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研究成果の概要：子宮内膜癌の発生に関与する遺伝子変異を同定する目的で、正常および腫瘍性

内膜組織に発現する遺伝子をマイクロアレイ解析で探索したところ、内膜癌で過剰発現している

分子として従来鉄イオンの運搬に関与するとされている lipocalin 2 を同定した。今回の検討に

よってlipocalin 2の過剰発現が内膜癌の増殖能と転移能の亢進に関与していることが新たに明

らかとなり、lipocalin 2 が内膜癌に対する分子標的となりうる可能性が示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 

近年我が国においては、子宮内膜癌の患者

が急増しており、より深い生物学的性質の解

明が待たれている。正常子宮内膜から前癌病

変である子宮内膜増殖症を経て子宮内膜癌

にいたる過程では、PTEN、K-ras、p53 等の

遺伝子の変異が蓄積されていることが報告

されているが、このような既知の遺伝子の変

異が判明している症例は全体の約半数にと

どまるため、いまだに多くの未知の遺伝子異

常が存在すると考えられている。従って子宮

内膜癌の新たな遺伝子変異を同定し、生物学

的特性をさらに明らかにすることが課題と

なっている。 
 
２．研究の目的 

子宮内膜の腫瘍化における遺伝子研究が

難しい点は、内膜癌の発生母地である正常子

宮内膜自体が腺上皮細胞と内膜間質細胞で

構成され、内膜増殖症や高分化型内膜癌であ

研究種目：基盤研究(C) 

研究期間：2007 ～ 2008 

課題番号：19591929 

研究課題名:子宮内膜癌において新たに同定された lipocalin 2 過剰発現の機能解析  

  

研究課題名: Functional analysis of lipocalin 2 overexpression in endometrial carcinoma
  

研究代表者 

  塩沢 丹里 (SHIOZAWA  TANRI) 

信州大学・医学部・教授 

 研究者番号：20235493 



 

 

っても腫瘍腺上皮細胞が比較的豊富な間質

によって取り囲まれているという組織学的

特性に由来する。したがって、これら前癌病

変や初期癌の微小病変については、塊として

採取した組織全体を用いて解析しても詳細

な遺伝子変異の検討は不可能であり、このこ

とが新規遺伝子の単離を妨げてきたと考え

られる。すなわち、内膜癌初期発生に関わる

遺伝子の同定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る。今回我々

はこの問題に対応するために、laser 

captured microdissection (LCM) 法を採用

した。この方法は顕微鏡観察下にレーザーを

用いて標的細胞のみを採取するもので、非常

に組織特異性の高い細胞標本の採取が可能

である。また、近年 DNA マイクロアレイ法

により組織学的に異なる病変間の遺伝子発

現の相違を網羅的に検出することが可能と

なった。さらに、遺伝子発現の差異をより特

異的に検出するためには遺伝的背景の影響

を受けないように同一患者から正常内膜腺

上皮、増殖症腺上皮、腺癌上皮を採取するこ

とが求められる。以上より、本研究は内膜癌

発生や進展に関わる遺伝子群の同定を LCM-

マイクロアレイ解析により行うものである。 

我々は同一症例中に正常と腫瘍性病変を

同時に含む症例を 10 例集積し、その新鮮凍

結切片から LCM 法で病変のみを正確に採取

し、正常 vs.増殖症、正常 vs.内膜癌、および

増殖症 vs.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網羅的

に解析したところ、全ての症例に共通して病

変間で発現量の変化している遺伝子が合計

370 同定された。これらをさらに Real time 

reverse transcriptase-polymerase chain 
reaction (RT-PCR) 法により検証中であるが、

現在まで 30 遺伝子に組織特異的な発現が

確認されている。これらのなかで、正常 vs.

内膜癌の間で発現量の差異が大きかった遺

伝子の一つとして我々は lipocalin 2 に注目

した。Lipocalin 2 は分子量約 26Kd の比較

的小型の分泌蛋白で、従来までの報告では i) 

様々な組織や上皮に発現し、また様々な

cytokine や、エストロゲンを含むその他の因

子によって誘導される、ii) 組織損傷部位に

おいて、炎症や組織再構築の modulator とし

て働く、iii) 膵臓がん、乳がん、大腸直腸が

ん等の腫瘍で過剰発現を認める、iv) 鉄イオ

ンの運搬に関与する、v) in vitro において、

細胞増殖能や浸潤能を変化させる、等の報告

がある。我々はまずこの lipocalin 2 の子宮内

膜組織における発現パターンをさらに明ら

かにするために、正常子宮内膜、子宮内膜増

殖症、および子宮内膜癌における lipocalin 2

の発現を免疫染色によって観察した。その結

果興味深いことに従来は lipocalin 2 は小型

の分泌蛋白として主に細胞質に存在すると

いわれていたが、今回の検討では、細胞質に

加えて核にも染色性が観察された。さらに組

織型別にみると、正常内膜では増殖期に陽性

染色が観察され、分泌期では発現が低下した。

また増殖症、子宮内膜癌と病変が進行するに

従い特に核における発現が増強していた。こ

れらの免疫染色による結果は、LCM-マイク

ロアレイ解析の結果とよく一致するもので

あったが、子宮内膜癌における lipocalin 2 発

現の意義は未だ不明である。今回の研究は

種々の実験的アプローチを通して、子宮内膜

組織における lipocalin 2 発現の意義を明ら

かにすること、さらには lipocalin 2 が子宮内

膜癌の新たな分子標的療法の対象となる可

能性の有無について検討することとした。 
 
３．研究の方法 

本研究では子宮内膜組織における

lipocalin 2 の意義を明らかにするために、具

体的に以下の実験を施行する。 



 

 

(1) 子宮内膜組織における発現とその臨床

病理学的意義の解明：我々は既に免疫染

色によって lipocalin 2 が子宮内膜癌で

過剰発現していることを確認している

が、この意義さらに明らかにするたに、

年齢、進行期、組織学的 grade などの臨

床病理学的因子との相関性を検討し、さ

らに lipocalin 2 が予後因子であるかに

ついて検討する。 

(2) lipocalin 2 の核内局在の検討：従来分泌

蛋白として細胞質に存在するといわれ

ていた lipocalin 2 が核内にも観察され

た。これを確認するために、培養正常子

宮内膜腺上皮および内膜癌細胞におけ

る lipocalin 2 の発現を蛍光免疫組織学

的に検討する。 

(3) lipocalin 2 の癌遺伝子としての機能解

析：lipocalin 2 が内膜病変の進行に従っ

て発現が増強したことから、lipocalin 2

が一種の癌遺伝子として作用している

可能性がある。この可能性を検討するた

めに、lipocalin 2 発現ベクターをマウス

NIH3T3 細胞に導入し形質転換能を検

討する。 

(4) 子宮内膜癌における発現増強の機序の

解析：膵臓癌では lipocalin 2 遺伝子プ

ロモーターの脱メチル化によって発現

が増強することが報告されていること

から、子宮内膜癌におけるこの可能性の

検討のために、正常内膜および内膜癌の

プロモーターのメチル化を検討する。 

(5) 子宮内膜癌細胞における lipocalin 2 の

in vitro での機能解析：lipocalin 2 の機

能を in vitro で解明するために、

lipocalin 2 発現ベクター導入細胞を樹

立し、増殖能、浸潤能などの変化を検討

する。また lipocalin 2 の発現を siRNA

あるいは short hairpin RNA を用いて

抑制し、同様に増殖能や浸潤能に対する

影響を検討する。 
 
４．研究成果 

(1) lipocalin 2 の内膜組織における発現 

正常内膜(40 例)、増殖症(10 例)、内膜癌(67

例) における lipocalin 2の発現を免疫染色に

て検討したところ、正常内膜増殖期、増殖症、

内膜癌と病変が進行するに従って発現が増

強していた。また、従来 lipocalin 2 は分泌型

蛋白で細胞質に存在すると報告されていた

が、今回の検討では核にも発現が観察されて

いた。 

(2) lipocalin 2 の局在の in vitro での検討 

各 種 の 子 宮 内 膜 癌 細 胞 株 に お け る

lipocalin 2 の mRNA と蛋白質の発現を

RT-PCRとWestern blottingを用いて検討し

たところ、蛋白と mRNA の発現量はよく相

関していたので、lipocalin 2 蛋白の発現量は

主に mRNA レベルで調節されていることが

判明した。これらの細胞株のうち、lipocalin 2

の発現が高かった Ishikawa 細胞と HHUA

細胞の細胞質分画と核分画の蛋白を抽出し、

lipocalin 2の発現をWestern blottingにて観

察したところ、両細胞とも核に発現が観察さ

れた。またこの結果は HHUA 細胞の蛍光免

疫染色によっても確認された。 

(3) lipocalin 2 の発現調節における lipocalin 

2 遺伝子プロモーター領域のメチル化の

関与 

内膜癌における lipocalin 2 の発現増強の

機序を検討するために、lipocalin 2 遺伝子プ

ロモーター領域のメチル化の関与を検討し

た。各種の細胞株に脱メチル化剤である

5-aza-C を添加し、lipocalin 2 mRNA の発現

を検討したところ、特に添加前に比較的

lipocalin 2 の発現の低かった Hec1A、Hec1B、

KLE 細胞で添加後に発現が増加したことか

ら、内膜癌では lipocalin 2 遺伝子プロモータ



 

 

ー領域の脱メチル化によって lipocalin 2 の

発現が亢進している可能性が示唆された。 

(4) lipocalin 2 の子宮内膜癌細胞の増殖能と

浸潤能に対する作用 

Hec1B 細胞に lipocalin 2 発現ベクターを導

入しこの細胞を用いて WST-1 assay によっ

て lipocalin 2 の増殖能に対する影響を検討

したところ、lipocalin 2 強発現細胞(Hec1B 

LCN2-2) は コ ン ト ロ ー ル 細 胞

(Hec1B-pCEP4)と比較して増殖能が亢進し

ていた。また lipocalin 2 の浸潤能に対する影

響を Matrigel invasion assay を用いて検討

したところ、lipocalin 2 の導入によって浸潤

能が亢進していた。 

これらの結果から、正常子宮内膜が癌化

していく過程において、lipocalin 2 遺伝子の

脱メチル化によって lipocalin 2 発現が増強

し、これが内膜癌の細胞学的悪性度を高めて

いるというメカニズムが存在することを新

たに明らかにした。また、この結果は

lipocalin 2 が子宮内膜癌の新たな分子標的に

なる可能性を示した。 
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