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研究成果の概要（和文）：リンパ管内皮細胞に発現する I 型膜蛋白の ectodomain shedding を 
同定した。MAP キナーゼ経路を介して膜表面の ADAM17 あるいは ADAM10 が標的分子を切

断することを見出した。リンパ管新生のプロセスを解明する上で、重要な知見を得た。 
 
研究成果の概要（英文）：The present study demonstrated that type I transmembrane 
proteins undergo ectodomain shedding in cultured human lymphatic endothelial cells. 
ADAM17 or ADAM10 is responsible for shedding via the activation of MAP kinase pathway. 
These results indicate that lymphangiogensis is mediated by the biochemical process of 
membrane-binding proteins. 
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１．研究開始当初の背景 

1990 年 代 、 Prox1, LYVE-1, vascular 
endothelial growth factor receptor 
(VEGFR)-3, podoplanin をはじめ、リンパ管

特異的遺伝子群が相次いで報告され、生体に

おける重要な機能が明らかとなった。さらに、

VEGFR-3 のリガンド VEGF-C,-D がリンパ

管内皮細胞に特異的な増殖因子であること

が同定され、2001 年には VEGF-C,-D が悪性

腫瘍に随伴するリンパ管新生を誘導するこ

とが見出された。申請者はヒト血管及びリン

パ管内皮細胞を選択的に培養し、遺伝子発現

を網羅的に解析することを可能とした。ここ

で最も重要な発見は、VEGF-A が血管内皮細
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胞に止まらず、リンパ管内皮細胞に強い増殖

作用を持つことを見出した点である。この事

実に基づいて、申請者はマウス皮膚悪性腫瘍

に お け る リ ン パ 管 新 生 に 着 目 し 、

K14-VEGF-A TGを用いた化学発癌モデルか

ら、リンパ管新生における VEGF-A の重要な

役割を見出した(Hirakawa et al. J Exp Med 
2005)。すなわち、VEGF-A は悪性腫瘍にお

いて強力にリンパ管新生を誘導し、この結果

リンパ節転移が促進されることを明らかに

した。 
さらに K14-VEGF-C TG を用いた化学発

癌モデルでは、皮膚原発巣に止まらず、転移

リンパ節におけるリンパ管新生を同定し、さ

らに転移以前、原発巣に由来する増殖因子に

よって、リンパ節では既にリンパ管新生が誘

導されることを見出した (Hirakawa et al. 
Blood 2007)。すなわち、悪性腫瘍のリンパ行

性転移において、皮膚に始まりリンパ節にわ

たるリンパ管新生が、リンパ系転移の拡大に

密接に関与し、個体システム破綻の一因たる

ことを申請者は新たに突きとめた。しかし、

VEGF-A,-C 産生腫瘍に随伴するリンパ管の

増殖制御機構は、依然不明なままである。 
申請者が一貫して取り組んできた研究課

題は、VEGF ファミリーがリンパ管内皮細胞

に及ぼす生物活性を明らかにすることであ

る。VEGF シグナルは、内皮細胞膜表面に分

布する VEGF 受容体あるいは neuropilin を

介することが一般に知られる。従って、従来

の VEGF シグナル研究は、VEGF-VEGF 受

容体/neuropilin に主眼をおき、細胞内シグナ

ルを詳細に解析したものである。しかし、今

後新たに捉え直さなければならない重要な

研究課題がある。それは、リンパ管内皮細胞

に発現する細胞膜蛋白を同定し、その増殖促

進機序やリンパ管新生に及ぼす効果を検討

することである。 
EGF ファミリーは、代表的な膜結合型増殖

因子群である。Heparin-binding EGF-like 
growth factor (HB-EGF)は、膜型メタロプロ

テアーゼによって切断される。N-terminal 
fragment (NTF)は transactivation により細

胞膜表面の EGF 受容体に結合し、細胞内シ

グナルを伝達する。一方、shedding により細

胞内に生じた HB-EGF の CTF は核内に移行

し、リプレッサー（転写因子）と結合するこ

とにより、これを核外輸送する。この結果、

細胞定常状態における抑制シグナルは解除

され、EGF 受容体からの促進シグナルと協調

することにより、細胞増殖を誘導することが

明らかとなった(Nanba et al. J Cell Biol 
2003)。 
 
２．研究の目的 
リンパ管内皮細胞に対する生理活性物質

は、VEGF ファミリーをはじめとする分泌型

増殖因子が近年複数同定され、詳細なシグナ

ル機構が解明されつつある。しかし、リンパ

管内皮細胞における膜結合型増殖因子の存

在及びその生物活性、あるいはリンパ管内皮

細胞に特異的に発現する膜蛋白のプロセシ

ング機構については、世界的にもいまだ全く

報告がない。従って、本研究課題では代表的

な膜結合型増殖因子である Epidermal 
growth factor (EGF)ファミリーとリンパ管

特 異 的 I 型 膜 蛋 白 lymphatic vessel 
endothelial hyaluronan receptor (LYVE)-1
に着目し、膜蛋白の shedding による活性化

をヒト由来リンパ管内皮細胞で新たに同定

する。 
 
３．研究の方法 
HB-EGF 及び LYVE-1 shedding の分子機構

を解明するために、ヒト皮膚由来リンパ管内

皮細胞を用いて HB-EGF または LYVE-1 の

ectodomain shedding を検討した。さらに下

流には MAPK が存在し、A disintegrin and 
metalloproteinase (ADAM)の局在と活性を

制御していることが推察される。従って、

ADAM17 または ADAM10 は、HB-EGF や

LYVE-1 を基質とし、細胞外領域で切断する

可能性がある。リンパ管内皮細胞には

ADAM17 が発現していることを、核酸及び

蛋白レベルで確認し、HB-EGF 及び LYVE-1
とその fusion protein は、アデノウイルス・

ベクターを用いて発現させた。 
 
（1）アルカリフォスファターゼを用いたレ

ポーター・システムの構築と応用 
Ectodomain shedding を効率良く評価する

ために、アルカリフォスファターゼ(AP)と
HB-EGF または LYVE-1 を融合した蛋白質

を発現させた。ヒト皮膚リンパ管内皮細胞に

AP-LYVE-1 を発現した後、VEGF 組み換え

蛋白で刺激する。培養上清を回収し、遊離し

た AP-LYVE-1 N 末断片を定量的に評価した。 
 



 

 

（2）VEGF-A-VEGFR-2 シグナル経路の評

価 
炎 症 性 サ イ ト カ イ ン VEGF-A に よ る

shedding が、VEGFR-2 とその下流シグナル

に依存していることを検討した。 
 
（ 3 ）ヒト皮膚リンパ管内皮細胞を、

VEGFR-2 中和抗体 IMC-1121b で前処理し

た。VEGF-A 添加後、VEGFR-2 と ERK の

リン酸化が抑制されることを Western blot
で検出した。さらに AP レポーター・アッセ

イ を 行 い 、 VEGFR-2 の 不 活 化 に よ り

HB-EGF または LYVE-1 の shedding が解除

されることを検討した。IMC-1121b は、

ImClone Systems（米国）から供与された。 
 

（4）ヒト皮膚リンパ管内皮細胞を、MAPK
阻 害 薬 (U0216) ま た は MMP 阻 害 薬

(KB-R7785)で前処理した。同様に、Western 
blot 及び AP レポーター・アッセイで、

HB-EGF または LYVE-1 shedding が解除さ

れることを検討した。 
 
（5）切断酵素の同定 

Ectodomain shedding は、ADAM が切断

酵素である場合が多い。本申請課題では、リ

ンパ管内皮細胞に発現する ADAM17 及び

ADAM10 に着目した。siRNA を用いてノッ

クダウンすることにより、切断が抑制される

（shedding が解除される）ことを検討した。

評価は、AP レポーターを用いて定量的に測

定した。 
 

４．研究成果 

（1）アルカリフォスファターゼを用いたレ

ポーター・システムを構築した 
 Fusion protein を図１Ａのごとくデザイ

ンした。HB-EGF の N 末にシグナルペプチ

ド(SS)及びアルカリフォスファターゼ(AP)
を融合し、アデノウイルス・ベクターを構築

ectodomain shedding を効率良く誘導した。

さらに、添加した VEGF の濃度も検討し、

VEGF-A が 50 ng/ml で shedding を誘導す

る一方、VEGF-C 及び VEGF-D では 500 
ng/ml を要した。LYVE-1 を用いた検討でも、

同様の結果を得た（図１Ｂ）。 

 

次に、VEGF-A による VEGFR-2 のリン酸化を評

価した。VEGF-A刺激後、リンパ管内皮細胞の

VEGFR-2 はリン酸化されることが Western 

blotから明らかとなった（図 2Ａ）。 

 

 
図 1 アルカリフォスファターゼ融合蛋白の
発現及び shedding の評価 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 Shedding は VEGFR-2 に依存する 



 

 

IMC 1121b 存在下では、VEGFR-2 のリン酸

化は阻害された。さらにさらに、ERK のリ

ン酸化を検討した。VEGF-A 刺激により

ERK のリン酸化が誘導された。しかし、IMC 
1121b 存在下では、ERK のリン酸化は完全

に抑制された。この結果、リンパ管内皮細胞

では、VEGF-A のシグナルは VEGFR-2 を介

して ERK をリン酸化することが明らかとな

った。LYVE-1 に対する検討でも、同様の結

果を得た。 
 
（3）VEGF-A 存在下、HB-EGF の shedding
を評価した。VEGF-A 依存性に shedding は

誘導され、この shedding は IMC 1121b また

は U0126 存在下で完全に抑制された。従っ

て、VEGF-A による shedding は MAP キナ

ーゼ経路に依存することが明らかとなった。

LYVE-1 を用いた検討でも、同様の結果を得

た（図 2Ｂ, 図３Ｂ）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 Shedding は MMPs に基づく 
 
（4）リンパ管内皮細胞を MMP 阻害薬

KB-R7785 で処理すると、ERK のリン酸化

は阻害されない（図３Ａ）しかし、この条件

ではHB-EGFの sheddingは解除されること

が明らかとなった。従って、リンパ管内皮細

胞における shedding は膜表面に存在する

MMP に依存することが示唆された。

LYVE-1 を用いた検討でも、同様の結果を得

た（図３Ｂ）。 
 
（5）リンパ管内皮細胞における膜蛋白の切

断酵素を検討し、ADAM17 または ADAM10
を同定した。siRNA で ADAM10 または

ADAM17 をノックダウンし、リンパ管内皮

細胞膜表面における shedding を評価した。

この結果、ADAM10 または ADAM17 をノ

ックダウンすることにより HB-EGF の

shedding は解除された。同様の結果を、

LYVE-1 を用いた検討で得た（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 Sheddaseは ADAM17または ADAM10であ
る 
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