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研究成果の概要（和文）：リンパ節に存在する内皮細胞は主にリンパ管系内皮細胞、血管内

皮細胞に大別され、血管内皮細胞はさらに形態的特徴や機能から HEV（高内皮細静脈）内

皮細胞、非 HEV 内皮細胞に分類することができる。HEV 内皮細胞は、特異的な接着分子

やケモカインを発現しリンパ球のホーミングを媒介するという点で、免疫系において重要

な機能をもつ細胞である。HEV 内皮細胞のホーミングにおける機能的解析は多数行われて

いる一方、HEV 内皮細胞がどこから発生し、機能的な細胞に分化するのかという点につい

ては未だ不明である。 HEV 形成期における HEV 内皮細胞分離技術の開発を行い、初めて

胎生期 HEV 内皮細胞の遺伝子発現解析に成功し、選択的に発現する複数の転写因子を同

定した。これらの中の一つについて詳細な解析を行ったところ、HEV の成熟が進む胎生後

期から新生仔期において HEV 内皮細胞に選択的に発現することが明らかとなった。また、

この遺伝子を欠損するマウスは、野生型と比較して新生仔リンパ節が小さく、免疫組織化

学的解析から HEV 内皮細胞に特異的に発現する複数の遺伝子発現が低下していた。これ

らのことから、この転写因子が HEV 内皮細胞分化に機能的に関与する可能性が示唆され

た。 

研究成果の概要（英文）：The high endothelial venules (HEVs) are blood vessels 

specifically found in lymph nodes and Peyer’s patches. Although HEVs express 

specific chemokines/adhesion molecules which mediate lymphocyte trafficking across 

the high-walled endothelial cells (HEV-ECs), the mechanism regulating HEVs’ 

development and maintenance of the unique properties remain unclear. We performed 

microarray and real-time quantitative PCR analyses of HEV-ECs and non-HEV-ECs in 

neonatal mice mesenteric LNs, and identified five transcription factors which are over 

fifty times more abundantly expressed in developing HEV-ECs than in non-HEV-ECs. 

By immunohistochemical analysis, we found that one of them showed a restricted 

expression pattern in the nucleus of ECs of a substantial proportion of blood vessels of 

lymph nodes from E17.5 to the date of birth, which corresponds temporally to 

HEV-EC development. The gene knockout mice of this transcription factor showed 

reduced expression of several HEV-associated genes, implying the functional 

contribution of this gene to HEV-EC differentiation. 
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１．研究開始当初の背景 

高内皮細静脈 (HEV) はリンパ節や小腸パイ

エル板にのみ存在し、リンパ球トラフィキン

グに関与するケモカインや接着分子を選択

的に発現する特殊な血管であるこれまでに

研究代表者たちや国外のグループによる精

力的な研究から、HEV とリンパ球との相互作

用に関与する分子群が明らかになった。最近、

免疫応答性の変調および慢性炎症性疾患の

病態に HEV 形成の亢進や低下が関与する可

能性が指摘されている。このことから、HEV

内皮細胞分化の分子メカニズムを明らかに

し、二次リンパ組織や慢性炎症巣における

HEV 形成調節が可能になれば、適切なリンパ

球動員と免疫応答性を誘導する新たな方法

の確立につながることが期待された。一方、

HEV 内皮細胞分化の分子メカニズムについ

てはこれまで明らかにされていなかった。こ

の理由として、HEV 内皮細胞はリンパ節構成

細胞の約 0.1%以下ときわめて少数ない上、培

養により速やかに脱分化するため未分化

HEV 内皮細胞を分離し、性状解析を行うこと

は極めて困難であるという問題点が挙げら

れる。このため、未分化 HEV 内皮細胞を効

率よく分離する方法の開発、分離した HEV

内皮細胞性状解析および遺伝子解析を行う

ことが必要とされていた。 

２．研究の目的 

HEV 内皮細胞分化の分子メカニズムを解析

するため、以下の目的で研究をおこなった。 

1. HEV 内皮細胞に選択的に発現するマー

カー分子の発現および HEV の形態的解

析により、マウス発生のどの時期に HEV

が出現するかを決定する。 

2. HEV 形成期における HEV 内皮細胞分離

技術の開発を行う。 

3. 分化決定期における HEV 内皮細胞の分

離を行い、遺伝子発現解析を行う 

4. 特に転写因子に注目し、HEV 内皮細胞分

化決定における遺伝子機能を解析する 

以上の 4 点を目的として研究をおこなった。 

 

３．研究の方法 

マウス発生のどの時期に HEV が出現するか

を決定するため、胎生 16.5 日から新生仔ま

でのマウス腸間膜リンパ節組織の



MAdCAM-1（成体における HEV マーカー）、

CD34（血管内皮細胞マーカー）、 Lyve-1（成

体におけるリンパ管内皮細胞マーカー）、

Prox1（リンパ管内皮細胞マーカー）の発現

を免疫組織染色により解析した。次に、新

生仔期の HEV 内皮細胞に特異的に発現す

る遺伝子を同定するため、新生仔マウス腸

間膜リンパ節の HEV、非 HEV 内皮細胞を

それぞれフローサイトメータ―にて細胞分

離し、DNA マイクロアレイにて発現遺伝

子解析を試みた。マイクロアレイの結果を基

にして定量的 PCR 解析を行い、HEV 内皮細

胞において非 HEV 内皮細胞に高発現する転

写因子を複数同定した。さらに同定された遺

伝子の一つが HEV 内皮細胞分化を調節する

可能性について遺伝子導入による細胞生物

学的解析、免疫学的解析およびノックアウト

マウスの表現型解析をおこなった。 

 
４．研究成果 

研究代表者らは、HEV 内皮細胞マーカー分

子を発現する血管構造が胎生 17.5 日以降に

出現すること、また成熟 HEV の形態的特徴

である肥厚した基底膜が新生仔期以降に完

成することを明らかにした。さらに新生仔期

マウス腸間膜リンパ節 HEV 内皮細胞を分離

し、マイクロアレイ・定量的 PCR 解析を行い、

HEV 内皮細胞において非 HEV 内皮細胞より

50倍以上高発現する5つの転写因子を同定し

た。免疫組織学的解析から、このうちの一遺

伝子は HEV の分化、成熟が進む胎生 17.5 日

頃から新生仔期において HEV 内皮細胞に選

択的に発現するが、生後一日目には急速に発

現が消失し、成体リンパ節では発現が検出さ

れないことが明らかとなった。この遺伝子の

欠損マウスは生後 24 時間以内に死亡するた

め、胎生期から生後１日目までのリンパ節に

ついて解析を行ったところ、形態的に HEV

とみられる血管構造は観察されたものの、

HEV に選択的に発現する接着分子の発現低

下傾向が見られた。次にこの遺伝子を培養血

管内皮細胞へ導入し定量的 PCR 解析を行っ

たところ、この遺伝子単独導入では明らかな

HEV 関連遺伝子の発現誘導はみられなかっ

たが、HEV 内皮細胞の機能維持に重要と考え

られるリンフォトキシンシグナリング存在

下では、遺伝子発現により HEV マーカー遺

伝子 MAdCAM-1 の発現誘導が見られた。こ

のことから、この転写因子は単独で HEV 関

連遺伝子の発現を誘導する可能性は低いも

の、胎生期から新生仔期の HEV 内皮細胞の

分化に伴ってみられる表現型の変化に関与

する可能性が考えられた。 
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