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研究成果の概要（和文）：アルカリフォスファターゼ融合LYVE-1アデノウイルスをもちいたAP-assayによる評価を行い
、培養ヒトリンパ管内皮細胞においてLYVE-1 sheddingが誘導されることを確認した。この実験系においてIL-1βの刺
激により培養液内のAP活性は増加しており、IL-1βによるLYVE-1 sheddingの誘導が確認された。そのシグナル経路に
おいてはMAPKsが重要であり、切断を誘導している酵素としてADAMが働いている事を示した。

研究成果の概要（英文）：We detected LYVE-1 cleavage quantified by generating a fusion protein conjugating 
alkaline phosphatase (AP) to the N-terminal region of LYVE-1. This fusion protein was expressed in LECs by
 using an adenovirus vector. After IL-1Beta stimulation, AP activity was detected in the culture supernata
nt,indicating that LYVE-1 was shed into the supernatant. Furthermore, we elucidated IL-1Beta sheds LYVE-1 
in LECs via the activation of MAPKs and ADAMs.
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１．研究開始当初の背景 
 LYVE-1 はヒアルロン酸受容体である CD44

と相同性を示す cDNA として発見されたリン

パ管内皮細胞に発現する 1型膜タンパクであ

る。LYVE-1 や CD44 にはヒアルロン酸受容体

として働く細胞外領域があり、この領域が結

合するヒアルロン酸は細胞外領域を構築す

る成分である。CD44 は細胞膜表面に存在し、

マトリックスメタロプロテアーゼ活性化に

よって細胞膜貫通領域直上にて切断を受け、

細胞外領域と細胞内領域分子に分離される。

このイベントは ectodomain sheddingと呼ば

れており、CD44 sheddingは細胞移動や癌細

胞の浸潤・転移に関与すると報告されている。

CD44 は血管内皮を含む様々な細胞に発現し

ているが、リンパ管には存在しない。毛細リ

ンパ管内皮に存在するのは LYVE-1であるが、

LYVE-1 において ectodomain shedding が起

こるかどうかについては報告がない。接触皮

膚炎などの炎症が起きた皮膚を用いた免疫

組織染色では、しばしばリンパ管における

LYVE-1の染色性が減弱する。さらに培養ヒト

リンパ管内皮細胞を用いた検討において

TNF-α の添加により細胞表面の LYVE-1 染色

性の減弱化を認める事が報告されている。こ

れらの事象は炎症時には炎症性サイトカイ

ン に よ る LYVE-1 の 消 化 、 す な わ ち

ectodomain shedding が起こっている可能性

を示唆する。IL-1β は炎症誘発性のサイトカ

インであり、IL-1受容体は血管、リンパ管内

皮細胞を含む様々な細胞で発現している。し

かし、リンパ管内皮細胞が IL-1β により何

らかの刺激を受けている可能性については

これまで検討がなされていない。これらの知

見に基づいて、IL-1β によって培養ヒトリン

パ管内皮細胞における LYVE-1 sheddingが誘

導されうるかについての検討を行った。 

 
２．研究の目的 
培養ヒトリンパ管内皮細胞（LEC）において

LYVE-1 shedding が誘導されうるのか、さら

に IL-1βの添加により ectodomain shedding

が誘導されうるかの検討を行い、さらに

sheddingが誘導される際のシグナル経路の検

討を行う。 

 
３．研究の方法 
LECにおいては LYVE-1 の発現が減弱し、蛋白

レベルでの評価が困難である。そのためアデ

ノウイルスベクターを用いて LECに LYVE-1を

過剰発現させ、この外因性 LYVE-1を用いて検

討を行なう。さらに ectodomain sheddingの

定量を行なうために AP-assay を用いて検討

を行う。次に IL-1βによる LYVE-１ shedding

のシグナル伝達経路を各々の段階に特異的な

阻害剤、中和抗体を用いて検討する。さらに

sheddingにおいて切断酵素として働くマトリ

ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ で あ る a 

disintegrin and metalloproteinase (ADAM)

を抑制し、sheddingへの影響を検討する。 

 

(1)アデノウイルスの作成 

アルカリフォスファターゼ(AP)融合 LYVE-1 

cDNA (AP-LYVE-1 cDNA)の作製には AP-tag HB-

EGF-pME18S を用いた。これに LYVE-1 cDNA を

挿入し、LYVE-1及び、AP-LYVE-1 を組み込んだ

アデノウイルスの作製を行なった。これらのア

デノウイルスは MOI 100 にて LEC に感染させ

た。 

(2)LYVE-1 shedding誘導の検討 

アデノウイルスベクターを用いてLYVE-1をLEC

に過剰発現させ、TPA、IL-1βをもちいてLYVE-

1 sheddingをウエスタンブロット法で検出し

た。また、AP融合LYVE-1も同様に過剰発現させ

IL-1β添加によるAP遊離を検討した。IL-1βの

添加により切断が誘導された場合、培養液中に

APが遊離してくるためこれを測定し、

ectodomain sheddingを定量した（AP-assay）。 

(3)IL-1βによるLYVE-1 sheddingのシグナル



伝達経路の検討 

IL-1R1阻害剤、MAP KinaseであるJNK、p38、

ERKの各阻害剤、ADAMs阻害剤(KB-R7785)を添

加すること により IL-1βによる LYVE-1 

sheddingが解除されるかどうかについてAP-

assayをもちいて検討した。 

(4)ADAMsのノックダウンによるshedding誘

導抑制の検討 

CD44のsheddingにADAM10、ADAM17が切断酵素

として働いていることが過去に報告されて

いる。ADAM10、ADAM17がLYVE-1の切断に関与

しているのかについて検討した。各ADAMsの

si RNAによりノックダウンを行ったLECをも

ちいてAP-assayを行った。 

４．研究成果 
 

(1)IL-1βによるLYVE-1 sheddingのシグナ

ル伝達経路の検討 

LECに LYVE-1を過剰発現し、TPA (shedding 

inducer)を添加すると LYVE-1 全長にあたる

約 70kDa のバンドに加え、切断され短くなっ

た 17 kDa のバンドが検出された。IL-1βの

添加でも同様のバンドが認められ shedding

の誘導が確認された。AP-assayを用いた検討

では IL-1β の刺激により、AP 活性はコント

ロールと比較して 14 倍に増加し、LYVE-1 

shedding の誘導が確認された。この変化は

IL-1R1 阻害剤の添加により有意に抑制され

た。 

 

また、シグナル下流の分子である MAP Kinase

（JNK、p38、ERK）の各阻害剤を添加すること

によっても有意に活性が抑制された。 

 

2.ADAMsのノックダウンによるshedding誘

導抑制の検討 

CD44 sheddingにおける切断酵素である

ADAM10、ADAM17が、LYVE-1 sheddingに関与

しているのかについて検討をおこなった。

ADAMsの阻害剤（KB-R7785）を添加すること

によりIL-1βによるLYVE-1 sheddingは有

意に抑制された。 

 

次にこれら酵素のsiRNAを用いたノックダウ

ンを行った。siRNAを導入した48時間後のLEC
においてADAM10、ADAM17の前駆体型、活性型の

発現が減少していることをWestern blot法に

て確認後、AP-assayを行った。IL-1β添加によ

り遊離するAP活性は、ADAM10、ADAM17いずれの

ノックダウンでも抑制された。特にADAM17ノ



ックダウンにより大きく抑制されており、

LYVE-1の切断にはADAM17がより大きく関与

しているものと考えられた。 

以上より、LYVE-1の sheddingが IL-1βによ

り誘導される事が示された。また、そのシグ
ナル経路においては ERK、JNKが重要であり、
切断を誘導している酵素は主として ADAM17
であり、ADAM10 も働いている事が示された。 
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