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研究成果の概要（和文）：リンパ管内皮細胞に発現するI型膜蛋白が、炎症性サイトカインによる刺激でectodomain sh
eddingを起こすことを明らかにした。MAPキナーゼ経路を介して膜表面のADAM17あるいはADAM10が標的分子を切断する
ことを見出した。この蛋白切断は、増殖因子によるリンパ管内皮細胞の遊走に関わることが示唆された。本研究成果は
、リンパ管新生のプロセスを解明する上で重要な知見であり、癌微小環境や慢性炎症におけるリンパ管形成の分子機構
の一端を明らかにするものである。

研究成果の概要（英文）：The present study demonstrated that inflammatory cytokines induces the ectodomain 
shedding of type I transmembrane proteins in cultured human lymphatic endothelial cells. ADAM17 is respons
ible for the shedding via the activation of MAP kinase pathway in response to vascular endothelial factor 
(VEGF)-A. Furthermore, the entodomain shedding of membrane-associated protein enhanced the migration of cu
ltured lymphatic endothelial cells in response to VEGF-A. Moreover, double immunofluorescence analysis rev
ealed that the targeted overexpression of VEGF-A promoted the ectodomain shedding of the membrane associat
ed protein cutaneous lymphatic vessels. Therefore, these results indicate, for the first time, that lympha
ngiogensis is mediated by the biochemical process of membrane-binding proteins in lymphatic endothelial ce
lls in vitro and in vivo.
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１．研究開始当初の背景 
リンパ管研究は、リンパ管遺伝子が同定さ
れ、分子生物学的解析が可能になった。
Vascular endothelial growth factor receptor 
(VEGFR)-3, Prox1, podoplanin, LYVE-1, 
podoplaninをはじめ、1990年代リンパ管特
異的遺伝子群が相次いで報告され、生体にお
ける機能が明らかになった。さらに、
VEGFR-3 のリガンド VEGF-C,-D が同定さ
れ、リンパ管内皮細胞に特異的な増殖因子で
あることが明らかになった。その後、VEGF-C
は個体発生におけるリンパ管新生のみなら
ず、悪性腫瘍に随伴するリンパ管新生も誘導
することが見出された(Skobe et al. Nat med 
2001)。申請者はヒト血管及びリンパ管内皮
細胞を選択的に培養し、遺伝子発現を網羅的
に解析した(Hirakawa et al. Am J Pathol 
2003)。この培養系から、VEGF-A が血管内
皮細胞と同様に、リンパ管内皮細胞に強い増
殖作用を持つことを見出した。この事実に基
づき、皮膚特異的 K14-VEGF-A トランスジ
ェニックマウス(TG)を用いて化学発癌試験
を行い、マウス皮膚悪性腫瘍におけるリンパ
管新生を検討した。この結果、腫瘍で過剰に
発現する VEGF-A はリンパ管新生を促進す
ることを見出した(Hirakawa et al. J Exp 
Med 2005)。 
次に、申請者は K14-VEGF-C TGを用いた
化学発癌モデルを行った。この研究課題では、
転移リンパ節におけるリンパ管新生を同定
した。最も重要な知見は、転移巣のみならず、
転移以前、原発巣に由来する増殖因子によっ
て、リンパ節では既にリンパ管新生が誘導さ
れることを見出した点にある(Hirakawa et al. 
Blood 2007)。本研究課題から、悪性腫瘍のリ
ンパ行性転移において、皮膚に始まりリンパ
節にわたるリンパ管新生が、リンパ系転移の
拡大に関わることを見出した。しかし、
VEGF-A,-C 産生腫瘍に随伴するリンパ管の
増殖制御機構は、依然不明なままである。 
申請者が一貫して取り組んできた研究課
題は、VEGFファミリーがリンパ管内皮細胞
に及ぼす生物活性を明らかにすることであ
る。そてい、今後新たに捉え直さなければな
らない重要な研究課題がある。それは、リン
パ管内皮細胞に発現する細胞膜蛋白に着目
し、いかに細胞増殖や管腔形成に関わってい
るかを見出すことである 

Lymphatic vessel endothelial 
hyaluronan receptor (LYVE)-1は、リンパ管
内皮細胞に特異的に発現する I型膜蛋白であ
る。リンパ球のヒアルロン酸受容体である

CD44 と構造が似ており、LYVE-1 もヒアル
ロン酸受容体の1つと考えられている。CD44
は、細胞膜に局在する酵素により切断され、
shessingを来すことが知られている。しかし、
LYVE-1 が shedding を来すかどうかは、未
だ不明である。 
 
２．研究の目的 
毛細リンパ管に特異的に発現する LYVE-1
の shedding 機構について解明し、その生物
学的意義を明らかにすることが、本研究の目
的である。 
 
３．研究の方法 

VEGF-AによりLYVE-1の切断が起きるの
か、ヒト皮膚由来リンパ管内皮細胞を用いて
LYVE-1の ectodomain sheddingを検討した。
さらに下流のシグナルと探索すると MAPK
が 存 在 し 、 A disintegrin and 
metalloproteinase (ADAM)の局在と活性を
制御していることが推察された。従って、
ADAM17 または ADAM10 は、HB-EGF や
LYVE-1 を基質とし、細胞外領域で切断する
か否かを検討した。リンパ管内皮細胞には
ADAM17 が発現していることを、核酸及び
蛋白レベルで確認し、LYVE-1とその fusion 
protein は、アデノウイルス・ベクターを用
いて発現させた。 
 
（1）アルカリフォスファターゼを用いたレ
ポーター・システムの構築と応用 
LYVE-1 shedding を定量的に評価するため
に、アルカリフォスファターゼ (AP)と
LYVE-1を融合した蛋白質を、アデノウイル
スを用いて発現させた。培養ヒト皮膚リンパ
管内皮細胞に AP-LYVE-1 を発現した後、
VEGF組み換え蛋白で刺激した。培養上清を
回収し、遊離した AP-LYVE-1 N末断片を測
定した。 
 
（2）VEGF-A-VEGFR-2 シグナル経路の評
価 
組換え VEGF-Aにより LYVE-1 sheddingが
促進することを明らかにし、そのシグナルは
VEGFR-2 のリン酸化と下流のシグナル分子
の活性化に依存していることを検討した。具
体的には、培養ヒト皮膚リンパ管内皮細胞を
VEGFR-2 中和抗体 IMC-1121b で前処理し
た。その後、組換え VEGF-A を添加し、
VEGFR-2 と ERK のリン酸化が抑制される
ことを検出した。さらに APレポーターを用
いた shedding 定量化アッセイを行い、



LYVE-1の sheddingがVEGFR-2とERKに
依存しているか否かを検討した。IMC-1121b
は、ImClone Systems（米国）から供与され
た。 
培養ヒト皮膚リンパ管内皮細胞を、MAPK
阻 害 薬 (U0216) ま た は MMP 阻 害 薬
(KB-R7785)で前処理した。Western blot 及
び AP レポーターを用いた shedding 定量化
アッセイで、LYVE-1 sheddingがMMPに依
存しているか否かを検討した。 
 
（3）切断酵素の同定 
本申請課題では、ADAM17及び ADAM10
に着目し、shedding活性を評価した。それぞ
れの遺伝子産物を、siRNAを用いてノックダ
ウンすることにより、切断が解除されるか否
かを検討した。評価は、AP レポーターを用
いた shedding定量化アッセイで測定した。 
 
(4)LYVE-1 細胞内領域を標識する抗体作成 
 市販される抗体で、LYVE-1 細胞内領域を認
識し、かつ組織学的解析を行うことが可能な
ものはない。そこで、申請者らは大腸菌発現
系で LYVE-1-GST 蛋白を作成し、ラットリン
パ節法でモノクローナル抗体を作成するこ
とを試みた。 
 
(5)乾癬における LYVE-1 shedding の評価 
乾癬は、VEGF-A が表皮角化細胞から産生さ
れ、皮膚で慢性炎症が形成される疾患の 1つ
である。そこで、病変部のリンパ管で LYVE-1 
shedding が起きているか病理組織学的に検
討した。LYVE-1 sheddingを検出する方法は、
蛍光二重染色法に基づき、細胞外領域を認識
する市販抗体と、新規に作成した細胞内領域
を認識するモノクローナル抗体を用いて解
析した。 
 
４．研究成果 
（1）LYVE-1 sheddingは、VEGF-A存在下
培養リンパ管内皮細胞で促進する 
 LYVE-1とアルカリフォスファターゼを融
合した蛋白を構築した。LYVE-1の N末にシ
グナルペプチド(SS)及びアルカリフォスフ
ァターゼ(AP)を融合し、アデノウイルス・ベ
クターを発現することにより、LYVE-1 の
ectodomain shedding を定量的に評価した。
この結果、LYVE-1 の shedding は組換え
VEGF-Aにより促進されることを見出した。 
 
(2) LYVE-1 shedding は 、 VEGF-A 
-VEGFR-2に依存する 

VEGF-A による VEGFR-2 のリン酸化を、培養
リンパ管内皮細胞を用いて評価した。VEGF-A
刺激後、細胞の溶解液を作成し、Western blot
を行った。この結果、VEGFR-2 のリン酸化が
起きること、さらに下流では ERK のリン酸化
が起きることを見出した。1121b あるいは
U0216 で前処理すると、VEGFR-2 のリン酸化
及び ERK のリン酸化は完全に抑制された。 
APレポーターを用いたshedding定量化アッ
セイで、1121b、U0216あるいは KB-R7785
で前処理した培養リンパ管内皮細胞が
LYVE-1 sheddingを促進するか測定した。そ
の結果、 VEGF-A で促進した LYVE-1 
shedding は、 1121b、U0216 あるいは
KB-R7785による前処理で解除された。従っ
て、VEGF-A による LYVE-1 shedding は、
VEGFR-2, ERK 及び MMPの活性化に依存するこ
とを見出した。 
 
(3)ADAM17 及び ADAM10 が LYVE-1 切断酵素で
ある 
 培養リンパ管内皮細胞に siADAM17 及び si 
ADAM10 を導入して、LYVE-1 の shedding を評
価した。この結果、ADAM17 及び ADAM10 の mRNA
を不活化すると、VEGF-A で促進した LYVE-1 
shedding は解除された。従って、DAM17 及び
ADAM10 は、LYVE-1 の切断酵素であることが
示唆された。 
 
(4) LYVE-1細胞内領域を標識する抗体を作成
した 
LYVE-1-GST 及びヒト CD44-GST 融合蛋白を
大腸菌で発現し、GST を切断した。その後、
ヒト LYVE-1、マウス LYVE-1 及びヒト CD44 蛋
白を精製した。この抗原をラットに免疫し、
リンパ節から細胞を採取した後、ミエローマ
細胞と細胞融合した。限界希釈後、ELISA 法
に基づきハイブリドーマを選別し、クローン
CTF1-2 を得た（図参照）。 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 LYVE-1 特異的モノクローナル抗体 ヒ
ト CD44細胞内領域(CTF)及び LYVE-1 CTF
に対する特異的反応を示す。 



CTF1-2 に由来する抗体は、ヒト及びマウス
LYVE-1 に反応する一方、ヒト CD44 には反応
しないことを確認し、特異性が高い抗体であ
ることを明らかにした（図参照）。 
 
(5)乾癬病変部における LYVE-1 shedding 
 乾癬病変部から病理組織標本を作成し、細
胞外領域を認識する抗 LYVE-1 抗体と CTF1-2
で蛍光二重染色を行った。この結果、2 つの
染色像はリンパ管近傍に位置しながら互い
に異なっていた。すなわち、LYVE-1 は
ectodomain shedding を受け、細胞外領域に
遊離する可能性が示唆された。 
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