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研究成果の概要（和文）： 

 

PLC2 遺伝子欠損マウスでは血管とリンパ管の分離異常が認められるが、その分離を制御
する細胞の実体と機能の詳細は明らかでない。本研究では、Cre/loxP 組換えによって
PLC2 の発現を制御できる遺伝子改変マウスと複数の Cre ドライバーマウス系統を利用
した、組織特異的 PLC2 の発現誘導によるレスキュー実験を進めた。その結果、正常な
血管・リンパ管形成に寄与する細胞の種類を絞りこむことに成功し、巨核球あるいは血小
板が中心的な役割を果たすことを示唆する結果を得た。 
 

研究成果の概要（英文）： 
 
We have previously demonstrated that PLC2 plays an essential role in initiating and 
maintaining the separation of the blood and lymphatic vasculature. To further 
investigate the PLC2-mediated mechanism by which lymphatic vessels are separated 
from blood vessels, we generated genetically engineered mice expressing PLC2 in cell 
type-specific, Cre/loxP-dependent manners. Using the mice, we obtained results 
suggesting that megakaryocytes might play a central role in the vascular separation. 
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１．研究開始当初の背景 

 

リンパ管は、胎生期静脈の一部より転写因

子 Prox-1 の制御下で分化し、VEGFR-2 およ
び 3 のリガンド、VEGF-C に依存した出芽お
よび遠心性の伸長によって、血管系とは独立
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して末梢組織へと発生していく。さらに、
VEGF-C や Tie-2 のリガンド、Ang-2 などに
依存した、末梢組織でのリンパ管網の構築が
進行して形成が完了する  (Adams and 

Alitalo, 2007)。その一方で、2003 年に、非
受容体型チロシンキナーゼ Syk あるいはア
ダプター分子 SLP-76 を発現する骨髄由来細
胞が、血管とリンパ管の分離状態維持に必須
であることが示され(Abtahian et al. 2003)、
既知のシステムとは異なる、遊走性細胞によ
る脈管系の形成および維持機構の存在が明
らかになった。 

 

しかし、この形態形成機構が、どのような細
胞レベル、分子レベルの機序によって成立し
ているのかという点について、多くの矛盾や
未解決の問題が存在している。国外の研究動
向をまとめると、 

(1) 血管・リンパ管形成に関連する研究の成
果として、骨髄細胞から、血球のみならず、
内皮前駆細胞、壁細胞などが分化し、血管・
リンパ管形成に寄与するとする、様々な報告
が存在し、コンセンサスの形成や体系的理解
が進んでいない。研究者による実験系、検出
系の違いや技術的限界がその原因となって
いる。 

(2) SLP-76、Syk は血小板で発現し、血小板
の機能にも寄与しているため、血小板機能不
全による出血と、二次的影響としての血管・
リンパ管形成異常の可能性を支持する研究
グループが存在する一方で、血小板による骨
髄由来細胞のリクルートの重要性に着目す
る研究グループも存在する。 

(3) circulating endothelial progenitor 

(CEP) 細胞の一部でSykおよびSLP-76が発
現していること、SLP-76 遺伝子欠損マウス
では、末梢血中の Lyve-1 および VEGFR-3

陽性の”CEP”細胞が認められないとする実
験結果を根拠に、CEP 依存性の血管・リンパ
管の連絡あるいは分離の制御機構の存在を
示唆する報告があるが(Sebzda et al. 2006)、
その細胞と発症との関係については直接的
な証拠がなく、”CEP”細胞の定義や性質に
ついても、検討の余地がある。 

 

２．研究の目的 

 

本研究では、血管・リンパ管分離異常が認め
られる PLC2 欠損マウスを主たる研究対象
とし、血管・リンパ管の適正な形成制御機構
を明らかにすることを目的とする。血球や骨
髄由来細胞が血管・リンパ管の接続やその分
離に寄与する点に着目し、その制御に寄与す
る細胞の種類の特定を行い、当該細胞でのシ
グナル伝達、および接続の発生機序の解明を
試みる。 

 

特に、骨髄由来細胞が 1)内皮前駆細胞あるい
は内皮細胞として、接続部位での内皮として
寄与している 2) 血小板として、液性因子の
放出や細胞接着、止血を介して寄与している 
3) マクロファージとして、それ自身が内皮細
胞様の挙動をとる、あるいは内皮の細胞死誘
導や増殖促進作用によって寄与している、の
3 点の可能性を追求する。 

 

３．研究の方法 

 

リンパ管内皮細胞を特異的に標識する
Vegfr3-GFP ノックイン・アリルを利用した、
Plcg2 遺伝子変異マウスの異常なリンパ管網
の可視化、および骨髄細胞に由来する血管・
リンパ管内皮細胞の存在、挙動に関する検討
を行なった。 
 

Cre/loxP組換えによってPLC2の発現を制御
できる遺伝子改変マウスを作成した。さらに、
作成したマウス系統と複数の Cre ドライバ
ーマウス系統を利用した、組織特異的 PLC2
の発現誘導によるレスキュー実験を行なっ
た。 
 
細胞の性質を損なわずに不死化を進めるこ
とができることが期待される、変異型 SV40T
抗原を発現する遺伝子導入マウスを用いた
培養方法を用いて不死化巨核球を準備し、血
管・リンパ管分離の in vitro 再構成実験系
を構築して分子機構を解析することを試み
た。 
 
４．研究成果 
 
蛍光実体顕微鏡および画像処理ソフトウ

ェアを利用した Vegfr3-GFP ノックインマウ
ス観察の予備実験を進め、胎仔および成体の
リンパ管の立体的把握が可能であることを
確認した。また、骨髄由来細胞からのリンパ
管内皮細胞への分化が血管・リンパ管の分離
過程に関与する可能性は、皆無だとは断定で
きないものの極めて低いという知見を得た。 
 
Cre/loxP組換えによってPLC2の発現を制

御できる遺伝子改変マウスと複数の Cre ド
ライバーマウス系統を利用した組織特異的
PLC2 の発現誘導によって、正常な血管・リ
ンパ管形成に寄与する細胞の種類を絞りこ
むことに成功し、巨核球あるいは血小板が中
心的なレギュレーターであることを強く示
唆する結果を得た。しかし、本研究で使用し
た巨核球特異的として知られる Creドライバ
ーマウスにおいて、巨核球以外の細胞での組
換えが起こっていることも同時に見出した
ため、分離制御における巨核球および血小板
の機能を、別の実験系によって明らかにする



必要が生じた。 
 

条件的不死化細胞の単離のための使用を
予定していた遺伝子導入マウスの巨核球で
は変異型 SV40T抗原の発現が認められないこ
とが分かったため、変異型 SV40T 抗原を
Cre/loxP 遺伝子組換えでコンディショナル
に発現する遺伝子ユニットを構築し、Rosa26
遺伝子座に当該遺伝子ユニットをノックイ
ンで導入した ES 細胞株を単離した。生殖系
列キメラマウスを経由してヘテロ型マウス
を作成し、さらに Plcg2 遺伝子変異マウスや
Cre ドライバーマウスとの交配を開始して、
Plcg2 遺伝子欠損および野生型の不死化巨核
球を単離するためのマウスの作出を進めた。 
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