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研究成果の概要（和文）：血管内皮細胞が内皮細胞としての性質を失い、線維芽細胞あるいは平滑筋細胞に似た性質を
獲得する、内皮間葉移行という現象が知られる。この現象がヒト疾患に深く関わることが近年わかってきているが、そ
の分子基盤は明らかでない。われわれは、リンパ管内皮細胞においても同様の現象が認められることを見出した。さら
に、リンパ管内皮細胞において、FGF受容体シグナルおよびRas-Erk MAPキナーゼシグナル経路の活性化が、内皮特異的
遺伝子の発現を促進するとともに、TGF-betaシグナル経路を抑制することで内皮間葉移行を抑制し、リンパ管内皮細胞
としての性質を維持する役割を果たすことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Recent studies have demonstrated that endothelial-to-mesenchymal transition 
(EndMT) is implicated in human diseases. However, the molecular basis of EndMT remains largely unknown. 
We found that α-smooth muscle actin-positive lymphatic endothelial cells (LECs) appear in mouse 
lymphedematous skin in vivo. Mouse immortalized LECs lost their characteristics and underwent EndMT when 
cultured in FGF2-depleted medium in vitro. FGF2 depletion acted synergistically with TGFβ to induce 
EndMT. In contrast, H-Ras-overexpressing LECs were resistant to EndMT. Activation of Ras not only 
upregulated FGF2-induced activation of the Erk MAP kinases and LEC-specific gene expression, but also 
suppressed TGFβ-induced activation of Smad2 by modulating Smad2 phosphorylation by Erk MAPKs. Our 
findings provide a new insight into the FGF2-Ras-MAPK-dependent mechanism that maintains and modulates 
the LEC trait.

研究分野： 遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
 
 細胞内シグナル伝達の ON/OFF スイッチ
としての GTP 結合タンパク質 Ras (H, N, 
K-Ras)の機能は、生化学的にはよく理解され
ており、活性変異型 Ras の発がんにおける重
要性も広く認識されるようになって久しい。
近年では、RAS 遺伝子の活性型変異によるヒ
ト 遺 伝 性 疾 患 （ RASopathy あ る い は
RAS/MAPK 症候群）の存在も明らかになっ
た。しかし、野生型 Ras の発生および分化に
おける役割については、KO マウスの致死的
表現型によって Ras の必要性が示されてい
るものの（Nakamura, 2008; 引用文献①）、
その発生異常の機序や分子機構の詳細につ
いては不明であり、ほとんど理解が進んでい
ない。 
 
 われわれは、ras 遺伝子多重欠損マウスの
表現型解析（Nakamura, 2008; 引用文献①）
を発展させ、遺伝子改変マウスおよび不死化
リンパ管内皮細胞を用いて、リンパ管内皮細
胞における Ras の発現量および活性がリン
パ管の形成に重要な役割を果たすことを明
らかにした（図１、Ichise, 2010; 引用文献②）。
また、Ras シグナルがリンパ管形成において
重要な役割を果たす受容体 VEGFR-3 の下流
で機能すると同時に、VEGFR-3 の発現を転
写レベルで調節していることを見出した
(Ichise, 2010; 引用文献② ) 。そして、
Ras/MAPK シグナルによる Vegfr3 遺伝子発
現の転写制御機構の実体を明らかにした
（Ichise, 2012; 引用文献③）。 
 
 しかし、Ras シグナルは、複数のエフェク
ター分子の存在によって複数の下流シグナ
ル経路に分岐する。そのため、発生異常の機
序とその分子機構を知る上で、Ras シグナル
の変化に起因する細胞・組織の変化が、どの
Ras 下流シグナルによって引き起こされるの
かを理解する必要があった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ Ras の発現量および活性に依存したリ
ンパ管形成。写真は、CGH4; Vegfr3-Cre マ
ウスでの H-Ras 過剰発現 Lyve1 陽性リンパ
管の過形成（右上矢印）、Vegfr3-EGFP ノッ

クインアリルを有する Kras ヘテロ型欠損マ
ウスでの EGFP 陽性リンパ管の低形成（右下
矢印）を示す（Ichise, 2010; 引用文献②より）。 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
図２ 研究開始時における、Ras の発現量お
よび活性に依存したリンパ管形成に関する
知見を示した模式図。リンパ管内皮細胞にお
ける Ras 活性制御のバランスが、リンパ管形
成に重要であることは確かであるが、Ras 下
流 シ グ ナ ル （ MAPK 、 PI3K 、 RalGDS 
(RalGEF)など)の意義、役割について、さら
に理解を深める必要がある。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、野生型 H-Ras あるいは H-Ras
エフェクタードメイン変異体をCre組換えに
依存してコンディショナルに過剰発現する
マウスを用いて、血管・リンパ管・皮膚の形
成異常の有無や性状を比較し、当該組織での
Ras 下流エフェクター経路の役割を明らかに
すること、そして、in vitro の実験によって、
分子レベルでの Ras 下流エフェクター経路
の役割を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
（１）H-Ras エフェクタードメイン変異体を
Cre 組換えに依存してコンディショナルに過
剰発現するマウスの作成 
 
 用いた H-Ras エフェクタードメイン変異
体は、以下の 4 種類である。HrasS35 (T35S
変異、MAPK 経路をドライブする)、HrasG37 
(E37G 変異、RalGEF 経路をドライブする)、
HrasC40 (Y40C 変異、PI3K 経路をドライブ
する)、HrasE38 (D38E 変異、MAPK 経路を
ドライブする)。野生型 H-Ras を発現するマ
ウスとして、引用文献② (Ichise, 2010)に記
載したマウス（CGH4 トランスジェニックマ
ウス）を用いた。H-Ras の in vivo での発現
パターンおよび発現量を一定にするために、
CGH4 トランスジーン組み込み位置への標
的遺伝子組換えでトランスジーンを導入す
ることで H-Ras エフェクタードメイン変異
体を発現するマウスを作成した。CGH4 遺伝
子組み込み位置をクローニングして構築し



たターゲティングベクターを用いて、同じゲ
ノム上の位置に ES 細胞での相同組換えで導
入することで、全系統を作成した。CGH4 マ
ウス同様、H-Ras と同時に EGFP が発現す
るようにし、EGFP を利用して Cre 組換えに
よる H-Ras 過剰発現マウスの迅速な同定、
H-Ras 過剰発現組織・細胞の同定および定
量・数値化を行えるようにした。 
 
（２）血管・リンパ管形成異常および皮膚形
成異常を指標にした、生体における Ras 下流
シグナル経路の解析 
 
 Cre ドライバーとして、内皮細胞での機能
解析には Tie2-Cre Tg マウス (JAX)および
Lyve1-EGFPhCre knock-in マウス (JAX)を、
皮膚表皮細胞での機能解析には K14-Cre マ
ウス (JAX)を用いた。血管・リンパ管の解析
は、免疫染色による組織学的解析を中心に行
った。脈管のパターンや面積の評価を行った。
皮膚の解析については、パラフィン切片の
HE 染色による病理学的定義付けと、皮膚組
織の表皮・毛胞分化マーカーの免疫染色によ
る形態形成異常の定義付けを行った。 
 
（３）外的刺激に対する応答性や培養下での
形態形成異常を指標にした、細胞における
Ras 下流シグナル経路の解析 
 
 変異型 SV40 抗原による不死化内皮細胞の
分離・培養手法 (Yamaguchi, 2008; 引用文
献④)を利用して、マウスから遺伝子改変内皮
細胞を準備した。2 次元培養やマトリゲル上
での内皮細胞のネットワーク形成系におい
て、増殖因子刺激、シグナル伝達阻害剤など
を利用したシグナル伝達の解析を行った。 
 表皮細胞についても、マウス表皮細胞の
初代培養を行い、細胞の増殖、生存性や Ras
下流シグナルの分子機構について解析した。 
 
４．研究成果 
 
 野生型 H-Ras を Cre 組換えに依存してコ
ンディショナルに過剰発現するトランスジ
ェニックマウス、CGH4 マウス(Ichise, 2010; 
引用文献②)においてトランスジーンが組み
込まれているゲノム領域が、トランスジーン
の発現を抑制しないゲノム領域、いわゆる 
safe harbor 領域であることを明らかにし、
査読有雑誌論文①として公表した。この成果
は、遺伝子改変マウス作出技術の向上に寄与
するとともに、Ras シグナル解析のための、
充分にコントロールされた実験系が作出で
きていることを裏付けるものである。 
 
 Ras 下流シグナルのうち、Erk MAP キナ
ーゼ経路がリンパ管内皮細胞において果た
す役割について、新たな知見を得た。血管内
皮細胞が、内皮細胞としての性質を失い、線
維芽細胞あるいは平滑筋細胞に似た性質を

獲得する、内皮間葉移行（あるいは内皮・間
充 織 転 換 、 Endothelial-to-Mesenchymal 
Transition: EndMT）という現象が知られる。
この現象が、正常発生や疾患に深く関わるこ
とが近年明らかになってきているが、われわ
れは、生体および培養系の両方において、リ
ンパ管内皮細胞においても類似した現象が
認められることを見出した。さらに、リンパ
管内皮細胞において、FGFR を介した FGF2
の刺激、および Ras-Erk MAP キナーゼシグ
ナル経路の活性化が、内皮特異的遺伝子の
発現を促進するとともに、Smad2 を介した
TGFβシグナル経路を抑制することで内皮
間葉移行を抑制し、リンパ管内皮細胞として
の性質を維持する役割を果たすことを明ら
かにした（図３）。この成果は、査読有雑誌
論文②として公表した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ 本研究課題で明らかにした、リンパ管
内皮細胞における FGF2/FGFR/Ras/MAPK
シグナルの役割を示す模式図。 
 
 
 一方、皮膚形成異常を指標にした、Ras の
下流シグナル経路の表皮細胞における役割
の検討では興味深い知見を得た。変異型 Ras
の種類にかかわらず、胎生期から出生にかけ
ての表皮および毛包の形成には異常が認め
られなかったが、生後の発育に伴い、変異型
Ras の種類に特徴的な、毛包間表皮および毛
包の形態形成異常が認められた。表皮細胞の
増殖、分化において、Raf 経路、PI3 キナー
ゼ経路、RalGEF 経路がそれぞれ独自の役割
を担っている可能性が示唆された。 
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