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ケモカインリガンドCXCL12による刺激がリンパ管内皮細胞において
内在性FOXO1転写因子の活性に及ぼす影響の検討

はじめに

　リンパ管新生（lymphangiogenesis）は既存のリンパ
管からの新規リンパ管の出芽現象であり , 個体の発生過
程はもちろん , リンパ浮腫・悪性腫瘍等の進展にも関与
する病理学的な観点からも重要な現象である１, ２）. し
かしそのような重要性にもかかわらず血管新生研究と
比較して歴史が浅く , その分子機構について解明され
ていない部分も多い分野である . リンパ管新生は主と
して 2 つの段階からなるプロセスである２）. 1 つ目はリ
ンパ管内皮細胞 （lymphatic endothelial cells: LEC） が
適当な遊走誘引物質の濃度勾配に従って , 既存のリン
パ管網から出芽するように遊走する過程である . 2 つ目
は遊走した先で LEC がサイトカイン等の刺激により増
殖する過程である . LEC に対して出芽遊走活性や増殖

活性を持つサイトカインとしては vascular endothelial 
growth factor （VEGF）-C および -D が最もよく知ら
れており３- ６）, 実際Vegfc 遺伝子やそのレセプターで
ある VEGF Receptor 3 をコードする Vegfr3 遺伝子の
ノックアウトマウスは著しいリンパ管網の欠失により
胎生致死であることが報告されている７, ８）. その他に
も fibroblast growth factor-2, angiopoietin-1, insulin-like 
growth factor-1-2, platelet derived growth factor-BB な
どがリンパ管新生を誘導する因子であると報告されてい
る 9）. 近年の研究で、ケモカインリガンドの 1 種である
C-X-C Chemokine Ligand 12 （CXCL12） は LEC に対す
る走化性因子でありin vitro の LEC 管腔形成能を亢進
させる因子であることが新たに報告された 10）. しかし実
際に CXCL12 が LEC の生理学的機能を調節するにあた
り , LEC 内でどのような分子メカニズムが働いているの
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　近年 ,　C-X-C chemokine ligand 12 （CXCL12） が腫瘍リンパ管新生を誘導する因子であることが
報告され , リンパ行性転移優位な悪性腫瘍の治療標的候補分子として注目されているが , その分子
機構には不明な点が多い . 我々は今回 , 初代培養リンパ管内皮細胞 （LEC） を用い CXCL12 による
刺激がどのような細胞内シグナル経路を活性化するかを検討し , それにより LEC に多量に発現す
る転写因子 FOXO1 の活性が制御されるか検討を試みた . まず LEC の培養上清中に CXCL12 を添
加したところ , CXCL12 の添加濃度・時間依存的に細胞内 Akt の活性化が見られた . 一般に , 活性
化 Akt は FOXO1 をリン酸化し , 細胞質へ局在制御することで転写活性を負に制御することが知ら
れている . これに従って CXCL12 を LEC 培養上清中に添加すると , FOXO1 がリン酸化され核内局
在率が減少した . さらに LEC の培養上清中に CXCL12 を添加することにより , FOXO1 の転写標的
である幾つかのサイクリン依存性キナーゼインヒビターのうちCDKN1A およびCDKN1B の発現
がわずかに減少した . これらの結果は , LEC における FOXO1 が CXCL12 の刺激に応答してその転
写活性を負に制御されていることを示唆し , CXCL12 に依存するリンパ管新生を理解するうえで重
要な洞察を与えるものである . 
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かに関して詳細は不明のままである . 
　Forkhead Box （FOX） transcription factor O （FOXO） 
family は FOXO1, FOXO3a, FOXO4, FOXO6 からなる
転写因子群で , 線虫における寿命調節遺伝子DAF-16 の
哺乳類ホモログである 11）。FOXO が転写標的とする遺
伝子はアポトーシスエフェクター（BCL2L11, FASLG）, 
サイクリン依存性キナーゼインヒビター（CDKN1A, 
CDKN1B）, 酸化ストレス除去酵素 （CAT, SOD2）, 糖
代謝関連酵素 （G6PD）など多岐に渡り , 多彩な生理機能
を調節する転写因子である 11-13）. このうち FOXO1 は内
皮細胞に豊富に発現しており , 我々は FOXO1 の欠失マ
ウスは著しい血管形成不全により胎生致死であることを
報告している 14）. また我々および Wilhelm らのグルー
プは個体発生期に内皮細胞において特異的に FOXO1
を欠失することによって網膜の血管新生異常が見られ
ることを過去に報告している 15,16）. しかし LEC におけ
る FOXO1 の機能については , 我々がin vitro において
ATP 依存的に遊走の調節に関与していることを報告し
た 17）ものの , 現在までのところ報告が少なく興味深い
分野である . FOXO1 の転写活性は核内において発揮さ
れるため , 核内・核外の移行により動的に調節される . 
一般的な理解として , 例えばインスリン様増殖因子がそ
の受容体に受容されるなど細胞に何らかの刺激が入り
PI3K/Akt 経路が活性化されると , リン酸化された Akt
が核内において FOXO1 の定められた部位をリン酸化し , 
それにより細胞質の 14-3-3 タンパク質にトラップされる
ことにより FOXO1 は核外へ移行し結果的に転写活性は
負に調節され標的遺伝子の発現減少に至る 11,12,18）. この
転写活性調節は FOXO1 を発現する多くの細胞種におい
て共通の機構である . 
　今回我々は , CXCL12 が LEC における FOXO1 の転写
活性を調節することによりリンパ管新生活性をもたらし
ている可能性について検討するため , 初代培養 LEC に
CXCL12 リコンビナントタンパク質を添加し , LEC にお
ける細胞内シグナルの変化とそれに伴う FOXO1 転写活
性の変化の観察を試みた .

方　　法

１）細胞培養
　初代培養ヒト皮膚リンパ管内皮細胞 （Human Dermal 
Lymphatic Endothelial Cell: HDLEC） は PromoCell 社 
（Germany） よ り 購 入 し 5% FCS を 含 む Endothelial 
Basal Medium MV2 （PromoCell, Germany） を 用 い て
5%CO2 37℃環境下で培養した . 継代回数 5 回までのもの
を実験に使用した .
２）試薬
　ヒトリコンビナント CXCL12 タンパク質は Peprotech
社 （USA）より購入し , 0.1% ウシ血清アルブミン（BSA）
に溶解して使用した . CXCR4 アンタゴニストである
AMD3100 は Sigma Aldrich 社 （USA） より購入し , 精

製水で溶解し終濃度 5µM で使用した . PI3K/Akt 経路
阻害剤である LY294002 は Cell Signaling Technology 社 
（USA）より購入し , 終濃度 50µM で使用した .
３）免疫細胞化学
　培養細胞は 4% パラホルムアルデヒドで 10 分間固定
し , 0.5% Triron X-100 により 5 分間膜の透過処理を施
した . BSA を含むブロッキングバッファーにより室温
で 30 分間ブロッキング後 , ウサギ抗 FOXO1 抗体（Cell 
Signaling Technology, USA, 1:1000）を滴下し 4℃で一晩
反応させた . PBS による洗浄後 , Cy3 標識抗ウサギ IgG
抗体 （Amersham, UK, 1:1000） を滴下し室温で 1 時間反
応させ , PBS による洗浄後封入し観察した . 核染色には
DAPI を用いた . 
４）ウェスタンブロット
　培養細胞を 2% ドデシル硫酸ナトリウムおよびプロテ
アーゼ阻害剤 , ホスファターゼ阻害剤を含むバッファー
で溶解し SDS-PAGE に供した . ゲル上のタンパク質は
ポリフッ化ビニリデンメンブレンに転写し , ブロッキ
ングワン P （ナカライテスク , 京都） を用いて室温で 30
分間ブロッキングした . その後メンブレンを希釈した
1 次抗体と 4℃で一晩反応させた . 使用した 1 次抗体は
以下の通りである . ウサギ抗リン酸化 Akt 抗体（Cell 
Signaling Technology, USA, 1:1000）, ウサギ抗 Akt 抗
体（Cell Signaling Technology, USA, 1:1000）、 ウ サ ギ
抗 リ ン 酸 化 ERK1/2 抗 体（Cell Signaling Technology, 
USA, 1:1000）, ウサギ抗 ERK1/2 抗体（Cell Signaling 
Technology, USA, 1:1000）, ウサギ抗リン酸化 JNK 抗
体（Cell Signaling Technology, USA, 1:1000）, ウサギ抗
JNK1 抗体（BioLegend, USA, 1:100）, ウサギ抗リン酸
化 p38 抗体（Cell Signaling Technology, USA, 1:1000）, 
ウ サ ギ 抗 p38 抗 体（Cell Signaling Technology, USA, 
1:1000）, ウサギ抗リン酸化 FOXO1 抗体（Cell Signaling 
Technology, USA, 1:1000）, ウサギ抗 FOXO1 抗体（Cell 
Signaling Technology, USA, 1:1000）, ウ サ ギ 抗 beta 
actin 抗体（Cell Signaling Technology, USA, 1:1000）. 
　1 次抗体の洗浄後 , HRP （Horse Radish Peroxidase） 
標 識 抗 ウ サ ギ IgG 抗 体 （Cell Signaling Technology, 
1:10000） と室温で 1 時間反応させ , 洗浄しケミルミワン
スーパー（ナカライテスク , 京都）で化学発光させ化学
発光イメージャーで観察した .
５）RNA の回収および逆転写定量 PCR （qRT-PCR）
　培養 LEC からの総 RNA の回収は RNA iso （TaKaRa 
Bio, 滋賀） により行い , ReverTraAce qPCR RT master 
mix with gDNA remover （TOYOBO, 大 阪 ) を 用 い
て 逆 転 写 し た . 定 量 PCR は THUNDERBIRD SYBR 
qPCR mix （TOYOBO, 大阪） を用いて行った . 解析には
CFX Connect Real Time System （BioRad, USA） を用
いた . 使用したプライマーは以下の通りである . Human 
CDKN1A  5′-GCAGACCAGCATGACAGATTT-3′ 
（forward）,5′-GGATTAGGGCTTCCTCTTGGA-3′ 
（ r e v e r s e ) ,  H u m a n  C D K N 1 B  5 ′
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-TGCCCTCCCCAGTCTCTCTTA-3′（forward), 5
′ -CCCAAGCACCTCGGATTTTTG-3′ （reverse), 
Human CDKN2A 5′-CCCTCGTGCTGATGCTACTG-3′ 
（forward), 5′-ACCTGGTCTTCTAGGAAGCGG-3′ 
（ r e v e r s e ) ,  H u m a n  C D K N 2 B  5 ′
-TAATGAAGCTGAGCCCAGGTCT-3′ （forward）, 5
′-CACCGTTGGCCGTAAACTTAAC-3′ （reverse）, 
Human RBL2  5′-CAGGCCCGGAGCCAGGTGTA-3′ 
（forward）, 5′-GGAGCACTGCTGGGCTGTGG-3′ 
（ r e v e r s e ） ,  H u m a n  G A D D 4 5 A  5 ′
-CGAAAGGATGGATAAGGTGGG-3′(forward), 5
′-CCTGGATCAGGGTGAAGTGGA-3′ （reverse）, 
Human ACTB 5′-CGGGAAATCGTGCGTGACAT-3
′（forward）, 5′-AAGGAAGGCTGGAAGAGTGC-3′ 
（reverse）.

結　　果

１）CXCL12 の添加による LEC の細胞内シグナルタン
　　パクのリン酸化
　第一に初代培養 LEC において培養上清中にリコンビ
ナント CXCL12 タンパク質（以下単に CXCL12 と記述
する）を添加することにより , 主たる細胞内シグナル伝
達タンパク質（ERK1/2, Akt, p38, JNK1/2 など）のリ
ン酸化レベルに変動があるか否かについて検討した . 16
時間の血清飢餓の後 , LEC の培養上清中に CXCL12 を
終濃度 0, 50, 100, 250 , 500, 1000 ng/mL で添加し , 1 時
間後タンパク質を回収し SDS-PAGE, ウェスタンブロッ
トに供した . 結果 , Akt のリン酸化が濃度依存性に見ら
れ 500-1000 ng/mL にそのピークが見られた （図 1A）. 
ERK1/2 はベースラインのリン酸化レベルが高く , 16 時
間の血清飢餓では解析不可能であった（データ掲載略）. 
JNK1/2 や p38 のリン酸化レベルは CXCL12 の添加によ
り変化しなかった（データ掲載略）. 次いで CXCL12 に
よる Akt のリン酸化に CXCL12 を添加してからの時間
依存性があるか検証を試みた . 同様に血清飢餓の後 , 終
濃度1000 ng/mLでCXCL12を培養上清中に添加し, 0, 5, 
10, 30, 60 分後にタンパク質を回収し SDS-PAGE, ウェス
タンブロットに供した . 結果 , CXCL12 添加後 30 分でリ
ン酸化のピークが見られた（図 1B）. またいずれにおい
ても LEC を CXCL12 の受容体である CXCR4 のアンタ
ゴニスト AMD3100 で前処理した場合 CXCL12 による
Akt のリン酸化は観察されず （図 1A, B）, CXCR4 を介
したシグナル伝達であることが推察された .

２）LEC への CXCL12 の添加による FOXO1 のリン酸
　　化および核外移行
　一般にリン酸化された Akt は FOXO1 をリン酸化し , 
その局在を核外へ移行させる . 上記の通り CXCL12 を
LEC の培養上清中に添加することで Akt のリン酸化が
起こることが分かったので , それに引き続いて FOXO1

のリン酸化および核外移行が観察されるかどうかを
検証した . 血清飢餓の後 , CXCL12 を終濃度 1000 ng/
mL で 60 分間 LEC 培養上清中に添加しタンパク質を回
収し SDS-PAGE, ウェスタンブロットに供した . 結果 , 
FOXO1 のリン酸化レベルが CXCL12 の添加によりわず
かに上昇した（図 2A）. またこの上昇は AMD3100 や
PI3K/Akt 阻害剤である LY294002 で LEC を前処理する
ことによりベースラインレベルとなった（図 2A）. 次い
で血清飢餓を施した LEC に様々な濃度 （終濃度 0, 100, 
500, 1000 ng/mL）で CXCL12 を培養上清中に添加し , 1
時間後固定し抗 FOXO1 抗体による免疫組織化学を行っ
た . 結果 , CXCL12 を添加しない場合ほとんどの FOXO1
は核内に局在していたが （図 2B, C）, 500-1000ng/mL の
CXCL12によりFOXO1の有意な核外移行が見られた（図
2B, C）. 時間依存性についても同様に調べたが , 1000 
ng/mL の CXCL12 添加後 30 分から FOXO1 の核外移行
が観察された （図 2D）. またいずれも AMD3100 による
前処理で FOXO1 の核外移行は抑制された（図 2B-D）.
 
３）LEC への CXCL12 の添加による FOXO1 標的遺伝
　　子の発現変動
　FOXO1 の転写活性は核内のクロマチン上で発揮さ
れるものであるため , 核外移行によりその活性は減弱
すると考えられる . よって LEC 培養上清中に CXCL12
を添加することによる FOXO1 の核外移行が , 実際に

図 1　LEC への CXCL12 添加による Akt リン酸化
A．ウェスタンブロットによる CXCL12 濃度依存性の検討 . 
添加時間は 60 分 .
B．ウェスタンブロットによる CXCL12 添加時間依存性の検
討 . 添加終濃度は 1000 ng/mL.
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FOXO1 の標的遺伝子の発現を減少させるかどうかにつ
いて検討した . FOXO1 の標的遺伝子は多岐にわたるが , 
ここでは細胞増殖を抑制するサイクリン依存性キナー
ゼインヒビターなど （CDKN1A, CDKN1B, CDKN2A, 
CDKN2B, RBL2, GADD45A） について調査した . 血清
飢餓を施した LEC に終濃度 1000 ng/mL で CXCL12 を
培養上清中に添加し , 1 時間後総 RNA を回収 , 逆転写し
cDNA を得た . 上記 6 種類の遺伝子を特異的に増幅する
プライマーにより定量 PCR を行い , 対照として溶媒であ
る BSA を添加したものと比較した . 結果 , CDKN1A お
よびCDKN1B の発現量が CXCL12 の添加により有意に
減少した（図 3）. その他の遺伝子の発現量は CXCL12
の添加により変動が見られなかった（図 3）. 

考　　察

１）リンパ管新生促進因子としての CXCL12
　腫瘍における新生リンパ管をとりまく微小環境におい
てサイトカインによる LEC の生理機能の制御は重要で
ある . 特に悪性黒色腫のようなリンパ行性転移しやすい
腫瘍においてはリンパ管新生を促進するようなサイトカ
インが豊富に発現しており , その発現量が予後に直結す
る 9）. Zhuo らの報告によれば , LEC は VEGF-C の刺激
に応じて CXCR4 を発現し細胞外の CXCL12 の濃度勾配
に従って遊走能するようになる 10）. 実際に正常組織のリ
ンパ管上では CXCR4 の発現はほとんど見られなかった
のに対し , VEGF-C が豊富に分泌されていると考えられ
る腫瘍組織においてはリンパ管上に CXCR4 が多量に発
現していることを同グループが報告している 10）. さらに
同論文においてはヒト腫瘍組織における CXCL12 の発
現量とリンパ管網の密度に正の相関があると報告してい
る 10）. また乳癌腫瘍細胞移植モデルにおいて CXCL12
の中和抗体によりリンパ節転移が有意に抑制されるとも
報告している 10）. さらに Sugihara らは食道 - 胃接合部
の扁平上皮癌において癌関連線維芽細胞で高いレベルの
CXCL12 が発現しており , その発現量が低いほど予後が
良好であると報告している 19）. 一般的に腫瘍組織におい
ては腫瘍内部の腫瘍細胞以外の間質系細胞 （癌関連線維
芽細胞や間葉系幹細胞） が高いレベルで CXCL12 を発現
し腫瘍細胞へ分泌していると考えられている 20）. これら
のことから少なくとも一部の腫瘍において CXCL12 の
発現はリンパ管新生を亢進させ , リンパ行性転移を促進
することによりリスクファクターとして働いていると考
えられる . このような CXCL12 依存性のリンパ管新生が
普遍的なシステムなのか , すなわち他の種類の腫瘍や病
理的リンパ管新生モデル , そして発生期におけるリンパ
管新生においても共通の機構であるのかは現在のところ
不明であるが , Cha らによるゼブラフィッシュを用いた
実験では発生期のごく限られた時期において CXCL12-
CXCR4 系に依存するリンパ管新生が起こると報告され
ている 21）.

図２　LEC への CXCL12 添加による FOXO1 のリン酸化と
核外移行

A.  ウェスタンブロットによるリン酸化 FOXO1 の検出 .
FBS( ウシ胎児血清 ) は陽性対照 ( 終濃度 10%).  

B.  CXCL12 の添加による FOXO1 の核外移行をとらえた免疫
細胞化学染色 .

C.  CXCL12 の添加による FOXO1 の核外移行の濃度依存性 . 
添加時間はいずれも 60 分 .

n=4 experiments, *p<0.05 v.s. 0 ng/mL, #p<0.05 v.s. +AMD
D.  CXCL12 の添加による FOXO1 の核外移行の時間依存性 . 

添加濃度はいずれも 1000 ng/mL.
N: 核のみに局在 , N/C: 核および細胞質に局在 , C: 細胞質の
みに局在 .
n=4 experiments, *p<0.05 v.s. 0 min, #p<0.05 v.s. +AMD
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２）CXCL12 による LEC のシグナル経路活性化
　今回の我々の報告においてはヒトの初代培養 LEC を
用いて , CXCL12 の濃度および添加時間に依存した Akt

のリン酸化が観察された . 前述の Zhuo らの報告によれ
ば , 100 ng/mL の CXCL12 で 10 分間刺激することによ
りヒトの初代培養 LEC で Akt, ERK1/2 のリン酸化がみ
られる 10）. Akt のリン酸化に関しては我々の今回の実
験と効果濃度および時間が異なる . Zhuo らの使用した
LEC はヒトリンパ節より単離したものであり 10）, 我々
の使用した小児の皮膚より単離したものとは性質が異
なることが原因であることは十分に考えられる . また
ERK1/2 のリン酸化に関しても同様のことが言えるが , 
Zhuo らの報告においても血清飢餓にも関わらずベース
ラインのリン酸化レベルが高く 10）解析が難しい点は我々
の結果と似ている . 一般的に CXCL12 は CXCR4 陽性細
胞 （リンパ球 , 造血系細胞 , 内皮細胞 , 上皮細胞 , 腫瘍細
胞など） に対するケモアトラクタントとしてよく知られ
ているが , その効果濃度は 1-100 ng/mL と報告されてい
るものが大部分であり 22-26）, 今回我々がシグナル活性化
を観察した 500-1000 ng/mL において報告している文献
はない . 実際健常ヒト血清中の CXCL12 濃度は 1 ng/mL
程度であるとされており 27）, 500-1000 ng/mL もの高濃
度のスポットはごく局所的にしか形成されないと考えら
れる . なお CXCL12 の受容体は CXCR4 の他に CXCR7
が知られているが , CXCR7 はシグナルを細胞内に伝達
しないデコイ受容体であること 28）と , 本実験において
LEC を CXCR4 特異的アンタゴニスト AMD3100 で前
処理することにより CXCL12 による Akt のリン酸化を
抑制できたことから考えて ,  本実験で観察されたのは
CXCR4 を介したシグナル伝達であると考えられる .

３）CXCL12 による LEC における FOXO1 の核外移行
　　とその転写標的の発現変化
　PI3K/Akt 経路の活性化が FOXO1 のリン酸化および
核外移行をもたらすことは周知のとおりである . 今回の
実験では FOXO1 の標的遺伝子としていくつかの細胞周
期抑制遺伝子の発現変動を調べ , CDKN1A, CDKN1B の
発現が CXCL12 の添加により抑制されるとの結果を得
た . CDKN2A, CDKN2B などの他の遺伝子の発現量が変
化しなかった理由としては , それらの遺伝子の転写調節
における FOXO1 への依存性が比較的低いものであった
可能性が考えられる . また CXCL12 による FOXO1 の核
外移行は完全ではないため核内に残存した FOXO1 の活
性を含めて観察していることも理由の一つとして挙げら
れる . Zhuo らの報告によれば CXCL12 を培養上清中に
添加することにより LEC のin vitro 管腔形成能が向上
する 10）. 管腔形成のためには LEC が増殖することが必
要であるので , CXCL12 の添加により細胞増殖抑制遺伝
子であるCDKN1A, CDKN1B の発現が減少することは
合理的であると思われる . 

４）今後の課題
　本研究は初代培養 LEC を用いたin vitro の研究であ
り , 実際にin vivo での CXCL12 依存性リンパ管新生に
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図3  
図３　LEC への CXCL12 添加による FOXO1 標的遺伝子の
　　　発現変動

	 CXCL12 を終濃度 1000 ng/mL で添加した際の遺伝子発
現の変動を定量 PCR で検出 .
n=6 experiments, * p<0.05, N.S.: not significant
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おいて FOXO1 を介したメカニズムが機能していること
を証明したものではない . したがって , リンパ管におい
て FOXO1 を欠失した場合 , 発生期リンパ管新生あるい
は病的リンパ管新生においてどのような変化が起こるの
かを検討する必要がある . FOXO1 の欠失マウスは胎生
致死であり 14）解析できないため , リンパ管あるいは脈
管系においてタモキシフェン誘導性にFoxo1 遺伝子を欠
失させることのできるマウスモデル（Prox1-Cre ERT2 
Tg マウス 29）やCdh5-Cre ERT2 Tg マウス 30）とFoxo1 
floxed マウス 31）の掛け合わせ）を確立し , 発生期であ
れば胎生 13.5 日付近の背部の真皮 , あるいは生後 5 日目
程度までの耳や尾の真皮 , 腸間膜などが観察対象となる . 
病理的なリンパ管新生のモデルとしては角膜の中心部を
結紮 32）あるいは化学火傷 33）を起こしリンパ管新生を誘
導するモデルや腫瘍細胞の移植 , あるいはより人工的な
方法としては VEGF-C などを含む徐放ゲルを皮下に移
植する方法等が挙げられる . またどのような状況におい
て生理的濃度を大幅に超える CXCL12 の局所的高濃度
スポットが生じ得るのか検討する必要がある .
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　C-X-C chemokine ligand 12 (CXCL12) has been reported to be an effective chemoattractant 
for tumor lymphangiogenesis and has been regarded as a therapeutic target of tumor lymphatic 
metastasis. However, the molecular mechanisms of CXCL12-dependent lymphangiogenesis have 
been poorly understood. Here, we investigated CXCL12-dependent activation of intracellular 
signaling pathways in primary cultured lymphatic endothelial cells (LECs). As a result, the PI3K/
Akt pathway was activated in a CXCL12 dose- and time-dependent manner in LECs. Moreover, 
activated-Akt phosphorylated FOXO1 transcription factor and increased extranuclear localization 
of FOXO1 in LECs. Furthermore, extracellular CXCL12 downregulated some cyclin-dependent 
kinase inhibitory genes such as CDKN1A and CDKN1B , which are known transcriptional 
target genes of FOXO1. These results suggest that the physiological activities of CXCL12 in 
LECs can be partly explained by PI3K/Akt pathway-dependent FOXO1 downregulation. Our 
observation provides significant insights into the molecular mechanisms of CXCL12-dependent 
lymphangiogenesis.
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