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Angiopoietin-1　 promotes　 LYVE-1-positive　 lymphatic　 vessel　 formation

　　　　　　(ア ンジオ ポエ チ ンー1はLYVE・1陽 性 リンパ管 の形 成 を促 進 す る)

内容の要旨

森　定

　 悪性腫旛のリンパ行性転移や リンパ浮胆などの病態の解明のため

に リンパ管形成の分子機樽を理解することは重要であるが、近年まで

リンパ管を同定する特異的な抗体などの研究材料が存在しなかった

ため、リンパ管形成にっいては未知の部分が多かった。一方、血管形

成においては、麗にVEGFやAngiopoicl㎞ 等の糎数の血管新生関連分子

が階層性、相互性を持って作用 していることが鮮細に解析 されてお

り、特にMgi叩oietin-1(Ang・1)と その受容体Tie2の シグナルは、胎生

期の血管構造の成熟過程に重要な機構であることがわかっている。し

かしながら現在までのところ、リンパ管形成におけるMg-1シ グナル

に関する検肘は充分になされていない。そこで本研究では、リンパ管

の同定とリンパ管内皮細胞の単雌のために新たにリンパ管内皮細胞

に特 異的 に発 現 す る分 子LYVE-1(lymphatic　 vessel　endoUielial

hyuluronen　receptor-1に 対するモノクローナル抗体を作成 し、この抗

LYVE-1抗 体 を用いてAng・iの リンパ管形成における機能について検

討を行った。

　 まず.マ ウスLWE-1の 細胞外 ドメイン蛋白を抗原 としてラットに

免疫を行い、ハイブ リドーマの選別から抗LYVE・ 且モ ノクローナル抗

体を確立した。そしてこの抗体が リンパ管内皮細胞に対 して免疫組織

化学染色のみならずフローサイ トメトリー(FACSJに よる解折にも有

用であることを確紹 した。

　 次に、マウス胎児組織から得 られた細胞を、作成 したIYtLYVE・1抗 体

と血管内皮 ・血液細胞の細胞表面分子に対する抗体で多重蛍光染色

し、FACSを 用いてリンパ管内皮細胞を単離、純化 した。純化 したリン

パ管内皮細胞のRT・PCRに よる遺伝子発現解析にて、リンパ管内皮細

胞に受容体τie2が発現 していることを見出 した。さらに,FAGSに よる

経時的な解析によn,リ ンパ管内皮細胞におけるTie2の 発現強度が胎

児発生段階により変化していることを見出 した。

　 このリンパ管内皮細胞を支持細胞 〔OP9細胞)の 存在下で共培養す

る系をam立 し、外因性にAng・1を添加 したところ、リンパ管内皮細胞の

コロニー形成は有意に促進された。さらにマウス角膜を用いたin　viva

の実験にて、角膜内に埋包したA躰g・1がLYVE・1陽 性のリンパ管新生を

誘導することを見出した。

以上より、今回作成した抗LWε ・航 体を用いてリンパ管内皮細胞

の単離に成功し、Tie2受容体が血管内皮細胞 と同様にリンパ管内皮細

胞にも発現し、An8・1が リンパ管内皮細胞に作用 してリンパ管形成を

促進することが明 らかとなった。リンパ管内皮緬胞におけるTie2の 発

現は発生段階や臓器により異なることから、リンパ管形成における

Ang-11Cie2シ グナルは時間的 ・空聞的に制御 されていると考えられ

た。

徹

諭文審査の要旨

　 悪性睡癌や慢性炎症などの病態に関与する血管新生ならびに リン

パ管形成の分子機榊を理解することは重要であるが、リンパ管の分

子基盤についてはいまだ詳細に解明 されていない。一方、血管新生

のプロセスは複数の分子に より制御 されていることが知られてお

り、その一つであるMgiopoietin(Mg)は 受 容体Tiじ2を介 して発生

期の血管再櫛築の過程に重要な働 きを持つことが明らかにされてい

る。そこで本研究ではまず、リンパ管内皮細胞に特異的な膜褒面分

子LYVE-1に 対するモノクローナル抗体を作成 し、免疫組織化学染色

およびフローサイ トメ トリーにてこの抗体の特異性 を碓認 した。次

いでこの抗体を用いてマウス胎児組織か らリンパ管内皮細胞を単離

し、支持細胞(OP9細 胞)と の共培幾の系を確立 した。 さらにこの

系においてMg・ 且が リンパ管内皮細胞のコロニー形成を促進するこ

と、またマウス角膜法の実験においてMg-1が リンパ管新生を惹起す

ることを明らかにした。

　 審査ではまず、この抗LWE・1抗 体の リンパ管内皮細胞への特異性

に関 しての質問があった。これに対 し、ウヱスタンブロッティング

による特異性の確認は現在検討中であるが、今回の実験の組織化学

的検討において、本抗体が血管 とは明らかに異なるリンパ管に特異

的に反応することを砥認しているとの回答がなされた。次に共培養

実験で用いている支持細胞のOP9細 胞 はどのような役割 を拘つのか

という質問があり、0凶 細胞 自体が内因性にVEGFLな どの リンパ管

新生因子を発現 していることを確認 しているため、それらとAng-1が

協翻的に作用 した結果を評缶 しているのであろうとの回答がなされ

た。また、マウス角膜法の実験に関 して.角 膜の リンパ管斬生には

角膜内に存在する他の細胞成分の関与はないかとの質問があn,こ

れに対 し、実際、角膜の リンパ管新生にマクロファージな どの血球

細胞が関与するとい う綴告が散見 されてお7、 角膜内に介在する細

胞の役割 についても検atす る必要があるとの回答がなされた。さら

に リンパ管形成についてVEGF-CとAng・1は どの程度の相互性を持っ

て寄与するのか とい う質問があn ,そ れに対 してはいまだ碗たる論

拠は無いこと、ただ し、同 じ脈管である血管の発生のメカニズムか

ら類推 して リンパ管形成にも祖数の分子による階層的な制御機構が

存在しうるとの回答がな された。

　以上のよ うに、本研究はいくつかの検討課題 を残 しているもの

の、解折が不十分であウた リンパ管形成の分子機檎についてその一

端を明らかにすることで、さらなるリンパ管形成のメカニズムの解

明に繋がる可能性を示 したという点で有意義な研究であるとB#価 さ

れた。
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