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研究成果の概要（和文）： 

lipocalin2（LCN2）高発現子宮内膜癌細胞株HHUAのLCN2発現をshRNAで抑制すると、紫外線（

UV）感受性およびシスプラチン（CDDP）感受性の増強と、アポトーシスの有意な増加を認めた。

鉄イオンキレートによりコントロールHHUAでもUV感受性が増強し、LCN2発現抑制によりリン酸化

Akt発現が減弱することから、LCN2は鉄イオンを介してAktリン酸化を誘導し、細胞の生存能力を

高めていると考えられた。 

 

研究成果の概要（英文）： 

The expression of lipocalin2 (LCN2) was silenced using shRNA in HHUA, an endometrial 

carcinoma cell line over-expressing LCN2. The cell viability was significantly reduced and 

the apoptotic cells were significantly increased in this LCN2-silenced HHUA after 

ultraviolet (UV) irradiation or cisplatin (CDDP) treatment. The iron-chelating also reduced 

cell viability similar to LCN2-suppression. The expression of phosphorylated Akt was 

reduced in LCN2-silenced HHUA. These findings suggested that LCN2 enhanced cell 

survival via iron and Akt phosphorylation. 
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１．研究開始当初の背景 

子宮内膜癌は、近年わが国において急速な
増加が認められることから、癌発生・進展の
病態の解明が急務である。正常内膜腺上皮が
前癌病変である増殖症を経て内膜癌に至る
過程では、PTEN、K-ras、p53 など種々の遺
伝子異常が加重されると想像されるが、内膜

癌全体で何らかの遺伝子異常が報告されて
いるものは約 5 割にとどまり、まだ多くの重
要な遺伝子異常が不明のままである。 

内膜における腫瘍性病変の遺伝子変異の研
究の困難さは、腫瘍の発生母体となる子宮内
膜腺上皮をはじめ初期病変である増殖症や
初期癌は豊富な間質細胞によって取り囲ま
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れているという組織学的特性に由来する。従
ってこれら初期病変の遺伝子変異を組織塊
として採取した組織を用いて解析しても、詳
細な遺伝子変異の検討はできない。このため
特に初期病変の遺伝子変異の解析のために
は、微細な病変部位だけを正確に採取しうる
方法が必要であった。これを可能にしたのが
顕微鏡観察下で、レーザーによって標的細胞
の み を 採 取 し う る laser captured 

microdissection (LCM)法である。加えて近年
DNA マイクロアレイ法により、異なる試料
間での遺伝子発現の相違の検出が可能にな
った。我々は病変部の遺伝子発現変化を特異
的に検出するために、遺伝子背景の影響を受
けない同一内膜癌患者の凍結切片より LCM

によって正常腺管部、増殖症部、内膜癌部組
織を間質細胞を含まぬ様に正確に採取し、こ
れを用いて、正常―増殖症、正常―内膜癌の
間で発現量の変化している遺伝子をマイク
ロアレイ法により包括的に解析した。マイク
ロアレイによって同定された遺伝子につい
て、LCM で採取した微量 RNA を用いて、
real-time RT-PCR （ reverse 

transcriptase-polymerase chain reaction）
法で確認したところ、最も発現差の大きい遺
伝子として LCN2(lipocalin2)を見出した。そ
こで我々は LCN2 タンパク発現を実際の組
織で免疫染色を用いて検討したところ、正常、
増殖症、内膜癌と病変が進展するに従って染
色性が増強し、癌では分泌タンパクであるに
も関わらず、核染色を認める症例もあった。
また内膜癌において LCN2 高発現は予後不
良因子であることも示された。培養子宮内膜
癌細胞においても核でのタンパク発現の増
強が確認され、さらに発現増強によって細胞
増殖能や浸潤能の増強も確認された。また発
現低下細胞に関してはメチル化が関与して
いることが考えられた（Hum Pathol 2011）。
これまで、乳癌や食道癌では LCN2 により、
浸潤能や増殖能が増強されることや予後不
良因子であることが報告されているが（J 

Exp Cli Ca Re 2008, PNAS 2009, Prog 

Biochem Biophys 2001）、子宮内膜癌での報
告はなく、我々が初めて確認した分子である。
また核内発現および核内での LCN2 機能に
関する報告もない。この LCN2 機能を解析す
ることは、子宮内膜癌の発癌・進展過程をよ
り明らかにするだけでなく、新規分子標的治
療樹立の可能性がある。 

 

２．研究の目的 

我々はマイクロダイセクション法とマイク
ロアレイ解析を用いて子宮内膜癌で発現が
増強し、増殖能や浸潤能を増強させる因子と
して lipocalin2（LCN2）を見出した。本研
究では LCN2 のさらなる機能解析と、分子標
的治療の可能性について検討することを目

的とする。 

①LCN2 受容体発現：近年、分泌タンパクで
ある LCN2 の受容体が発見された（Cell 

2005）。この受容体の子宮内膜および子宮内
膜癌での発現状況を確認する。 

②子宮内膜癌細胞における LCN2 の in vitro

での機能解析：LCN2 発現亢進および siRNA

あるいは short hairpin RNA を用いた LCN2

発現低下による細胞機能の変化を検討する。
特に増殖能、遊走能や細胞の生存能に対する
作用を検討する。 

 

３． 研究の方法 

①子宮内膜癌における SLC22A17 発現の検
討：手術で摘出された子宮内膜癌 69 例のホ
ルマリン固定組織における LCN2 受容体
SLC22A17 発現を免疫染色で検討した。一次
抗体として抗 SLC22A17 多クローン性ウサ
ギ抗体（ABbiotec 社）を用い、２次抗体は
Histofine MAX-PO kit (ニチレイ社)を用い
た。500 細胞中の陽性細胞の割合を positivity 

index で表し、各臨床病理学的因子と比較し
た。 

②LCN2 発現抑制 HHUA (HHUA-shLCN2)

の樹立：LCN2 および SLA22A17 高発現子
宮内膜癌細胞株 HHUA に LCN2 に対する
short hairpin RNA (shRNA) を産生する
LCN2 shRNA pCMV4 (Origene)を導入し、
安定的に LCN2 発現が抑制された HHUA 

(HHUA-shLCN2)を樹立した。また対照とし
て遺伝子発現を抑制しない shRNA を産生す
る scrambled shRNA pCMV4 (Origene) を
導入した HHUA-cont を樹立した。 

③SLC22A17 高発現 Ishikawa (SLC-Ishi)の
樹立：LCN2 高発現 SLC22A17 低発現子宮
内膜癌細胞株 Ishikawa に SLC22A17 全長
cDNA (Origene 社)を導入し、SLC22A17 高
発現 Ishikawa (Ishi-SLC)を樹立した。また
対 照 と し て empty vector を 導 入 し た
Ishikawa (Ishi-cont)を樹立した。 

④WST-1 assay：96well マイクロプレート上
で細胞を培養し、10 倍希釈 WST-1 試薬（ロ
シュ社）を含んだ medium100μl を各 well

に入れて 2.5 時間後にマイクロプレートリー
ダーで 450nm 波長光を測定し、生存細胞数
の指標とする。 

⑤Wound-healing assay：HHUA-shLCN2, 

HHUA-cont をそれぞれ 500000 細胞を
60mm シャーレ上で培養し、表面を直線状に
擦過し、幅 500μm の wound を形成した。
24 時間後の wound 部分への細胞の遊走を観
察した。 

⑥CDDP 感受性試験：②③の細胞を 96well

マイクロプレートに 2,000 細胞/well で培養
開始し、1×10-5M～1×10-4M の CDDP 添加
72 時間後に④の WST-1 assay を行い、
CDDP 投与後の細胞生存能を検討した。さら



 

 

に鉄キレート剤 deferroxamine (DFO)を 100

μM で添加した。 

⑦UV 感受性試験：②の細胞を 96well マイク
ロプレートに 50,000 細胞/well で培養し、
60cm の距離から UV灯で UV照射を 15分間
行った。UV 照射 10 時間後に④の WST-1 
assay を行い、UV 照射後の細胞生存能を検
討した。さらにDFOを 100μMで添加した。 

⑧apoptosis の検討：②の細胞を 4 チャンバ
ースライド上で 50,000 細胞/chamber で培養
し、UV 照射後 8 時間後に In Situ Cell Death 

Detection Kit（ロシュ社）を用いて TUNEL

染色を行い、apopgtosis 細胞を観察した。 

⑨Western blotting：②の細胞を 60mm シャ
ーレ上で 500,000 細胞を培養し、UV 照射後
8 時間後にタンパクを回収し Western 

blotting を施行し、リン酸化 Akt 発現を検討
した。 

 
４．研究成果 
①子宮内膜癌における LCN2 受容体 SLC22A17
発現：SLC22A17 は正常子宮内膜に比較し、内
膜癌組織で高発現症例が認められたが、特に
進行癌や高グレード、深い筋層浸潤や脈管侵
襲、腹腔内細胞診陽性例で有意に高発現して
いた。また LCN2 発現と SLC22A17 発現には正
の相関関係が認められ、特に深い筋層浸潤部
や脈管侵襲部で両タンパクの高発現が観察
された。また両タンパクの高発現は予後不良
の傾向を示した。 
（図１） 

 
②LCN2の遊走能に対する作用：Wound healing 
assayでは 24時間後の wound部位への遊走は
HHUA-cont に 比 較 し て 、 明 ら か に
HHUA-shLCN2 で不良であった。LCN2 は
細胞の遊走能を高めると考えられた。 

（図２：Wound healing assay） 

 

③ LCN2 の CDDP 感受性に対する作用：
HHUA-cont に比較して、HHUA-shLCN2 で
は有意に CDDP 投与後の細胞生存能が不良
であり、apoptosis も増加し、CDDP 感受性
の亢進が認められた。また、Ishi-Cont に比
較して Ishi-SLC では有意に CDDP 投与後の
細胞生存能が高く、CDDP 感受性が低下した。
これらの LCN2 による CDDP 投与後の細胞
生存能増強効果は鉄イオンキレート剤 DFO

添加で打ち消された。 
 
(図 3a：WST-1 assay)  

(図３ｂ:Apostrand assay） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(図３ｃ：WST-1 assay) 

④ LCN2 の UV 感 受 性 に 対 す る 作 用 ：
HHUA-cont に比較して、HHUA-shLCN2 で
は有意に UV 照射後の細胞生存能が不良であ
り、apoptosis も増加し、UV 感受性の亢進が
認められた。これらの LCN2 による CDDP

投与後の細胞生存能増強効果は鉄イオンキ
レート剤 DFO 添加で減弱した。 



 

 

（図 4a：WST-1 assay） 

 
また、Western blotting では、HHUA-shLCN2
では UV 照射後にリン酸化 Akt 発現上昇を認
めないが、HHUA-cont では発現が著明に増強
していた。LCN2によるこのリン酸化 Akt発現
増強作用は DFO 投与により打ち消された。 
（図４ｂ：Western blotting） 

 
以上をまとめると、LCN2 は細胞の浸潤能や遊
走能を増強し、さらに鉄イオンを介してリン
酸化 Akt 発現を増強させ、apoptosis を抑制
することにより、UV 照射後や CDDP 投与後の
細胞生存能を亢進していると考えられる。こ
のように LCN2 は癌細胞の生存に有利に作用
し、子宮内膜癌進行に関与していると考えら
れ、新たな分子標的となる可能性が考えられ
た。 
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