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腰性幹(E S) 細胞 は多分化能を持 っ 全能性 の 幹細胞 で あり ､ E S 細胞 か ら様 々 な

細胞 ･ 組織 - の 分化誘導 ､ お よ びそ の 分子機構が精力的に 研究 され て い る ｡ 近

年 ､ マ ウ ス E S 細胞 由来 の Flk -

1 ( 血管内皮細胞増殖因子 2 型受容体 (v a s c ul a r

E n d ot h eli al G r o w t h F a ct o r R e c e p t9 r 2 ,
･

V E G F R皇)) 陽性細胞 が血管内皮細胞 ､

血管壁細胞 の 両者 に分化 し ､ 血管系 の 前駆細胞 (v a s c ul a r p r o g e nit o r c ell ,
I

V P C)

と して機能する こ とが幸隠 された ｡ こ の E S 細胞 の 血 vl
･

t T O 血管分化系 で は ､ 血

管系細胞 の 分化 の み を解析 でき るた め ､ 主に こ の 系を用 い て 下記 の 研 究 を行 っ

た
｡

第
u

部 : E S 細胞 由来血管前駆細胞 に 対す る Tr a n sf o r m i n g g r o w t h f a cto r ･

β

(T G F -

β) シ グナ ル の効果

血管発生 ､ お よ び血管新生 は胎生期に お け る循環器系 の 形成や ､ 成熟個体



にお ける創傷治癒や性周期に応 じた黄体形成な ど の 生 理的現象に 関与 して い る

だ けで なく ､ 固形 腰痛 の 増殖 ､ 転移や糖尿病網膜症な どの 病態形成 にお い て も

重 要な役割 を果 た して い る ｡ T G F
-

βシ グナ ル は ､ そ の シ グナ ル 伝達 因子 の 欠損

に より血管発生 の 異常を引き起 こ す こ と か ら ､ 血 管形成 にお い て 重要 な役割を

果 たす こ とが 知 られ て い る が ､ そ の 分子 メ カ ニ ズ中に は未解明な部分が多い ｡

そ こ で 私は 血管前駆細胞 か ら の 血管内皮 ･ 壁 細胞 の 分化 ･ 増殖
■
に対する T G 叩

シ グナ ル の 役割 を解析す るた め ､ E S 細胞 由来 Flk -

1 陽性細胞 か ら の 1
･

n v l
･

t z 10 血

管分化系を用 い て検討 した｡

E S 細胞 由来 の 血管内皮細胞 お よ び壁細胞 にお ける T G F -

βシ グナ ル 伝達因

子 の 発現 を R T
･ P C R 法 に て 検討 したと こ ろ ､ T G 叩 の シ グナ ル 伝達に必要 な分

子をす べ て 発現 して い る こ とを確認 した｡ F lk ･

1 陽性細胞 を V E G F -

A 存在下 に

て培養すると シ ー ト状の 血管内皮細胞と壁細胞 - と分化する○ そ こ に T G 叩 を

添加 す ると血管内皮細胞 の シ ー

ト形成が 阻害され ､ 血管内皮細胞と壁細胞 の増

殖 が 抑制され た ｡ ま た ､ 内 因性 T G 叩 シ グ ナ ル を抑制す る た め
､ A cti v i n

r e c e p t o r
･1ik e ki n a s e ( A L E) ･ 4

,
5
･
7 受容 体の 特異的阻害剤 で あ る S B ･

4 3 1 5 4 2 を添

加 す る こと で 内皮細胞 の増殖 お よび シ ー ト形成が促進 され た｡

内皮細胞 シ ー ト構造形成に 対す る T G 叩 シ グナ ル の 効尭に お け る分子メ カ

ニ ズ ム を解析す る ため ､ 細胞 間接着分子 の発 現 を解析 したと こ ろ ､ 血管内皮細

胞特異的なタイ トジャ ン ク シ ョ ン構成因子 で あ る cl a u di n -

5 の 発現 が T G 印 シ

グナ ル に よ り負に制御され る こ と を R N A レ ベ ル お よ び蛋白 レ ベ ル で確認 した ｡

ま た ､ 蛍光染色に よ り T G F ･

昨 よ り内皮細胞間 にお け る cl a u d i n -

5 の 局在が認

め られ なく なり ､ S B
-

4 3 1 5 4 2 に より内皮細胞間で の cl a u di n -

5 の 局在が増強 し

た
｡ 他 の タイ トジ ャ ン ク シ ョ ン 関連分子 の発現 は T G 叩 シ グナ ル によ り変化を

認 め なか っ たた め ､ T G 叩 は cl a u di n
-

5 の 発現調節を介 して 内皮 シ ー

ト形成 を制



御す る こ と が 示唆され た ｡

マ ウ ス 個体にお ける血管発生過程 にお ける T G F ･

βシ グナ ル の 影響 を検討す

る た め
､ 胎 生 8 ･ 5 日 マ ウ ス 胎 仔由来 Flk -

1 陽性細胞 に お け る T G F -

P お よび

S B
-

4 3 1 5 4 2 の 効果 を検討 した ｡ そ ゐ結果 ､ T G 叩 に よ り 内皮細胞 の増殖 お よ び

シ
ー

ト形成が 阻害され ､ S B -

4 3 1 5 4 2 の 添加 に よ り内皮 シ ー

ト形 成が 促進 され た｡

こ の こ と か ら マ ウ ス 胎仔由来 V P C にお い て も T G 叩 シ グナ ル は 内皮細胞 の 増

殖 と シ ー ト形成を阻害す る こ とが 示 され た｡

次 に T G F ･

βに よ る cl a u d i n
･

5 発 現 調節機構 を解析す る た 捌 こ ､ マ ウ ス

cl a u di n ~

5 プ ロ モ ー

タ ー

の 解析 を行 っ た o マ ウ ス cl a u di n -

5 プ ロ モ ー

タ ー の

d el eti o n c o n st r u ct を作製 し､ E S 細胞 由来血管内皮細胞を用 い た 1 u cif e r a s e

a s s a y に て 検討 した 結 果 ､ 転写 開始 点 よ り上 流 9 3 3b p の 遺伝 子領域を含む

1

9 3 3 cl d 5/ L u c で は 内皮細胞 で の 高い活性が認 められ ､ か つ T G F
･

βによる抑制効

果 も認 め られ た の に対 し ､ 転写開始点 よ り上流 8 4 8 b p の 遺伝子領域を含む

･

8 4 8 cl d 5/ L u c で は活性が 認 め られ なか っ た ･ ｡

･

9 3 3 か ら
-

7 5 9 ま で の 領域 ( 以下 ､

･

9 3 3/
-

7 5 9 領域と表す) をS V 4 0 プ ロ モ ー

タ ー に結合 した レ ポ -

ダ ー 遺伝子 を作

製 し ､ 解析を行 っ た 結果 ､ -

9 3 3/
･

7 5 9 領域は 内皮細胞 にお い て 高 い プ ロ モ ー

タ ー

活性 を示 し､ か つ T G F -

P に よ る抑制効果も認 め られ たo また ､ ･

9 3 3/
-

7 5 9 領域は

ヒ トと マ ウ ス の 間で 9 3 ･ 8 % と高い相同性 を持 っ こ と が示 され た ｡

以上 よ り マ ウ ス E S 細胞 お よ び マ ウ ス 胎 仔 由来血 管前駆 細胞 に お い て

T G F ･

P Si 内皮細胞 の増殖と シ ー

ト形成を阻害する こ とが示 され ､ そ の 分子機構

の ひ と つ と して cl a u d i n ･

5 の転写 レ ベ ル で の 発現調節が示唆された ｡ また ､ マ ウ

ス cl a u di n ･

5 プ ロ モ ー

タ
ー

の -

9 3 3/
･

7 5 9 領域は血管内皮細胞特異的 エ ン ハ ン サ ー

と して働く可能性 が考えられ ､ また T G 叩 応答領域を含む こ とが 示唆された｡

第 二 部 : E S 細胞 由来 血 管前駆細胞お よ び ヒ ト厨帯静脈内皮細胞 (h u m a n



u n b ilic a l v ei n e n d o t h eli a l c ell; H U V E C) に お ける転 写因子 P r o x l の 機能解析

リ ン パ 管は 血管 と と もに 生体内 の 恒常性 の 維持 ､ 代謝 ､ 免疫応答など生理的

に重要 な役割を担 っ て い る だ けで なく ､ 悪性腰痛 の転移などの病的状態に も関

与 して い る こ とが 示 唆 され て い る｡ しか し ､ リ ン パ 管 の 発 生 ･ 新生 を調節す る分

子機構 に は未解明な部分が多い ○ ホメ オ ボ ッ ク ス 転写 因子 P r o x l は脈管系 にお

い て は リ ン パ 管内皮細胞 に特異的に発 現 し ､ そ の ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス に お い て

静脈 か ら の リ ン パ 管 の 発 芽 が停 止 す る こ と か ら ､ リ ン パ 管 の 発 生 に 必須の転写

因子 で あ る こ と が知 られ て い る が ､ そ の 分 子機構 に は 不明 な点 が多 い ｡ そ こ で ､

P r o x l が リ ン パ 管内皮分化に お い て 果 たす細胞生物学的機能お よ び そ の 分子メ

カ ニ ズ ム の 解明 を目的と し ､ E S 細胞 由来血管分化系および H U V E C を用 い て検

討 した｡

テ トラ サイ ク リ ン (T c) 発 現誘導 シ ス テ ム を用 い て ､ T c 非 存在下 に て の み

P r o x l を発 現す る E S 細胞株 (T c I

P r o x l) を樹立 した｡ こ の 細胞 か ら抽出 した

Flk ･

1 陽性細胞 を T c 存在 ､ 非存在下 にて 4 日間培養 し､ 蛍光免疫染色 に て解析

した結果 ､ P r o x l を発 現 させ る こ とに よ り ､ E S 細胞 由来内皮細胞 にお い て リ ン

パ 管マ ー カ ー

で ある V E G F R 3 お よび P o d o pl a ni n の 発現 が増強する こ とが確認

された ｡ H U V E C に お い て も アデノ ウイ ル ス を用 い て P r o x l を発 現 させ る こ と

に より ､ V E G F R F 3 お よ び P o d o pl a ni n の 発 現が増強する こ とが認 め られ た｡

V E G F ･ A お よ び V E G F ･ C に対す る走化性 を H U V E C にて 検討 した結果 ､ P r o x l

を発現 させ た細胞 で は V E G F ･

C に対す る走化性 が克進 して い た｡ リ ン パ 管発生

過程にお い て ､ 静脈 か ら P r o x l 陽性 内皮細胞 が V E G F ･

C に対 して 遊走す る こ と

で原始リ ン パ 嚢が形成され る こ とが 知 られ て い るが
､ P r o x l に よ る V E G F R 3 の

発現 増強が そ の 分子機構で あ る こ とが 示唆された ｡ 近年 ､ 成熟個体に お い て

pl a t el et
･

d e ri v e d g r o w t h f a ct o r ( P D G F) シ グナ ル によりリ ン パ 管新生を起 こし



得る こ とが 報告 され た｡ E S 細胞 由来血管細胞お よび H U V E C に お い て P D G F R

の発 現 を検討 したと こ ろ ､ E U V E C にお い て P r o x l に より P D G F Rβの 発 現克進

が認 め られ た が ､ E S 細胞 由来血管細胞 で は発 現に変化 は見 られ な か っ た ｡

P r o x l を発現 させ る こ と で E S 細胞 由来 内皮細胞 お よ び H U V E C 両者 にお い

て 内皮 シ ー ト形 成 が 阻害され ､ 細胞 運動性 が克進す る こ と が観察された ｡

V E G F R 3 特異的阻害剤な どに よ る V E G F R 3 シ グナ ル 阻害下に お い て も こ れ ら

の 現象が認 め られ た こ とか ら ､ V E G F R 3
■
シ グナ ル の 関与は ない もの と考えられ

た｡ A n gi o p oi eti n ( A n y)/ T i e
-

2 シ グナ ル に着目 し､ 発現 を検討 したと こ ろ ､ E S

細胞由来 内皮細胞お よ び H U V E C 両者 にお い て P r o x l に よ り A n g
･

2 の 発現 が 克

進す る こ とが 確認 され た ｡ P r o x l に よ る 内皮 シ ー

ト形成阻害効果 - の 関与 を検

討す るた め ､ 外 因性 A n g
-

2 リガ ン ドの 効果 を検討 したが ､ E S 由来 内皮細胞 に お

い て 内皮 シ ー

ト形成は阻害されな か っ た た め ､ A n y
-

2 の 関与 は否 定的で ある と

考えられた｡ 一

方 ､ i n t e g ri n の 発現 を検討 した結果 ､ P r o x l に よ り i n t e g ri n α9

の 発現 が克進 し ､ i n t e g ri n α5 の発 現が抑制され る こ とが わか っ た｡ さ らに ､ 抗

i n t e g ri n α9 中和抗体に よ り P r o x l に よ る H U V E C の 運動性克進が抑制された

ため ､ i n t e g ri n α9 の発 現克進が P r o x l に よる 内皮 シ ー

ト形成阻害お よ び運動性

克進 の メ カ ニ ズ ム の ひ と つ で ある と考えられ た ｡ ヒ トリ ン パ 管内皮細胞 に お い

て P r o x l ノ ッ ク ダウ ン に より ､ V E G F R 3 ､ P D G F Rβ､ i n t e g ri n α9 の 発現 が抑

制されたこ とか ら ､ 内在性 P r o x l に よ りこ れ らの 分子 の 発 現が 維持 され て い る

こ とが確認 された o 以上 よ り ､ P r o x l は 血 管内皮細胞 に お い て ､ V E G F R 3 ､

p D G F Rβ､ i n t e g ri n α9 な どの 発現 を調節す る こ と で ､ 内皮細胞 の 運動性や走化

性を調節 し､ リ ン パ 管発生 ･ 新生 にお い て 重要 な役割を果た して い る こ とが示

唆された｡




