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研究成果の概要（和文）： 
VEGF-C，D はリンパ管新生を誘導し，リンパ節転移の形成過程では原発巣のみならず，リンパ
節においてもリンパ管新生の関与が示唆された。癌微小環境として癌幹細胞マーカーCD133 の
発現や白血球遊走因子 CD166 の発現はリンパ節転移，脈管侵襲と関連し，また細胞接着分子
E-cadherin の減弱や Slug，BMP7 の発現はリンパ管侵襲，リンパ節転移を含めた腫瘍の悪性度
と相関，さらに regulatory T cell の腫瘍内浸潤が少ない症例は予後良好であった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
VEGF-C and VEGF-D induced lymphangiogenesis followed by the lymph node metastasis. And 
the lymphangiogenesis occurred also in the lymph nodes as well as primary tumor. In the 
cancer microenvironment, CD133, CD166, E-cadherin, Slug, BMP-7, and regulatory T cell 
were closely related to lymphatic invasion and lymph node metastasis. 
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１．研究開始当初の背景 
 
消化器癌患者の予後不良因子の一つとして
リンパ節転移があげられる。リンパ節転移は
消化器癌のみならず，さまざまな癌腫におい
て認められる非特異的特性であるが，特に食
道癌では転移頻度が高く，予後を一層不良な
ものとしている。これまで原発巣の生物学的

特性を焦点にした基礎研究は多く報告され
ているが，原発巣から離れた微小環境やリン
パ節そのものを対象にした研究は少ない。 
これまでの研究でわれわれはリンパ行性転
移をきたす危険因子を臨床的，病理学的側面
から明らかにしてきた（Ann Surg Oncol 
2001；Clin Cancer Res 2002；World J Surg 
2003；Clin Cancer Res 2005；Clin Cancer Res 
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2006；Br J Cancer 2006；Ann Surg Oncol 2009）。
また分子生物学的手法および遺伝子解析の
進歩とともにリンパ節転移に至る一連の過
程 の な か で ， 腫 瘍 リ ン パ 管 新 生
（lymphangiogenesis），リンパ節微小転移
（micrometastasis）の存在，臨床病理学的
意義について報告してきた。リンパ管新生因
子の代表である VEGF-C の発現した腫瘍では
周囲に新生リンパ管が増加しており，臨床病
理学的にもリンパ管侵襲，リンパ節転移と密
接 に 関 連 し て い た （ Matsumoto M. ： J 
Gastrointest Surg，2006）。また病理学的検
索で指摘されなかった症例でのリンパ節微
小転移の存在は予後不良因子となっていた
（Matsumoto M.：Cancer Lett 2000；Surgery，
2002；Br J Surg，2003）。さらに VEGF-D を
導入したマウスではリンパ管新生が誘導さ
れ，リンパ節転移を高頻度にきたすことを確
認している。一方，抗 VEGF-D 抗体や VEGF-D
のレセプターである VEGFR-3を阻害する実験
ではリンパ管新生，リンパ節転移が著明に抑
制されることも証明した。同実験ではリンパ
節転移のみならず腫瘍増殖をも抑制するた
めには主としてリンパ管新生に関与する
VEGFR-3 と同時に血管新生とも関連のある
VEGFR-2 をも標的にした治療戦略の重要性に
ついても確認した。 
リンパ行性転移のメカニズム解明に向けた
近年の研究では，原発巣におけるリンパ管新
生のほか，転移に至る周辺の癌微小環境につ
いても注目されている。特に腫瘍周囲，リン
パ節，そこを取り巻く間質ではさまざまな因
子がリンパ管新生，リンパ節転移に関与して
いることが報告されている。これまで明らか
になった VEGF-C や VEGF-D に加え，さまざま
な増殖因子，間質に浸潤するマクロファージ，
細胞外マトリクスなどの癌微小環境の役割
を解明することで，リンパ行性転移の総合的
理解，解明につながり，将来的にこれらを分
子標的とした臨床応用が期待されている。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では腫瘍細胞株および外科手術，生検
から得られる臨床検体を用いた遺伝子，蛋白
解析を行い，リンパ管新生に関連する癌微小
環境の役割を明らかにすることを目的にし
た。 
 
(1) 消化器癌細胞株におけるリンパ管新生
因子の解析 
消化器癌細胞株におけるリンパ管新生因子
の発現を調べるとともにその生物学的特性
を明らかにする。 
 
(2) リンパ管新生における癌微小環境の役
割の解明 

原発巣，リンパ節およびリンパ管新生に影響
を与える増殖因子，マクロファージ，細胞外
マトリクス（癌微小環境）の役割を調べる。 
 
(3) 腫瘍新生リンパ管の生物学的解析 
リンパ管内皮細胞はリンパ管新生に際し，
VEGF-C や VEGF-D など増殖因子の影響を受け
る。そのレセプターである VEGFR-2，VEGFR-3
などの発現および新生リンパ管数の計測，形
態を調べることで新生リンパ管の生物学的
特性を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 消化器癌細胞株におけるリンパ管新生
因子の解析 
各種リンパ管新生因子の発現を遺伝子レベ
ル，蛋白レベルで解析しリンパ節転移との関
連を調べる。 
 
(2) リンパ管新生における癌微小環境の役
割の解明 
原発巣およびリンパ節，リンパ管新生に影響
を与える癌微小環境としての増殖因子，マク
ロファージ，細胞外マトリクスの役割を調べ
る。 
 
(3) 腫瘍新生リンパ管の生物学的解析 
外科手術および生検で得られた腫瘍組織，周
辺組織，リンパ節を用いて，腫瘍リンパ管内
皮細胞に発現する VEGFR-2，VEGFR-3 などを
免疫組織学的に調べる。 
 
４．研究成果 
 
(1) 消化器癌細胞株におけるリンパ管新生
因子の解析 
リンパ節転移のみられなかった細胞株に
VEGF-C ないし VEGF-D を導入すると腫瘍増生
とともにリンパ管新生が誘導，リンパ節転移
が形成された。腫瘍細胞の活動性を評価する
ため原発巣における Ki-67 および Caspase-3
による免疫染色を行ったが，リンパ節転移の
有無別に有意な差は確認されなかった。 
 
(2) リンパ管新生における癌微小環境の役
割の解明 
癌微小環境として癌幹細胞マーカーである
CD133 の発現や白血球遊走と関係する CD166
の発現を胃癌切除標本で検討してみると，こ
れらの発現はリンパ節転移，脈管侵襲と関連
し て い た 。 ま た 細 胞 接 着 分 子 で あ る
E-cadherin と snail ファミリーに属する
Slug の発現について検討すると，E-cadherin
の減弱と Slug の発現はリンパ管侵襲，リン
パ節転移と密接に関連していた。さらに BMP7
の発現はリンパ管侵襲，リンパ節転移を含め



た腫瘍の悪性度と相関していた。regulatory 
T cellの腫瘍内浸潤を上部消化管悪性腫瘍の
臨床検体を用いて検討すると regulatory T 
cell の腫瘍内浸潤が少ないものほど胃癌術
後の予後は良好であった。 
 
(3) 腫瘍新生リンパ管の生物学的解析 
腫瘍における新生リンパ管を LYVE-1 で，新
生血管を CD31で標識し定量化すると，VEGF-C
や VEGF-D を発現させたマウスでは LYVE-1 標
識リンパ管の増生が目立つ。また VEGF-C や
VEGF-D のレセプターである VEGFR-2 や
VEGFR-3 の発現を LYVE-1 ないし CD31 との蛍
光二重染色を行うと，VEGFR-3 を発現したリ
ンパ管の新生が著しいことがわかる。以上の
ことから腫瘍リンパ管新生においては
VEGF-C，VEGF-D から VEGFR-3 への情報伝達が
重要な役割を果たしているものと考えられ
る。食道癌原発巣と転移リンパ節における
VEGF-C 発現とリンパ管新生の検討では，原発
巣の VEGF-C 発現群では有意にリンパ節転移
個数が多く，また転移リンパ節における新生
リンパ管数も転移陰性リンパ節に比較して
多かった。さらに遠位リンパ節に転移を認め
た症例ではより近位のリンパ節でもすでに
リンパ管新生が起こっていることが確認さ
れた。以上のことからリンパ節転移の形成過
程，特に遠位リンパ節転移のためには原発巣
のリンパ管新生のみならず，近位リンパ節に
おけるリンパ管新生も関与することが示唆
された。また臨床上，腫瘍サイズが大きいに
もかかわらず転移をきたさない症例がみら
れる一方，高度なリンパ節転移を伴った小さ
な悪性腫瘍もしばしば経験される。これらの
症例における腫瘍リンパ管密度を計測する
と，小さな腫瘍であってもリンパ節転移を伴
う症例では原発巣においてより高い腫瘍リ
ンパ管密度が認められた。つまりリンパ節転
移においては VEGF を中心とした血管新生で
はなく，VEGF-C，D が関与するリンパ管新生
が非常に重要であるといえる。 
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