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論文内審の要旨

目的:1)ンパ管内皮綴胞に特異的に発現するチロvンキナーぜ受容体Vas開IarEndothelial Growth Factor Re開F如r3 

(VEGFR3)とそのリガンドVEGF-C!立、リンパ管形成の中心的な分予機構である。またホメオポッタ 1遺伝子炉岡田1は

ザンパ管内皮分イむの決定因子であることが報告された。リンパ管内皮細胞は静脈から分岐することがわかっているが、その

詳細な分化様式はわかっていない。本研究では、マウスの伍性幹細胞 CES細胞)を用いてザンパ管内皮細胞の分化過程を

調べた。

方法と結果:ES細胞分化系は、生体の発生・分化を in羽troで再現する系として知られている。実際、来分化ES細胞を

叩1Ia酔nlVコートしたディッシュよでLIFを除いて鎚-108時間培養すると、VEGFR2陽性E-組 dh.口n陰性の血管内皮前

駆細胞が分化する。セルソーターを用いてとの細胞を分離し、さらにストローマ細胞OP母上で培饗すると、リンパ管内皮細

胞に分化する ζとを発見した。ワンパ管内皮細胞の同定にはprox1、VEGFR3、podoplaninの免疫染色を用いた。この締胞

における pro玄1発現誘導を経時的に調べると、第1.5何回ではVEGFR2陽性E-cadherin陰性はすべてprox巴1陰性であっ

たが、第昌日目にはほとんどが prox~l 揚性と愛イヒすることがわかった。第1.5 日自の VEGFR2 溺性 E巴cadherin 絵性は、

VEGFR3陽性LYVE-1陽性po品。pl臨調陰性であり、マウス給児期語臼静脈にみられる内皮細胞と向じ形質告もっていた。

これは成体におげる静脈内皮とザンパ管内皮の中間的な形質であ阜、この細胞を「静脈・ワンパ管前駆津田胞!と位置づける

ことを提唱した。

次に、ザンパ管内皮細胞の分化を決める因子の探索のために、まずOP骨より分秘書れる VEGF-Cや阻邸時間出nlの働

きが必須かどうかを調べた。それぞれのザガ:，-t'をトラップする VEGF茸品FcやTie2-Fcキメラタンパクを培養液に混ぜる

と、 OP9とのワンパ管内皮紹胞のコロニー数は抑制され、そのコロニー内のザンパ管内皮細胞数に変化はなかった。 ー方、

曲立時'enでコートしたデイッ νュにVEGFR2陽性血管前駆細胞をVEGF，VEGF田C、A且富1と共に培養しでもりンパ管内皮

細胞は誘導できなかった。以上から、 VEGF-Cと明書iopoiti且1はリンパ管内皮綴胞分化iこ必須であるが、他lこ必要な因子が

あることが示唆された。

次に、 OP9上のタンパクあるいは分泌タンパタいずれにリンパ管内皮籾胞分化因子があるのかを調べた。パラホルムアル

デヒドで同定書れた OP曹kでVEGFR2鶴科長盟胞を瞬饗すると、コロニーは形成きれなかった。 方、 OP曹のコンディシa

ンメディウムのみを用いて四G四 2陽性細胞を培養すると、 P蹴 -1楊枝津田目告が観察された。 OP9か色分泌されるタンパタ

中にザンパ管内皮細胞分化因子が含まれることがわかった。

結論:ES細胞からリンパ管内皮細胞分化誘導に成功した。この過程で、戸静脈・リンパ管前駆細胞」の符在を提唱した。こ

の系i立、血管系の分化、すなわち動脈・静脈・リンパ管内皮細胞む分化の詳細を解明するために有用であると考える。また、

OP母から分泌されている因子が誘導に関与することが考えられ、 VEGF-C、Angl、その他まだ知られていない図子が必婆

であると考えられた。
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論文審査の鯖県の粟'i!i'

発生学的にリンパ管は静脈から分岐してくることが観察されているが、ワンパ管内皮細胞の起源については十分に理解さ

れていない。申請者は血管前駆細胞から動静脈およびリンパ管内皮細胞へ分化する過程を研究するために、 ES細胞からリ

ンパ管内皮細胞に分化する系を確立することを目的とした。

来分化ES細胞を曲目a富拙W上で分化誘導し48間培養すると、V制 cularEndothelial Growth Fact出Recepror('羽GFR)

G陽性の側板中座葉細胞が出現する。この細胞を7ローサイトメトリーにて純化し、四註a富'enIV上でVEGFを加えるか、ス

トロー7細胞OP9上で培養すると、共に 3U後iこ内皮細胞マーカーであるVE-cadherin陽性細胞のクラスターが形成され

たo Colla富田llV上のクラスターは蛍光免疫染色iこでリンパ管分化因子 (pro玄-1)陰性であったが、 OP骨上のクラスターは

prox-l告はじめとした各種1)ンパ管内皮締胞マーカー陽性であった。またフローサイトメトリーによる解析でも、問機のザ

ンパ管内皮細胞マーカー揚伎の細胞若手を認めた。以上より、 OP告を用いてE日吉細胞からリンパ管内皮細胞を分化誘導するこ

とが可能となった。

以との研究はワンパ管内皮細胞分化過程の解明に貢献し、静脈とリンパ管内皮細胞分化の関連研究に寄与するところが多

¥、。

したがって、本論文は博士(医学〉の学位論文として価値あるものとみとめる。

なお、本学位授与申請者は、平成20年2月25日実施の論文内容とそれに関連した試聞を受け、合格と認められたもので

ある。




