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研究成果の概要（和文）：病態の進展にリンパ管新生およびリンパ組織の可塑性が重要なモデルで、内因性生理活性脂
質の役割を解析した。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が重要であった。２次性のリンパ浮腫をミミックするマウス尻尾モデルで、COX-2由来のPG
がリンパ管新生増強作用、浮腫を軽減させる役割を持っていた。リンパ節転移モデルでは、COX-2由来のPGE2が樹状細
胞でSDF-1を分泌させることでpremetastatic nicheを形成することが判明した。この様に、リンパ関連病態モデルでPG
が多彩な役割を持つことが判明した。

研究成果の概要（英文）：Lymphatic vasculature forms a network of vessels that drain interstitial fluid 
from tissues and return this fluid to the blood. Lymphangiogesis, the formation of lymphatic vessels from 
preexisting lymphatic vessels, plays an important role in homeostasis of interstitial fluids and 
immunity. We found that lymphangiogenesis in chronic inflammation and secondary lymphedema was regulated 
by COX-2. The lymphatic system is an important route for cancer dissemination, and lymph node metastasis 
(LNM) serves as a critical prognostic determinant in cancer patients. We clarified contribution of 
COX-2-derived PGE2 in formation of a premetastatic niche and LNM. Stromal cell-derived factor-1 (SDF-1) 
was elevated in DCs before LLC cell infiltration to lymph nodes, and was important to form premetastatic 
niche. Accumulation of Tregs and lymph node lymphangiogenesis was also COX-2/EP3-dependent. These results 
indicate that DCs induce a premetastatic niche via COX-2/EP3-dependent induction of SDF-1.

研究分野：薬理学
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１．研究開始当初の背景 

 リンパ管は、血管とともに生体の恒常性の
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、炎症や悪性腫瘍の転
移などの病的状態にも関与している重要な
器官である。がんのリンパ行性転移やがん治
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ることが知られてき
たが、現在でもこれらの病態の本質的な治療
方策は乏しく、病態時のリンパ管新生を制御
する生体内活性物質の解析と治療への応用
研究の必要性は極めて大きい。これまで、申
請者は代表的な炎症性メディエーターであ
るプロスタグランジン(PG)が、がんや慢性増
殖性炎症時の血管新生を増強することを報
告してきた。しかしながら、リンパ管新生に
おける脂質メディエーターの役割の詳細は
明らかとなっていない。 
 
２．研究の目的 

 本研究では、まず病態の進展にリンパ管
新生が重要な、以下の（１）慢性増殖性炎
症モデル、（２）２次性リンパ浮腫モデル、
（３）LPS 腹膜炎モデル、（４）がんリンパ
行性転移モデルを対象に、リンパ管新生の
進行に伴う内因性脂質生成系の動態を解析、
脂質関連の新規リンパ管新生制御因子の特
定を試みる。計画班員から供給された脂質
メディエーターの生成酵素（例えば
mPGES-1）および受容体(PG 受容体、BLT1、
LPA 受容体など)を不活化した遺伝子改変マ
ウスを用い、それらの因子が、リンパ管新
生が病態の基盤に存在する疾患モデルで役
割をもつか否かを検討する。あわせて、脂
質メディエーター関連の新規リンパ管新生
制御因子を標的に、マウス解析センターで
生成酵素、受容体の遺伝子改変マウス作成
を試みる。治療標的分子の特定に集中し、
病態モデルでの解析を進める。リンパ管新
生を増強あるいは抑制することの治療標的
としての意義を検証する。新規治療法のた
めの基盤研究を展開する。 
 
３．研究の方法 

 リンパ管新生が病態の進展、修復に役割を
持つモデルを対象に、病態の進行に伴い脂質
生成系の動態解析をおこなう。脂質メディエ
ーターの生成酵素および受容体(PG 受容体、
BLT1 など)を不活化した遺伝子改変マウスを
用い、発症に関与する候補脂質メディエータ
ーを特定する。加えて、新規遺伝子改変マウ
スの作成を試みる。 
 解析対象としたモデルは、 
（１）マトリゲル慢性増殖性炎症モデル 
（２）マウス尻尾２次性リンパ浮腫モデル 
（３）LPS 反復投与腹膜炎モデル 
（４）肺がんセンチネルリンパ節転移モデル 
であり、これまでの in vivo での検討を基盤
に我々が開発したオリジナルモデルである。
リンパ管新生制御因子の治療標的としての
意義を検証する。小分子化合物による病態治
療の基盤研究、細胞治療等の基盤研究をおこ
ない、新規治療法の確立を目指す。 

 
４．研究成果 

 以下の研究成果が得られ、国際会議、国際
誌に成果の発信を行った。 

（１）慢性増殖性炎症モデル 

 慢性関節リウマチの関節内の肉芽組織（パ
ンヌス）の増殖は、血管新生に依存し、関節
の破壊につながる。血管新生を抑え、増殖性
の炎症を制御することは、重要な治療的アプ
ローチとなる。これまで我々は、スポンジ皮
下移植モデルを用いて、多くのメディーエー
ターが血管新生を介して、増殖性の炎症に関
わっていることを明らかにした。血管新生と
同じように、リンパ管新生においても同様の
マシナリーが働くか否か興味が持たれた。 

 我々は、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 PGE２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った。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 PGE
２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。 
 
（２）２次性リンパ浮腫モデル 
 がん治療に伴う２次性のリンパ浮腫に悩
む患者は多く、保存的な治療も精力的に試み
られてはいるが、現在でも同病態の本質的な
治療方策は乏しい。病態時のリンパ管新生を
制御する生体内活性物質の解析と治療への
応用研究の必要性は極めて大きい。 
 我々は、２次性のリンパ浮腫をミミックす
るマウス尻尾基部皮下組織全周掻爬モデル
を開発し、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た。野生型のマ
ウスでは、尾部径は掻爬後２週をピークに増
大し、その後、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した。リンパ管新
生によるリンパ流の再疎通は、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 がリンパ管新生増強作用を持つこ
とが明らかになった。掻爬創傷部分で尻尾の
横断面を Lyve-1 抗体で染色し、新生リンパ
管を評価してもCOX-2依存性にリンパ管新生
が生じていることが判明した。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り、その多くは COX-2
発現細胞であった。In vitro でマクロファー
ジを PGE２で刺激すると VEGF-C の産生量が劇
的に増えた。２次性リンパ浮腫に PG アナロ
グが有効であることが期待される。 
 
（３）LPS 腹膜炎モデル 

 LPS をマウス腹腔内に投与すると、横隔膜
に梯子状のリンパ管が新生する。このリンパ
管新生は、COX-2 阻害薬投与により抑制され、
mPGES-1 ノックアウトマウスで抑制されてい
た。横隔膜組織に浸潤したマクロファージ、
T細胞がVEGF-C/Dを産生していることが判明
した。 

 PG 受容体欠損マウスで検討したところ、
EP3 ノックアウトマウスに加え、意外にも TP
ノックアウトマウスでLPS投与後の横隔膜で
のリンパ管新生が抑制されることが判明し
た。TP アゴニストでマクロファージ、T細胞
を in vitro で刺激すると VEGF-C/D を産生す
ることが判明した。TP 受容体のリンパ管新生
増強作用は全くの新知見である。TP の flox
マウスの作成に取り組み成功した。今後、Cre
マウスとの交配により、細胞特異的な TP の
役割につき検討を行う予定にしている。 
 
（４）がんリンパ行性転移モデル 

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。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 cells, 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、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。 
Lewis lung carcinoma(LLC)細胞を
Matrigel®と混合し、マウス左肺に直接移
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 subcapsular sinus 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、COX-2 inhibitor (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。 
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。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。
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。 
 以上のように、COX-2 由来の PGE2シグナル
により転移前段階で転移好発部位に樹状細
胞が動員され、同樹状細胞が SDF-1 を分泌す
ることで premetastatic niche を形成するこ
とが判明した。 そこには Treg の動員が認め
られ、転移した腫瘍細胞の免疫学的寛容に、
この C0X-2/EP3 依存性の Treg の動員が関与
している可能性もある。また、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
ることも判明した。 
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