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研究成果の概要（和文）：iPS細胞を用い、肝細胞増殖因子（HGF）を発現させることで効率的にリンパ管内皮細
胞へ分化を促進させることを目的に実験を行った。マウスiPS細胞に対してHGFプラスミドを遺伝子導入し、HGF
恒常発現細胞株の樹立を試みたが樹立はできなかった。iPS細胞をOP-9細胞を利用してリンパ管内皮細胞へ分化
させる実験を行ったが、既報のような細胞培養系を得ることはできなかった。iPS細胞へHGFを一過性に発現させ
てiPS細胞がリンパ管内皮細胞の特徴を獲得するかを確認したが、継続してリンパ管内皮細胞へ分化させる事は
できなかった。以上から、これまでに報告のあるリンパ管内皮細胞への分化は困難であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to induce iPS cells into lymphatic endothelial 
cells by transfection of hepatocyte growth factor (HGF) plasmid DNA. 1) We could not obtain the 
mouse iPS cell line of HGF stable expression. 2) We could not establish the lymphatic endothelial 
cell line from mouse iPS by co-culture method with OP-9. 3) When HGF was expressed in iPS cell 
transiently, lymphatic cell markers, such as Sox18, FoxC2, VEGFR3, and Prox1, were up-regulated at 
5-day after transfection, but these up-regulation were neutralized at 14-day.

研究分野：血管外科

キーワード： リンパ管内皮細胞　iPS細胞
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景	
(1)	リンパ浮腫の現状	
リンパ浮腫は発症原因により原発性と続発
性に大別される．いずれの場合でも病態生理
は共通しており，リンパ管の先天的欠損，異
常（原発性）や癌治療でのリンパ節郭清およ
び放射線治療による閉塞（続発性）によるリ
ンパうっ滞から始まる（Fig.1）．組織にリン
パ液が貯留してリンパ浮腫が発症した時点
では，すでにリンパ管は変性しており，これ
を元に戻す治療手段は現在存在しない．現在
の中心的治療である複合的理学療法（複合的
治療）やリンパ管静脈吻合術では組織の浮腫
を改善するのみで根治を望むことは難しい．
従ってリンパ浮腫は患者の Quality	of	life
を著しく障害し，多くの患者が革新的な治療
法の開発を切望している．	

	
(2) リンパ浮腫に対する分子生物学的アプ
ローチ	
1990 年代の血管分子生物学の発展に伴い，リ
ンパ管新生についてもいくつかの報告が認
められるようになった．そのような中リンパ
管研究を後押しする発見が 2000 年代になさ
れた．１）リンパ管内皮細胞特異マーカー
(LYVE-1，Prox1)など）の発見，２）リンパ
管の直視下動態観察が可能な螢光色素を用
いる近赤外光リンパ管描出法の開発，3)	有
用な中、小動物実験モデルの開発である．さ
らに遺伝子改変動物の解析などからリンパ
管新生作用を有するいくつかの分子も報告
された．代表的なものは VEGF-C，VEGF-D，
FGF-2 である．これらで臨床に応用されたも
のは存在しない．	
(3)	我々のリンパ浮腫遺伝子治療の試み	
このような背景から我々はリンパ浮腫の根
治を目指し，これまでに血管新生因子として
報告がある肝細胞増殖因子(HGF)に注目し，
リンパ管新生作用とリンパ浮腫動物モデル
での治療効果を報告した(Y.	Saito,	et	al.	
Circulation.	2006:	Y.	Saito,	et	al.	Biomed	
Res	Int.	2013)．具体的には，１）HGF の受
容体であるc-metがリンパ管内皮細胞に発現
している，２）HGF によりリンパ管内皮細胞
の増殖能と遊走能が増加する（Fig.	2A），３）
これらの反応はERK と Akt のリン酸化により

起こっている（Fig.	2B），４）ラットリンパ
浮腫モデルにHGF遺伝子を導入すると有意に
浮腫が改善し，新生リンパ管が認められた
（Fig2C）．	

	
	 これらの成果を基盤として，現在第Ⅰ/Ⅱ
相治験が進行中である．本試験は原発性リン
パ浮腫を対象としており 20 例を登録予定で
ある．患者の登録は順調に進んでおり，2015
年春に終了し，秋には結果が開示される予定
である．世界初のリンパ浮腫遺伝子治療薬と
して成果が期待される（特許 4111993）．	
	
２．研究の目的	
本申請では以下の２点を目標に実験を計画
する.	
(1)		HGF遺伝子を導入したiPS細胞を樹立し，
リンパ管内皮細胞への分化法を確立する	
(2) リンパ浮腫モデルに遺伝子細胞療法を
施行し，治療効果を確認する．	
これまでの研究からリンパ浮腫遺伝子治
療は高位リンパ管異常や限局的なリンパ管
欠損による原発性リンパ浮腫，あるいは外科
治療後の続発性リンパ浮腫には十分な効果
があると確信している．しかし無形成，広範
囲低形成の原発性リンパ浮腫や放射線治療
による続発性リンパ浮腫に対しては，効果が
限局的であると予測される．これらに対して
次の治療法が求められる．	
治療抵抗性のリンパ浮腫に共通した病態は，
正常リンパ管の広範囲欠損である．従って病
変部位に十分な正常リンパ管内皮細胞，さら
には集合リンパ管を形成するための平滑筋
細胞が供給されれば，この問題を克服できる
のではないかと考えた．しかし単純な間葉系
幹細胞を利用したリンパ管再生治療の報告
を認めるものの（Claudius	Conrad,	et	al.	
Circulation.	2009），臨床を目指すには至ら
ず効果が不十分であることが予測される．	
そこで我々は HGF 遺伝子治療と iPSによる再
生治療をハイブリッドにした遺伝子細胞治
療を計画する．iPS 細胞からリンパ管内皮細
胞へ誘導する方法はすでに iPS 細胞研究所	
山下潤先生から報告されており（Fig.	3）技
術的には可能と考える（Genta	Narazaki,	et	
al.	Circulation.	2008）．	
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本研究の最終的な目標は遺伝子治療単独
療法へ治療抵抗性のリンパ浮腫に対する臨
床応用である．その際には iPS 細胞の利用を
第一に考えているが，我々は別の研究から脂
肪組織内に間葉系幹細胞より多分化能を有
する組織幹細胞の分離に成功している（Maki	
Kabara,	et	al.	Lab	Invest.	2014.）．また
この細胞を高率に脂肪組織から分離する表
面マーカーの同定もできており（未発表），
iPS 細胞よりさらにハードルの低い細胞治療
の応用も視野にいれている．	

	
３．研究の方法	
本研究計画の概要を右図に示す（Fig.4）．研
究目的を達成するために本研究では３年間
の研究期間で以下の実験を計画する．	
・iPS 細胞を使用した HGF 遺伝子発現細胞を
樹立し，これをリンパ管内皮細胞へ分化誘導
する．	
・樹立した細胞系をリンパ浮腫モデルに導入
し，治療効果を確認するとともに，最適な iPS
細胞の分化度，HGF 遺伝子を細胞へ導入した
ほうが良いのか，別に遺伝子導入したほうが
良いのか，適切な投与部位はどこかを検討す
る．	
なお本研究に使用するマウスiPS細胞，OP9

細胞，マウス ES 細胞は iPS 細胞研究所	 山
下潤先生より分与いただいており，すでに
我々の研究室で保有し，培養している．なお
我々は通常マウスiPS細胞の維持にはフィー
ダー細胞は使用せず LIF を用いている．	
(1)	HGF 恒常発現 iPS 細胞培養系の樹立	
①	HGF 遺伝子の導入：現在保有している HGF
遺伝子を組み換え，レトロウイルスにより
iPS 細胞へ導入する（Cell	Biolabs,	Inc.社	
Pantropic	Retroviral	Expression	System）．
ネオマイシン耐性を利用し G418（ナカライ
社）でセレクションする．	
②	遺伝子発現の確認：樹立した細胞株が iPS
機能を損なっていないか確認するために，
mRNA を回収し real	time	PCR で解析する．項
目は Nanog，Oct3/4，Flk1，Brachyury，Islet1，
Nkx2.5，β-actin を予定している．	
(2)	リンパ管内皮細胞への分化誘導確認	
前述の論文に従い（Genta	Narazaki,	et	al.	
Circulation.	2010），樹立した HGF 恒常発現
iPS 細胞および対照 iPS 細胞でリンパ管内皮	

	
細胞への分化誘導を確認する．概要は以下の
手順である．	
①	 コラーゲンⅣコート培養皿に細胞を播
種し，分化培地（α-MEM，10%FBS，5ｘ
10-5mol/L	2-mercaptoethanol）で培養する．	
②	 4.5日目にFACSでFlk-1陽性細胞を分離
する	
③	 分離した Flk-1 陽性細胞をさらに OP-9
をフィーダーにした培養皿で培養する．	
④	 再培養３日目にリンパ管内皮細胞へ誘
導される．	
細胞がリンパ管内皮細胞へ誘導されたか
は VEGFR-3 陽性細胞を FACS で解析すること
で確認する．さらに CD31，LYVE-1，Prox1，
VE-cad の免疫染色も施行する．		
	
４．研究成果	
(1)	HGF 恒常発現 iPS 細胞培養系の樹立	
使用細胞：マウス iPS 細胞	
遺伝子導入方法：リポフェクション法および
エレクトロポレーション法	
①	予備実験	
導入遺伝子：EGFP 遺伝子	
結果：ごくわずかの細胞（5％以下）に蛍光
を認めたが、ほとんどの細胞は蛍光を発して
いなかった。	
②	HGF 恒常発現	
導入遺伝子：HGF プラスミド	
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結果：細胞培養上清及び細胞抽出液の HGF タ
ンパク濃度をELISA法で測定したが検出限界
以下であった。また細胞よりcDNAを作成し、
real	time	PCR 法で測定したが、一定した有
意な結果を得ることはできなかった。	
以上の結果より、遺伝子導入により HGF 恒常
発現のiPS細胞株を樹立することは困難と判
断し、次の実験へ移行した。	
(2)	iPS 細胞をリンパ管内皮細胞へ分化	
既報の方法（G	Narazaki,	J	K.	Yamashita,	et	
al.	Circulation.	2008）によりマウス iPS
細胞をリンパ管内皮細胞へ分化誘導するこ
とを試みた。使用した OP−9 細胞は同論文の
山下ラボより分与いただいたものを使用し
た。しかし既報のようなリンパ管内皮細胞へ
効率的に誘導することはできずに、MACS で
LIVE-1 を表面マーカーとして精製を試みた
が、培養細胞を得ることはできなかった。	
(3)	一過性発現の検討	
iPS 細胞に HGF 遺伝子を導入し、導入後 5日
目の細胞より cDNA を作成し real	time	PCR
で検討したところ、Sox18、FoxC2、VEGFR3、
Prox1 といったリンパ管内皮細胞特異マーカ
ーの上昇を認めたが、統計学的有意差を得る
には至らなかった。同様に誘導後 14 日目の
細胞を検討したが、リンパ管内皮細胞特異マ
ーカーの上昇は認めなかった。以上より、こ
の方法による分化誘導は一過性の反応であ
り、真にリンパ管内皮細胞へ誘導されたかは
判断できないと考えた。	
	
以上の結果から、これまでに報告のある

iPS 細胞でのリンパ管内皮細胞への分化は困
難であると考えられ、抜本的な方法論の見直
しが必要との結論に至った。この結果を踏ま
え、未分化細胞からの分化ではなく、分化し
た静脈内皮細胞を直接リンパ管内皮細胞へ
リプログラミングする可能性を検討するこ
ととした。	
ここまでで多くの研究期間を要したため、さ
らなる検討は今後の課題とすることとした。	
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