2006)。さらにその分子メカニズムについて、高グルコースのリン
パ液に曝露されたリンパ管内皮細胞に酸化ストレスが発生し、リンパ管内皮細胞に遊走、増殖シ
グナルを伝達する受容体である VEGF Receptor3を分解してしまうことが近年の研究で明らか
になっている(Wu et al., 2018)。これらの報告から『リンパ管内皮細胞における酸化ストレスを
除去する分子メカニズム』や『リンパ管内皮細胞における酸化ストレスがリンパ管内皮細胞の機
能に与える影響』についての関心が高まっている。 
 
(2) フォークヘッド転写因子ファミリーの 1 つである FOXO1 は、褐色脂肪組織、肝組織、膵
組織、骨格筋等に多く発現し、エネルギー代謝や細胞増殖の抑制、アポトーシスの誘導、酸化ス
トレス除去など多彩な生理的プロセスを調節することで知られる。FOXO1は血管内皮細胞やリ
ンパ管内皮細胞においても発現しており、FOXO1をノックアウトすると著しい血管新生不全に
より胎生致死となることが分かっている(Furuyama et al., 2004)。また内皮細胞特異的に
FOXO1をノックアウトしたマウスにおける研究から、血管内皮細胞では FOXO1が内皮細胞の
過剰な増殖を抑制する機能があることが明らかとなっている(Wilhelm et al., 2016)。一方でリン
パ管内皮細胞において FOXO1 がどのような機能を持つかについては未知の部分が多い。一般
的に FOXO1 は catalase(CAT 遺伝子)や Mn-SOD(SOD2 遺伝子)の転写を正に調節することで
細胞の酸化ストレスを抑制すると考えられている。しかしながら、我々の予備的な実験では、リ
ンパ管内皮細胞においては FOXO1 をノックダウンすると酸化ストレスに対して脆弱化するに
もかかわらず、catalase や MnSOD の発現に変動は見られなかった。このことはリンパ管内皮
細胞においては別の FOXO1 依存的な酸化ストレス抑制機構が存在することを示唆しており、
この分子メカニズムの解明が急がれる。 
 
２．研究の目的 
本研究課題では以下のことを目的とした。 
(1) リンパ管内皮細胞の酸化ストレス応答に対する FOXO1依存性を確認する。 
(2) FOXO1が酸化ストレスを除去する詳細な分子メカニズムを解明する。 
 
なお研究開始当初の背景としては、糖尿病における創傷治癒遅延の改善が念頭にあったため高
グルコース負荷により酸化ストレスを誘導することを考えていたが、より生理的な意義を考え
た際にはリンパ管内皮細胞は脂質への曝露が多いと考え、脂質曝露による過酸化脂質の蓄積に
対して FOXO1の欠失がどのように影響するかを検討することにした。 
 
３．研究の方法 
(1) リンパ管内皮細胞について 
リンパ管内皮細胞は市販の初代培養ヒト皮膚リンパ管内皮細胞(Promo Cell, Germany)を使用し、
内皮細胞増殖基本培地 MV2 キット(Promo Cell)で培養した。 
(2) FOXO1 遺伝子のノックダウンについて 
リンパ管内皮細胞における FOXO1 のノックダウンは、FOXO1 に対する特異的な siRNA(siGENOME 
smart pool, Horizon Discovery)を Lipofectamine RNA iMAX(Invitrogen)によりトランスフェ
クションすることにより達成した。 
(3) 細胞内に過酸化脂質を発生させる方法について 
リンパ管内皮細胞における脂質過酸化の誘導のために、xCT 阻害剤である Erastin(cayman 
chemical)および GPx4 阻害剤である RSL3(cayman chemical)を培地に添加した。xCT はアミノ酸
トランスポーターでありシスチンを細胞内に取り込むことでグルタチオンの合成を促進する。
GPx4 は過酸化脂質を還元する。したがってこれらを阻害することにより細胞内に過酸化脂質の
蓄積を誘導できる。 
(4) 生存細胞数アッセイについて 
細胞生存数は細胞内脱水素酵素の活性を Cell Counting Kit-8(CCK8, Dojindo)により解析し、
非刺激時の吸光度を 100%とした百分率で表現した。 
(5) mRNA 発現量解析、タンパク質発現量解析について 
リンパ管内皮細胞における特定の mRNA の発現量は qRT-PCR により、タンパク質の発現量はウェ
スタンブロット法により解析した。 
 
４．研究成果 



(1) FOXO1 をノックダウンすることでリンパ管内皮細胞における過酸化脂質による細胞死が促
進された。 
 
まずリンパ管内皮細胞に Erastin ある
いは RSL3 を添加したところ、興味深い
ことに Erastin では全く細胞死を誘導
できず、RSL3 では 100nM 程度の添加で
細胞死を誘導できた。この差異をもたら
す原因は不明であるが、xCT の阻害がフ
ィードバック的に xCT の発現を増加さ
せることで阻害剤の効果をキャンセル
している可能性が考えられる。次に
FOXO1 をノックダウンしたリンパ管内
皮細胞(siFOXO1)に RSL3 を添加したと
ころ、図 1 に示すようにネガティブコ
ントロールの siRNA(siNC)と比較して
より低い濃度で細胞死を誘導できるこ
とが分かった。また Deferoxamine(Fe
イオンキレ―ター)や Ferrostatin-
1(脂質過酸化阻害剤)により脂質過酸
化を阻害することで、FOXO1ノックダウ
ンによる細胞死誘導はキャンセルされ
た(図 1上)。一方で Z-VAD-FMK(アポト
ーシス阻害剤)や Necrostatin-1(ネク
ロトーシス阻害剤)では、この細胞死は
阻害できなかった(図 1 下)。このこと
から FOXO1 ノックダウンにより誘導され
やすくなる細胞死は過酸化脂質によるも
のだと分かった。 
 
(2) FOXO1 をノックダウンしたリンパ管内皮細胞では脂質過酸化関連遺伝子の発現変動が見ら
れた。 
 
FOXO1 をノックダウンすることで過酸化脂質の発生に対して脆弱になる原因を探るため、FOXO1
をノックダウンしたリンパ管内皮細胞における脂質過酸化関連遺伝子の発現変動を qRT-PCR お
よびウェスタンブロットにより解析した。結果、xCT/SLC7A11 の発現が著しく減少していること
が分かった。xCT はシスチンを細胞内に取り込み、グルタミン酸を放出するアミノ酸アンチポー
ターであり、取り込んだシスチンがグルタチオンの原料となるため脂質の過酸化に対して抑制
的に作用する分子である。この発現減少は FOXO1 ノックダウンにより過酸化脂質による細胞死
が誘導されることと矛盾しない。FOXO1 をノックダウンしたリンパ管内皮細胞では他には GPx4
の発現がやや減少することが確認された。GPx4 は脂質を特異的に還元するグルタチオンペルオ
キシダーゼであり、脂質過酸化に対して抑制的な酵素である。したがってこの発現減少もフェノ
タイプと矛盾しない。さらに FOXO1 のノックダウンにより ACSL4 の発現増加が見られた。ACSL4
はアシル CoA シンテターゼであり、特にアラキドン酸に CoA を結合させ細胞膜の構成リン脂質
として取り込むのに必要である。この作用により細胞膜の脂質過酸化が増加するため、脂質過酸
化に対して促進的に作用する酵素であると言える。したがってこの発現が増加することも、FOXO1
のノックダウンで過酸化脂質による細胞死が増加することと矛盾しない。これらの結果から考
えて FOXO1 は転写因子として脂質過酸化遺伝子の発現を、脂質過酸化を抑制する方向に統括的
に制御しており、リンパ管内皮細胞が脂質過酸化に抵抗するための中心的なレギュレーターで
あると考えられる。 
 
(3) FOXO1 が脂質過酸化関連遺伝子の発現を調節するメカニズムの検討 
FOXO1 がどのような分子メカニズムにより上記の通り xCT、GPx4、ACSL4 といった脂質過酸化関
連遺伝子の発現を統括的に制御しているのかについては検討中であるが、これらの遺伝子の発
現変動はリンパ管内皮細胞に特異的で、他の種類の内皮細胞や内皮細胞以外の細胞種において
は変動が見られないことを確認した。すなわちリンパ管内皮細胞特異的に発現する転写因子群
と FOXO1 が協調して機能することで、複雑で統括的な遺伝子制御を行っている可能性がある。 
 
以上のことを総合すると、本研究課題における研究成果は FOXO1 がリンパ管内皮細胞において
脂質過酸化に対抗するために様々な遺伝子発現を調節する中心的な転写因子であることを示し
た点にあり、リンパ管内皮細胞の機能を正常に保つための分子機構の一端を明らかにしたと言
える。この成果はリンパ管内皮細胞の機能不全を伴う種々の疾患の治療につながる可能性が考

図 1 FOXO1ノックダウンによる脂質過酸化を誘

導した際の細胞生存率の変化 



えられる。今後、より詳細に FOXO1 が脂質過酸化に抵抗する分子メカニズムの解明を目指すとと
もに、生体内のリンパ管内皮細胞における生理的な脂質への曝露に対しても同様の制御機構を
発揮するかについて検討を進めたい。 
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