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研究成果の概要（和文）：セリンプロテアーゼKallikrein 1(Klk1)はマウス子宮内膜上皮細胞や間質細胞に発現
し，エストロゲンにより発現が高まり，分泌されることが分かった。エストロゲン受容体は，Klk1遺伝子のプロ
モーター領域内のエストロゲン応答領域もしくはAP1サイトに結合し，転写を促進することが分かった。細部外
マトリックスに貯留されているIGFBP3が，放出されたKlk1によって分解され, 結合していたIGF1を遊離し，細胞
増殖を促進することが示唆された。Klk1は，fibronectinやcollagen type IVも分解するので，子宮内膜の組織
構造の改変に関わると考えられる。
　

研究成果の概要（英文）：Serine protease Kallikrein1 (Klk1) was expressed in mouse endometrial 
epithelial cells and stromal cells. Klk1 synthesis and release from the endometrial cells were 
enhanced by estrogen treatment. Klk1 transcription was regulated by binding of estrogen receptor on 
the putative estrogen response element and/or putative AP1 sites in the promoter region. We 
previously reported that klk1 degraded insulin-like growth factor binding protein 3 (IGFBP3), 
fibronectin and collagen type IV. Elevated Klk1 production and release may enhance the IGF1 release 
from IGFBP3, resulting in the proliferation of endometrial cells. These findings suggest that Klk1 
was involved in the proliferation of endometrial cells and the remodeling of endometrium.

研究分野：内分泌学

キーワード： Kallikrein 1　エストロゲン　子宮　マウス　セリンプロテアーゼ　細胞増殖　インスリン様成長因子
結合タンパク質
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研究成果の学術的意義や社会的意義
Klkは細胞増殖やガンの発症に関与することが推察されていたが，その関与の実態は不明であった。本研究によ
り組織内でKlk1が分泌され，IGFBP3を分解し，IGF1作用を高めることが示され，KLKと細胞増殖をむすぶ機構を
明らかにすることができた。Klkと発ガンの関係は依然不明であるが，エストロゲン受容体による制御機構が明
らかになったので，本研究成果は，Klk1の転写制御機構とガン発症の関係を明らかにする端緒となるものと考え
られる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 組織 kallikrein (Klk)は，セリンプロテアーゼである。Klk は，乳がんや子宮がんで発現が高
まり，細胞増殖や発ガンとの関連が示唆されているが，その機構は未解明である。マウスでは 14
の Klk 遺伝子が知られている。我々は，マウス子宮において，Klk の一つである Klk1 がエスト
ロゲンにより発現すること，ならびに，Klk1が in vitro系においてインスリン様成長因子（IGF）
結合タンパク質３（IGFBP3）を分解することを発見した(Rajapakse et al., 2007)。しかしなが
ら，Klk1 遺伝子のエストロゲンによる転写制御機構や，Klk1 の発現細胞，Klk1 が分泌されるか
どうか，また分泌された Klk1 が IGFBP3 を分解するかどうかは未解明であった。 
 
２．研究の目的 
 Klk１は，マウス子宮においてエストロゲンにより産生が高まる。その一方，子宮においてイ
ンス様成長因子１（IGF1）もエストロゲンにより産生が高まる。IGF1 は，子宮内膜細胞の増殖
を促進することが分かっている。Klk1 は，IGFBP3 を分解するので，遊離の IGF1 を増加すること
が出来ると考えられる。すなわち，子宮において，エストロゲンは IGF1 の産生を高めるととも
に，Klk1 の産生を高め，IGF1 作用を高めるとする仮説を考えた。本研究は，本仮説を検証する
ことを目的とした。まず，（１）子宮内膜における Klk1 産生細胞を同定する。さらに，（２）子
宮細胞から Klk1 が分泌されることを調べ，分泌された Klk1 が IGFBP3 を分解することを確かめ
る。ついで，（３）エストロゲンによる Klk1 遺伝子の転写制御機構を明らかにすることを目的と
した。 
 
３．研究の方法 
（１）マウス子宮における Klk1 発現細胞の解析 
 マウス Klk1 遺伝子の riboprobe を作成し，in situ hybridization 法による Klk1 mRNA 発現
細胞を同定する。ついで，抗 Klk1 抗体を用いて，Klk1 産生細胞を免疫組織化学的に明らかにす
る。 
（２）マウス子宮における Klk1 分泌と作用の解析 
 卵巣摘出マウスに Estradiol (E2)を投与し，子宮における Klk1 mRNA 発現を調べる。ついで，
マウス子宮内膜間質細胞を単離し培養をおこなう。培養液中の Klk1 の発現を Western blot に
より解析する。さらに，培養液中の IGFBP3 も Western blot により解析し，Klk1 産生を高めた
ときの IGFBP3 量の変化を調べて，Klk1 による IGFBP3 分解を解析する。 
 Klk1 と IGFBP3 の両遺伝子を発現ベクターpCDNA3 に挿入し，CHO-K1 細胞にトランスフェクシ
ョンし，培養液中の IGFBP3 を Western blot により解析する。 
（３）エストロゲンによる Klk1 遺伝子の転写制御機構の解析 
 マウス Klk1 遺伝子プロモーターの機能解析を，luciferase レポーター遺伝子を用いて解析す
る。マウス Klk1 遺伝子の転写開始点から５’上流側の DNA 断片を luciferase レポーター遺伝
子に結合して，最少プロモーター領域ならび，エストロゲン応答領域を解析する。ついで，エス
トロゲン受容体の結合領域を，chromatin immunoprecipitation (Chip)と PCR により解析する。 
 
４．研究成果 
（１）マウス子宮における Klk1 発現細胞の解析 
Klk1 mRNA 発現細胞の解析 
 マウス Klk1 riboprobe を用いて in situ hybridization により解析したところ， E2 無投与
の対処群では，シグナルは検出できなかったが，E2 投与(6 時間)により，子宮内膜上皮細胞と，
上皮細胞に近い間質細胞層に Klk1 mRNA のシグナルを検出できた。さらに，抗 Klk1 抗体で免疫
染色したところ，Klk１mRNA シグナルを検出できた子宮内膜上皮細胞と間質細胞に陽性反応を検
出できた。マウス子宮においては，エストロゲン投与により Klk1 mRNA が増加すること，ならび
に単離した子宮内膜上皮細胞および間質細胞におい手 Klk1 mRNA が増加することを明らかにし
ている。今回の結果は，マウス子宮において Klk1 発現細胞の局在を明らかにした。 
 
（２）マウス子宮における Klk1 分泌と作用の解析 
卵巣摘出したマウスに E2(250 ng)を投与すると，子宮においては E2投与により Klk1 mRNA は
増加した（図１）。 
 
図 1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
マウス子宮内膜間質細胞を培養し，E2（10-9 M）を投与し，6，24，48 時間後に培養液を回収し，
Klk1 と IGFBP3 の発現を Western blot 法により検出した（図 2）。Klk1 は，E2投与 24 時間，48
時間で検出できた。また，IGFBP3 は，E2無投与の対照群では，24時間，48時間では培養液中に
検出できたが，E2投与では減少していることが分かった。このことから，E2により，Klk1 は子
宮内膜間質細胞から分泌されること，また，IGFBP3 の分泌は，E2 により減少することが分かっ
た。 
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CHO-K1 細胞に IGFBP3 と Klk1 を発現させ，培養液中の IGFBP3 を Western blot で解析したと
ころ，IGFBP3 と Klk1 を共発現させたときは，IGFBP3 のみの発現に比べて，培養液中の IGFBP3
量が減少していることが示された（図 3）。このことから，Klk1 が培養液中で，IGFBP3 を分解す
る可能性が示唆された。 
 
図 3 
 
 
 
 
 
（３）エストロゲンによる Klk1 遺伝子の転写制御機構の解析 
  マウス Klk1 遺伝子のプロモーター解析 
 E2 により Klk1 mRNA の発現が促進されたので，Klk1 遺伝子のプロモーター解析を行った。 
マウス Klk1 の転写開始点を+1 として，転写開始点から 5’上流側の DNA を Luciferase 遺伝子
の上流側に挿入したレポーター遺伝子を作出し，HepG2 細胞にトランスフェクションしてプロモ
ーター解析を行った。最少プロモータ領域を解析したところ，最少プロモータ領域の 5’上流端
は-136/-87 にあることが分かった。ついで，E2 応答領域の解析を，欠失プロモーターコンスト
ラクトを用いて行った（図４）。C領域内に，E2 によりプロモーター活性を高める領域があるこ
とが示唆された。  
 
図 4                       図 5 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
エストロゲン受容体結合領域の解析 
 マウスエストロゲン受容体α（ER）の結合領域が C 領域内に存在するかどうかを，Chip ア
ッセイにより解析した（図５）。Klk1 遺伝子プロモーター領域の C，F 領域と，Aip および
Prss42/Tessp-2 の各遺伝子のプロモータ領域を調べた。E2 (10-9 M)投与後 1時間で，C領域の
ERの結合が有意に増加していた。なお，C領域内には，エストロゲン応答領域(ERE)ならびに AP1
サイトのコンセスサス配列が存在していた。したがって，ERは，それらの領域に結合して，Klk1
遺伝子の転写を高めることが示唆された。 
 
 



（４）まとめ 
 本研究により，マウス子宮では，Klk1 は子宮内膜上皮細胞や間質細胞に発現し，エストロゲ
ンにより発現が高まることを明らかにした。Klk1 は，子宮内膜細胞から分泌されることが分か
った。IGFBP3 は，エストロゲンによって分泌が低下することが分かったが，細部外マトリック
スに貯留されている IGFBP3 が，放出された Klk1 によって分解され, 結合していた IGF1 を解離
させ，IGF1 作用を高めることが示唆された。Klk1 は，fibronectin, collagen type IV も分解
するので，エストロゲンに誘導された Klk1 は，子宮内膜のこれらの細胞外マトリックスも分解
し，IGF1 による細胞増殖に伴う組織構造の改変に関わると考えられる。 
 Klk は細胞増殖やガンの発症に関与することが推察されていたが，その関与の実態は不明であ
った。本研究により組織内で Klk1 が分泌され，IGFBP3 を分解し，IGF1 作用を高めることが示唆
され，KLK と細胞増殖をむすぶ機構を明らかにすることができた。Klk と発ガンの関係は依然不
明であるが，エストロゲン受容体による制御機構が明らかになったので，本研究は，Klk1 の転
写制御機構とガン発症の関係を明らかにする研究の端緒となるものと考えられる。 
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