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研究成果の概要（和文）： 

本研究は、可溶性 VEGF-C 受容体をレトロウイルスベクターによりマウス線維芽細胞あるいは、
肺癌細胞に導入しリンパ管新生抑制効果を検討した。その結果、in vitro では、マウス線維芽
細胞に十分な可溶性 VEGF-C 受容体が発現し、VEGF-C と強い結合性が免疫沈降反応により確認
された。また、in vivo においては、肺癌細胞に導入した結果、原発巣において有意にリンパ
管新生を抑制することが判明した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The suppressive effects of lymphangiogenesis using mouse soluble vascular endothelial 
growth factor (VEGF)-C receptor (sVegfr-2) cDNA introduced mouse embryonic fibroblast 
cells (C57-sVegfr-2) and Lweis lung carcinoma cells (LLC-sVegfr-2) were evaluated. The 
production of svegfr-2 and strong binding effect with VEGF-C in the supernatant of 
C57-sVegfr-2 were verified in vitro by Western blotting and immune –precipitation, 
respectively. The lymphangiogenesis was significantly reduced in primary lesion, 
followed by inoculation of LLC-sVegfr-2 into C57 mice, in vivo.  
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１．研究開始当初の背景 

血管・リンパ管新生の異常は、動脈硬化、癌、

リンパ管腫、関節リウマチ、加齢黄班変性症、

がん転移に関係があると考えられている。

VEGF-C は、リンパ管新生因子として同定され、

がん転移に関しては既存のリンパ管内皮細

胞に発現する受容体の VEGF-R3 に作用して、

腫瘍の周囲、内部に拡大・増殖したいわゆる

腫瘍リンパ管を新生させる。この腫瘍リンパ

管新生によりがん細胞は、リンパ管内に侵入

し易くなり、さらにリンパ節内にリンパ管を
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新生・増殖させ、最終的な遠隔転移に繋がる

と考えられている。実際に、胃癌、大腸癌、

肺癌、前立腺癌などで、VEGF-C の発現と転移

が相関していることや、VEGF-C 高発現細胞株

では転移能が亢進していることから、抗

VEGF-C 抗体によるリンパ管新生やリンパ管

転移を抑制されることが報告されている

(Cancer Sci, 95:328-33, 2004)。しかしな

がら、VEGF-C は、VEGF-A、-D とともに受容

体 R2 (VEGF-R2)を介して、血管発生・新生、

透過性、DNA 合成、細胞遊走に関するシグナ

ルを生体に伝達していることから、特異的な

リンパ管新生に関する抑制因子が検索され

てきた。近年、新たな特異的 VEGF-C 抑制因

子であるとして報告された可溶性リンパ管

新生因子受容体 (sVegfr-2)は、発生過程や

修飾過程における血管新生を抑制すること

なく、リンパ管新生を抑制する極めて重要な

因子であると考えられる（Nature Medicine, 

15 (9), 1023-30, 2009）。 

 

２．研究の目的 

血管新生およびリンパ管新生の異常は、癌、

腫瘍転移との因果関係が示唆されている。本

研究は、可溶性のリンパ管新生因子受容体

（sVegfr-2）をレトロウイルスベクターによ

りマウス線維芽細胞に導入し、in vitro にお

ける VEGF-C 結合性を確認する。また、マウ

ス肺癌細胞に導入し、原発巣にて高発現させ、

in vivo におけるリンパ管新生抑制や、転移

に関する作用機序を考察する。 

 

３．研究の方法 

（１）マウス可溶性 VEGF-C 受容体 

(sVegfr-2)産生細胞の作製 

マウス胎児由来線維芽細胞 (C57)及びマウ

ス肺癌由来細胞 (LLC)に sVegfr-2 をレトロ

ウイルスベクターにより導入した 

(C57-sVegfr-2, LLC-sVegfr-2)。対照として

は、レトロウイルスだけを導入した、C57-EV

あるいは LLC-EV、また、陽性コントロールと

してマウス VEGF-C を導入した C57-VEGF-C を

使用した。 

(2)In vitro における C57-sVegfr-2 の解析 

C57-sVegfr-2 の細胞上清中の sVegfr-2 蛋白

の発現及びその VEGF-C との結合性をそれぞ

れウェスタンブロット及び免疫沈降法にて

解析した。 

(3) In vivo における LLC-sVegfr-2 によるリ
ンパ管新生抑制効果の検討 

2x106個の LLC-sVegfr-2 及び対照である

LLC-EV をマウス皮下に移入し、10 日後に腫

瘍組織を摘出し、病理学的解析並びに、リン

パ管特異的染色 Lyve-1 抗体による免疫染色

により、リンパ管新生抑制効果を検討した。 

 

４．研究成果 

(1) C57-sVegfr-2 の解析 

①sVegfr-2 遺伝子とその転写物・蛋白の発現 

C57-sVegfr-2 において導入されたマウス

sVegfr-2 をそれぞれ PCR, RT-PCR,Western 

Blot 

                 

 

 

 

 

 

 

                               

により確認した。その結果、特異的な 841bp

の バ ン ド と 110kD の 蛋 白 を 特 異 的 に

C57-sVegfr-2 において確認した (図 1)。 

 

②免疫沈降反応による sVegfr-2と VEGF-Cの

結合性 

C57-sVegfr-2 と C57-VEGF-C の培養上清を同

量混合した後に、プロテイン Gビーズ並びに

 



抗 VEGF-C 抗体を用いて免疫沈降反応を行っ

た。陰性コントロールとしては、抗 Mouse IgG 

Agarose を用いて Normal IgG とした。この沈

降物を抗 sVegfr-2 抗体並びに抗 sVEGF-C 抗

体を用いて Western Blot を行った（図２）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

その結果、抗 VEGF-C 抗体を用いて沈降した

際に、抗 sVegfr-2 抗体並びに抗 VEGF-C 抗体

でバンドが確認され、sVegfr-2 と VEGF-C の

結合性が確認された。 

 

（２）In vivo における LLC-sVegfr-2 による

リンパ管新生抑制効果の検討 

C57 マウス背部にスポンジを移入した血管・

リンパ管新生モデルにC57-sVegfr-2, C57-EV

及び C57-VEGF-C を移入し、細胞治療による

評価を行ったが、スポンジによるバックグラ

ンドが高く、適切な評価が得られなかったた

め、マウス肺癌細胞に sVegfr-2 を導入した

LLC-sVegfr-2 及び LLC-EV を用いて、細胞移

入後、10 日後にそれぞれの原発巣を摘出し、

病理学的解析によるリンパ管新生抑制効果

を検討した（図 3）。 
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その結果、矢印に示す新生リンパ管は、

減少していた。さらに、摘出した組織切

片から無作為に 6 視野を強拡大で観察

し、1 視野あたりのリンパ管数 LVD 

(lymph vessel density) を算定し対照

と比較した。その結果、LLC -EV 移植群

では 63.1 個 / 視野であったのに対し、

LLC - sVEGFR-2 移植群では 29.8 個 / 

視野と有意に減少していた (図 4) 。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

一方、新生血管を特異的に染色する抗 CD31

抗体を用いた免疫染色の結果では、LLC-EV 及

び LLC-sVegfr-2 移殖群間で有意な差は見ら

れなかった。 

 

（３）得られた成果とインパクト 

レトロウイルスベクターを用いて作製した

C57-sVegfr-2 を用いた in vitro の解析によ

り 

sVegfr-2 の強い発現と VEGF-C との結合性が

確認された。また、LLC-sVegfr-2 を用いた

in vivoの解析により腫瘍の原発巣において、

血管新生を抑制せずに、リンパ管新生を特異

的に抑制することが判明した。本研究は、

sVegfr-2 が特異的に VEGF-C を結合させリン

パ管新生を特異的に抑制する独創性の高い

研究であると第 33 回日本炎症再生医学会に

おいて高く評価された（学会③）。 

 

（４）今後の展望 

 

 

 



原発巣における VEGF-C の発現低下を今後、

免疫染色法などを用いて検討する。また、転

移に関する遺伝子の一つである MMP-9を中心

に原発巣において解析し、他の細胞骨格遺伝

子群や転移に関する原癌遺伝子 (Rho など)

との関連も含めて網羅的に解析を行う。 

原発巣におけるリンパ管新生抑制が、転移巣

である肺への転移にどのように影響するか

を現在検討中である。 

 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
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