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研究成果の概要（和文）：肺癌リンパ節転移モデルでの検討から、原発巣の増殖に伴い、所属リンパ節でごく早期から
COX-2が誘導され、COX-2由来のPGE2がEP3 刺激することによりケモカインであるstromal cell derived factor (SDF)-
1の発現がsubcapsular regionで増大しpremetastatic nicheを形成することを明らかとした。さらにCOX-2陽性の樹状
細胞がSDF-1を産生するとともに、EP3依存性にTGF-βを産生することでregulatory T cell (Tregs)を動員することに
よって免疫寛容が生じ、腫瘍転移を増強させることを証明した。

研究成果の概要（英文）：Lymph node metastasis (LNM) is a critical prognostic factor in cancer patients. 
Our study revealed that endogenous COX-2-derived PGE2 stimulated the EP3 receptor on DCs, leading to 
theupregulation of SDF-1 expression in the subcapsular regions in regional lymph nodes following LLC cell 
injection into the lungs. SDF-1 upregulation facilitated the accumulation of CXCR4+ LLC cells and the 
formation of the regional lymph node premetastatic niche. We also found that accumulation of Tregs and 
lymph node lymphangiogenesis, both of which may decide the fate of metastasized tumor cells, were 
COX-2/EP3-dependent. Taken together, our findings suggest that PGE2inhibitors, together with SDF-1 
receptor antagonists and EP3 antagonists, may be promising agents for the suppression of premetastatic 
niche formation and LNM.

研究分野：薬理学一般
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１．研究開始当初の背景 

 がんのリンパ行性転移は、血行性転移と並
んで患者予後の重要な決定因子である。従来、
がんのリンパ行性転移は既存のリンパ管に浸
潤到達した腫瘍細胞が移行することにより起
こるとされてきたが、最近になり血管と同様
に間質ストローマさらには腫瘍にリンパ管が
新生し、それへ腫瘍細胞が移行するとの見方
が重要視されてきている。また、多くの腫瘍
微小環境には炎症細胞浸潤を認め、炎症反応
ががんの発生および増殖と深く関わっている
ことが古くから知られている。一方、がんの
転移は、がん細胞の原発巣からの離脱、間質
内への浸潤、脈管・ 基底膜の破壊、脈管内皮
への定着、脈管外への浸潤、標的臓器での増
殖といった多くのステップを経て成立するが、
近年、肺などへの血行性転移ではあらかじめ
マクロファージや一部の骨髄由来細胞が集積、
浸潤してがん細胞が転移しやすい環境
“premetastatic niche”を構築し、そこにが
ん細胞が転移巣を形成することが分かってき
た。しかしながら、リンパ節において同様の
premetastatic niche が成立するかについて
はほとんど調べられていない。こうした背景
から、リンパ節において premetastatic niche
様の構造が形成されるかどうか、また転移前
のリンパ節にどのような細胞の集積が認めら
れるのか、炎症性メディエーターに着目し解
明するという発想に至った。 
 
２．研究の目的 

 がんのリンパ節転移は重要な予後決定因子
であり、リンパ管はがんの進展に関わる重要
なルートの一つである。血行性転移の分子機
構や血管新生による増強メカニズムについて
は解明されつつあるが、リンパ節転移に関し
てはその分子メカニズムの解明や治療標的の
特定が遅れている。 我々のグループではこ
れまでに、腫瘍増殖や腫瘍依存性の血管新生
に お い て cyclooxygenase (COX)-2 や
prostaglandin (PG)受容体シグナリングが制
御因子として役割を持っていることを報告し
てきた。また、多くの腫瘍細胞が転移前段階
(premetastatic phase)において何らかの分子
機構により、特定の器官により転移しやすい
傾向があることが広く知られており、この転
移を助長する状況(premetastatic niche)を形
成することで転移を促進することが血行性転
移の過程で報告されている。しかし、リンパ
行 性 転 移 で の リ ン パ 節 に お け る
premetastatic nicheの形成の有無、さらに転
移メカニズムについてはまだ明らかにされて
いない。 
 そこで、我々は肺がんの所属リンパ節転移
モデルを作成し、肺がんリンパ節転移におけ
る premetastatic niche の形成の有無を検討
し、niche 形成における COX および PGs の

役割を解明した。転移が成立するリンパ節微
小循環における cytokine(SDF-1/CXCR4、
TGF-βなど)や免疫担当細胞(dendritic cells, 
regulatory T cells)の動態と役割につき、
premetastatic niche形成を検討し、リンパ節
転移メカニズムについて解析を行った。 
 
３．研究の方法 

（1）肺癌細胞の肺移植による縦隔リンパ節転
移モデルの作成 
雄性 C57BL/6 マウスをエーテル麻酔下に右
側臥位として左肩甲骨下に約５㎜の皮膚切開
し、Matrigel と混和した LLC 細胞（5ｘ
104/10µL）をマウスの左肺実質に穿刺・移植
した。 
 
（2）リンパ管新生の評価 
腫瘍原発巣およびリンパ節転移巣を対象に、
腫瘍増殖を経時的に調べ、腫瘍及び間質スト
ローマにおけるリンパ管の新生を経時的空間
的に評価した。 
 
（3）premetastatic niche形成に関わる細胞
群の評価 
転移前のリンパ節に集族する細胞を flow 
cytometry、免疫組織化学的解析、real time 
PCR 等を行い、premetastatic niche 形成に
関与している細胞群を評価した。さらに、そ
れら細胞の誘導に関与するケモカインおよび
その受容体の解析も併せて行った。 
 
４．研究成果 
 LLC 肺癌細胞の肺移植による縦隔リンパ
節転移モデルを用い、premetastatic niche形
成やリンパ節転移における COX-2 および
PGE2 受容体シグナリングの役割について解
析を行った。 
 その結果、肺への腫瘍接種後 10-12 日目に
は縦隔リンパ節への腫瘍の転移を認め、腫瘍
接種後 21日目にはほぼ全例死亡した。一方、
所属リンパ節では肺への腫瘍接種後 1-7 日目
と腫瘍転移前の早期の段階で subcapsular 
sinusの部位に経時的にCOX-2の発現上昇が
確認できた。リンパ節転移は COX-2阻害薬の
投与やPGE2の受容体EP3のノックアウトマ
ウス（KO）で有意に抑制されたが、接種した
原発腫瘍の大きさには有意差は認められなか
った。また、リンパ節内 subcapsular領域に
おけるケモカイン系の発現を調べると前転移
状態（premetastatic phase）で SDF-1 発現
の増加が確認されたが、この発現は COX-2阻
害薬や EP3KO で有意に抑制された。一方、
SDF-1の受容体 CXCR4拮抗薬や CXCR4中
和抗体の投与によりリンパ節転移は有意に抑
制された。このことから、COX-2由来の PGE2

が EP3 シグナリングを介して SDF-1 発現を
増強させ、SDF-1/CXCR4 axis の signaling



により所属リンパ節における premetastatic 
niche形成に関与していることが示唆された。 
 さらに、どのような細胞構成成分が
premetastatic niche 形成に関与し、COX-2
や SDF-1 の制御のもとで役割を発揮してい
るのか検討した。その結果、COX-2 および
SDF-1陽性の樹状細胞が subcapsular region
に集積していることが明らかとなった。この
集積は COX-2 阻害薬や CXCR4 拮抗薬、
EP3KO で抑制された。また、野生型と
EP3KO マウスからそれぞれ採取した骨髄細
胞から分化培養した GFP 陽性樹状細胞を移
植後、肺癌リンパ節転移モデルを作成し
premetastatic niche への樹状細胞の遊走を
調べたところ、EP3KO 樹状細胞移植群で
subcapsular regionに集積する樹状細胞が有
意に抑制されており、さらに SDF-1産生の抑
制およびリンパ節転移の抑制も認められた。
このことから、所属リンパ節への樹状細胞の
集積にはPGE2-EP3シグナリングが関与して
いることが示唆された。さらに未成熟樹状細
胞の培養実験から、PGE2や EP3アゴニスト
の刺激により SDF-1や TGF-β産生が有意に
増強され、樹状細胞における SDF-1や TGF-
β産生にもPGE2-EP3シグナリングが関与し
ていることが明らかとなった。一方、リンパ
節 subcapsular regionでは FOXP3陽性の制
御性 T細胞の集積も確認されたが、この集積
は COX-2阻害薬や CXCR4拮抗薬、EP3KO
で抑制された。このことから制御性 T細胞の
リンパ節への集積もPGE2-EP3シグナリング
や SDF-1/CXCR4 axis依存性であることが示
唆され、premetastatic niche 形成の結果、転
移した腫瘍細胞の免疫寛容に関与している可
能性が考えられた。加えて、所属リンパ節で
は LLC 細胞がリンパ節に到達する以前に
COX-2/EP3 シ グ ナ リ ン グ 依 存 性 に
VEGF-C/D産生を誘導して所属リンパ節にお
けるリンパ管新生を増強することが明らかと
なった。 
 これらの結果から、樹状細胞が COX-2由来
PGE2-EP3 signaling を介して SDF-1 や
TGF-βを分泌することにより所属リンパ節
への CXCR4 陽性 LLC 細胞の遊走や
pre-metastatic niche 形成を誘導することが
示唆された。また、制御性 T細胞の集積やリ
ンパ節のリンパ管新生もまた COX-2/EP3 シ
グナリング依存性であり、制御性 T細胞によ
る免疫寛容によって誘導された腫瘍細胞が所
属リンパ節で発達し、さらなる臓器へ転移す
ることが示唆された。 
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