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研究成果の概要（和文）：本研究では、生理的リンパ管・静脈吻合の形成機構と機能的意義、ならびに末梢組織
中の血管・リンパ管吻合形成による重度浮腫の改善効果とリンパ管形成に果たす役割について解析した。生理的
リンパ管・静脈吻合の形成がAspp1によって制御されていること、胎仔の発生と生存維持に必須であること、そ
の異常はリンパ管・血管吻合を非侵襲的に作製しても改善されないことを明らかにした。新規ガイダンス分子
Semaphorin 3Gは生理的リンパ管・静脈吻合の形成には不要であるが、Nrp2/PlexinD1受容体複合体を介してリン
パ管内皮細胞に反発シグナルを与えて分布を制御することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we analyzed the developmental mechanism and functional 
significance of physiological lymphovenous anastomosis, and whether lymphovenous anastomosis in 
peripheral tissues improves severe embryonic edema caused by the loss of physiological lymphovenous 
anastomosis. We found that the formation of physiological lymphovenous anastomosis is regulated by 
Aspp1, that it is essential for fetal development and survival, and that the abnormality caused by 
its loss is not improved by lymphovenous anastomosis in peripheral tissues. Although the novel 
guidance molecule Semaphorin 3G is dispensable for formation of physiological lymphovenous 
anastomosis, we found that it regulates lymphatic vascular distribution by providing repulsion 
signals to lymphatic endothelial cells via Nrp2/PlexinD1 receptor complex.

研究分野：血管生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
血管系は血液を循環させて末梢組織でガ
スや栄養素・老廃物の交換を促進する。リン
パ管系は末梢組織で盲端から余剰の組織間
液・タンパク・脂質・免疫細胞などを取り込
んで運搬し、静脈角の生理的リンパ管・静脈
吻合部位を介してリンパを血管系に還流す
る。血管系とリンパ管系がお互いに独自のネ
ットワークを形成し、限定された場所だけで
吻合することは、脈管系の統合的機能におい
て重要である。近年の研究で、末梢組織中で
血管・リンパ管の吻合を抑制する機構に血小
板活性化が関わっていることが明らかにな
り、脈管学と血液学の接点として注目を集め
ている（図 1）。一方で、生理的リンパ管・静
脈吻合部位の形成機構については不明であ
った。 

 

 
われわれは、内皮細胞特異的に発現する新
規分子として Aspp1（ankyrin-repeats-, 
SH3-domain- and proline-rich-region- 
containing protein）を同定し、Aspp1 ノッ
クアウト（Aspp1−/−）マウスが胎生期リンパ管
形成の遅延による項部浮腫を示すことを報
告した。この時点で解析した Aspp1−/−マウス
においては、リンパ管が徐々に形成されると
ともに胎生期浮腫は消失し、マウスは成体ま
で正常に発育した。しかしながら、C57BL/6
遺伝子背景へ戻し交配したところ、項部以外
にも重度の浮腫を呈するものが現れ、成体ま
での生存率も低下した。重度の浮腫を呈する
Aspp1−/−マウス胎仔では、頸部リンパ管の著明
な拡張が認められ、生理的リンパ管・静脈吻
合の形成不全が示唆された。 
また、血小板活性化シグナルに重要な
CLEC-2 受容体あるいはホスホリパーゼ Cγ2
のノックアウト（Plcg2−/−）マウスを解析し、
血小板活性化不全状態では末梢組織中に血

管とリンパ管の異常吻合がランダムに形成
されリンパ管内に赤血球が認められること
が分かってきた。このような異常にもかかわ
らず、Plcg2−/−マウスは成体まで発育すること
ができる。つまり、Plcg2−/−マウスを用いるこ
とによって、体液調節の恒常性維持機構を過
度に損なうことなく、末梢組織中に血管・リ
ンパ管吻合を作製すること（非侵襲的血管・
リンパ管吻合形成）が可能である。 
 
２．研究の目的 
遺伝子改変マウスモデルを用いて、生理的
リンパ管・静脈吻合の形成機構と機能的意義、
ならびに末梢組織中の血管・リンパ管吻合形
成による重度浮腫の改善効果とリンパ管形
成に果たす役割について明らかにすること
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)野生型マウスと Aspp1−/−マウス胎仔にお
ける生理的リンパ管・静脈吻合形成の解析 
①胎生 10.5～12.5 日目の野生型マウスお
よび Aspp1−/−マウス胎仔を採取して、血管お
よびリンパ管内皮細胞のマーカー（PECAM-1, 
Prox1, VEGFR3 など）でホールマウント染色
し た 。 Benzyl alcohol/Benzyl benzoate
（BABB）混合液で透明化した後に、共焦点レ
ーザー顕微鏡で頸部静脈周囲のリンパ管形
成を三次元的に解析した。 
②胎生 14.5～16.5 日目の野生型マウスおよ
び Aspp1−/−マウス胎仔を採取して、冠状断し
た後に、血管およびリンパ管内皮細胞のマー
カー（PECAM-1, Prox1, Lyve-1 など）や弁特
異的なマーカーであるインテグリンα9 でホ
ールマウント染色した。BABB 混合液で透明化
した後に、共焦点レーザー顕微鏡で生理的リ
ンパ管・静脈吻合形成部位と吻合弁の有無を
三次元的に解析した。 
 
(2)Aspp1−/−マウスの生理的リンパ管・静脈吻
合形成と浮腫の程度・生存率の統計学的解析 
胎生15.5日目以降のAspp1−/−マウス胎仔に
は、頸部リンパ管の大きさは正常で軽度の浮
腫をきたす群と頸部リンパ管の著明な拡張
を伴い重度の浮腫をきたす群が存在する。こ
れら 2群の内、前者は成体まで発育し、後者
は胎生致死となると予想されたため、それら
の関連を解析した。 
 
(3)Plcg2−/−マウスの非侵襲的血管・リンパ管
吻合形成を用いて、Aspp1−/−マウスの生理的リ
ンパ管・静脈吻合不全を代償させる解析 
Plcg2−/−マウスを用いることによって、体液
調節の恒常性維持機構を過度に損なうこと
なく、末梢組織中に非侵襲的血管・リンパ管
吻合形成することが可能である。Aspp1+/−マウ
スと Plcg2+/−マウスの交配で得た Aspp1+/−; 
Plcg2+/−マウスの雌雄を交配して Aspp1−/−; 
Plcg2−/−マウスを作製した。末梢組織でリンパ
を静脈に流すことによって、浮腫が劇的に改



善し生存率を高めることに繋がる可能性に
ついて解析した。胎生 14.5 日目の胎仔にお
いて皮膚や静脈角における血管とリンパ管
を解析するために、それぞれの内皮細胞に特
異的なマーカー（PECAM-1, Prox1, Lyve-1 な
ど）でホールマウント染色して、共焦点レー
ザー顕微鏡で解析した。 
 
(4)Semaphorin 3G（Sema3G）の生理的リンパ
管・静脈吻合の形成に果たす役割とリンパ管
形成における役割の解析 
胎生 15.5 日目において新規ガイダイン
ス因子 Sema3G−/−マウス胎仔を採取して、血管
およびリンパ管内皮細胞のマーカー
（PECAM-1, Prox1, Lyve-1 など）でホールマ
ウント染色した。BABB 混合液で透明化した後
に、共焦点レーザー顕微鏡で生理的リンパ
管・静脈吻合形成部位と吻合弁の有無を三次
元的に解析した。また、標本作製時に得られ
る胎仔皮膚を採取して、血管およびリンパ管
内皮細胞のマーカー（PECAM-1, VEGFR3 など）
や平滑筋細胞のマーカーであるα-平滑筋ア
クチンでホールマウント染色し、フラットマ
ウント標本を作製して共焦点レーザー顕微
鏡で解析した。 
 
４．研究成果 
(1) 
①胎生 11.5 日目には頸部に Prox1 陽性リン
パ管内皮細胞を多数認めたが、野生型と
Aspp1−/−型の間で数の差異は認められなかっ
た。つまり、Aspp1−/−マウスにおいて、リンパ
管内皮細胞の分化は正常だった。初期リンパ
嚢が形成される部位において、Aspp1−/−マウス
胎仔にはリンパ管内皮細胞で構成される島
様構造が多数認められ、管腔形成過程で融合
異常が生じていることが明らかになった。 
②野生型および軽度の浮腫を呈する Aspp1−/−

マウスではProx1陽性細胞が集積する弁を認
めたのに対して、重度の浮腫を呈する Aspp1−
/−マウスではリンパ管・静脈吻合弁の欠損と
頸部リンパ管の著明な拡張が明らかになっ
た。 
 
(2)Aspp1+/−マウスと Aspp1−/−マウスの交配で
得られたマウス数 

解析
時期 
全体 
生存 
+/− 
生存 

−/− 
生存 

−/−生存の
表現型 

−/−
死亡 

軽度
の 
浮腫 

重度
の 
浮腫 

E13.5 9 6 3 2 1 0 
E14.5 58 23 35 21 14 0 
E15.5 2h7 15 10 6 4 2 
E16.5 49 28 19 10 9 2 
E17.5 4 2 1 0 1 1 
E18.5 48 24 13 11 2 11 
P21 108 73 35 ND ND ND 
E:胎生、P:出生後、ND:算出せず 

 

解析時点で死亡している Aspp1+/−マウスは
いなかった。Aspp1+/−マウスと Aspp1−/−マウス
を交配した場合、Aspp1+/−マウスと Aspp1−/−マ
ウスをそれぞれ 50％ずつ得ることが期待さ
れる。Aspp1+/−マウスに致死例はみられなかっ
たため、Aspp1−/−マウス生存数を Aspp1+/−マウ
ス生存数で割った値が Aspp1−/−マウス生存率
に相当すると算出できる。胎生 18.5 日目お
よび出生後21日目でのAspp1−/−マウス生存率
は、それぞれ 54%（13/24）および 48%（35/73）
であった。 
一方で、胎生 15.5 日目および胎生 16.5 日
目の Aspp1−/−マウスで全体（軽度の浮腫+重度
の浮腫+死亡）数に対する軽度の浮腫を示し
た数の割合がそれぞれ 50%（6/12）と 48%
（10/21）だった。これらの結果から、Aspp1
−/−マウスの約 50%において、生理的リンパ
管・静脈吻合が形成されず頸部リンパ管の著
明な拡張を伴う重度の浮腫を示して致死と
なることが明らかになった。これまでは生理
的リンパ管・静脈吻合形成の機能的意義は明
らかにされていなかったが、本研究結果によ
って胎仔の発生と生存維持に必須であるこ
とが明らかになった。 
 
(3)Aspp1+/−;Plcg2+/−マウスの雌雄を交配して
得られる胎仔を胎生 14.5 日目と胎生 16.5 
日目に採取した。胎生 14.5 日目において
Aspp1−/−;Plcg2−/−マウスの外観はそれぞれの
欠損マウスを合わせたものであったが、胎生
16.5 日目には採取できた 3 匹すべてが子宮
内で死亡していた。Aspp1−/−マウス胎仔にはリ
ンパ管内皮細胞で構成される島様構造が多
数認められ、Plcg2−/−マウス胎仔にはリンパ管
内に赤血球の存在が認められた。Aspp1−/
−;Plcg2−/−マウス胎仔にはその両方の異常が
認められた。これらの結果から、胎生期にお
いて末梢組織内にリンパ管・血管吻合を作製
しても、Aspp1−/−マウスの病態は改善するどこ
ろか致死となることが明らかになった。 
 
(4)Sema3G−/−マウスの生理的リンパ管・静脈吻
合部位を解析したが、異常は認めなかった。
一方で、Sema3G−/−マウスの胎仔皮膚において
リンパ管が動脈と異常に近接してランダム
なリンパ管網が形成されない表現型を見出
した。このことから Sema3G がこれまでに報
告例のないリンパ管の分布を制御する因子
である可能性が見えたため、さらに解析を進
めた。Sema シグナルを伝達する膜受容体
PlexinD1 を欠損するマウスでも同様の表現
型が見られること、PlexinD1 は Sema3G に直
接結合する受容体 Nrp2 と複合体を形成して
シグナルを伝えることを明らかにした。
Sema3G は動脈内皮細胞特異的に発現する分
子であり、PlexinD1 陽性リンパ管内皮細胞が
動脈上を遊走した後で、動脈から離れてラン
ダムに分布してリンパ管網を形成する際に
作用する反発分子であることが明らかにな
った。 



これらの結果は Sema3G/Nrp2/PlexinD1 シ
グナル経路がこれまでに報告例のない反発
シグナルを与えてリンパ管分布を制御する
という発見につながった。発生学的知見とし
て重要であるのみならず、リンパ管分布を抑
制することによってがんのリンパ節転移や
移植片拒絶反応などの病態を制御できる可
能性がある。 
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