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研究成果の概要（和文）：成体の血管やリンパ管新生におけるTGF-βシグナルの役割について解明するために、タモキ
シフェン誘導的に血管およびリンパ管内皮細胞特異的に遺伝子を欠損するマウス、Smad2/3 CKO, TbRIIBEC-CKO, TbRII
LEC-CKOマウスを作成して解析した。その結果、Smad2/3 CKOマウスは胎生致死となるものの、TGF-βシグナルによる血
管の成熟機構分子メカニズムを明らかにした。さらに、腫瘍モデルマウスを作製したところ、TGF-βシグナルは腫瘍血
管・リンパ管新生を抑制するだけでなく腫瘍転移を促進するシグナルであることを見出した。

研究成果の概要（英文）：It is not clear how TGF-b signaling affects vascular formation in postnatal mice. 
To address this issue, TGF-b type II receptor conditional knockout (CKO) mice; TbRIIF/F, were crossed with
 Pdgfb-icreER and Prox1-CreERT2 mice in which Cre recombinase is induced in blood (BECs) and lymphatic vas
cular endothelial cells (LECs) by tamoxifen (Tx), respectively. 
When LLC cells were subcutaneously injected into TbRIIF/F; Pdgfb-icreER (TbRIIBEC-CKO), TbRII;Prox1-CreERT
2 (bRIILEC-CKO) mice , both tumor and lymphangiogenesis were enhanced in CKO mice. Moreover, lung metastas
is was decreased when B16 melanoma cells were injected into foot pad in both CKO mice. Blood vessels in th
e tumor but not in the normal tissue of TbRIIBEC-CKO mice were very leaky, indicating the poor blood circu
lation in tumors. Furthermore, deletion of TGF-b signaling in LEC resulted in the reduced drainage and ede
ma. These results indicated that TGF-b signaling inhibits tumor angiogenesis and lymphangiogenesis in adul
ts. 
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１．研究開始当初の背景 
血管・リンパ管は全身に分布して、生体の
恒常性を維持している。それゆえ正常な血管
機能・構造の破綻は多くの疾患と結びついて
おり、新たな血管を作る過程（血管新生）の
制御や血管再生技術の開発は喫緊の課題で
ある。リンパ管の機能異常によってもたらさ
れるリンパ浮腫は、治療法が存在しないばか
りか、リンパ管新生の詳細なメカニズムは明
らかではない。 
血管・リンパ管新生過程は、様々なシグナ
ルによって複雑かつ厳密に制御されており、
血管新生およびリンパ管新生に関わる数多
くの分子が明らかとなってきている。血管新
生に関与するサイトカインの多くがリンパ
管新生にも重要な役割を果たすことが示さ
れてきているが、血管新生を抑制する TGF-β
シグナルがリンパ管新生にどのような役割
を果たすかは未解明であった。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、血管・リンパ管新生の基本原
理を解明して、血管やリンパ管に関する疾患
の治療に役立てることを目標とした。そのた
めに、血管新生を抑制すると主に血管を安定
化させる TGF-β シグナルに応答して変化す
る血管内皮細胞の動態やリンパ管内皮細胞
の応答に注目し、血管・リンパ管新生を調節
する細胞間・分子間相互ネットワークの成立
基盤の解明をめざした。解明した成立基盤を
利用して、腫瘍を標的とした血管新生療法や
リンパ浮腫の治療法の開発を目指すほか、iPS
細胞を利用した安全で確実な血管再生技術
の創生にも努め、トランスレーショナルリサ
ーチを視野に入れた研究を行った。 
 
 
３．研究の方法 
（１）生理的リンパ管構造を維持する分子メ
カニズムの解明 
リンパ管内皮細胞特異的かつ後天的に遺伝
子を欠損させるマウス（Prox1-creERTM）と
TGF-β II 型受容体のコンディショナルノッ
クアウトマウスを交配させて TβRIIF/F; 
Prox1-icreER (TβRIILEC-CKO)作成し、胎生期、
および成獣においてタモキシフェン（Tx）を
投与して遺伝子の欠損を誘導した。TGF-βシ
グナルの欠損により、リンパ管の構造にどの
ような影響が見られるのか、病理切片を作成
して解析するとともに、リンパ管内皮細胞を
用いて TGF-β シグナルの影響について検討
を行った。 
 
（２）腫瘍リンパ管新生における TGF-βシグ
ナルの役割  
TβRIILEC-CKOマウスに肺腺がん細胞（LLC）ま
たはメラノーマ（B16）を移植した腫瘍モデ
ルマウスを作成した。Txを投与して遺伝子欠
損を誘導し、腫瘍が誘導する新規リンパ管に

どのような影響が見られるか検討した。 
 
（３）発生初期における血管内皮細胞特異的
TGF-βシグナル欠損の影響 

TGF-βシグナルを伝達するSmad2のコンデ
ィショナルノックアウトマウスと Smad3 ノ
ックアウトマウス、血管内皮細胞特異的に遺
伝子を欠損する Tie2-creマウスを交配させ、
Smad2F/F; Smad3-/-; Tie2-creマウスを作成し、
解析を行った。 
 
（４）腫瘍血管管新生における TGF-βシグナ
ルの役割  
血管内皮細胞特異的かつ後天的に遺伝子
を欠損させるマウス（Pdgfb-icreER）と TGF-β 
II型受容体のコンディショナルノックアウト
マウスを交配させて TβRIIF/F; Pdgfb-creERTM  
(TβRIIBEC-CKO)作成した。このマウスに肺腺が
ん細胞（LLC）またはメラノーマ（B16）を
移植した腫瘍モデルマウスを作成した。Tx
を投与して遺伝子欠損を誘導し、腫瘍が誘導
する新規リンパ管にどのような影響が見ら
れるか検討した。さらに、さまざまな臓器の
血管において TGF-β シグナルを欠損させた
影響について検討した。 
 
（５）再生医療へ向けた技術確立 

TGF-βシグナル系コンディショナルノック
アウトマウス由来の細胞を用いて iPS細胞を
作成し、TGF-βシグナルによる中胚葉分化へ
の影響について検討を行った。 
 
 
４．研究成果 
（１）生理的リンパ管構造を維持する分子メ
カニズムの解明 
発生初期のリンパ管において TGF-β シグ
ナルを欠損させた結果、リンパ管新生が促進
したが、機能異常により胎仔は浮腫を起こす
ことを見出した。その原因遺伝子として、ア
レイ解析により転写因子 Xを同定した。 

 
（２）腫瘍リンパ管新生における TGF-βシグ
ナルの役割  
成獣のリンパ管において TGF-β シグナル



を欠損させた結果、リンパ管新生が促進する
が、排出能力が低下していることを見出した。
この結果は、TGF-βシグナルがリンパ管新新
生を抑制するとともに恒常性維持に必須の
シグナルであることを示唆している。 

TβRIILEC-CKOマウスに LLC を移植した腫瘍
モデルマウスを作出した。移植後１２日に腫
瘍を摘出し、病理切片を作成して腫瘍の構造
について精査した。凍結切片を血管のマーカ
ーである PECAM1 に対する抗体とリンパ管
のマーカーLyve-1 を認識する抗体を用いて
蛍光免疫染色を行った、その結果、Lyve-1陽
性細胞の面積が有意に増大していたことか
ら、リンパ管新生が促進することが分かった。 

B16メラノーマを用いた腫瘍肺転移モデル
マウスを作成した。マウス Footpadに B16を
移植し、７週間後に肺への転移を評価した。
その結果、リンパ管内皮細胞特異的 TGF-βシ
グナル欠損により、肺転移が低下することを
見出した。この結果は TGF-βシグナルが腫瘍
のリンパ行性転移を促進シグナルであるこ
とを示唆した。 
 
（３）発生初期における血管内皮細胞特異的
TGF-βシグナル欠損の影響 

Smad2F/F; Smad3-/-; Tie2-creマウスは、これ
まで知られていた TGF-β シグナル欠損マウ
スでみられる胎生致死（E10.5日）（図２）を
回避したが、胎生 11.5日前後に全身から出血
しはじめ、胎生 14 日前後に胎生致死となっ
た（図２）。Smad2F/F; Smad3-/-; Tie2-creマウス
胚では、血管内皮細胞同士の接着および血管
内皮細胞―血管平滑筋細胞の接着が低下し
ているだけでなく、血管平滑筋細胞のリクル
ートが低下していた。この原因として TGF-β
シグナルがスフィンゴシン 1リン酸受容体と
N-Cadherinの発現を誘導して血管の成熟を促
していることを見出した。 

 
（４）腫瘍血管管新生における TGF-βシグナ
ルの役割  

TβRIIBEC-CKO 新生仔網膜血管において
TGF-βシグナルを欠損させると、網膜からの
出血を認めた。さらに、7 週齢マウスの血管
においてにおいて TGF-β シグナル欠損させ
ると、一部の臓器において出血が確認された。

しかし、３ヵ月齢のマウス血管において
TGF-βシグナルを欠損させても、ほとんど影
響がなかった。以上の結果は TGF-βシグナル
が時期特異的な作用を有することを示唆し
ている。 

TβRIIBEC-CKOマウスに LLC を移植した腫瘍
モデルマウスを作出した。移植後１２日に腫
瘍を摘出して肉眼的に観察したところ、
TβRIIBEC-CKO マウスに形成された腫瘍は血管
新生の促進、または出血の増加が認められた。
摘出した腫瘍より病理切片を作成したとこ
ろ、肉眼的観察を裏付ける結果を得た。さら
に、凍結切片を血管のマーカーである
PECAM1 に対する抗体と血管平滑筋細胞の
マーカーαSMA を認識する抗体を用いて蛍
光免疫染色を行った、その結果、PECAM1陽
性細胞の面積が有意に増大していたことか
ら、TGF-βシグナルが腫瘍リンパ管新生を抑
制するシグナルであることが示唆された。さ
らに、レクチンの尾静脈投与により血管機能
を評価したところ、腫瘍臓器内へのレクチン
の滲出が TβRIIBEC-CKOマウスで確認された。
この結果は TβRIIBEC-CKOマウスの腫瘍血管は
成熟過程に異常をきたしていることを示唆
した。 

B16メラノーマを用いた腫瘍肺転移モデル
マウスを作成した。マウス Footpadに B16を
移植し、７週間後に肺への転移を評価した。
その結果、血管内皮細胞特異的 TGF-βシグナ
ル欠損により、肺転移が低下することを見出
した。この結果は TGF-βシグナルが腫瘍の血
行性転移を促進シグナルであることを示唆
した。 
 
（５）再生医療へ向けた技術確立 

TGF-βシグナル系コンディショナルノック
アウトマウスと CAG-Cre マウスを交配させ
たマウスより MEF を作成した。定法に従っ
て iPS細胞を作成し、タモキシフェンの添加
により遺伝子を欠損させて中胚葉への分化
について検討した。しかし、コロニー間のば
らつきの影響により、明確な TGF-βシグナル
の影響については明らかにできなかった。 
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