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研究成果の概要（和文）：マウス初代培養リンパ管内皮細胞 (Lymphatic endothelial cell ; LEC )を使用し
て、CCN2遺伝子及びタンパク質発現量を確認したところ、LECでCCN2遺伝子発現の増加を認めた。低転移性およ
び高転移性の2種類の皮膚悪性黒色腫細胞株を用い、舌移植、頸部リンパ節転移モデルマウスを作製し舌原発腫
瘍と顎下リンパ節の免疫組織学的検索を行なった。その結果、両腫瘍細胞とも原発、転移巣におけるCCN2発現、
また癌関連マクロファージにおける発現について差異は認められなかった。

研究成果の概要（英文）：As this research investigated the expression of CCN2 in both mRNA and 
protein levels by utilizing lymphatic endothelial cells, its result indicated an increase in the 
expression of CCN2 mRNA in lymphatic endothelial cells (LEC). For further research, by creating a 
mouth model based on bearing established different metastatic potential melanoma cell lines 
xenografts, this research investigated an involvement of CCN2 expression for vivo lymph angiogenesis
 modulating the functional properties of tumor associated with macrophages (TAM) with the mouth 
model. As a result of our research, we detected no difference in the expression of CCN2 not only in 
immunohistochemical staining of primary nest, tongue and metastatic lymph nodes, but also the tumor 
microenvironment infiltrated TAM. 

研究分野： 医歯薬学

キーワード： リンパ管新生

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
悪性腫瘍のリンパ節転移はリンパ管新生が重要な役割を果たしている。リンパ管内皮細胞株でCCN2が発している
ことが確認され、リンパ管新生因子としてのCCN2の関連性が示唆された。このため、低転移性および高転移性の
2種類の皮膚悪性黒色腫細胞株を用い、舌移植、頸部リンパ節転移モデルマウスを作製し舌原発腫瘍と顎下リン
パ節の免疫組織学的検索を行なった。両腫瘍細胞とも原発、転移巣におけるCCN2発現、また癌関連マクロファー
ジにおける発現について差異は認められなかった。CCN2は細胞レベルではリンパ管新生への関連が疑われたが、
生体内リンパ管新生における単独制御因子としては最重要でないかもしれない。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
① 頭頸部領域に発生する非上皮性悪性腫瘍のひとつに悪性黒色腫がある。メラノサイト由来の

悪性腫瘍で、頭頸部領域では稀な組織型であるが、鼻、副鼻腔、口腔粘膜に発生する。治療
法は手術療法が基本であり、放射線療法、化学療法の効果は限定的である。このため、一般
的な治癒率は 30％を切ると言われ、予後不良な疾患である。治療抵抗性の理由について
は、悪性度の高さ、即ち局所再発と転移率の多さが関係していると言われている。頭頸部領
域は脳、眼球、頸動脈などの重要臓器が近接し、解剖学的制約から十分な安全域をつけて切
除する事が困難な場合が多い。悪性黒色腫は、切除断端に腫瘍細胞を認めなくても局所再発
が多く認められるため、切除方法については、拡大手術が理想的手術と言われるが、こと頭
頸部領域に発生した悪性黒色腫おいては、その手術法の選択には限界がある。また、現在、
多くの上皮性悪性腫瘍では腫瘍細胞がリンパ管を介して所属リンパ節に転移し、その後遠隔
臓器へ転移する機序が知られているが、悪性腫瘍の原発巣において、既存のリンパ管から新
たなリンパ管が形成、即ちリンパ管新生が生じた後、所属リンパ節への転移が促進される機
序が最初に示されたのは悪性黒色腫である。最近では癌微小環境において、リンパ管の拡張
とともに炎症細胞、免疫担当細胞の浸潤・集積が見られ、これらの支持細胞が発現する様々
なサイトカインがリンパ管新生を正負に制御していることが明らかにされつつある。例え
ば、癌間質へ動員されてくる炎症細胞の１つであるマクロファージは癌関連マクロファージ
(tumor-associated macrophage;TAM)と呼ばれ、腫瘍リンパ管新生に重要な Vascular end 
thelial growth factor(VEGF)-C/D を産生して、その受容体 VEGFR3 とともにリンパ管新生
を促進する。リンパ管形成機序として内皮細胞の発芽と過形成が促進され、その際に転写遺
伝子 Prox-1 が活性化され、リンパ管内皮細胞のマーカーである Podoplanin やリンパ管壁内
腔表面にヒアルロン酸レセプターである LYVE-1 を発現するようになる。このように癌微小
環境におけるリンパ管新生の制御機構を分子レベルで明らかにすることは、癌浸潤転移の制
御機構の解明と新たな治療法開発のための鍵となる。 
結合組織成長因子（CTGF/CCN2）は 90年代初頭にその存在が確認された成長因子で、内皮細
胞をはじめ複数の細胞種において、血管形成や骨形成など多様な生物学的作用を有してい
る。中でも血管新生作用は VEGF と比較して遜色ない作用を有する事が知られている。申請
者は、腫瘍血管新生因子としての CCN2 に注目し、低酸素下遺伝子発現制御機構の探索を行
ってきた。その結果 ccn2 mRNA の 3’側非翻訳領域(3’-UTR)上流に遺伝子発現抑制性
element を発見し、その領域に細胞特定因子 GAPDH が結合することで低酸素下 ccn2 mRNA の
安定性を増大させていることを報告した。しかしながら、VEGF のアナログである CCN2 がリ
ンパ管新生においてどのような役割を果たしているのか全く不明である。上述した背景か
ら、VEGF 同様、CCN2 もリンパ管内皮細胞において Prox-1 転写因子発現に関係し、内皮細
胞の発芽と過形成に影響を及ぼしてリンパ管新生を正負に制御していることが考えられる。
また、癌細胞自身が発現する CCN2 ばかりでなく、癌微小環境における支持細胞 TAM が CCN2
を発現している可能性もある。これら制御機構の解明はとりもなおさず新規リンパ管新生阻
害剤開発に繋がる可能性があった。このため CCN2 の TAM を介したリンパ管新生における分
子生物学的および病理学的意義の解明に着手した。 

 
２．研究の目的 

腫瘍血管新生因子 CCN2 が支持細胞の１つである癌関連マクロファージ(tumor-associated 
macrophage; TAM)から産生され、リンパ管内皮細胞で発現している転写因子 prox-1 を始めと
して、リンパ管マーカーである podoplanin、LYVE-1 の発現誘導を介して、リンパ管新生を主
導的に制御しているか明らかにする。リンパ管新生制御因子としての CCN2 の分子的背景・機
構の解明という切り口から、新規癌治療法としてリンパ管新生阻害剤の開発を目的とする。 

 
３．研究の方法 

マウス皮膚悪性黒色腫細胞株を用い、悪性度による CCN2 の発現差異や細胞周期に応じた変
化等を分子生物学的手法で検討した後に、移植・転移モデルを使用して組織中の癌細胞や間
質の支持細胞、即ち TAM を同定し、リンパ管新生関連遺伝子の組織学的検索を行なう。ま
た、マウス初代培養リンパ管内皮細胞、マクロファージなどの癌支持細胞株を使用して
CCN2 添加実験を始め、遺伝子導入・機能解析を行なった後に、vivo での新規癌治療法とし
て CCN2 リンパ管新生阻害剤の開発を検討する。 

 
４．研究成果 

リンパ管新生において主役であるリンパ管内皮細胞が、そもそも CCN2 を発現しているか検討

した。【方法】マウス初代培養リンパ管内皮細胞 (lymphatic endothelial cell ; LEC )およ

び血管内皮細胞(vascular endothelial cell ; VEC)を培養後、CCN2 遺伝子及びタンパク質

発現量を quantitative real-time PCR 法、Western blotting 法で解析した。 

【結果】LEC では 24時間後、CCN2 遺伝子発現量は VEC と同程度であった。そして CCN2 タン

パク質の発現量も同程度であった。In vivo における癌微小環境においてよく観察される低



酸素状況を模倣した実験的低酸素状況下に LEC を曝露したところ、酸素正常状態に比べ CCN2

遺伝子発現量は 24 時間後、相対発現量約 6倍に増加した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
次に、LEC における CCN2 添加によるリンパ管マーカーの遺伝子発現量の変化を確認した。 

【方法】LEC にリコンビナント CCN2 (rCCN2)を 100ng/ml まで濃度を振って添加、3時間後に

RNA を回収し、Prox-1、podoplanin、LYVE-1 の各リンパ管マーカーの遺伝子発現の変化を

quantitative real-time PCR 法にて解析した。【結果】各マーカー全てにおいて CCN2 添加濃

度 50ng/ml にて有意差を持って遺伝子発現増大を認めた。Relative expression level は、

それぞれ約 2倍、2.4 倍、4倍遺伝子発現増大を認めた。 

 

 
 

また LEC の細胞増殖能に対する CCN2 の作用を確認した。【方法】LEC に rCCN2100ng/ml を添

加し Cell Counting Kit (CCK) -8 を用いて 24, 48, 72 時間後に細胞増殖試験を行った。【結

果】48時間後に約 2倍の細胞増殖の促進を認めた。  
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in vitro において CCN2 による LEC でのリンパ管マーカー発現増強、リンパ管新生の促進が

示唆されたため、in vivo における検討を行った。【方法】ATCC 配給 B16-F1（低転移性）お

よび -10（高転移性）の 2 種類のマウス皮膚悪性黒色腫細胞株を、正常免疫機構をもった

C57BL/6J マウスへそれぞれ移植し悪性黒色腫転移モデルを作成した。当初は背部皮下への移

植モデルの使用を検討、実施したが、頭頸部領域に発生した悪性黒色腫を再現するため腫瘍

細胞の移植を舌へおこない、顎下リンパ節への転移モデルを確立することとした。舌への細

胞移植は、全身麻酔下で 105cell, 106cell の細胞を 50uL の生理食塩水に希釈し、29G 針で刺

入し投与した。腫瘍生着後、B16-F1 および -10 それぞれのモデルマウスにおいて、経日的な

体重減少、舌原発腫瘍サイズを測定した。【結果】体重減少については、B16-F1 および -10

の両モデルマウス共に 105cell では移植後 11 日目、106cell では移植後 6 日目から体重減少

を認めた。具体例には、105cell では移植後 15 日目までで、B16-F1 では 24.2g→17.0g、B16-

F10 では 24.3g→17.5g に減少した。106cell では移植後 11 日目までで、B16-F1 では 24.5g→

15.7g は B16-F10 では 22.4g→14.5g に減少した。舌原発腫瘍の直径は、105cell の場合は B16-

F1 で 4.4mm、B16-F10 では 4.0mm、106cell の場合は B16-F1 で 4.5mm、B16-F10 では 4.3mm で

あり、両者の腫瘍径の変化に明らかな差は認めなかった。 

腫瘍細胞移植後 2週間目に舌原発腫瘍と顎下リンパ節を摘出し、免疫組織学的に CCN2 の発現

有無と発現パターン、および局在性の確認を行った。さらに、in vivo における抗 CCN2 抗体

(Anti CCN2/CTGF Module1, Monoclonal Antibody)投与によるリンパ節転移抑制効果の検討

を行った。【方法】B16-F1 もしくは -10 を舌へ移植し担癌状態としたマウスを作成した。移

植は上述した通りで行い、腫瘍細胞移植直後から、抗 CCN2 抗体を total12μg/body（2μg ず

つ計 6回、移植直後から day0,2,4,7,9,11 と隔日投与した）を頸部皮下（sc群）もしくは腹

腔内（ip群）へ投与し、移植 2週間後に剖検を行った。【結果】剖検を行ったところ、2/3 の

個体で顎下リンパ節に肉眼所見での黒色変化を認め、周囲組織との癒着はないものの頸部リ

ンパ節転移を惹起していた。TAM は腫瘍塊が形成された周囲浸潤組織に広範囲に確認された。

しかしながら、CCN2 の発現については、in vitro でのリンパ管新生に関する関連性をうかが

わせる結果とは相反していた。すなわち、低転移性、高転移性いずれの細胞株移植組織、転

移リンパ節組織において CCN2 の明らかな高発現が確認できなかった。両細胞株が CCN2 を発

現していることは間違い無いので、高発現はなくとも、抗体薬によるリンパ管新生阻害やリ

ンパ節転移抑制効果が認められる可能性を検討するために、CCN2 抗体投与を行った。しかし

ながら、リンパ節転移抑制効果については、腫瘍細胞移植のみを行った群と比較し sc 群、ip

群共に、両細胞株移植群ともに明らかな転移抑制効果はみられなかった。 

 
in vitro で示唆された CCN2 による LEC でのリンパ管マーカー発現増強が確認されたのは事

実であるため、CCN2 によるリンパ管新生時に関与するシグナル伝達経路の一端を検討するこ

ととした。現在のところ CCN2 に対する特定の受容体は発見されていないが、CCN2 が誘導さ

れるためのシグナル経路は複数の伝達経路に制御されている。軟骨細胞の増殖・分化時では

あるが、ERK1/2 や p38 MAPK だけでなく、protein kinase Cα (PKCα)、phosphatidyl inositol 

3 kinase (PI3K)、protein kinase B (PKB)などが関与していることが報告されている

(Yoshimichi et al  Bone 2006)。【方法】LEC を用いて、rCCN2(100ng/ml)を添加し、刺激

後の複数のシグナル伝達(ERK1/2, p38, JNK, AKT, NFκB)を 30 分後まで確認した。シグナル

伝達経路のリン酸化発現は Western blotting 法で検討した【結果】CCN2 を添加で、ERK1/2

のリン酸化を有意差を持って認めた。相対発現量は 15 分後に 1.6 倍のリン酸化を認めた。

JNK, AKT, NFκBのリン酸化は認めなかった。 

 

 

 

 



 
腫瘍血管新生時のシグナル伝達も念のために確認した。軟骨組織は生理的に乏血管性組織で

あり、軟骨細胞は低酸素環境下に置かれていると想像される。腫瘍組織の微小環境も、急激

な腫瘍増殖から血管新生が追いつかず、低酸素環境下であると言われている。このため CCN2

を発現している悪性軟骨肉腫細胞株を用いて実験的低酸素曝露することにより in vivo 状態

を模倣し、CCN2 の低酸素誘導時におけるシグナル伝達について検討した。 

【方法】軟骨肉腫細胞株 HCS-2/8 を用いて、低酸素下 CCN2 発現誘導を quantitative real-

time PCR 法で検討した。主要シグナル伝達経路 Mitogen Activated Protein Kinase(ERK1/2, 

p38, JNK)のタンパク発現を Western blotting 法で検討した後、p38 MAPK 阻害剤を添加して

ccn2 mRNA の分解速度を検討した。 

【結果】低酸素下 ccn2 mRNA レベルは、通常酸素下に比べて 6時間で約 2倍に上昇した。低

酸素暴露は主要シグナル伝達経路の内、p38 MAPK のリン酸化を亢進させた。低酸素下 ccn2 

mRNA の増加は p38 MAPK 阻害剤のみによって阻害された。また p38 MAPK 経路阻害剤存在下で

低酸素時 ccn2 mRNA の安定性が減少していた。以上より ctgf の低酸素誘導には少なくとも

p38MAPK の系が活性化され、ccn2 mRNA 転写後調節に p38 MAPK 経路が関与している可能性が

考えられた。 
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