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研究成果の概要（和文）：我々は以前からヒトリンパ管腫由来リンパ管内皮細胞HL-LECの培養法を確立し、20株
以上の細胞株を樹立してきた。HL-LECの解析、不死化細胞株の樹立、モデルマウスの作成を行ってきた。リンパ
管腫に対して使用されている薬剤の有効性を確認した。OK-432とブレオマイシンは濃度依存性に殺細胞効果を有
し、ED-50を明らかにした。OK-432の作用機序は不詳であったが、マイクロアレイによる解析からは、アポトー
シスを誘導することがわかり、蛋白レベルで証明した。また、mTOR経路の阻害剤であるラパマイシンは一定以上
の濃度で細胞増殖抑制効果を示すが、殺細胞効果を示さない可能性がある事がわかった。

研究成果の概要（英文）：Lymphangioma is still a difficult disease to obtain satisfactory results. 
Surgical resection or sclerotherapy is the first choice for treatment. OK-432 and bleomycin have 
been used for sclerotherapy, and rapamycin for systemic therapy. OK-432 is well known to be one of 
the first line drugs for sclerotherapy, although it is not available in every country. Some cases 
are very effective to use OK-432.  Although mechanism of action is unclear.
We established a method to obtain primary culture of human lymphangioma derived lymphatic 
endothelial cell (HL-LEC) from surgically resected tissue. It became a very good material for 
studying lymphangioma. The purpose of this study is to understand mechanism of several drug’s ,
especially OK432’s, direct action against lymphangioma using HL-LEC in a condition without immune 
reaction. HL-LEC incorporates OK-432 and then dies. OK-432 particle remained after cell death. 
Microarray analysis showed OK-432 induced apoptosis for HL-LEC.

研究分野：小児外科
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１．研究開始当初の背景 
	 難治性リンパ管腫は細胞生物学的には良性

疾患ではあるが、治療法がない。外観上の問

題、機能治な影響、繰り返す出血と炎症によ

り、QOLを著しく低下させるため、臨床的に

は「悪性」の経過をたどる。しかし、世界的

にもリンパ管腫の研究報告はきわめて少な

く、生物学的・病態発生学的な検討は十分な

されておらず、基礎的研究による生物学的特

性に基づいた良い治療法がない。	

２．研究の目的 
	 リンパ管腫は臨床的に強い増殖性を示す例

は稀であり、抗癌剤等の有効性は低いと考え

られる。現在の主な治療は本邦ではOK-432の

リンパ管嚢胞内への局注による硬化療法が行

われている。重症・難治性のリンパ管腫は良

性疾患とされるが、リンパ管腫に対する現行

の治療法は、作用機序が分かっておらず、ま

た有効例と無効例があり、未だ確立されてい

ない。	本研究ではリンパ管腫由来内皮細胞

株(HL-LECs)に対して臨床で用いられている

薬剤	(OK432、bleomycin、Rapamycin,	etc)

の作用機序を明らかにする。	各種薬剤の有

効性を検討し、作用機序を明らかにすること

で、有効な治療法が確立できる可能性がある

と考えた。	

 
３．研究の方法 
(1) ヒトリンパ管腫由来リンパ管内皮細胞
株における各種薬剤の有効性の検討 

 我々は現在までにリンパ管腫由来内皮細胞

株(HL-LEC)(N>10)及び不死化細胞株を樹立し

ており、利用可能である。現在までに得られ

たHL-LECに対して各種薬剤を加えた効果をin	

vitroで生物学的に比較検討する。また、薬

剤としては、現在本邦の第一選択であるOK-

432、欧米で頻用されているBleomycin、

近年注目されているRapamycinの検討を行

った。		

HL-LECに各薬剤を投与し、HL-LECの形態変

化、増殖抑制を、細胞数計測、免疫染色等で

検討した。 

(2) ヒトリンパ管腫由来リンパ管内皮細胞
株における有効な薬剤の作用機序の検討	  

	 特に本邦での第一選択であるOK-432は有

効例と無効例があり、その作用機序は不明で

ある。これを明らかにすべく、HL-LECに細胞

死を誘導するメカニズムを、免疫染色、アポ

トーシスアッセイ、ウェスタンブロット、

microarray	等の手法を用いて検討した。	 

	
４．研究成果	

(1) ヒトリンパ管腫由来リンパ管内皮細胞
株における各種薬剤の有効性の検討  

OK-432 と bleomycin は	in	vitro で HL-LEC

に直接作用して濃度依存性に生細胞数を減少

させた。Rapamycin も同様に生細胞数を減少

させたが（図１）。	

	

形態学的にはOK-432と bleomycinは形態学的

変化を認め、細胞障害作用を起こしていた。

Rapamycinは形態学的な変化は認めず、増殖を

抑制するのみであると考えた。	

 



	
(2) ヒトリンパ管腫由来リンパ管内皮細胞
株における有効な薬剤の作用機序の検討 

OK-432の作用機序についてより詳細に検討し

た結果、免疫染色ではOK-432がendocytosis

によりリンパ管内皮細胞の細胞質に取り込ま

れ(図3)、細胞死を誘導し、その後も細胞内

にとどまることを確認した。		

	

	 どのようなメカニズムで細胞死を誘導する

のかを Microarray で解析した結果、アポトー

シス関連のパスウェイが検出された。	

	 すなわち、局所的に投与された OK-432 はリ

ンパ流に乗って病変全体へ行きわたり、停留

し、エンドサイトーシスによって病変部リン

パ管内皮細胞に取り込まれてアポトーシスを

誘導するのである。HL-LEC の OK-432 による

アポトーシスの誘導を定量的、定型的に証明

しているところである。	
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