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研究成果の概要（和文）：生理的血管・リンパ管吻合部位である静脈角の形成及び Plcg2-/-マウ

スで見られる血管・リンパ管の異常吻合の形成について解析を行った。静脈角の弁は血管内皮

とリンパ管内皮の二層の内皮細胞からなることを見出した。また、Plcg2-/-マウスで見られる血

管・リンパ管の異常吻合は発生の段階でランダムに形成されることと、吻合部位においてリン

パ管内皮細胞が血管内に糸状偽足を伸ばすことを見出した。さらに、血小板がリンパ管内皮細

胞の増殖及び遊走の抑制することと糸状偽足のリトラクションを引き起こすことを見出した。

これらにより、血小板がリンパ管伸長の段階において血管内に伸長してきたリンパ管内皮細胞

を認識し、その増殖及び遊走の抑制、糸状偽足のリトラクションを引き起こすことで末梢組織

での血管とリンパ管の分離を制御する新しい機構のモデルを提唱した。 
 
研究成果の概要（英文）：We investigated the formation of venous angles that the physiology 
connection site between blood vessels and lymphatic vessels. Also we analyzed the 
abnormal blood-lymph connection in Plcg2-/- mice. Valves in venous angle were consist with 
blood endothelial cells and lymphatic endothelial cells (LECs) two layers cells. We detected 
the abnormal blood-lymph connection were randomly present in Plcg2-/- and LEC extends 
filopodia to blood vessels at connection site. In addition, platelets inhibit proliferation and 
migration of LECs. Taken together, We proposed new molecular mechanisms: During 
lymphatic development, Platelets regulate the separation between blood and lymphatic 
vessel by inhibiting of proliferation and migration, inducing of retraction of lymphatic 
endothelial cells which encounter to blood vessels during lymphatic sprouting in the 
peripheral tissue.  
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１．研究開始当初の背景 

リンパ管は毛細血管領域で盲端から始ま

り毛細血管から漏出した組織液、タンパク質、

脂質、細胞などを吸収し、集合リンパ管を経

由して頸部の静脈角から血管系に戻す役割

を果たしている。このことで、血液の量や組

成を一定に保ち、脂質代謝や全身における迅

速な免疫応答に重要な役割を果たしている。

静脈角はリンパ管系から血管系への生理的

開口部であり、リンパ管が血管系を補う機能

を発揮するために極めて重要な解剖学的構

造である。 

静脈角は、内頸静脈と鎖骨下静脈の合流点

にリンパ管が入り込んだ構造であり、その部

位には血液の逆流を防止するための弁が存

在している。一世紀前の研究で、発生過程に

あるヒト胎児の頸部でリンパ管は血管と吻

合しており、吻合部位に二層の内皮細胞から

なる弁があることが報告されていた。しかし

ながら、リンパ管内皮細胞に特異的な分子が

発見されたのは最近であり、静脈角の具体的

な分子解剖学的特徴は明らかにされていな

い。我々は予備実験で胎生 14.5 日目のマウ

ス胎仔の頸部にて、リンパ管が静脈に向いて

二つの開口構造を取っていることと、吻合部

位の弁が二層の内皮細胞からなることを確

認した。 

 さらに、血球系細胞の重要なシグナル分子

である Plcg2 欠損（Plcg2-/-）マウスの末梢

組織において、リンパ管内に血液細胞が存在

することを見出した。以前から、Plcg2 の上

流シグナル分子である Syk や SLP-76 ノック

アウトマウスの解析において、末梢組織中で

血管・リンパ管の異常吻合が生じることが報

告されていたが、切片標本で解析されており

異常吻合の頻度は明らかでなかった。我々が

Plcg2-/-マウス背部皮膚のフラットマウント

標本で解析したところ、これらの異常吻合の

頻度は高くなく（0～2箇所／解析した標本）、

異常吻合が同定されないリンパ管内にも血

液細胞が流入していることを明らかにした。 
 
 
２．研究の目的 
 静脈角はリンパ管系と血管系の生理的吻
合部位であり、二つの脈管系が独自の機能を
果たすために重要な構造として弁を備えて
いる。この構造は一世紀前の研究で報告され
ていたが、我々はこれまでに静脈角の分子レ
ベルでの特徴の一端を見出しており、本研究
でその形成過程について分子解剖学的に明

らかにする。さらに、Plcg2 欠損（Plcg2-/-）
マウスにおいて、静脈角形成の異常を示唆す
る所見を得ており、末梢組織でみられる血
管・リンパ管異常吻合とともに分子解剖学的
に解析し、野生型マウスにおける生理的吻合
部位の静脈角との違いを明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
 マウス胎生期における静脈角形成過程を、
免疫組織化学的手法で解析した。リンパ管内
に血液細胞が見られる Plcg2-/-マウスにおい
て、リンパ管への血液流入部位を同定した。
次に、末梢組織で見られた血管・リンパ管の
異常吻合部位の構造を解析した。さらに、リ
ンパ管内皮細胞における血小板の役割につ
いて解析した。 
 
（１）胎仔における静脈角形成過程の免疫組
織化学的解析 
 静脈角の構造を 3次元的に解析するために、
冠状面に沿ってマウス胎仔のビブラトーム
切片（数 100µm 厚）を作製の後、血管・リン
パ管・接着分子・細胞外マトリックスに特異
的なマーカーに対する抗体を用いて、免疫組
織化学的手法で蛍光三重染色を行った後に
組織を透明化し、共焦点レーザー顕微鏡で連
続断層撮影した。 
 
（２）Plcg2-/- マウス胎仔におけるリンパ 

管への血液流入部位の同定 

 リンパ管内皮細胞特異的マーカーである

抗 Podoplanin 抗体を蛍光ラベルし、胎仔の

卵黄嚢静脈から血管内へ注入し、吻合部位の

リンパ管が抗体により認識されることで同

定した。また、成体マウスにおいてリンパ管

造影を行い、血液流入部位を同定した。 

 

（３）Plcg2-/- マウスにおける血管・リンパ

管の異常吻合部位の解析 

 Plcg2-/- マウスの胎生期皮膚のホールマ

ウント標本を用いて免疫組織化学的手法で

血管・リンパ管の異常吻合部位の構造を解析

した。また、生理的吻合部位である静脈角の

構造と比較した。 

 

（４）リンパ内皮細胞における血小板の役割 
実験管内で、マウスのリンパ管内皮細胞を用
いて、増殖、遊走などにおける血小板の影響
を調べた。 
 
 
４．研究成果 



 
（１）静脈角の弁は二層の内皮細胞により構
成 さ れ て い る が 、 静 脈 側 は
PECAM-1(+)/LYVE-1(-)/Podoplanin(-) の 内
皮 細 胞 で 、 リ ン パ 管 側 は
PECAM-1(+)/LYVE-1(+)/Podoplanin(+) の 内
皮細胞からなっていることを見出した。静脈
角の弁は、集合リンパ管の弁と同じ integrin 
α陽性でもある。一方、 胎生期 14 日目の
Plcg2 欠損マウスにおいて静脈角の弁が野生
型より短かいことを見出したが、野生型でも
低頻度で確認されたことで表現系だとは考
えにくい。 
 
（２）血管造影のより、Plcg2-/-に見られた血
管・リンパ管の異常吻合は末梢組織において
ランダムに存在することを見出した。これら
は、血小板の活性がリンパ管の発生段階にお
いて、血管との異常吻合の形成を防ぐのに必
須であることが示唆された。 
 
（３）血管・リンパ管異常吻合部位において
リンパ管内皮細胞は Podoplanin 陽性の糸状
偽足を血管内に出していることを見出した
(図１、矢印）。 

               （図１） 
 
（４）野生型血小板はリンパ管内皮細胞の増
殖と遊走を抑制した。また、血小板がリンパ
管内皮細胞のリトラクションを引き起こす
ことを見出した（図２Ａ）。さらに、顆粒因
子を含む血小板活性化液でも血小板と同様
な抑制効果と細胞のリトラクッションを引
き起こすことを見出した。これらにより、血
小板由来の顆粒因子がリンパ管内皮細胞の
挙動を変えられることが示唆された（図２
Ｂ）。詳細な因子の同定については今後の更
なる解析が必要である。 
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