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研究成果の概要： 

転移する良性腫瘍である平滑筋腫様細胞であるリンパ脈管筋腫症（LAM と略す）細胞はリ

ンパ管新生能を有するため、自ら新生したリンパ管により腫瘍結節がリンパ管内皮細胞に覆わ

れたまま細片化され、リンパ管腔ならびに体腔内に放出される。本研究では患者 LAM 細胞集

塊（LCC と略す）には特異的な細胞接着分子や細胞外マトリックスの発現が見られ、人工的に

作製された LCC 様細胞集塊にもその一部の細胞外マトリックスが発現していた。人工 LCC は

今後の LAM の研究に重要なツールとなる可能性がある。 
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１．研究開始当初の背景 

リンパ脈管筋腫症(Lymphangiomyomatosis, 
LAM)は、肺・体軸リンパ節群における平滑筋
様細胞（LAM 細胞）の増殖と肺の嚢胞化・反
復性気胸・乳び体腔液貯留を特徴とし、肺組
織の破壊に伴う進行性の肺機能障害による
呼吸不全がしばしば致死的となる生殖可能
年齢の女性に発症するまれな疾患である(有
病率人口 100 万対 3-6 人). この疾患は腫瘍
抑 制 遺 伝 子 TSC(Tuberous sclerosis 

complex)の異常により発症し、結節性硬化症
に合併する TSC-LAM と孤発性 LAM がある. 
TSC-LAM は脳、腎、心、皮膚などに多発性過
誤腫症(良性腫瘍)を合併する．TSC 関連良性
腫瘍群はその組織学的な特徴として豊富な
血管新生を伴うことが知られている．TSC 関
連良性腫瘍群のひとつであるリンパ脈管筋
腫症は名前の通り血管よりリンパ管に親和
性があり，かつ良性腫瘍でありながらリンパ
節・肺を系統的に侵す他に類を見ない特異な
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疾患である． 
２．研究の目的 
本 研 究 は リ ン パ 脈 管 筋 腫 症 細 胞 集 塊
（Lymphangioleiomyomatosis cell cluster: 
LCC）の形成と分裂に関与する因子を明らか
にするために、以下の 3点について検討する： 
1) LCC における LAM細胞－リンパ内皮細胞相
互に関与する接着分子 
2) LCCにおける接着分子の発現を制御する因
子 
3) LAM 細胞・リンパ内皮細胞による LCC 再構
成および LCC分裂における細胞外マトリック
スの発現および分解とその決定因子 
を検討する. 
 
３．研究の方法 
１）LAM 患者体腔液中 LCC の検討 

本施設ならびに全国協力施設のLAM患者13
症例から採取された体腔液（胸水 8 検体、
腹水 8 検体、心嚢液 1 検体、計 17 検体）
について検討した。体腔液は遠心し 10
μl づつスライドグラスにスメアを引き、
100％エタノール中 10 分間固定後、でき
る限り LCC の個数、大きさを測定した。
また、体腔液沈渣からセルブロックを作
製した。これらの検体を用い以下の免疫
染色および電子顕微鏡的検索を施行し
た。 
① メラノーマ関連抗原 
HMB45, Melan-A, PNL-2, CD63, 
Microphtalmia transcription factor 
(MiTF) 
② 筋系抗原 
α-smooth muscle actin (αSMA), Desmin 
③ リンパ内皮細胞特異抗原 
Vascular endothelial growth factor 
(VEGFR)-3, Podoplanin, Prox-1 
④ 女性ホルモンレセプター 
Estrogen receptor (ER), Progesterone 
receptor (PR) 
⑤ 電子顕微鏡によるの検討 
LCCは 10％グルタールアルデヒド燐酸緩衝液
にて 4℃17時間ゆっくり回転させながら固定
する．アルデヒド固定後オスミウム酸固定後
脱水し，エポキシ樹枝に包埋し超薄切片を作
製する．超薄切片を酢酸ウランおよびクエン
酸鉛にて染色する．電子顕微鏡（H-7100, 
HITACHI）にて観察，撮影する． 
 
２）培養 LAM 細胞による人工 LCC の作製 
① 初代培養 LAM 細胞および初代ヒトリンパ

内皮細胞を用いて 5％CO2 および 5%O2 の
低酸素条件下で，混合し最低 24 時間混合
培養する（LAM-spheroid）． 

② 初代培養 LAM 細胞から NeuroCult ヒト神
経 幹 細 胞 培 養 培 地 (STEM CELL 
Technologies)を用い、LAM-Neurosphere

を 作 製 す る 。 さ ら に 作 製 し た
LAM-Neurosphere と初代リンパ内皮細胞
を混合培養する。 

 
３）LCC および人工 LCC による接着分子発現
の検討 
１）、２）により採取された LCC および人工
LCC を用いて、免疫蛍光染色法を用いて
LAM 細胞間、LAM 細胞－リンパ内皮細胞間
に発現する以下の接着分子および細胞外マ
トリックスを検討する。 
① LCC 関連抗原 
HMB45, αSMA, VEGFR-3 
② 接着分子(インテグリンファミリー) 
α2, α3, α4, α5 
③ 細胞外マトリックス 
Fibronectin, Laminin, type4 collagen 
 
４．研究成果 
１）LAM 患者体腔液中 LCC の検討 
13 症例、17検体すべてに LCC を認めた(表)。

LCC は体腔液中 0.02～10 個/ml と症例により
かなりのばらつきがあり、大きさは径約 50
～100 ミクロンであった。検出された LCC は
すべてリンパ内皮細胞により覆われていた
(表、図 1,2)すべて LAM 細胞の特徴であるメ
ラノーマ関連抗原、筋系抗原の発現を認めた。
女性ホルモンレセプターの発現では ER の発
現が 33.3％であった。以上より、LCC は LAM
患者の体腔液中に普遍的に存在することが
証明できた。さらにその細胞学的形状は肺組
織やリンパ節組織内に見られる LCCと同一で
あり、すべてリンパ内皮細胞により被われて
いることから、おそらくすべての症例におい
て LAM 細胞のリンパ管新生能（我々は VEGF-D
の強い関与を示唆した。）による LAM 結節の
Fragmentation がこれらの LCC の発生に関与
し、LAM の病態にきわめて深く連携すること
が強く示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

表 



２）培養 LAM 細胞による人工 LCC の作製 
① LAM-spheroid の作製 
 5 系統ある初代培養 LAM 細胞について
Spheroid の作製を施行したが、培養 LAM 細胞
の増殖が悪く、あらたな LAM-spheroid の作
製が困難となった。 
② LAM-Neurosphere の作製 
①の方法に変わり、あらたに幹細胞培養法に
よる人工 LCC の作製を試みた。それによりで
き た LAM-Neurosphere が 作 製 で き た 。
LAM-Neurosphere は径 500～1000μ程度の大
きさがあり LCC より約 10 倍の大きさであっ
た（図 3）。この LAM-Neurosphere を用いて、
初代培養リンパ内皮細胞との混合培養を試
みたが、まだリンパ内皮細胞に覆われた
LAM-Neurosphere はできていない。 
 
３）LCC および人工 LCC による接着分子発現
(図４) 

患者 LCC では接着分子のひとつである
イ ン テ グ リ ン フ ァ ミ リ ー に 属 す る
alpha2,4,5 の発現が LAM 細胞間、リンパ
内皮細胞下に認められる一方で、alpha3
はリンパ管内皮細胞直下に発現し LAM 細
胞間では弱かった。さらに細胞外マトリ
ックスである Laminin, Fibronectin の
高度の発現を LAM 細胞間に認めた。
Laminin はリンパ内皮細胞直下にもよく
発現していた。基底膜物質である 4 型コ
ラーゲンは血管周囲には高度に発現し
ていたが、リンパ管周囲での発現はほと
んど認めなかった。以上より、1)LAM 細
胞 は alpha2,4,5-Laminin お よ び
Fibronectin により接着し、2)LAM 細胞-
リ ン パ 内 皮 細 胞 は
alpha2,3,4,5,Laminin により接着して
いることがわかった。4 型コラーゲンは
LCC の細胞接着への関与はほとんど見ら
れなかった。これらにより LCC における
LAM 細胞－リンパ内皮細胞相互の接着機
構の一端が示された。 

一方、LAM-Neurosphere の接着分子の検討
は充分に行われていない。細胞外マトリック
スである Fibronectin および Laminin のうち
Fibronectin のみが LAM 細胞間に極めて良く
発現していることがわかった。しかし、
Laminin は条件設定がうまくいかず発現の確
認が取られていない。 

 
今後、患者 LCC の採取ならびに人工 LCC の

作製を継続し LAM 細胞間ならびに LAM 細胞－
リンパ内皮細胞間の接着機構の病理学的解
析を継続することにより、LAM の病態進展に
重要な役割を果たすと考えられる LAM細胞の
リンパ管新生能と LCC の Fragmentation の機
構の解明と治療法開発への応用を目指す。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2 

LAM cell cluster の電子顕微鏡学的特長 

細胞集塊の表面には扁平なリンパ内皮細胞

が覆っている（矢印）。 
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LAM cell cluster の免疫細胞学的特長 

A. Papanicollaou 染色、B. α-smooth muscle 

actin（茶）, C. HMB45（茶）, D. VEGFR-3

（赤）, E. Podoplanin（茶）, F. Prox-1

（茶）, G. Estrogen receptor（茶）, H. 

Progesterone receptor（茶）. 
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図 3 

LAM-Neurosphere（超薄切片標本, トルイジ

ン青染色） 

接着分子および細胞外マトリックスの発現: 
A. インテグリンα2（赤）  
B. インテグリンα3（赤） 
C. インテグリンα4（緑） 
D. インテグリンα5（赤） 
E. Fibronectin（赤） 
F. Laminin（緑) 
G. αSMA+VEGFR-3（赤＋緑） 
H. HMB45+VEGFR-3（赤＋緑） 
I. Type4 collagen+VEGFR-3（赤＋緑） 
J. Fibronectin+VEGFR-3（赤＋緑） 
K. Laminin+VEGFR-3（赤＋緑） 
L. Fibronectin（赤） 
(A-F: LCC, G-K: Lung tissue,  
L: LAM-Neurosphere, 青は細胞核) 
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