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研究成果の概要（和文）：慢性増殖性炎症時の肉芽生成に伴って認められるリンパ管新生は、cyclooxygenase 
(COX)-2由来のprostaglandin (PG)で増強することが判明した。多くの腫瘍で転移前段階(premetastatic phase)
において何らかの分子機構により、特定の器官により転移しやすい傾向があることが知られている。肺がんリン
パ節転移モデルにおいて、がんのリンパ節転移に先立ってCOX-2由来のPGがリンパ組織の可塑性を制御し、niche
形成に役割を持っていることが判明した。2次性リンパ浮腫をミミックするモデルにおいて、COX-2由来のPGがリ
ンパ管新生を増強していることが判明した。

研究成果の概要（英文）：The lymphatic system is an important route for cancer dissemination, and 
lymph node metastasis (LNM) serves as a critical prognostic determinant in cancer patients. COX-2 is
 expressed in DCs from the early stage in the lymph node subcapsular regions, and COX-2 inhibition 
markedly suppressed mediastinal LNM. LNM was reduced in mice lacking the PGE2 receptor EP3. 
Accumulation of Tregs was also COX-2/EP3-dependent. To clarify the roles of cyclooxygenase (COX)-2 
in enhancement of lymphangiogenesis during secondary lymphedema, we tested a mouse tail model and 
evaluated the recurrence of lymph flow. Lymphangiogenesis, together with recurrence of lymph flow 
after surgical induction of lymphedema, is upregulated by COX-2 possibly via generation of PGs. 
Lymphangiogenesis plays an important role in wound-healing. Lymphangiogenesis and recruitment of M2 
macrophages that produced VEGF-C/D were suppressed in mice treated with a COX-2 inhibitor or lacking
 either EP3 or EP4 during wound healing. 

研究分野： 薬理学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 リンパ管は、血管とともに生体内の恒
常性の維持や免疫応答など生理的に重要
な役割を担っているだけでなく、浮腫や
悪性腫瘍の転移などの病的状態にも関与
している重要な器官である。病態時には
リンパ管およびリンパが流入する所属リ
ンパ節において、ダイナミックな構造お
よび機能変化が見られ、神経系が外界の
刺激などによって機能的、構造的な変化
を起こすのと同様に、いわゆる『可塑性』
が認められる。リンパ管の存在は１００
年以上前から明らかにされていたにもか
かわらず、本格的に生体内生成機構や機
能調節因子に関する研究が進みはじめた
のはここ１０年ほどであり、現在も次々
に新しい発見が続くホットな研究領域で
ある。がんのリンパ行性転移、がん治療
時のリンパ節廓清に伴うリンパ浮腫は、
極めて治療に抵抗性であり、リンパ管新
生と密接な関係があることが推定されて
きた。しかしながら、現在でもこれらの
難治性病態疾患の本質的な治療方策は乏
しく、病態時のリンパ管•リンパ組織の可
塑性を制御するメカニズムの解析と治療
への応用の必要性は極めて大きい。 
 申請者らは、内因性生理活性物質であ
るプロスタグランジン(PG)が、重要な血管
新生制御因子であることを報告してきた。
さらに、炎症時のリンパ管およびリンパ
組織の可塑性を制御する因子として、PG
をはじめとする生理活性脂質が役割を持
つことをいくつかの病態モデルで明らか
にしてきた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、がん転移、リンパ浮腫など
のリンパ管、リンパ組織の可塑性が基盤に
存在する難治性疾患を標的に、同可塑性を
制御する生理活性脂質の役割を遺伝子改変
マウスを用いて解析する。成果をもとに、
生理活性脂質シグナルを遮断あるいは増強
することの治療的意義の検討等をおこない、
治療への応用のための基盤研究を展開する。 
 
３．研究の方法 
 リンパ組織の可塑性が病態の進展に重要
な役割を果たす右記の疾患モデルを対象に、
脂質生成系、受容体の発現プロファイルを
解析、関与する脂質の定量解析をおこなっ
た。PG 受容体ノックアウトマウス(KO)、
mPGES-1KO、BLT1KO を用い、リンパ管新
生を野生型(WT)のそれと比較し、各受容体
および酵素の役割を評価した。さらに、リ
ンパ組織の可塑性制御因子の治療標的とし
ての意義を検証した。すなわち、小分子化
合物による病態治療の基盤研究等をおこな
い、新規治療法の確立を目指した。 
 
４．研究成果 

１）腫瘍リンパ節転移時の premetastatic 
niche 形成における PG の役割解明 
 がんのリンパ節転移は重要な予後決定因
子であり、リンパ管はがんの進展に関わる
重要なルートの一つである。血行性転移の
分子機構や血管新生による増強メカニズム
については解明されつつあるが、リンパ節
転移に関してはその分子メカニズムの解明
や治療標的の特定が遅れている。これまで
筆者らは、腫瘍増殖や腫瘍依存性の血管新
生において COX-2 や PG 受容体シグナリン
グが制御因子として役割を持っていること
を報告してきた。また、多くの腫瘍細胞が
転移前段階(premetastatic phase)において何
らかの分子機構により、特定の器官により
転移しやすい傾向があることが広く知られ
て お り 、 こ の 転 移 を 助 長 す る 状 況
(premetastatic niche)を形成することで転移
を促進することが血行性転移の過程で報告
されている。しかし、リンパ行性転移での
リンパ節におけるpremetastatic nicheの形成
の有無、さらに転移メカニズムについては
まだ明らかにされていない。 
そこで、我々は肺がんの所属リンパ節転移
モデルを作成し、肺がんリンパ節転移にお
けるpremetastatic nicheの形成の有無を検討
し、niche 形成における COX および PGs の
役割を解明した。転移が成立するリンパ節
微小循環における cytokine(SDF-1/CXCR4、
TGF-β など)や免疫担当細胞(dendritic c ells, 
regulatory T cells)の動態と役割につき、
premetastatic niche 形成を検討し、リンパ節
転移メカニズムについて解析した。 
 我々は本研究で、原発巣の増殖に伴い、
所属リンパ節でごく早期から COX-2 が誘
導され、COX-2 依存性に産生された PGE2
がEP3刺激することによりケモカインであ
る stromal cell derived factor(SDF)-1 の発現
増 大 が subcapsular region で 生 じ
premetastatic niche を形成すること、さらに、
COX-2陽性のSDF-1産生は樹状細胞であり、
EP3 依存性に TGF-β を産生することで
regulatory T cell(Tregs)を動員することによ
って免疫寛容が生じ、腫瘍転移を増強させ
ることを証明した。 
 C56BL/6 マウスを用い、 Lewis lung 
carcinoma (LLC; 5×104/10μL) 細 胞 を
Matrigel ®と混合し、左肺に直接移植するこ
とにより、肺癌リンパ節転移モデルを作成
した。このモデルでは、通常腫瘍接種後 10
日から 12 日目に縦隔リンパ節への腫瘍の
転移を認め、腫瘍接種後 21 日目にはほぼ全
例死亡する。転移リンパ節に COX-2 による
免疫染色を行うと、腫瘍転移前の早期の段
階で subcapsularsinus の部位に経時的に増
強する COX-2 の陽性像が確認できた。この
COX-2 の役割を解析するため、celecoxib を
毎日経口投与し、vehicle 群と比較したとこ
ろ、接種した原発腫瘍の大きさには特段有
意差は認められず、celecoxib 投与群におい



てリンパ節への転移が有意に抑制された。
同様のリンパ節への転移の有意な抑制は、
EP3 ノックアウトマウスでも認められ、こ
れらの結果から COX-2 依存性に産生され
た PGE2が EP3 signaling を介してリンパ節
転移を増強することがわかった。 
我々はこれまでに、腫瘍増殖に伴って形成
されるストローマ組織において、PG が形
成増強作用を発揮していることを報告して
いる。多くのケモカイン系とその受容体の
評価を行ったところ、中でも SDF-1 がスト
ローマの主要構成骨髄細胞の動員に役割を
持つことが判明した。リンパ節に腫瘍細胞
が動員、接着することが niche 形成の上で
重要であることは想像に難くない。事実、
subcapsular 領域におけるケモカイン系の発
現を調べると、確かに SDF-1 の発現が腫瘍
接種に伴って、ごく早期から高まってきて
いた。COX-2 および内因性 PG の関与につ
いて検討すると、PG receptor 内で EP3 が最
も高発現を呈し、マウスに celecoxib 投与し
た群において vehicle 群と比較し、リンパ節
内 subcapsular sinus における前転移状態
(pre-metastatic phase)での SDF-1 発現の低下
が確認できた。vehicle 群において、リンパ
節転移成立後のリンパ節の subcapsular 
sinus における SDF-1 陽性部分は腫瘍細胞
と一致しており、この部位が転移の温床と
なることが確認され、celecoxib 群では有意
に抑制されていることがわかった。 
また、SDF-1 antagonist(AMD3100)･CXCR4
中和抗体およびEP3ノックアウトマウスを
用いた実験でも、vehicle 群に比べ、リンパ
節転移の抑制を確認した。この結果から、
あらかじめ特定の場所(premetastatic site)に
誘導された COX-2 由来の PGE2 が EP3 
signaling を介して SDF-1/CXCR4 axis の
signaling により、premetastatic niche を形成
していることが判明した。 
さ ら に 、 い か な る 細 胞 構 成 成 分 が
premetastatic niche 形成に関与し、COX-2 や
SDF-1 の制御のもとで役割を発揮している
のか検討した。我々が注目してきた腫瘍ス
トローマ組織のマクロファージや fibroblast
に加えて、免疫担当細部のある種の細胞集
団が、がんの増殖や血管新生、加えて転移
メカニズムを制御することがわかってきた。
その中でも DCs や regulatory T cells(Tregs)
ががんの増殖や転移に関連していると報告
され、その機能の調節に PGs が関わってい
ることが、明らかにされつつある（文献５）。
本研究では、われわれはこれらの細胞群に
注目し、premetastatic niche を形成に関与す
るか検討を加えた。 
DCs マーカーである CD11c ・ IDO と
COX-2・SDF-1 を用いて免疫染色を用いて
解析すると、DCs は COX-2 および SDF-1
陽性であり、vehicle 群に比べると celecoxib、
SDF-1 antagonist(AMD3100)、CXCR4 中和抗
体処置群のリンパ節内 subcapsular sinus で

の発現量が有意に低下していた。以上から、
腫瘍接種という刺激を受け、premetastatic 
site に遊走した DCs が SDF-1 を産生し、
premetastatic niche を形成することが示唆さ
れた。さらに、DCs の遊走に非常に関連し
ているとされる CCR7 のリンパ節での発現
を調べると、vehicle 群に比べ有意に抑制さ
れていた。 
事実、PGE2-EP3 signaling が DCs を介して
SDF-1 を産生促進するかどうか検討してみ
ると、野生型と EP3KO マウスからそれぞ
れ採取した骨髄細胞から分化培養した DCs
を骨髄移植し、腫瘍のリンパ節転への影響
を検討すると、EP3KO DCs 移植群で有意な
リンパ節転移の抑制が認められた。EP3KO 
DCs 移植群ではリンパ節内 subcapsular 
sinus での DCs の集族の低下および SDF-1
産生の抑制が確認され、EP3/SDF-1 の相互
作用により positive feedback loop を形成し
ていることが示唆された。また in vitro で、
この DCs に EP3 agonist を添付すると野生
型マウス由来DCsからはSDF-1/TGF-βの分
泌の亢進が確認された。FoxP3 陽性の Treg
のリンパ節内 subcapsular sinus への集族は、
COX-2 阻害薬処置マウス、EP3 ノックアウ
トマウスで有意に抑制された。premetastatic 
niche formation の結果、転移した腫瘍細胞
の免疫寛容に、この COX-2/EP3 依存性の
Tregの制御が関与している可能性もあるこ
とが判明した。 
一旦リンパ節に腫瘍細胞が到達すると、さ
らなるリンパ管新生を生じることで他臓器
への転移を促進すると考えられているが、
そこにいかなる因子が関わっているか不明
な部分も少なくない。事実、本実験ではリ
ン パ 節 に お け る リ ン パ 管 新 生 因 子
(VEGFC/-D, Type 3 VEGF receptor) の発現
の経時的変化および Lyve-1 を用いてリン
パ管数を経時的に解析すると、vehicle 群よ
りも celecoxib 投与群、EP3KO 群でリンパ
管新生因子・新生リンパ管数・リンパ管内
径面積の有意に抑制された。このことから
COX-2 の誘導、 PGE2-EP3 signaling が
premetastatic phaseにおけるリンパ節内リン
パ管新生に役割を持っていることが判明し
た。 
腫瘍所属リンパ節における pre-metastatic 
niche formation は COX-2 の誘導、PGE2-EP3 
signaling、SDF-1/CXCR4、TGF-β による DCs
や Tregs の骨髄からの動員により増強され
ると考えられた。それゆえ、COX-2 inhibitor
や CXCR4 antagonist, EP3 antagonist や DCs
を介した免疫療法が今後の肺癌治療の一つ
の選択肢になりうる。上記機構を制御する
ことで、がん患者の予後改善の可能性があ
る。 
 
２）２次性リンパ浮腫における PG の役割
解明 
リンパ管は、末梢組織で血管から漏出した



間質液、タンパク質、脂肪、細胞などを吸
収し、集合リンパ管を介して還流すること
で血液の量や組成を一定に保っている。骨
盤内や乳がんの外科的治療に伴うリンパ節
廓清は、頑強な下肢あるいは上肢のリンパ
性浮腫をもたらし、がん患者の QOL を極
めて不良なものとしている。リンパ管新生
を増強させ、これら浮腫の解消を目指す研
究は、大きなインパクトを与える。 
 オリジナルモデルとしてマウス尻尾基部
皮下組織全周掻爬モデルを作成し、末梢に
生じる浮腫を、尾部径を計測することで経
時的に評価してきた。野生型のマウスでは、
浮腫径は皮下組織全周掻爬後２週をピーク
に増大し、その後、減少した。尻尾創傷部
分にリンパ管が新生すると急速に浮腫が減
少する。これは、尾端部に FITC dextran を
注入しリンパ管造影を行い、機能的なリン
パ管新生を経時的に評価することで確認で
きる。このモデルで、COX-2 由来の内因性
PG が役割を持つことを、掻爬時直後から
celecoxib を連日投与して評価した。
celecoxib を投与により、リンパ管の再疎通
は有意に遅れることが判明した。創傷部分
で尻尾の横断面を Lyve-1 等の抗体で染色
し、新生リンパ管の数を評価しても、
celecoxib を投与により、リンパ管の新生が
有意に抑制されることが判明した。 
 マウス尻尾創傷部位で形成される肉芽組
織の構成細胞を経時的に調べると、創傷作
成後に主に増えてくるのはマクロファージ
であった。同肉芽組織で COX-2 の発現を免
染で調べると、COX-2 発現細胞の多くはマ
クロファージであり、celecoxib を投与によ
り、肉芽組織へのこれらの細胞の動員が強
く抑制された。培養リンパ管内皮細胞に
PGE２を添加しても、特段リンパ管内皮増
殖が増強されることはなかった。一方、マ
クロファージは PGE２添加に伴い VEGF-C
の産生量が劇的に増えた。 
 以上の結果から、PGE1製剤が糖尿病に伴
う皮膚潰瘍の治療に広く用いられている様
に、PGE２アナログ（作動薬）は浮腫の治
療に有効であることが期待できる。PGE２

による血管透過性亢進については、細動脈
を拡張させるEP2受容体シグナリングが重
要であると思われる。マトリゲルの成果を
外挿すると、EP3、EP4 シグナリングがリ
ンパ管新生とリンクすることから、これら
の EP3、EP4 に選択的なアゴニストがリン
パ節廓清後のリンパ性浮腫の治療に有力で
あることが期待できる。 
 
３）慢性増殖性炎症時のリンパ管新生と
PG 受容体シグナリング解析 
増殖性の炎症をミミックするマトリゲル皮
下接種モデルを作成し、増殖性炎症時の肉
芽組織内におけるリンパ管新生について検
討した。FGF-2 含むマトリゲルをマウスの
皮下に接種すると、ゲル周囲では肉芽組織

形成が認められ、マトリゲル周囲に集積し
た細胞は、COX-2 やその下流で PGE2 を合
成する最終段階を担う酵素である膜結合型
プロスタグランジンE合成酵素（mPGES-1）
を発現していた。リンパ管内皮マーカーで
ある VEGFR-3 遺伝子発現量をゲルで調べ
ると、FGF-2 刺激で発現量が増大し、COX-2
阻害薬である celecoxib の連日投与により、
VEGFR-3 発現量は用量依存的に抑制され
た。また、podoplanin や LYVE-1、VEGFR-3
といったリンパ内皮特異的マーカーに対す
る抗体を用いた免疫染色像で調べても、
celecoxibの投与によりリンパ管新生が有意
に抑制されることが確認された。このモデ
ルのリンパ管新生は COX-2 を介して増強
され、ｍPGES-1の増大を伴うことから PGE
２が重要であることが推定された。 
 そこで、この増殖性炎症時のリンパ管新
生における PGE２とその受容体の役割を明
らかとするため、EP1~EP4 を欠損させた 4
種のEPノックアウトマウス(EP1-/-、EP2-/-、
EP3-/-、EP4-/-)を用い検討を行ったところ、
EP3-/-、EP4-/-で VEGFR-3 発現量の有意な
抑制が認められた。抗 LYVE-1/VEGFR-3 抗
体を用いた蛍光二重染色像でリンパ管を評
価すると、EP3-/-、EP4-/-でのリンパ管新生
が確かに抑制されていることが確認され、
このモデルのリンパ管新生は EP3/EP4 受容
体を介したシグナリングが関与しているこ
とが明らかにできた。 
 このモデルの肉芽組織の主要構成細胞は
fibroblastとマクロファージである。そこで、
培養 fibroblast とマクロファージを用いて、
リンパ管新生のメカニズムを検討した。
fibroblast の細胞株である L929 では、PGE2
および４種の EP アゴニストいずれにおい
ても VEGF-C の発現に変化は認められない
ものの、PGE２および EP4 アゴニストの刺
激により VEGF-D の発現量が用量依存的
に増加することが判明した。一方、マクロ
ファージでは PGE２および EP3、EP4 アゴ
ニストの刺激により VEGF-C の有意な増加
が、また EP3 アゴニストの刺激により
VEGF-D の有意な増加が認められた。肉芽
組織の免疫染色像でも、確かに fibroblast
とマクロファージでVEGF-CやVEGF-Dの
発現が確認された。培養したリンパ管内皮
そのものに対する PGE２の増殖活性はみら
れなかった。 
 以上より、増殖性炎症巣におけるリンパ
管新生では、fibroblast 、マクロファージで
の PGE２の EP3/EP4 受容体を介したシグナ
リングの役割が重要であることが判明した。
細胞腫により、PG 受容体を詳細に使い分
けていることも判明した。 
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