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血 管内度戒長因 子受 容体 - 3 ( V E G F R
-3) は成体 に お い て は リ ン パ 管内皮特異的

に 発 現 L て お り ､ そ(I) リ ガ ン ドで あ る V E G F - C の 刺激 に よ っ て 伝達 され る シ

ブ ナ ′し は
､
リ ン パ 管形成 に お い て 極 め て 重要 な役割 を果 た 十 二 と が 知 られ て い

(i) - し∴
/
J

･ l し ､ 胎生期 で は 初期血管にお い て も発現 が み ら ,i t
､
T をgfi

･

3 遺伝 子
/

I; 描

-ヾ′ ウ ス で は 血管 の 形成異常 に よ っ て 胎 生 9 .5 日 に 致死 と なる
__
二 ,j )

-

7 ウ ス で･[--t

j~卵白血 管叢(r) 階層性 獲得 が 阻害され ､ 大血 管が形成 され ず に ､
-一

一

様に 分岐 L た

脈管∴W /
;
, 戒され る こ と が 明 ら か に な -

, た ｡. ま た ､
Tt? g/j

1

3 遺伝 子 欠損 マ ウ ス (/ ) 更

I//̀
_
L

l

る角討斤か L二, ､ 7 /J] 期血管形 戒過程 にお い て は V E G F - C に よ る V E G F R - 2 の 刺激

･'l :二重要 で ､
V E G F R -3 は V E G F I C に 対す るデ コ イ と して 働 く こ と が 示唆 され 7

I-
二
二､

L カ､ L- ー 方で ､
デ コ イ と し て で は なく V E G F R 13 の シ グナ ル 自体が 機能性を有

十 る_i
,

号え LI〕 ,h る報 告阜, なさj l て お り ､
正 常 な血管一発 生過程 に お け る V E G F R _

3 ij ) シ ケ 十 ル 自 体(jj 役割 に つ い て は未だ 明 らか で な い

本研 究て[ i ､ 血 管形碓過程 に お い て V E G F- C を過剰 発 現 十 る トラ ン ス ジ : ∴ ∴

･

ソ ク
-

､-
7

ウ ス を 作成 し ､ 過剰 な v E G F R - 3 の 刺激 が 血 管形成 に 及 ぼす影響 の 解析



を試:,
I
,
L た
_
二 (I ) 過 程 にお い て V E G F - C を過剰 発 現 さ せ た 場 合 ､ 胎 生致 死 と な

り トラ ン ス ジ ェ ニ ソ ク マ ウ ス 系統 の 樹 立 が 困難 で あ る可 能性 が 考 え られ た た)わ
､

(
/

i

r e/i o ＼P を用 い た コ ン デ ィ シ ョ 十 / L / 系を選択 した,I.

ま ｢ド
､
c l

･

e に よ る組み換 え前に は 13 -

g e o を発 現 し ､ 組み 換 え後 に は V E G FI C

を 発 現 す る トラ ン ス ジ ー ン ( C A G :b -

g e o : V E G F
I C ) を構 築 した ｡ 同時 に β-

g e o

(i ) 代わ り に G F P - n e o 融合遺伝 子 ( G e M ) を ､
V E G F-C 〔7) 代 わ V) に V E G F - C 1 5 ユS

を 発 現 十 る ト ラ ン ス ジ
ー

ーン ( C A G : G e M : C 1 5 2 S) を構築 し た ,二‥.
こ れ L
IL
) の ト ラ ン

7
1 シ-I- ン を E S 細胞に 導入 し ､ ネ オ マ イ シ ン の 類似物質 で あ る G 41 8 に 対す る

耐性 を指標 に ク ロ
ー

ン を選 別 し た
｡ 更に ､ 分化 させ た際 にJi;範 囲 に 強く リ ボ-一

夕 ー

遺伝 子 を発 現 す る ク ロ
ー

ン を選 別 し た c こ れ･ ら L7) ク ロ
ー

ー ン で は i n H
'

1 r(' {_

お いーI C r e 発 現 ベ ク タ
ー

を導 入 した 際 に組 み換 えが 起 こ り ､
V E G ト C が 発 現

十 る こ と が確認 さ れ た ｡

二 ( ハ 土 う に し て 得た c A G :ド
-

g e o : V E G ト C トラ ン ス ジ ェ ニ ツ ク E S 細胞 を 開

い て キ メ ラ マ ウ ス を作出 し ､ 雄 の キ メ ラ マ ウ ス を C 5 7 B l/6 系統雌
-

,

7

ウ ス と 交配

させ ;:) ニ セ で C A G :ド
-

g e o : V E G FI C トラ ン ス ジ ェ ニ ソ ク マ ウ ス を得た ,-,
性 成熟に

達 し た ニ (I ) トラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウス を C A G - C r e ト ラ ン ス ジ ェ ニ ソ ク マ ウ ス

ヒ交配 さ せ ､ 胎生 初期に V E G F - C を発 現す る マ ウ ス ( C A G : : V E G F- C トラ ン ス

ジ ｣- ニ ニ ッ ク マ ウ ス) の 作出を試 み た ｡ そ の 結果 ､ 離乳 して 遺伝子 型 を P C R に

上 L
'

) 確認 L た 産仔 の 中 に C A G :: V E G F- C ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は 存在 L ;f亡

7ン -
ー
｣ た ｡ 胎生 1 7 .5 日旺 の 解析 か ら ､

2 匹 の C A G :: V E G F - C トラ ン ス ジ ェ ニ : I

J
/ マ ウ ス の 存 在が確認 され たが ､

い ず れ も壊 死 して い た こ と か ら ､ 胎生致 死 と

なる こ と が示 唆 され た ｡

血 管 形 戒 過 程 に お け る 表 現 型 を 解析 す る た ぜ〕
､
胎 生 初 期 に お け る

(
'

A (:i :: V E G F - C トラ ン ス ジ ェ ニ ツ ク マ ウ ス 旺 の 解析を 行 っ た
､
胎生 8 .5 日 て は ､

(-

i

/1 G :: V E G F I C トラ ン ス ジ ェ ニ ソ ク マ ウ ス 旺 は外観 上 の 著変は 確認 され な;i,.･ 1 /

〕
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/
二
_
＼･･
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[王(i上
:
R -コ の 免疫染 色で は ほ ぼ 全て の 内皮細胞 が 染 色され る が

､
v E G r

:
R / ,

亀標i3七色 で は 背 側大動脈 は ほ と/ レ ど染 色され ず ､
二 L 朋 寺期 に お い て は卵黄嚢_上

し
′ 卜一書rl J ) [勺皮細胞が 染 色され る の み で あ っ た

｡

- jl ､ 胎 生 9 .5 日 で は
､
C A G ‥: V E G F - C トラ ン ス ジ ェ ニ ､

ソ ク マ ウ ス 旺 は野
ノ

圭

型±比 較 し て や
}
(
' ,卜さく

､ 卵 黄嚢上 (r ) 脈管構 造が 確認 さわ なか っ た二 L か L ､

抗 p E C A M -1 抗 体に よ る ホ ー ル マ ウ ン ト免疫染色 の 結果 か ら
､ 卵 黄嚢上 にお い

て 高度 に拡 張 し た血 管が 形成 されて い る こ と が 明 ら か に な っ た_ 8 .5 日目引 二I j



け j 1
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) 表 現型 は 顕著 で な い こ と か ら ､ 原 始血 管叢 か ら Lr) リ モ デ リ ン グ の 過程 に お

い て
､
血管同 士 の 融 合が促進 した 可能性 や ､

血 管 の 蔵 人や 刈 V) 込 み と い -

:' た ff
'

,

/

態牙城 過程 に異常が 起 こ っ た 可能性 が考え られ る ｡ 二 れ ら,n 表現型は t/i, gfj
.

3 遺

伝子::]･こ損 マ ウ ス で 観察され た大血管 の 形成不 全と は 対照的 な表現型 で あ り
､
二

J-) 遺伝子 が初期血管形成過程に お い て 大血管 の 形成 を促進 T[- る役割 を担 う こ と

を 強く 示唆す る結果 で あ る ｡,

(二
I

A G :: V E G F - C トラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウス 旺 の 卵黄嚢にお い て 観察 され た

卜勺皮細 胞で (I ) 異常 を詳細 に解析す る た め ､
1
'

n I ,i v () に お け る 血管及 び造血 発 生 を

模倣 十 る こ と が知 られ て い る腔様体 を用 い て ､
i n vi[ r () で の 解析 を試 み た ｡

コ ン

ト ロ ー ル ( C A G :β
-

g e o : V E G F
I C) E S 細胞及 び C A G :: V E G ト C E S 細胞 で 腫 様体

を 作 伐 L ､ 内 皮 マ
ー

カ
ー

で あ る P E C A M - 1 に 対 す る 免 疫 染 色 を 行 っ た

(
,

1

A G :: V E G F - C トラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 旺様 体 で は ､ そ の 中心 部 に 広く 内 皮細 胞 ,i )

シ
ー

トが 形戒 さj l
､
辺 縁 部 には 脈管構 造 が形成 され る こ とが 明 L:) か に な - ) た

杭 v l三G'F R 12 及 び v E G F R -3 抗体に よ る免疫染 色に よ っ て ･も) 同様 J
-) 情 造が 染 色

され た こ と か ら ､
二 れ ら u~) 内皮細胞 は V E G F R - 2 陽性 ､

V E G F R -3 陽性 で (T,, ,5

ヒ考;二二j
-
-, れ た =: リ ン パ 管内皮 マ

ー

カ
ー

で あ る P r''x 11 及び J .
_
lノー

,

e -J の 発現 は ､
F控

保体 ( D a)
/ 9 ) て は R T - P C R レ ベ ル で 検 出され な い こ と か ら

､
二 れ ら の 内皮 は

リ ン ノ ＼管内皮 で は な い と考え られ る し〕

さ L~
､

, に
､
V E G F R - 3 の み を 刺激 す る 変 異 型 v E G F -C ( C 1 5 2 S) を 発 現 十 る

L A G :: C 1 5 2 S トラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク E S 細胞 で も 同様 の 検討 を行 っ た と こ ろ
､ .
ミZi

縁旨lユに月肘昏構 造 ,i
-

有 す る 円 伎 シ
ー

トv ) 汗袖丈が 確 証 さ れ た ㌻-､ 二
V ) 二 と か レニ〕

､
二 し/ '

ょ う な 内J安 シ ー ト の 形 成 は V E G F R - 3 の シ グナ ル に よ る も']1 で あ る と考 え L
l

) /! L

た
_

〉
けこに- ､ 内 皮細胞 の 増殖 に つ い て ､

B l
･

d U 取 り 込 み 能L[) 測 定及び F A C S に ,_i

I
-f, 解析 て そ の 影響 を調 べ た 二. そ

,I) 結果 ､
コ ン トロ

ー

′し の 腫 様体-｢ごは 内皮 ･ 非 内

壕 相月臼に 関 わ ら ず -一様 に B r d U が 取 り 込 まれ る 像 が 観察 さオL る (i ) に 対 し. ,

(
l

A (
-
i :: V r三( 汁-(

'

トラ ン ス ジ ェ ニ ソ ク 旺様体 で は P E C A M - 1 陽性 J
-
) 内皮細胞 に i J

,

い て 優位 .

}

二 B l
･

d U が 取 り 込 去れて い る像が 顕著 で あ -〕 た_ 電 に ､
F A C S に よ レJ

培養 系 全体に 対十 る 内皮細 胞 の 割合を算出 し た と 二 /
:

:, ､ C A G ‥.
･

V E G F_ C ト ラ: ,

て/ l ∴ 三ニ ニ ､

ソ ク 陀様 体 で は コ ン ト ロ ー ′し に比 べ て 内皮細胞 の 割 合が L 昇しノ て い r-

二 ^
i

t / , ･ J/ ∵' 二 ± か し

1

)
､ 内皮細 胞 の 増殖が 促進 され て い る こ と力絹月/, ;

:

1 ､ に な -

, た

ニガレ=
L

, の 表現型 は C A G :‥C 1 5 2 S トラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク旺様 体にお い て も同様 で ,右〕

-

) た ニ セ か ら ､
二 U~) 内皮細胞 に 対す る増 殖促進 は ､

V E G F R -3 に よ る む(I-) で.
J

;
i,
〕



る と 考え L
l

:J れ た
｡

L か L
､
C A G :: C 1 5 2 S トラ ン ス ジ ェ ニ ソ ク 旺様 体 で は C A G :: V E G F - C ト

=

) ン

ス シ
†
:ユニ ニ ッ ク 旺 様体 に比 べ て 辺 縁部 に 形成さ れ る脈 管構 造が 少 な･く ､ 分岐,] )

I

i /

な い
､
太 い 脈 管構造 が 観 察され た ｡ そ こ で ､

こ れ ら u ) 内在 シ - 卜J ) 相違 を明 t,: 〕

7 川 二十 る た め ､ 画像 解析 に よ り 面積及 び 分岐点 の 定量化を試 み た .= そ の 結果 ､

(
1

A (i .

･

: V E G FI C 及び C A G : : C 1 5 2 S トラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 旺様 体 で は P E C A M - 1 陽

性 面積 か コ ン ト ロ
ー ル と比 べ て 有意に増大 し て い る こ と が 確認 され た

: 旺 様体

1 個(i
:
,

I) た り (i) 分岐点 の 数を計測 し た結 果 ､
C A G :: V E G F- C トラ ン ス ジ ェ ニ .

1

/ ク

腫 様体 で は 有意に増加 し て い た .｡
一 方 ､

C A G ::C 1 5 2 S トラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 旺 様

体で は コ ン ト ロ
ー

ル より もやや減 少 して い た .｡ さらに こ の 分岐数 を ､ 固定 L た

P E C A M -1 陽性 面積 で 楠正 す る と ､
C A G :: V E G F - C ト ラ ン ス ジ ェ ニ ソ ク目引蓑体

にj
'

-I
; L ､ て む 分岐数 が コ ン ト ロ ー ル よ り も有意 に減 少 し て お り ､

C A G :: C 1 5 2 S ト

ラ ン r ,
/
- >
l:
ェ ニ ッ ク 肥 様体 で は 常に顕 著に 減少 し て い る こ と が 明 ら か と な っ 仁

二 (ノ) 二 と か ら
､
V E G F R - 3 LT ) シ グナ ル が E S 細 胞由来 内皮細胞 の 分岐形 成 を抑

制す る 働きを持 つ こ と が 示唆 され た 1

二 ,h ら (I) 結果 か ら
､
V E G F R -3 の シ グ ナ ル が 内皮細胞 v ) 増殖 を促進 し ､ 分岐

形 成 を抑制す る役割 を持 つ こ と が示 唆 さ れ た ｡〕 腰 様 体に お い て 観察 され た 内.F支

シーートは
､
二 (/) 結 果形 成され る と考 え ら れ る ｡ 過剰 な分岐 形 戒に よ る 大 血 管･j)

TT 純 了こ全が 起 こ る こ と が報告され て い る V e gfi
J

3 遺伝子 欠損 マ ウ ス (I) 報告 と 考え

合 わ サ ろ ′
し

､ v F /(1 F R - う シ グ ナ ル (I) 持 っ 増 殖イ削佳乃 7 )V , l
t
帖 形 砧 の 抑 制 が

し
I

A G 二: V E ( 汁 - C トラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 経 で 観察され た 脈管拡大 (I ) ､ ---I - 因 と

予想 .ち) t た__ .

以 上 ､ 本研 究に お い て コ ン デ ィ シ ョ ナ ′レに V E G F - C を過 剰 発 現す る ト ラ ン

-ノ ､

､
､

･ ＼ - 二｣---
ニ ッ ク マ ウ ス を作成 し ､ 過剰 な v E G F - C が7

,

]j 期血 管形 戒過 程 に お い

) J h L 管 v二) 形成 を促進す る こ と が 明 らか に な っ た ｡･ リセ フ タ
-

で あ る l,i, gfj
,

3 遺

仁子 ･ソ) ケこ損 マ ウ ス で 観察され た 表現型 を考え合わせ る と ､
V E G F R-3 が 二 叫 垣

程∴ニー1- ,
I l

l
､ て 七 血 管(I) 形成を 促進 十 る 役割 を担 うと 考 え (:j j t_

,7 , 二 更に ､ 旺 様体 で
/-' 餌i:1[-;, ,ンユ L

h

, V E G F R -3 が 分岐形 成を抑制 L- ､ 内皮細胞'/ ) 増殖 を促進 十 る 二
_
i-: ′ハ

臼即 , 1 ､ に /

l
L

ご っ た一 二 ,A V E G F R - 3 に よ る 分岐形 戒を伴わ〆亡 い 内皮細 胞 の 増殖促
i:if ;r;

＼ 附菅(/r) 拡 大を促進 す ろ l つ L') 要 因 とな る 可能性 が 考 えら れ た
_
本研 如吉



黒 け ､
V f IJ G F R- 3 の 初期血 管形成過程 に お け る発 生学 的意義 を明 ら か に す る と同

時 に ､
睦癌性 血 管新生 や リ ン パ 管新生 に お け る V E G F R - 3 の 役割 を理 解す る-た

桝 こ新た な知 見を与 える も の で あると考え られる ｡




