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綜 説

内皮細胞の機能低下がもたらす生体恒常性の破綻とその分子機序
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はじめに

脈管は主に 血管や リンパ管によって構成され，

それぞれ血液およびリンパ液を循環させる機能を

持つ ため， 体液の恒常性維持に頂要な役割を果た

す． よって， これら 脈管の機能低下はすなわち，

体液の恒常性維持機構の破綻を意味する． 脈管の

内腔側にある内皮細胞がその性質を失い間葉系細

胞の性質を獲得する過程である， 内皮間葉移行

(EndoMT: Endothelial-Mesenchymal Transition) 

は脈管における内皮細胞の機能低下を示す現象の

一つとして， 近年重要視され始めている． EndoMT

は臓器の線維化， 動脈硬化， 肺高血圧症 ， 糖尿

病性腎症など， さまざまな病態に加え， 老化組織

においても血管やリンパ管の機能不全を伴って起き

ていること が示されている． EndoMTの代表的な

誘導因子 と してtransforming growth factor-{i 

(TGF-{i) が知られているが， EndoMTにおけ る
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その詳細な分子作用機序については未解明な部分

が多く残されている． 我々は今回この分子機序の

一部を明 らかにしたので， 以下に報告する．

内皮間葉移行について

EndoMTは， 内皮間葉転換と も呼ばれ， この過

程では， 内皮細胞がサイトカインなどの刺激によっ

て，vascular endothelial cadherin (VE-cadherin) , 

vascular endothelial growth factor receptor 2 

(VE GFR2) などの内皮細胞特異的なマ ー カ ー タン

パク質発現の低下，さらにsmooth muscle a -actin , 

fibroblast specific protein 1 (FSP1/S100A4) など

の間槃系細胞特異的なマ ー カ ー タンパク質の発現

上昇が起きる．

ま た， これらのマ ー カ ー タ ンパク質の発現の変

化に伴って， 内皮細胞同士の強固な細胞間接着が

弛緩して間葉系細胞の特徴である細胞の遊走性の
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充進が起こる．

今回の研究結果

1. 老化組織における TGF- /32 の発現上昇

リンパ管の部分的な切除によりリンパ浮腫を誘

導したモデルマ ウスではリンパ液の漏出による透

過性の充進が観察される ！）． このマ ウスのリンパ

管内皮細胞においては間薬系細胞マー カ ー の発現

が観察されており， EndoMT が起きていることが

示唆されている 2) 3) ． また， リンパ管発生のマス

タ ー 転写因子 Proxl を発現する点から， 近年，

リンパ管内皮細胞と似た性質を示す脈管としてシ

ュレム管が報告された． 老化の過程で機能低下し

たシュレム管では緑内障のリスクが増大すること

が示さ れ て い るり 老化したシュレム管では

Proxl の発現低下が起こるため， 内皮細胞として

の性質維持ができなくなると見られ間薬系細胞マ

ー カ ー の発現が上昇する． このように， シュレム

管においても EndoMT 様の現象が起きているこ

とが示唆される 4) ． 以上のことから， 老化はリン

パ管の機能低下の要因になっており， リンパ管内

皮細胞において EndoMT を惹起される可能性が

考えられる．

そこで， 我々はまず EndoMT の強力な誘導因

子である TGF-(3 の発現が老化に伴って変動す

るか検討した． 生後1年以上の高齢マ ウスと生後

2ヶ月以内の若齢 マ ウス由来の皮膚の組織から

RNA を調製し定量解析を行ったところ， TGF

(31~ (33 のアイソフォ ー ムのうち， 高齢 マ ウス

の TGF-/32 の発現が若齢 マ ウスと比べ有意に上

昇していた．

このことからマウスの皮膚において， 老化に伴っ

て TGF-(32 の発現が上昇することが示された 5)．

他の老化組織でも， TGF-/31 の発現上昇が報

告されており， 組織における老化と TGF-(3 シ

グナルの増加には相関があると考えられる．

2. ヒトリンバ管内皮細胞における TGF-/3 による

内皮間葉移行の誘導

これまでにさまざまな哺乳動物のさまざまな組

織・臓器由来の血管内皮細胞で EndoMT が起こ

ることが報告されている． マ ウスのリンパ管内皮

細胞では血管内皮細胞と同様に EndoMT を引き

起こすことが報告されている叫 ヒトのリンパ管

内皮細胞においても 同様に EndoMT が起こる

かに つ い てヒ ト 皮膚由来 リ ン パ 管 内 皮 細 胞

HDLEC を用いて検討を行った 5) . TGF-B2 を

添加した HDLEC を 72 h 培養すると control と

比べ細胞は大きな形態を示す傾向が観察された．

TGF-/3 受容体 ALK5 のキナー ゼ阻害剤である

SB431542 (SB) を HDLEC に添加したところ，

定量的 RT-PCR 解析では， リンパ管内皮細胞 マ

ー カ ー LYVE-1 の発現が上昇し， 間薬系細胞 マ

ー カ ー SM22a の発現が 低下した． 一方 TGF

/3 2 を添加した HDLEC においては LYVE-1 の

発現は低下し， SM22a の発現は顕著に上昇した．

また細胞免疫染色による解析結果からも， 無添加

の HDLEC においては SM22a 陽性の細胞がほ

とんど存在しな いが， TGF-{32 を添加すると，

10％程度まで増加した． さらにこのときに， 間葉

系細胞の特徴である細胞の運動能の九進について

検討するため chamber migration assay を行った

ところ， SB を添加した HDLEC においては遊走

した細胞数が減少し， TGF-/32 を添加した細胞

では遊走した細胞数が増加した．

これらの結果から TGF-/32 は， HDLEC にお

いてリンパ管内皮細胞の性質を失わせるとともに

間葉系細胞の性質を獲得させて EndoMT を誘導

することが示された．

次にこのときの TGF-/32 を添加した HDLEC

において Proxl の発現を定量的 RT-PCR により

検討したところ， TGF-/32 を添加した HDLEC

において Proxl の発現が減少した． さらに SB

の添加に より内因性の TGF-B を 抑制 すると，

Proxl の発現は顕著に上昇した． このことから

Proxl の発現は TGF-/32 により抑制されている

ことが示唆された列

3. リンパ管内皮細胞における EndoMT を介した

Activin シグナルの充進

血管内皮細胞においては， TGF-/3 がその下流
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シグ ナル伝達因 子であるSmad 経路を介して

E ndoMT を引き起こしていることが知られている固

そこで， HDLE CにおけるSmad 経路の活性化に

対するTGF-Bの効果を検討 するため， Smad2

のリン酸化をウエスタンブロッティングにより検

討 を 行 っ た 刺激 後72 h 培養し た と こ ろ，

co ntro l に比べて， Smad2のリン酸化がTGF-(3

2 によって強く九進していた． 通常， TGF-Bシ

グナルは短時間でシグナルが惹起され， その後数

時間以内に減弱することが知られており， 今回の

場合， 72h 後においてもHDLECにおいてTGF

B2 はSmad シグナルを活性化していることが示

されたため， 培養上清中 に「Smad2のリン酸化を

誘導する液性因子」が増えていると考えられた

次に， この増加した「Smad2のリン酸化を誘森す

る液性因子」を同定するため， TGF-Bファミリ
ーの発現解析を行った まずTGF-(3 ファミリ
ーのプロトタイプであるTGF-B1 ~ 3の発現を

解析したところ， これらの発現はTGF-(32 添加

によっては上昇していなかった そこで同じ

TGF噂ファミリ ー に属する N oda lやActivinの

サブユニットにつしヽてゲノムワイドなm RNA 発

現解析を行ったところ， ActivinAのサブユニッ

トであるI nh ib in(3 AのみがHDLECにおいて発

現していた(Activin ファミリ ー には他の種類が

あるが， I nh ib in(3 AのみではActivinA しか形

成されない）． さらにI nh ib in(3 A はTGF-(32 で

刺激することにより発現量が増加することが明ら

か に な っ た． ActivinAの阻害因子で あ る

リンパ管内皮細胞
＜二＞

Follistatil'l_ c::>漫ActivinA
＜二＞

Fo llistatinの発現は， TGF-/32 の添加により発

現が低下していた

これらの結果から， TGF-/32の添加によって

HDLECはI nh ib in/3Aの発現を上昇させること

で培養上清にActivinA を放出し， さ ら に

Fo llistatinの発現を低下させることでActivinA 

のオ ー トクラインによるシグナルを九進すること

が示唆された砂 この分子メカニズムにより， リ

ンパ管内皮細胞は不可逆的にEndoMT を充進し

ていくと考えられる（図I).

4. リンパ管内皮細胞におけるEndoMTのTNF-a

による充進

TGF-/3 はE ndoMTの誘導因子として同定さ

れる以前か ら上皮間薬移行(E pithelia l

M esenchyma l T ra ns itio n: EMT)の誂導因子とし
て広く知られている． TNF-aなどの炎症性サイ

トカインによってEMT が冗進することが複数の

グル ープによって示されている 7)． そこで， 我々

はTNF-aによってTGF-/3のリンパ管内皮細

胞に対する作用が増強されるかについて， 検討を

行った． TNF-a単独の添加では， Pro xlの発現

低下が観察され， リンパ管の性質を喪失させる作

用があることが明らかになった． TGF-/3 との共

添加によってはPro xlのm RNA レベルでは増強

作用は観察されなかった 一 方， 間薬系細胞マ ー

カ ー S M 22aの発現はT NF-a単独では上昇し

ないものの， TGF-/3 との共添加によって顕著に

発現が上昇し， TGF-/3の作用を充進していだ

間葉系細胞

Follistatin Activin A●● 

EndoMT 

が心
＜二＞ ... ． 

リンパ管内皮細胞 一
� 

マー カ ー

High 

TGF-13 TNF-a 

図l
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また， 細胞免疫染色 の結果からも， 共添加によっ

てS M 22a陽性細胞 の増加が確認された．

以上 のことから，TNF-aには， 単独でリンパ

管内皮細胞 の性質を喪失させる作用があるととも

に，TGF-{3による間葉系細胞へ の分化転換を増

強する作用があることが示された砂

5. 血管内皮細胞のEndoMTにおいてTNF-a に

よって増強されるTGF-/3の作用

次に， 血管内皮細胞 においてもTNF-aが同

様 の作用があるかについて， ヒトl齊帯動脈内皮細

胞・静脈内皮細胞を用い， リガンドの添／J[I後72h

の培簑後に解析を行った砂 内皮細胞マ ーカ ー に

つ い て は， 血管 内 皮型クロ ー ディン で あ る

Clau din-5 の発現 がTGF-(3お よびTNF-aで

それぞれ低下していたが， 増強作用については特

に大きな変化が見られなかった しかし， 内皮細

胞 の 性 質 を示す 管 腔 形 成能を tu be f ormati on 

assay に よ っ て 検 討 す る と，TGF-(3およ び

TNF-aで それぞれ低下しており， 共添加によっ

て管腔形成がほぼ消失した

一方，S M 22aについては，TNF-aでは発現

の誘導は起きないが，TGF-(3 によって発現が誘

導され， この作用をTNF-aが顕著に増強した．

また，S M 22a陽性細胞 数についても免疫染色に

より検討を行ったところ，TNF-a単独ではほと

んど効果がないが，TGF-(3の添加によって出現

するS M 22a陽性細胞はTNF-aによって顕著

に増加した

以上のことから，TNF-aにはTGF-8によ

るEn doMTの誘導能を増強する作用があること

血管内皮細胞

が示された紅

6.血管内皮細胞のEndoMTにおける， TGF-/3 I 

型受容体およびTGF-/32, lnhibin /3 Aの発現

上昇

次に，以上 のような現象 の詳細な分子メカニズ

ムの解明にあたり， リンパ管内皮細胞 で見られた

Smad2のリン酸化 について解析を行った 同様

に血管内皮細胞でもEn doMT 誘導後にリン酸化

が維持されていた 培養上清中の「Smad2のリン

酸化 を誘導する液性因子」について遺伝子発現を

検討したと ころ，TGF-/32 およびIn hi bin /3 A 

がTGF噂およびTNF-aの作用で発現が上昇

し，共添加によってさらに発現が充進した また，

TGF-/3のI型受容体ALK5 の発現も共添加に

よって発現が九進していた紅

以上 のことから， これらの分子がSmad2のリ
ン酸化 の維持（長時間 の維持） に寄与しているこ

とが示唆された．

7. EndoMTを介して産生されるTGF-/32の作用

によるがん細胞のEMT誘導

TGF噂およびTNF-aの共添加によって発

現が上昇していたTGF-/32 およびIn hi bin /3 A 

（最終産物は，In hi bin /3 Aのホモダイマ ー である

Acti vin A)については， 培養上清中に産生される

ことが予想され， これらの作用によりオ ー トクラ

インに働いてEn doMT がさらに九進していると

考えられる．

上皮細胞由来 のがん細胞はTGF-/3や類似 の

TGF-13 TNF-a 
間葉系細胞

血管内皮細胞
マ ー カ ー

High 

． ••西
上 （

SM22a 

High ノ

EndOMT t 
Autocrin e  

loop 

AclivinA● ・パ:

n

}
TGF•P2. 

図2
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サイト カ インによって， がん悪性化の指標となる

EMTを起こすことが知られている． そこで， 次に，

これらTGF-/32 および Activin A のどちらがよ

り強く産生されて作用しているかについて検討し

た． EndoMTを起こした血管内皮細胞の培養上清

に対し， TGF-/32 の作用を抑制 する中和抗体お

よび Activin A の阻害因子であるFollistatin を

混ぜ， 口腔がん細胞 HSC-4 に添加し， 72h 培蓑

した． EndoMTを起こした血管内皮細胞の培養

J-.清により HSC-4 は間艇系細胞マ ー カ ー の発現

が上昇し， これらのマ ー カ ー の一つであるVimentin

の陽性細胞が顕著に増加し， EMTが起きている

ことが示された． このEMTはFollistatin の添加

によっては抑制されず， TGF-/3 に対する中和抗体

によって抑制された翌

以J-.のことから， EndoMTを起こした血管内皮

細胞が 産生する液性因子について， がん細胞の

EMTの誘導能とい う評価から はActivin A より

も TGF-/32 が盾要であることが示唆された． ま

た， 血管内皮細胞のEndoMTは内因性のTGF

/3 2 のオ ートクラインによるシ グナルが充進する

ことで， 自身のEndoMTがさらに九進していく

とともに， 周囲の細胞へも影評を与えるであろう

と考えられる（図2) .

ま と め

今回， リンパ管および血管の内皮細胞における

EndoMTの解析を行い， これらのEndoMTの進

展メ カ ニズムを明らかにした． EndoMTの過程で

リンパ管内皮細胞においてはActivin A のシグナ

ルが， 血管内皮細胞においてはTGF-/32 のシグ

ナルが重要であることが示された ともに， TGF

Bファミリ ーに属しており， 細胞内シグナル伝達因

子Smad2 を介したシ グナルを伝達することから

標的遺伝子（群）の多くを共有していると考えら

れる．

がんの微小環境における間葉系細胞の一部は線

維芽細胞として機能し， 特にがん関連線維芽細胞

(Cancer Associated Fibroblast : CAF) と呼ばれ，

がんの悪性化に寄与している． 血管内皮細胞の

EndoMTを経て生成した CAF もそれに寄与して

いることが示されている． 今回， EndoMTを経て

間策系細胞の性質を獲得した血管内皮細胞は， が

ん細胞のEMTを誘導したことから， 生体内にお

いても CAF として機能し， がんの悪性化に寄与

すると考えられる． また， リンパ管内皮細胞 も

TGF-{3 に類似した作用を持つActivin A を産生

することからCAF として機能する可能性がある．

血管 もリンパ管も， がんの進展においては「管」

として機能しがん細胞の転移経路として知られる

が， その前段階の悪性化において， 血管内皮細胞

およびリンパ管内皮細胞が 共に CAF として機能

している可能性が考えられる．
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