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研究成果の概要（和文）：本研究では、不死化リンパ管内皮細胞株および婦人科癌細胞株を用いて腫瘍とリンパ管内皮
の相互関係について解析を行った。不死化リンパ管内皮細胞株の樹立・培養手技を確立した上で、この培養系に炎症性
サイトカインTNFαを添加し細胞接着因子の発現が誘導されることを確認した。リンパ管においてもサイトカインによ
る細胞接着の亢進が生じ、腫瘍のリンパ行性転移のメカニズムに関与することが示唆された。また、子宮頸癌細胞株（
SKG-2）を用いた三次元培養実験においてSKG-2細胞がスフェロイドを形成することを確認した。このスフェロイドはが
ん微小環境における婦人科腫瘍の分子生物学的特性を有していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We have been analyzing molecular interaction between tumor cells and lymphatic 
endothelium using lymphatic endothelial cell (LEC) line and gynecologic cancer cell line. After 
establishment of immortalization and cultivation of LEC, we observed elevated expression of cell adhesion 
molecules on LEC by adding inflammatory cytokine, TNFα. The lymphatic vessels are supposed to have a 
certain role in lymphatic metastasis by promoting cell adhesion. It was confirmed that a uterine cervical 
cancer cell, SKG-2 formed cell spheroid in a three-dimensional culture dish. It is suggested that this 
cell spheroid possesses the biological character mimicking the gynecologic tumor in cancer 
microenvironment.

研究分野：婦人科腫瘍学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 婦人科悪性腫瘍の病期と予後を評価する
上で,リンパ節転移と遠隔転移は重要な因子
である。悪性腫瘍の増殖•進展に関して、リ
ンパ管新生が関与していると考えられる局
面は、原発巣でのリンパ管新生と、転移が生
じたリンパ節の中でのリンパ管新生が挙げ
られる。近年、複数の癌腫において、原発巣
でリンパ管新生が生じ、そのことがリンパ節
転移を促進することが病理学的検討から示
唆されている。臨床的に重要なのは、原発巣
におけるリンパ管新生の程度が患者予後と
相関する点にある。実際の検討として、臨床
症例において胃、大腸、前立腺などの癌にお
いて強力なリンパ管新生因子である
VEGF-C の腫瘍内の発現量とリンパ節転移
との相関が報告されている。また、リンパ管
新生は、原発巣にとどまらず所属リンパ節内
でも生じることが、マウスおよびヒト癌組織
の検討から明らかにされている（Hirakawa 
S. et al. Blood 2007）。所属リンパ節における
リンパ管新生は、リンパ節転移の拡大と相関
し、遠隔リンパ節あるいは遠隔臓器への転移
を促進することが示唆される。さらに近年、
マウスの悪性黒色腫モデルを用いた実験で、
転移先である肺のリンパ管内皮細胞にケモ
カイン SDF-1 が発現して腫瘍細胞の遊走を
促進することが報告されており、リンパ行性
転移におけるリンパ管内皮細胞の能動的な
役割も示唆されている。 
 腫瘍血管新生を標的とした血管新生阻害
薬がいくつも開発され、実地臨床で使用され
ている血管に関する研究と比較して、悪性腫
瘍のリンパ管に関する研究は、リンパ管特異
的な抗体や細胞株等の実験資材の相対的な
不足と、特に欧米ではリンパ節転移は治療標
的でなく臨床的な surrogate markerである
とみなされているために、そのメカニズムに
関する基礎研究の知見の蓄積はまだ充分と
は言えない現状である。血管新生阻害薬も、
当初考えられていたほどの治療効果はまだ
得られていない状況であり、腫瘍における脈
管生物学の研究はさらに進める必要のある
分野である。このような背景から、リンパ行
性転移の分子機構についての包括的な解明
は、癌進展に対する新しい治療への糸口とし
て期待が持たれる分野である。 
 申請者はこれまでの研究で既に、有用なリ
ンパ管内皮細胞のマーカーと考えられてい
る 膜 蛋 白 LYVE-1(lymphatic vessel 
endothelial hyaluronan receptor-1)に対す
るモノクローナル抗体を作製し、抗体が免疫
組織染色およびフローサイトメトリー
（FACS）の解析に有用であることを確認して
いる(Morisada T. et al. Blood 2005)。さ
らに。ヌードマウスへの移植実験において腋
窩リンパ節に転移をきたすヒト子宮頸癌細
胞株 HeLa を用いたリンパ節転移マウスモデ
ルを確立している。また、ヒトリンパ管内皮
細胞の材料として、臨床治療上得られるリン

パ管腫組織に注目し、研究分担者とともにイ
ンフォームド・コンセントの得られたリンパ
管腫症例の切除検体を材料として、ヒトリン
パ管内皮細胞の抽出・培養を行っている。得
られた培養細胞にヒトテロメラーゼ逆転写
酵素(hTERT)を導入して不死化・細胞株樹立
を行い、この不死化リンパ管内皮細胞株がリ
ンパ管内皮細胞としての分子生物学的特性
を保持していることを RNA レベル、蛋白レベ
ルで確認している。このように、申請者の研
究環境にはリンパ管研究を行う上で必要と
なる研究資材が準備されている状況である。 
 
２．研究の目的 
 婦人科悪性腫瘍の治療の一層の向上を目
指すためには、腫瘍細胞自体に関する研究の
みならず、腫瘍のリンパ行性転移のメカニズ
ムを理解するための研究が重要である。本研
究では、すでに申請者らによって樹立されて
いるリンパ管内皮細胞株およびリンパ管内
皮 特 異 的 抗 体 (Anti-LYVE-1 monoclonal 
antibody)を用いて、婦人科癌細胞株とリン
パ管内皮細胞の共培養実験、リンパ節転移モ
デルマウスの解析を行うことにより、腫瘍内
リンパ管、リンパ節転移局所での腫瘍細胞と
リンパ管内皮細胞の相互関係を分子生物学
的手法で解析する。それにより婦人科悪性腫
瘍のリンパ行性転移が生じる分子メカニズ
ムを解明するとともに、転移抑制のための新
たな分子標的治療の開発を目標とする。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、ヒトリンパ管内皮細胞、婦人
科癌細胞株およびリンパ節転移マウスモデ
ルを用いて、腫瘍のリンパ行性転移の分子機
構を、研究の先行している腫瘍血管研究の知
見と対比しながら解析する。さらに、リンパ
管内皮細胞の分子生物学的特徴、腫瘍細胞と
の相互関係に焦点を当て、腫瘍内および転移
リンパ節でのリンパ管内皮細胞−腫瘍細胞間
の分子機構の解明を通じ、腫瘍のリンパ行性
転移のメカニズムを明らかにする。 
 具体的には、まずリンパ管内皮細胞として
の分子生物学的特性を保持していることを
確認した不死化リンパ管内皮細胞株を用い
て、腫瘍細胞とリンパ管内皮細胞の接着・生
着に必須と想定される分子機構を in vitro
の培養実験系で解析する。 
 
(1)リンパ管内皮細胞のサイトカイン等への
反応性の検討： 
①癌の微小環境では、宿主の免疫応答が生 
じ、様々な炎症性サイトカインが産生され 
腫瘍増殖に関係するとされている。また、 
腫瘍局所では内皮細胞の接着因子の発現が
上昇することが報告され、腫瘍細胞との接着
に関与することが示唆されている。そこで、
炎症性サイトカインTNF-alphaに対する当細
胞株の VCAM-1、ICAM-1、E-selectin などの
細胞接着分子の発現の変化を検討する。 



②リンパ管腫に対してある種の漢方薬がそ
の増殖抑制効果を持つと報告されている。そ
こで当細胞株の漢方薬（越婢加朮附湯、黄耆
建中湯）投与における増殖能、遊走能、脈管
形成能を評価した。 
 
(2)リンパ管内皮細胞株と婦人科癌細胞株と
の共培養の系を用いた、リンパ管内皮細胞と
腫瘍細胞の相互関係に寄与する分子の検討•
機能解析： 
① リンパ管内皮細胞と婦人科癌細胞株を使
って、２次元共培養を行い、至適な共培
養の条件を検討する。 
② 上記共培養の系において、腫瘍細胞・リ
ンパ管内皮細胞の接点に重要な働きを持
つとおもわれる分子について免疫組織染
色でその発現を検討する。 
③ 癌の原発巣や転移巣においては、癌細胞
は組織や器官の中で三次元の立体構造を
とって存在する。さらに、隣接するがん
細胞同士、がん細胞と周囲組織の細胞と
の相互関係が生じ、いわゆるがん微小環
境を形成している。近年、より腫瘍の微
小環境に近い実験条件として、３次元培
養の有用性が報告されてる。そこで、申
請者の研究室に準備されている由来す
る臓器や組織型の異なる複数の婦人科
癌細胞株(HeLa、SKG1、SKG2、SKG3a、
SNG2、RMG1)を用いて、低接着性表
面処理のなされたスフェロイド形成用
培養プレート（PrimeSurface）を用い
て、各株に置けるスフェロイド形成能
を比較検討する。 
 
(3)リンパ節転移モデルマウスを用いた節内
リンパ管内皮細胞の分子生物学的特性の比
較解析: 
① 申請者はすでに、ヒト子宮頸癌由来細胞
株 (HeLa)をヌードマウスへの腹壁皮下
に移植し、腋窩リンパ節に転移を起こす
リンパ節転移モデルを確立している。ま
た、担癌マウスの、転移が生じる前の腋
窩リンパ節内でリンパ管新生（節内リン
パ管新生）が起こっていることを観察し
ている。そこで、本モデルを用いて、転
移が生じる前の節内リンパ管内皮細胞
と腫瘍移植をしていない節内リンパ管
内皮細胞の分子生物学的特性を、免疫組
織化学染色で検討する 
② 腫瘍進展におけるリンパ管新生に血球
細胞由来のいわゆる血管内皮前駆細胞
（リンパ管内皮前駆細胞）が寄与するの
か検討するために、致死量放射線を照射
したヌードマウスに,GFP トランスジェ
ニックマウスの骨髄細胞を移植し骨髄
の再構築を行った。このマウスに HeLa
細胞株を移植し、リンパ節における骨髄
由来のGFP陽性リンパ管内皮細胞の存在
の有無を検討した。 
 

４．研究成果 
 婦人科悪性腫瘍におけるリンパ行性転移
のメカニズムを理解するために、腫瘍におけ
るリンパ管の分子基盤を解明することが重
要と考えた。本研究では、ヒトリンパ管内皮
細胞、婦人科癌細胞株を用いて、腫瘍細胞と
リンパ管内皮細胞の分子機構を解析した。  
 
(1)不死化リンパ管内皮細胞株の培養系に、 
TNFαを添加し、細胞接着因子 E-selectin、
ICAM-1、VCAM-1 の発現が誘導されることを
RNA、蛋白レベルで確認した。これによりリ
ンパ管内皮においても炎症性サイトカイン
による細胞接着因子の発現亢進が生じるこ
とが明らかとなり、腫瘍細胞とリンパ管内皮
との接着に関与することが示唆された。また、
漢方薬（越婢加朮附湯、黄耆建中湯）の投与
によりリンパ管内皮細胞株の増殖が抑制さ
れることが明らかになった。 
 
(2)  子宮頸癌細胞株（SKG-2）を用いた培
養実験において、三次元培養用のプレートを
用い、至適な培養条件の下に SKG-2 細胞がス
フェロイドを形成することを確認した（図）。
今後は、この腫瘍細胞のスフェロイドと確立
されたリンパ管内皮細胞を用いて、婦人科癌
細胞株とリンパ管内皮細胞の三次元の相互
関係の仕組みを明らかし、得られた腫瘍・リ
ンパ管の相互関係に関わる基礎的知見を集
積し、悪性腫瘍のリンパ行性転移のメカニズ
ムを明らかにしようとしている。 
 
(3) 骨髄再構築をした腫瘍移植マウスのリ
ンパ節内には,GFP 陽性のリンパ管内皮細胞
は認められなかったため、悪性腫瘍モデルに
おけるリンパ節内のリンパ管新生は,既存の
リンパ管内皮細胞の増殖によるものである
ことが示唆された.このリンパ管内皮細胞の
増殖を標的とした治療戦略は,悪性腫瘍のリ
ンパ行性転移を抑制する可能性がある。 
 
 リンパ管研究の分野では、リンパ管に特異
的な抗体やその細胞株といった研究資材の
相対的な不足が障害となり、リンパ行性転移
のメカニズムの包括的な理解は未だなされ
ていない。血管研究に比して研究資材が揃え
にくいリンパ管研究の視点から悪性腫瘍の
転移機構を解析していくところに当研究の
独創性がある。悪性腫瘍におけるリンパ管内
皮細胞と腫瘍細胞とのダイレクトな相互関
係に焦点を当て、腫瘍内やリンパ節局所での
リンパ管内皮-腫瘍細胞間の分子機構の解明
を通じ、婦人科腫瘍のリンパ行性転移のメカ
ニズムを明らかにしていく本研究は、婦人科
悪性腫瘍のリンパ行性転移抑制療法開発の
ための基礎的知見を与える意義深い研究で
あると考えている。 

 



  
図：スフェロイドを形成したSKG-2細胞 
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