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研究成果の概要（和文）：マウス2次性リンパ浮腫モデルを作成し2次性リンパ浮腫における内因性トロンボキサ
ンの役割を調べた。マクロファージに発現するトロンボキサン受容体シグナルを阻害すると、リンパ浮腫部に集
積するトロンボキサン受容体シグナル欠損マクロファージは炎症性マクロファージタイプとなり、リンパ管新生
を抑制しリンパ管機能障害をきたしてリンパ浮腫が遷延することが分かった。トロンボキサン受容体を標的にし
たリンパ浮腫対策治療法の開発につながる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：To examine the role of endogenous thromboxane in secondary lymphedema、we 
created a mouse model of secondary lymphedema in tails. Deficient thromboxane receptor (TP) 
signaling in macrophages prolonged tail lymphedema, suppressed lymphangiogenesis, and disturbed 
lymphatic drainage function. Macrophages deficient TP signaling displayed a pro-inflammatory 
phenotype, resulting in suppressing lymphangiogenesis. The results of the present study suggest that
 TP signaling may have therapeutic potential for improving lymphedema symptoms by enhancing 
lymphangiogenesis and lymphatic transport.

研究分野：血管外科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
2次性リンパ浮腫に対してはリンパマッサージや弾性ストッキンング着用などの理学療法がメインであり、治療
に抵抗性であることが多い。リンパ浮腫改善のためには機能的新生リンパ管の形成が促進されるより有効な治療
法が望まれる。これまでTP受容体シグナルにはリンパ管新生促進作用は知られておらず、TP受容体シグナルを標
的とすることは、2次性リンパ浮腫の治療法の開発につながる可能性がある。

※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。



 

１．研究開始当初の背景 

 

リンパ管は、間質液調節による体液循環の維持や免疫細胞の動員などの役割を担う。

さらに、炎症や悪性腫瘍の転移などにも関与する重要な器官である。リンパ浮腫はリ

ンパ節廓清術を伴う外科手術後、放射線療法などの合併症として発症し、浮腫に伴う

運動機能障害、線維化を伴う慢性皮膚炎症、易感染性などをきたし患者のＱＯＬを低

下させる。リンパ浮腫に対してはリンパマッサージや弾性ストッキンング着用などの

理学療法がメインであり、治療に抵抗性であることが多い。リンパ浮腫改善のために

は機能的新生リンパ管の形成が鍵となるものと推定されるが、その病態については不

明な点が多い。 

 

これまで、われわれは２次性リンパ浮腫におけるリンパ管新生解明のために、マウ

ス尻尾部基部皮下組織を全周掻爬しリンパ管を選択的に結紮切離するリンパ浮腫モデ

ルを用いて検討を重ねてきた。リンパ管結紮処置部より末梢側に発症した浮腫は、同

部位にリンパ管が新生すると急速に浮腫が軽減することが分かっている。本モデルを

用いて、アラキドン酸からシクロオキゲナーゼ-2 を介して産生される脂質メディエー

ターである、プロスタグランジン E2 がリンパ浮腫を改善すること、さらにマクロファ

ージがリンパ浮腫形成に関与することを報告した。 

 

一方で、プロスタグランジンと同じくシクロオキゲナーゼ-2 の働きによりアラキド

ン酸から合成されるトロンボキサン A2 は、トロンボキサン A2 受容体（Thromboxane 

prostanoid, TP 受容体）を介して強力な血小板凝集や細動脈収縮を引き起こす。興味

深いことに申請者らは TP 受容体シグナルが血管新生を促進し虚血組織改善する作用

があることを見いだした。さらに TP 受容体シグナルはリンパ管新生に関与する可能性

や TP 受容体は血小板のみならず、活性化されたマクロファージにも存在することも見

いだした 

そこで、トロンボキサン A2 がリンパ浮腫に関与する可能性があるものと考え、2次

性リンパ浮腫モデルを用いて TP 受容体シグナルの２次性リンパ浮腫における役割を

解明することとした。 

 

 

２．研究の目的 

 

本研究では、マウス２次性リンパ浮腫モデルを用い、内因性トロンボキサンがリン

パ管新生抑制作用によりリンパ浮腫に関与することと、その制御機構を明らかにする

ことである。 

 

３．研究の方法 

 

実験動物には 8 週令の雄性野生型マウス(WT)C57BL/6 マウスとトロンボキサン受容

体ノックアウトマウス(TP-/-マウス)を用いた。またマクロファージ特異的 TPKOマウス

（m TP-/-マウス）と対照マウス（Cont）を用いた検討もおこなった。 

既報に従い、麻酔下にマウス尾部リンパ浮腫モデルを作成した。尾部径の経時的変化を

記録した。また処置部から組織を採取し、一部は RT-qPCR による遺伝子解析に、また一



部は免疫組織学的解析用とした。 

遺伝子発現解析は RT-qPCRによった。リンパ管新生促進因子（VEGF-C,D）、リンパ管

内皮マーカー（LYVE-1,VEGFR3,Prox1）、マクロファージ表現形質マーカー（炎症性、

TNF,IL-1）；抗炎症性（MR, IL-10）、ケモカイン（CCL2）ケモカイン受容体(CCR2)など

の測定をおこなった。 

リンパ管新生は免疫染色によっても解析した。新生リンパ管を抗LYVE-1抗体で染色し、

LYVE-1陽性リンパ管径を ImageJを用いて測定した。また ImageJを用いてリンパ管占

有面積を求め、観察面積に対する割合(リンパ管面積（LVA）％で示した。またマクロファ

ージ集積はマクロファージマーカーである CD68抗体を用いて染色し、CD68陽性細胞数

をカウントし CD68陽性細胞数で示した。 

リンパ管構造とリンパ管ドレナージ機能を解析するために蛍光生体顕微鏡により、尾部

リンパ管を観察した。麻酔下にマウス尾部末梢から FITC-dextranを真皮内に注入し、３

０分後のリンパ管を観察した。リンパ管内の造影剤強度と蛍光色素占有面積をイメージソ

フトで解析した。 

マクロファージ由来のリンパ管新生促進因子産生が TP 受容体シグナルに依存した

マクロファージの形質による違いによるものかどうかを調べた。Cont マウスまたは

mTP-/-マウスの骨髄細胞を培養し LPS/IFNg または Il-4 で刺激した後のリンパ管新生促進

因子発現を PCRで解析した。 

 

４．研究成果 

 
（１）TP受容体シグナル阻害はリンパ浮腫を増悪し、リンパ管新生を抑制した。 

 

リンパ浮腫の改善に、TP 受容体シグナルが関与するか

を調べるため、WTまたは TP-/-マウスの尾部にリンパ浮腫

を作成した（図１）。処置後６週間後まで尾部径を測定した

ところ、WT では２週をピークに以後漸減したが、６週間

後の尾部径は前値より 40%増加した。一方、TP-/-マウスで

は、尾部径は３週後がピークとなり、以後漸減したが、WT

マウスよりも尾部径は高値であり、尾部の浮腫が遷延した。

処置後６週間後の尾部径は前値よりも 50%増加していた。 

リンパ管新生を調べると、リンパ管占有面積ならびにリ

ンパ管径はWTマウスよりも TP-/-マウスで減少した。リ

ンパ管内皮マーカー（LYVE-1,VEGFR3,Prox1）および

リンパ管新生促進因子（VEGF-C,D）もWTマウスより

も TP-/-マウスで減少した（図２）。 

これらの結果から TP 受容体シグナル阻害はリンパ浮

腫を増悪し、リンパ管新生を抑制させることが分かった。 

 

（２）TP受容体シグナル阻害はリンパ浮腫部へのマクロファージ集積を促進した。 

 

これまでの研究からマクロファージはリンパ管新生に関与することが報告されている。そ



こで、リンパ浮腫部にマクロファージについて免疫染色で解析した。リンパ浮腫組織内の

CD68陽性細胞数は、WTマウスよりも TP-/-マウス で増

加した（図３）。さらに、CD68 陽性細胞の集積は、

マクロファージのケモカインであるCCL2とその受

容体である CCR2の発現上昇と関連していた。また

マクロファージ CD68陽性細胞は TP受容体発現と

一致したが、リンパ管内皮とは重ならなかった。従っ

て、リンパ管新生はリンパ管内皮に TP が発現増強

してリンパ管内皮が増殖するのではなく、マクロフ ァー

ジに発現する TP受容体の作用による可能性が示唆された。 

 

（３）マクロファージ特異的 TP受容体シグナル阻害はリンパ浮腫を増悪させた。 

 

上記の結果から、マクロファージに発現する TP 受容体シグナルがリンパ浮腫ならびにリ

ンパ管新生に関与する可能性をさらに確かめるために、マクロファージ特異的 TPKOマウ

ス（mTP-/-マウス）と対照マウス（Cont）を用いた。 

処置後６週間後まで尾部径を測定したところ、Contでは２週をピークに以後漸減したが、

６週間後の尾部径は前値より 40%増加した。一方、mTP-/-マウスでは、尾部径は３から４

週後がピークとなり、以後漸減したが、Contマウスよりも尾部径は高値であり、尾部の浮

腫が遷延した。処置後６週間後の尾部径は前値よりも 60%増加していた。 

リンパ管新生を調べると、リンパ管占有面積ならびにリンパ管径は Cont マウスよりも

mTP-/-マウスで減少した。リンパ管内皮マーカー（LYVE-1,VEGFR3,Prox1）およびリン

パ管新生促進因子（VEGF-C,D）も ContマウスよりもmTP-/-マウスで減少した。 

これらの結果からマクロファージ TP 受容体シグナル阻害はリンパ浮腫を増悪し、リン

パ管新生を抑制させることが分かった。 

 

（４）マクロファージ特異的 TP 受容体シグナル阻害はリンパ浮腫部への炎症性マクロフ

ァージ集積を促進した。 

 

さらに、リンパ浮腫部にマクロファージについて免疫染色で解析した。リンパ浮腫組織

内の CD68 陽性細胞数は、Cont マウスよりも mTP-/-マウスで増加した。さらに、CD68

陽性細胞の集積は、マクロファージのケモカインである CCL2とその受容体である CCR2

の発現上昇と関連していた。マクロファージは、リンパ管新生に極めて重要な役割を果た

すリンパ管新生促進因子（VEGF-Cと VEGF-D）産生に関与する。そこで、浮腫部に集積

したマクロファージが VEGF-C、または VEGF-D を発現しているかどうかを調べたとこ

ろ、蛍光免疫二重染色で CD68陽性細胞は VEGF-Cおよび VEGF-Dを共発現しているこ

とが示された。 

リンパ管新生に関与するマクロファージの表現型式の特徴は、炎症性マクロファージ

（M1様マクロファージ）よりかは抗炎症性マクロファージ（M2様マクロファージ）であ

ることが報告されている。そこで、本モデルにおける集積するマクロファージの特徴を調

べるため、炎症性マクロファージの関連因子である TNF-α,IL-1βmRNA発現レベル、およ

び抗炎症性マクロファージ関連因子である MR,IL-10 の mRNA 発現レベルを調べた。炎



症性マクロファージに関連するmRNA発現量は、ContマウスよりもmTP-/-マウスで増加

した。一方、抗炎症性マクロファージに関連する mRNA 発現量は、Cont マウスよりも

mTP-/-マウスで減少した。これらの結果から抗炎症性マクロファージがリンパ管新生やリ

ンパ浮腫改善に関与していることが示唆された。 

さらに、in vitroで培養骨髄マクロファージにおける TP受容体シグナル阻害が、リンパ

管新生促進因子を制御するかどうかを調べた。培養骨髄マクロファージを LPS/IFNg, IL-4

で刺激すると、それぞれ、炎症性マクロファージ並びに抗炎症性マクロファージに分化す

る。その上で、リンパ管新生促進因子発現を調べると VEGF-C、および VEGF-DのmRNA

発現レベルは、Contマウス由来の抗炎症性マクロファージでは増加したが、TP-/-マウス由

来の抗炎症性マクロファージでは変化しなかった。これらの所見から、培養骨髄マクロフ

ァージの VEGF-C、および VEGF-D の発現は、抗炎症性マクロファージの TP 受容体シ

グナルを介して増加する可能性が示された。 

 

（５）マクロファージ特異的 TP 受容体シグナル欠損はリンパ浮腫部におけるリンパ管機

能を障害した。 

 

リンパ浮腫部のリンパ管機能を蛍光色素を注入することで評価した。処置前のリンパ管は

鼈甲模様を示し、蛍光色素はリンパ管内にとどまっていた。リンパ浮腫形成後ではリンパ

管内の蛍光色素強度は低下し、リンパ管外への色素漏出を伴った。Cont マウスよりも

mTP-/-マウスでは、リンパ管内の蛍光色素強度はさらに低下し、リンパ管外への色素漏出

が増加した。この結果から、マクロファージ特異的 TP 受容体シグナル欠損はリンパ管壁

の透過性を亢進し、リンパ液の管内から管外への漏出がおき、リンパ潅流が障害されてい

ることが示唆された。 

 

（６）まとめ 

 

マウス尾部浮腫モデルにおいて、内因性トロンボキサンはマクロファージの TP受容体
に作用して機能的な新生リンパ管の形成を促進させることで、リンパ浮腫軽減に関与する

ことが示唆された。リンパ浮腫では TP受容体を標的としたリンパ管新生促進作用を活用
することが新たな治療応用へつながる可能性があるものと考えられる。 
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