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研究成果の概要（和文）： 
林等は、LMP2 において、子宮間葉系腫瘍である子宮筋腫に属する種々の腫瘍と子宮肉腫とを区

別するバイオマーカーとしての可能性を提示している。LMP2 は子宮肉腫細胞において細胞増殖

を抑制し、造腫瘍能を低下させることが認められた。その後の研究成果より、子宮肉腫での LMP2

の生物学的応答性は、プロテアソームの活性化に依存せず、おそらく LMP2 単分子と他の細胞性

因子とのコミュニケーションにより誘導されるらしい。林等は、子宮肉腫での組織特異的に作

用する LMP2 の癌抑制因子としての生物学的応答性について報告した。 

 
研究成果の概要（英文）： 

Hayashi et al. reported that defective LMP2 expression is likely to be one of the risk 
factors in the development of human uterine LMS as it is in LMP2-deficient mice. The 
importance of the IFN-γ pathway in the transcriptional regulation of the LMP2 promoter 
has been established in another study, where defective LMP2 expression was attributable 
to mutations in the catalytic region of JAK1 in a human uterine LMS SKN cell line. 
In the present study, we investigated whether LMP2 expression was markedly 

down-regulated in human uterine LMS tissues in comparison with both LMA and normal 
myometrium. Biological and histological findings showed that defective LMP2 expression 
contributed to abnormal cell proliferation, which directly correlated to tumor 
progression. Disruption of LMP2 expression stemmed from defects in the IFN-γ signaling 
pathway, specifically from somatic mutations in JAK1. Furthermore, LMP2 expression 
appeared to be responsible for the suppression of specific transformed phenotypes of human 
uterine LMS cells in an anti-oncogenic manner. Continued improvement of our knowledge 
of the molecular biology of uterine LMS may ultimately lead to novel diagnoses and 
therapies and improved outcome. 
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１．研究開始当初の背景 

近年、癌の研究が飛躍的に進み、早期治療

の結果、子宮頸癌や胃癌などは死亡率が低下

している。一方、ライフサイクルの変化に伴

い、その罹患率と死亡率が上昇している腫瘍

種もあり、婦人科領域では、子宮筋層におけ

る子宮平滑筋肉腫(子宮肉腫)の発症も増加

傾向に感じられる。子宮平滑筋腫(子宮筋腫)

は、50 歳以上の成人女性に罹患率 70～80％

で発症する良性腫瘍で、女性に発生する腫瘍

で最も頻度の高い腫瘍のうちの一つである。

従来はその大きさを基準に手術が行われて

きたが、女性の晩婚化・高齢初産婦の増加な

どライフスタイルの変化により、40 歳代女性

の妊孕性温存希望が強くなっている。故に、

今日の子宮筋腫の治療方針ではこの社会的

背景を考慮して子宮を温存する方法が要求

される。しかし、子宮筋腫に類似した悪性疾

患である子宮肉腫がまれながら存在するた

め、多くの子宮筋腫患者の中で子宮温存の是

非を決定する際、その除外診断が重要となる。

残念ながら、現行の鑑別法は、手術摘出組織

の病理診断であり客観性に欠けている。さら

に、これまでに各国において臨床試験が行わ

れているが、既存の抗癌剤では、子宮肉腫に

対する顕著な延命効果が認められていない。

そこで、子宮肉腫に対する新規治療法・診断

法の確立に向け、子宮肉腫の生物学的特性を

理解することが重要である。 

林等は、蛋白分解酵素複合体プロテアソー
ムの構成因子である LMP2LMP2LMP2LMP2 のののの欠損欠損欠損欠損マウスマウスマウスマウスにおにおにおにお
いていていていて、、、、子宮肉腫子宮肉腫子宮肉腫子宮肉腫がががが自然発症自然発症自然発症自然発症することをすることをすることをすることを見出見出見出見出しししし
たたたた((((利根川利根川利根川利根川    進進進進    教授教授教授教授::::米国米国米国米国マサチューセッツマサチューセッツマサチューセッツマサチューセッツ
工科大学工科大学工科大学工科大学のののの研究協力研究協力研究協力研究協力))))。そこで、遺伝子改変
マウスでの知見を基盤として、ヒト子宮肉腫
培養細胞や手術摘出組織を用いて、林等は、
ヒト子宮肉腫の生物学的特性について解析
を行っている。本課題で得られた研究成果を
ヒト子宮肉腫に対する新規治療・診断法の開
発へと還元することを最終目的とする。 
 
２．研究の目的 

子宮平滑筋層に発症した腫瘍の確定的な

診断は、一般的に外科的に切除した腫瘍組織

についての病理診断である。しかし、子宮肉

腫の症状や組織学的性質や状態は、子宮筋腫

に極めて類似しており、その鑑別は、外科病

理医の経験に基づいており客観性に欠けて

いる。これまで、国内･国外の研究施設より、

ヒト子宮肉腫の明確な生物学的特徴は報告

されていない。したがって、現在まで、子宮

筋腫と子宮肉腫とを鑑別するバイオマーカ

ーや治療法は確立されていない。 

 林等は、ヒトヒトヒトヒト子宮肉腫子宮肉腫子宮肉腫子宮肉腫のののの腫瘍形成能腫瘍形成能腫瘍形成能腫瘍形成能にににに直接直接直接直接
関与関与関与関与するするするする LMP2LMP2LMP2LMP2 のののの発現状況発現状況発現状況発現状況をををを主眼主眼主眼主眼としてとしてとしてとして、、、、微微微微
小環境小環境小環境小環境でのでのでのでの子宮肉腫子宮肉腫子宮肉腫子宮肉腫のののの生物学的応答生物学的応答生物学的応答生物学的応答につい
て検討している。林等は、ヒト子宮平滑筋肉
腫培養細胞(SKN 細胞：LMP2 陰性)を用いてヒ
ト子宮肉腫の生物学的特性について検討し
ている。今後、LMP2 欠損マウスとヒト手術摘
出組織の組織学的・分子生物学的解析により、
ヒト子宮肉腫の微小環境への適応メカニズ
ム、主に“血行性転移機序と老化機構”につ
いてさらなる理解を深める。本研究成果をヒ
ト子宮肉腫に対する新規治療・診断法の開発
へと還元することを最終目的とする。 
 
３．研究の方法 

小西小西小西小西    郁生郁生郁生郁生    教授教授教授教授((((京都大院医京都大院医京都大院医京都大院医))))の指導より

複数の医療機関と SIGMA-Aldrich 社との連携

のもと、林等は、病理検査ファイルから正常

ヒト子宮平滑筋、ヒト子宮筋腫およびヒト子

宮肉腫の生検組織材料約 60 症例を用いて、

各組織での LMP2 の発現状況を検討した。そ

の結果、良性(子宮筋腫)では、LMP2 は強発現

であるのに対して、子宮肉腫では LMP2 の発

現が、著しく減弱し、LMP2 の発現は子宮平滑

筋腫瘍に対する悪性度の指標マーカーにな

り得ることを明らかとした(図図図図 1111)。 

これまでの申請者らの実験系より、SKNSKNSKNSKN----lmp2lmp2lmp2lmp2
細胞細胞細胞細胞のののの細胞浸潤能細胞浸潤能細胞浸潤能細胞浸潤能はははは、、、、SKNSKNSKNSKN 細胞細胞細胞細胞にににに比較比較比較比較してしてしてして非非非非
常常常常にににに低低低低くくくく、、、、SKNSKNSKNSKN----lmp2lmp2lmp2lmp2 細胞細胞細胞細胞ではではではでは、、、、血行性転移血行性転移血行性転移血行性転移をををを
誘導誘導誘導誘導するするするする VEGFVEGFVEGFVEGF----AAAA、、、、VEGFVEGFVEGFVEGF----BBBB、、、、ILILILIL----8888 のののの著著著著しいしいしいしい発発発発
現低下現低下現低下現低下がががが認認認認められためられためられためられた(油谷 浩幸 教授 東京
大との共同研究)。。。。リンパ管内皮細胞誘導因
子 VEGF-C の発現は、両細胞株では認められ
ず、子宮肉腫の転移巣の臨床所見と一致する。
LMP2 による遺伝子産物は、ヒト子宮肉腫に対
する抗腫瘍剤の標的になる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(1). (1). (1). (1). ヒトヒトヒトヒト子子子子宮平滑筋肉腫宮平滑筋肉腫宮平滑筋肉腫宮平滑筋肉腫のののの特性特性特性特性：：：：腫瘍細胞腫瘍細胞腫瘍細胞腫瘍細胞

浸潤能浸潤能浸潤能浸潤能、、、、新生血管新生血管新生血管新生血管    

血行性転移における子宮平滑筋肉腫の生物

学的特徴を明らかとする。 

((((試験試験試験試験 1)1)1)1)「SKN-lmp2 細胞では、腫瘍細胞浸潤
能が著しく低下する」この現象は、腫瘍細胞

図1 子宮平滑筋組織におけるLMP2の発現
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LMP2は、正常 と筋腫で強く発現しているが、肉腫 
では発現していない。



 

 

浸潤を誘導する VEGF-A,IL-8 の発現が LMP2
の恒常的発現により顕著に低下することに
起因するか検討する。VEGF-A と IL-8 の shRNA
を 発 現 す る IL-8shRNA と VEGF-AshRNA 
plasmid を SKN 細胞に移入する。同 plasmids
が 移 入 さ れ た SKN-shRNA 細 胞
(SKN-VEGF-AshRNA 細胞,SKN-IL-8shRNA 細胞)
を neomycine で選択培養を行う。SKN-shRNA
細胞において、shRNAによる VEGF-A,IL-8mRNA
の発現量の抑制を RT-PCR 法によりを検討す
る。次に SKN-shRNA 細胞からの産生された培
養液中の VEGF-A, IL-8 の量を Cytometric 
Bead Array により測定する。低酸素環境での
SKN-IL-8shRNA 細胞と SKN-Scr.shRNA 細胞と
の腫瘍細胞浸潤能を MatriGel 浸潤 Assay、遊
走能を Radius 細胞遊走 Asay により検討する。
SKN 細胞、SKN-VEGF-AshRNA 細胞と SKN-LMP2
細胞の培養上清液を採取して血管新生 Assay
を用いて in vitro の系により血管内皮細胞
によるチューブ形成能を検討する。上記の実
験系により、SKN 細胞, SKN-VEGF-AshRNA 細
胞と SKN-LMP2 細胞とで血管内皮細胞による
チューブ形成能の有意な差を確認された際、
それぞれ培養上清液を採取してヌードマウ
ス(NCRnu/nu マウス 8週齢)を用いた in vivo
血管新生 Assay キット DIVAA により血管内皮
細胞による血管新生を検討する。((((試験試験試験試験
2)2)2)2)LMP2 の恒常的発現が、SKN 細胞が有する血
行性転移能を抑制するか in vivo の実験系に
より検討する。SKN 細胞と SKN-lmp2 細胞とに
EGFP の発現ベクターを移入して、EGFP を同
細胞のマーカーとする。SKN(EGFP)細胞と
SKN-LMP2(EGFP)細胞(それぞれの細胞 2x106

個)をヌードマウス(NCRnu/nu マウス 8 週齢)
の第 2 FatPad 及び脾臓に移植する。移植後 5
週間目に各ヌードマウスを安楽死させて、肺
と肝臓を摘出し、病理組織学的解析で SKN 細
胞の肺と肝臓での転移巣を EGFP 陽性として
同定する。IL-8 及び VEGF-A に対する中和抗
体の持続的投与による LMP2 欠損マウスでの
血行性転移による転移巣の形成への影響を
検討する。これらのこれらのこれらのこれらの研究成果研究成果研究成果研究成果はははは、、、、高頻度高頻度高頻度高頻度にににに認認認認
められるめられるめられるめられる血行性転移血行性転移血行性転移血行性転移のののの転移巣転移巣転移巣転移巣のののの形成形成形成形成とととと繰繰繰繰りりりり
返返返返されるされるされるされる再発性腫瘍形成再発性腫瘍形成再発性腫瘍形成再発性腫瘍形成にににに対対対対するするするする治療法治療法治療法治療法のののの
開発開発開発開発へとへとへとへと還元還元還元還元されるされるされるされる。。。。 

(2). (2). (2). (2). ヒトヒトヒトヒト子宮肉腫子宮肉腫子宮肉腫子宮肉腫のののの特性特性特性特性：：：：造腫瘍能造腫瘍能造腫瘍能造腫瘍能とととと老化老化老化老化    

LMP2 細胞と比較して、SKN-LMP2 細胞の増殖

速度は有意に低下し、老化へと移行してい

る。LMP2 の恒常的発現による老化機序を分

子生物学的手法により検討する。SKN 細胞

では、Cyclin E が著しく発現しているが, 

LMP2 発現により、p21, p27 の発現が顕著に

誘導され、Cyclin E の発現が激減する。ヒ

ト組織学的解析では、ヒト正常子宮平滑筋

では陰性である Cyclin E の著しい発現がヒ

ト子宮肉腫特異的に認められる。SKN 細胞

の増殖と腫瘍形成能が、Cyclin E の活性化

に依存しているか検討するため、腫瘍形成

因子 Cyclin E の shRNA を発現する shRNA 

plasmid を SKN 細胞に導入し、SKN-Cyclin 

EshRNA 細胞を作成する。SKN-Cyclin EshRNA

細胞の細胞増殖、造腫瘍能について検討す

る。①①①①具体的には、SKN-LMP2 細胞、

SKN-Cyclin EshRNA 細胞において、LMP2 依

存的に細胞周期制御因子/老化マーカー

(p15,p16,p19,p21,p27)の発現が誘導され、

細胞周期 G1 チェックポイントで細胞増殖

の停止、さらに老化(老化性β-gal染色 kit 

Cell Signaling 社)が誘導されるか in 
vitroの実験系により検討する。②②②②さらに、

SKN-LMP2 細胞における腫瘍形成能、老化と

p19/p53 シグナル誘導性アポトーシスにつ

いて、同細胞をヌードマウスへ移植

(Xenograft)し組織学的解析(老化性β-gal、

in situ apoptosis、各老化マーカーの陽性

等)により検討する。また、Xenograft 内に

浸潤している免疫担当細胞の特性(浸潤細

胞のタイプと数)について解析を行う。    

また、LMP2 の造腫瘍能についてさらに検討を
行うため、LMP2 欠損マウスと親マウスである
C57BL/6 マウスから ES 細胞を樹立する。そし
て、その ES 細胞をヌードマウスに移植し、
奇形腫の形成状況により LMP2 欠損と腫瘍形
成との関連性について検証を行う(中畑 教
授 京都大学 iPS 細胞研究所との共同研究の
準備中)。C57BL/6 マウスへ同種の ES 細胞を
移植すると、免疫拒絶なしに奇形腫が形成さ
れるが、C57BL/6 マウス由来の iPS 細胞を同
種マウスに移植すると奇形腫の形成効率は
悪く、免疫拒絶が認められる。よって、ES 細
胞を用いて LMP2 欠損と腫瘍形成の関連性を
検討する。これらのこれらのこれらのこれらの研究成果研究成果研究成果研究成果はははは、、、、既存既存既存既存のののの化学化学化学化学
療法療法療法療法にににに抵抗性抵抗性抵抗性抵抗性であるであるであるである子宮平滑筋肉腫子宮平滑筋肉腫子宮平滑筋肉腫子宮平滑筋肉腫にににに対対対対すすすす
るるるる抗腫瘍剤抗腫瘍剤抗腫瘍剤抗腫瘍剤やややや新規治療法新規治療法新規治療法新規治療法のののの開発開発開発開発へとへとへとへと還元還元還元還元ささささ
れるれるれるれる。。。。 
 
４．研究成果 
(1). (1). (1). (1). LMP2 欠損マウスで、子宮平滑筋肉腫の
血行性転と思われる胸部骨格筋での転移巣
が確認された。そこで、LMP2 の恒常的発現に
よりどのような機序が誘導されるか、サイト
カイン・ケモカインを中心とした遺伝子発現
のプロファイリングをマイクロアレイによ
り検討している((((油谷油谷油谷油谷    浩幸浩幸浩幸浩幸    教授教授教授教授    東大東大東大東大とのとのとのとの
共同研究共同研究共同研究共同研究))))。その結果、以下 2 点について注
目している。血行性転移血行性転移血行性転移血行性転移：：：：細胞浸潤細胞浸潤細胞浸潤細胞浸潤とととと新生血新生血新生血新生血
管管管管のののの誘導因子誘導因子誘導因子誘導因子であるであるであるである VEGFVEGFVEGFVEGF----AAAA とととと ILILILIL----8888 のののの遺伝子遺伝子遺伝子遺伝子
発現発現発現発現がががが、、、、LMP2LMP2LMP2LMP2 のののの恒常的発現恒常的発現恒常的発現恒常的発現によりによりによりにより著著著著しくしくしくしく減弱減弱減弱減弱
されがされがされがされが、、、、リンパリンパリンパリンパ行性転移行性転移行性転移行性転移にににに働働働働くくくく VEGFVEGFVEGFVEGF----CCCC とととと
VEGFVEGFVEGFVEGF----DDDD はははは、、、、LMP2LMP2LMP2LMP2 のののの発現発現発現発現にににに影響無影響無影響無影響無されずされずされずされず発現発現発現発現
しないしないしないしない。。。。    



 

 

(2). (2). (2). (2). 子宮平滑筋肉腫において、LMP2 が著し
く低下もしくは陰性になる原因を検討して
いる。まず、子宮平滑筋組織での LMP2 の発
現を誘導するためのシグナルカスケードに
ついて検討を行った。これまで、LMP2 の発現
は、IFN-γシグナルあるいは TNF-αシグナル
により顕著に誘導される。そこで、子宮平滑
筋層での LMP2 の発現を誘導するシグナルを
検討するために、IFN-γ欠損マウス、TNF-α
欠損マウスの子宮平滑筋層における LMP2 の
発現状況について検討した。その結果、野生
型マウスと TNF-α欠損マウスの子宮平滑筋
層において、LMP2 の発現が認められたが、
IFN-γ欠損マウスでは、LMP2 の発現が著しく
低下していた。各マウスの子宮平滑筋組織か
ら、総蛋白質と総 RNA を抽出して、各マウス
の子宮平滑筋組織での LMP2 の発現量を検討
した。その結果、子宮平滑筋細胞では、LMP2
の発現は、IFN-γシグナルによって誘導され
る可能性が高いことが明らかとされた。 
 
 
 
 
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
(3). (3). (3). (3). 子宮平滑筋肉腫で、LMP2 が著しく低下
もしくは陰性になる原因として、IFN-γシグ
ナル因子の欠損・変異の可能性が問われる。 

そこで、子宮平滑筋肉腫組織 19 症例とそ
の各症例における正常子宮平滑筋組織から
DNA を抽出し、IFN-γシグナル因子である
JAK1, JAK2, STAT1, LMP2 プロモター領域に
おける腫瘍特異的変異・欠損について解析し
た。その結果、ヒト子宮平滑筋肉腫組織にお
いて、7症例において JAK1 のチロシンリン酸
化酵素としての活性化が消失する変異が認
められた。 
 
(4). (4). (4). (4). 子宮平滑筋細胞での LMP2の発現低下は、
子宮平滑筋肉腫の発症に密接に関与してい
るらしい。ヒト子宮平滑筋肉腫培養細胞 SKN
細胞(LMP2 の発現は陰性)に LMP2 遺伝子を導

入して、LMP2 が恒常的に発現している
SKN-LMP2 細胞を確立した。SKN 細胞と
SKN-LMP2 細胞における細胞生物学的特徴、細
胞形態、造腫瘍能や細胞増殖能を検討した。
その結果、①細長い紡錘形の細胞形態である
SKN 細胞骨格が、LMP2 の恒常的発現により、
繊維芽細胞様のフラット形の細胞骨格に変
化した。②SKN-LMP2 細胞の細胞増殖能は、SKN
細胞よりも遅くなることが明らかとされた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
SKN 細胞と SKN-LMP2 細胞を免疫欠損マウス
(BALB/c nu/nu)に移植し、各細胞株の造腫瘍
能について検討した。その結果、LMP2 の恒常
的発現は、子宮平滑筋肉腫の造腫瘍機能に対
して抑制的に働くことが明らかとされた。 
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