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研究成果の概要： 

ケモカインの 1 つであるミッドカイン（MK）は mRNA およびタンパク質量共に正常子宮内

膜組織と比較して子宮体癌組織で有意に高発現していることを明らかにした。また子宮体癌患

者と血清中 MK 濃度は婦人科良性疾患患者のそれと比べ有意に高く、予後因子のマーカーとし

ての有用性が示唆された。さらに MK 強制発現細胞株を作製しマウスに移植することで、MK

が癌増殖促進的に働く傾向を示した。またマウス移植実験において RNAi 試験を施行するため

MK shRNA を発現するウイルスを作製し、現在リアルタイム in vivo イメージングシステムを

用いた MK の腫瘍への影響を追跡調査することを計画している。 
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１．研究開始当初の背景 

リンパ節転移は極めて重要な予後因子で
あり、リンパ節転移を制御することは臨床腫
瘍学の最重要課題の１つである。特にリンパ
節への微小転移は術前の画像診断や術中の
触診では診断不可能であるためその早期検
出法がトピックスとなっている。われわれは
婦人科癌、特に子宮頚癌と子宮体癌を対象と
してセンチネルリンパ節の同定法を世界に
先駆けて確立し臨床応用に成功している

(Niikura, Gynecol Oncol 94,528-32, 2004; 
Niikura, Gynecol Oncol 92,669-74, 2004)。これ
により我々の研究の指向性は、リンパ節転移
の早期診断から、発見した微小転移の治療へ
と向かっている。 

ケモカインはリンパ球のホーミング現象
や炎症時の白血球の浸潤に密接に関与する
ことが知られている。我々は以前、子宮体癌
細胞と正常子宮内膜細胞の RNA を抽出し、
網羅的なマイクロアレイ遺伝子発現解析を



行った。この時、ケモカインの 1 つであるミ
ッドカイン（MK）が子宮体癌細胞で正常子
宮内膜細胞と比較して有意に高発現してい
ることを発見した。MK はへパリン結合性の
分泌タンパク質で、Wilms’腫瘍、肺癌、乳癌、
神経芽細胞腫、膀胱癌、卵巣癌、膠芽腫、大
腸癌、前立腺癌、食道癌など他の多くの癌組
織においても高発現していることが知られ
ている。また、その機能は血管新生作用、抗
アポトーシス作用、抗がん剤抵抗性の獲得へ
の寄与など多岐に渡って腫瘍細胞増殖促進
的作用を示すことが報告されている。しかし
ながら、子宮体癌における発現やその機能に
ついて検討した報告は無い。 
 
２．研究の目的 
（1）そこで我々はまず、MKの臨床学的意義
を検討することを目的とした。 
 
（2）（１）の研究からMKがin vivoにおいて子
宮癌のリンパ節転移および予後に関連する
因子であることを見出した。そこで、MKの
子宮体癌細胞での機能解析を第二の目的と
した。 
 
３．研究の方法 
（1） 
検体 

PCR に用いた子宮体癌検体 20 例（高分化
型類内膜腺癌 10 例、低分化型類内膜腺癌 10
例）および免疫組織化学染色法に用いた子宮
体癌検体 85 例（高分化型類内膜腺癌 37 例、
中分化型類内膜腺癌 25 例、低分化型類内膜
腺癌 23 例；Ⅰ期 55 例、Ⅱ期 16 例、Ⅲ期 11
例、Ⅳ期 3 例）は 1996 年 4 月から 2004 年 3
月までに東北大学病院婦人科で子宮体癌と
診断され子宮全摘術を施行した例を用いた。
正常内膜は良性婦人科疾患のため子宮全摘
術を施行した例を用いた。免疫染色に用いた
症例の観察期間の中間値は 60 ヶ月（2～140
ヶ月）で、2004 年 12 月に観察を打ち切った。 
 血清サンプル 120 例（高分化型類内膜腺癌
66 例、中分化型類内膜腺癌 16 例、低分化型
類内膜腺癌 12 例、類内膜腺癌以外の組織型
26 例；Ⅰ期 80 例、Ⅱ期 11 例、Ⅲ期 17 例、
Ⅳ期 12 例）は、2003 年 4 月から 2004 年 3 月
までの間に東北大学病院婦人科で子宮体癌
または良性婦人科疾患と診断された患者の、
手術施行前の血清を用いた。いずれも術前治
療は行われなかった。なお、本実験で用いら
れた組織検体および血清は、東北大学病院に
おいてインフォームドコンセント後、文書に
て同意が得られたもののみを使用した。なお、
本研究を施行するに当たり、研究開始前に機
関の倫理委員会の承認を得た。 
Real-time PCR 

プライマーは下記のとおりである。ミッド

カイン； 5’-CCA AGA CCA AAG CAA AGG-3’
と  5’-GGC AGG GCA TGA TTG ATT-3’、
RPL13A； 5’-CCT GGA GGA GAA GAG GAA 
AGA GA-3’と 5’-TTG AGG ACC TCT GTG 
TAT TTG TCA A-3’。 
MKの免疫組織化学染色 

一次抗体としてチキン抗ミッドカイン抗
体（名古屋大学生化学教室門松先生より分
与）を用いた。染色強度は全く染まらない場
合を 0 点、5%未満を 1 点、5～25%を 2 点、
25～50%を 3 点、50％以上を 4 点とした。 
血清MK濃度の測定 

MK 濃度は ELISA 法にて測定した。ELIZA
法は、池松らの方法に従った。 

 
（2） 

細胞と細胞培養 
HEC1-A および RL95-2 は 10% FCS（Tissue 

Culture Biologicals, Turale, CA, USA）および
1％ペニシリン/ストレプトマイシン（BIBCO, 
MD, USA）含有 RPMI 1640 培地（GIBCO, NY, 
USA）で、37ºC、5％CO2条件下で培養した。 
MK強制発現Hec1-A細胞の作出 

pRC/CMV-MK を HEC1-A 細胞へ MIRUS 
TransIT-LT1 (MIRUS, WI, USA)を用いて導入
し、MK が安定導入された各クローン細胞株
を Hec1-A-MK（MK1 および MK2）と名付け
た（図 1）。また、この対象株として pRC/CMV
を安定導入した HEC1-A 細胞を作出し、これ
を Hec1-A-C（C1 および C2）と名付けた（図
1）。 
ヒトMKのRNAi発現ベクターの構築とRNAi
発現レンチウイルスの作出 
RL95-2 の内因性のMKを安定的にノックダウ
ンさせるためにレンチウイルスベクターを
用いたMK のRNAiベクターを構築した。細
胞増殖試験 
足場依存性細胞増殖試験は Cell Counting 

Kit-8 (DOJINDO, Kumamoto, Japan)を用いて
行った。足場非依存性細胞増殖はまず低層と
して 0.8%低融点アガロース、10% FCS と 1%
ペニシリン／ストレプトマイシン含有
RPMI1640 培地を 24 穴プレートの各穴に 300 
μl 添加、ゲル化したのを確認した後その上層
に 0.4%低融点アガロース、10% FCS と 1%ペ
ニ シ リ ン ／ ス ト レ プ ト マ イ シ ン 含 有
RPMI1640 培地、300 μl 中 1×10^4 の細胞を
懸濁したものを、各穴 300 μl 添加し、3 週間
後顕微鏡下で細胞塊の数を計測した。 
細胞遊走能および浸潤能試験 
細胞遊走能は膜のポアサイズが 0.8 μm の 24
穴用インサートセル（BD Biosciences, Bedford, 
MA, USA）を用いて行った。 
浸潤能解析はポアサイズ 0.8μm の膜上面が
コラーゲンコートされた 24 穴用インサート
セル（BD Biosciences, Bedford, MA, USA）を



用いて行った。 
免疫不全ヌードマウスへの細胞移植 
MK1、MK2、C1、C2 の各細胞を、それぞれ

2 匹のヌードマウス（BALB/ｃ-nu/nu）の背側
の両側後肢付け根皮下に、細胞数 5×106 を計
4 箇所移植した。MK1 および MK2 を移植し
た 4 箇所の長径の和と、C1 および C2 の 4 箇
所の長径の和を比較した。 
 
４．研究成果 
（1） 
れわれは大規模マイクロアレイにより（ア

ジレントテクノロジー社、Human 1A version 
2）、正常子宮内膜と比べ子宮内膜類内膜腺癌
で 1.5倍以上高く発現している遺伝子を 24個
見出し一つに MK を認めた。そこでマイクロ
アレイの結果を確認するため、正常子宮内膜
の 10 例、子宮体癌 20 例（高分化型類内膜腺
癌 10 例、低分化型類内膜腺癌 10 例）におけ
る MK mRNA の発現量を、リアルタイム PCR
法を用いて検討した。その結果、MK mRNA
の発現量はマイクロアレイの結果と同様に
子宮体癌では高分化型、低分化型ともに正常
内膜より有意（P ＜ 0.001）に高いことが判
明した（図１）。また高分化型と低分化型と
の間には、発現量に有意差は認めなかった。 

 

タンパク質レベルでMK発現量が正常内膜
と比較し子宮体癌で増加しているかを確認
するため、免疫組織化学染色法による MK タ
ンパク質の染色を行った。免疫染色による
MK タンパク質発現を表１に示すが、全例に

おいて MK は細胞質で強く発現しており、核
での発現はわずかであった。また内膜間質に
おける MK タンパク質の発現は、正常内膜お
よび癌、共にわずかであった。正常内膜増殖
期および分泌期では、両者とも MK タンパク
質の発現は機能層よりも基底層で有意に強
く発現しており（P < 0.001）(表１、図 2c-f)、
機能層と内膜間質とでは有意差は認めなか
った。基底層における MK タンパク質の発現
は、増殖期よりも分泌期で高い傾向を示した
が有意差は認めなかった（P = 0.09）。 
子宮体癌症例ではMKタンパク質の発現は

表層部では弱く、浸潤境界部で強いことが判
明した（表 1、図 2g-2k)。いずれの組織分化
度においても、MK タンパク質の発現は表層
部と比べ浸潤境界部において有意に高かっ
た（P < 0.001）。 
癌の浸潤境界部と正常内膜の基底層とを

比較した場合、浸潤境界部における MK タン
パク質の発現は正常内膜基底層よりも有意
に高いことが判明した（P < 0.001）。 
 癌におけるMKタンパク質発現量と臨床病
理学的因子（分化度、進行期、筋層浸潤の深
さ、脈管侵襲の有無、リンパ節転移の有無、
予後）との間には有意な相関関係は認められ

なかった。 
 さらに我々は子宮体癌患者と良性婦人科
疾患患者における血清中 MK 濃度を ELISA
法によって比較検討した。子宮体癌患者の血
清 MK 濃度の値は 86±152 pg/mL であり、婦
人科良性疾患患者の血清 MK 濃度の値 39 ± 
61pg/mL と比べ、有意に血清中 MK 濃度が高
いことが判明した（P = 0.001、図 3）。 



さらに、表 2 に示すように子宮体癌の血清
MK 濃度と進行期、リンパ節転移の有無、予
後などの臨床病理学的因子との関連を検討
した。その結果、リンパ節転移のある群はリ
ンパ節転移の無い群と比べ、有意に血清 MK
濃度が高いことが判明した（P = 0.008）。また
予後不良群（再発および死亡群）の血清 MK
濃度は予後良好群（再発のない生存群）と比

 

べ有意に高いことが判明した（P = 0.009)。 

2） 

は in vitro における MK の機能解析を
試

Hec1-A にヒト子宮体癌細胞株 RL95-2 由来の

B-nu/nu マウス皮下

ルスベクターを

（

我々
みた。非 MK 発現ヒト子宮体癌細胞株

MK 遺伝子を導入した MK 強制発現 Hec1-A
（Hec1-A-MK）を樹立した。MK は分泌タン
パク質であり、Hec1-A-MK において培養液中
に MK が分泌されることも確認した（図 1）。 
Hec1-A-MK を用いて、足場依存性増殖能、足
場非依存性増殖能、遊走能、浸潤能試験を行
った。しかしながら、いずれにおいても非
MK 発現細胞と MK 強制細胞の間で有意差を
認めなかった（図 2）。 
一方、Hec1-A-MK を BAL
に移植したところ、非 MK 発現 Hec1-A と比
較して増殖が促進される傾向が示され、in 
vivo において MK が腫瘍増殖促進的に働くこ
とが示唆された（図 3）。 
 また MK の RNAi 発現ウイ
作製し、RL95-2 に導入することで、MK がウ
イルスベクター量依存的に減少することを
確認した（図 4）。現在、MK 強制発現用プ
ラスミドおよび MK RNA 干渉用レトロウイ
ルスベクターにルシフェラーゼ遺伝子を載
せ、リアルタイム in vivo イメージングシステ
ムを用いてMKの腫瘍への影響を追跡調査し
ようとしている。 

 

 



MK はシスプラチンによる腎炎等への関連も
報告されており、マウス移植後はリアルタイ
ム in vivo イメージングシステムの利点を活
かし薬剤投与時におけるMKの腫瘍への影響
も合わせて観察できることから、本研究の成
果はリンパ節転移を制御する遺伝子治療に
直接的に結びつくトランスレーショナルリ

サーチとして発展する可能性が高いと考え
る。 
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