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研究成果の概要： 

肺リンパ脈管筋腫症（LAM）の病因である LAM 細胞の増殖や転移機構の解明をめざし、LAM 細
胞クラスター（LCC）や組織より LAM 細胞を分離培養し、その細胞生物学的特性を検討した。ま
た、LAM 細胞を高度免疫不全マウスに移植し、治療や病態解明に役立つ LAM モデルマウス作成
を試みた。LAM 細胞の多様性、培養中の性質変化、マウス内で生着の困難さなど、今後の LAM
研究の発展への課題が明らかとなった。 
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１．研究開始当初の背景 

肺 リ ン パ 脈 管 筋 腫 症 pulmonary 
lymphangioleiomyomatosis（LAM）は生殖可
能年齢の女性（平均 30 歳前後）に発症し、
重症例では約 10 年の経過で進行性の呼吸不
全により死亡する予後不良な疾患である。病
理学的には肺内に平滑筋様細胞（LAM 細胞）
の過誤腫性増殖をび漫性、かつ不連続性に認
め、肺実質構造の破壊と嚢胞形成を特徴とす
る。LAM の発症はほぼ女性に限られ、妊娠や
出産により増悪する症例が報告されること
より、LAM の発生・進展には女性ホルモンの
関与が推測されている。従って、治療として
は抗エストロゲン療法が行われるが、十分な

治療効果を得られない症例が多く、進行例で
は肺移植の適応となる。 
LAM は、常染色体優性遺伝性疾患である結節
性硬化症 tuberous sclerosis complex（TSC）
の肺病変として発症する場合（TSC合併 LAM、
TSC-LAM）、TSC を背景疾患とせず単独で生じ
る場合（孤発性 LAM、sporadic LAM）、の２種
類がある。病気の原因となる LAM 細胞は TSC
遺伝子変異により形質転換した一種の腫瘍
細胞であり、病理形態学的には良性でありな
がら悪性腫瘍と同様に遊走・転移して新たな
病巣を形成する点である。すなわち、両肺内
に不連続性に分布する各 LAM 病変、LAM に高
頻度に合併する腎血管筋脂肪腫やリンパ節
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病変 lymphangioleiomyoma 等の LAM 細胞には
同一の TSC 遺伝子変異が検出されること、血
液・尿などの体液中から LAM 細胞が証明され
ること、片肺移植例で移植したドナー肺に再
発した LAM病変は遺伝学的にはレシピエント
由来であること、等々の事実から、腫瘍化し
た LAM 細胞はクローン性増殖して転移する。 
LAM はその病名のとおりリンパ管新生によ

り特徴づけられる病態であるが、LAM 細胞の
産生するリンパ管内皮細胞増殖因子（VEGF-C
および-D）により病変部位において豊富なリ
ンパ管が新生されること、さらに、LAM 細胞
がリンパ管内皮細胞で被われた LAM細胞クラ
スター（LAM cell cluster, LCC）として断
片化され、新生リンパ管内に遊離され、骨盤
腔から鎖骨上窩リンパ節に至る体軸リンパ
流路に沿って不連続性に病変を形成するこ
と、並びに、LAM 病変内のリンパ管新生によ
り LCCが形成されリンパ流中に放出されるこ
とが、肺内にびまん性・不連続性に病巣を形
成する（＝転移巣を形成する）メカニズムで
あること、等を報告してきた。 
 
２．研究の目的 

LAM のリンパ管新生を介した進展・転移機
序を、LAM 細胞の細胞生物学的特性を検討す
ることにより、細胞レベルで生化学的、分子
生物学的に明らかにすることである。LAM 細
胞レベルでの増殖・転移機構を明らかにする
ことは、本疾患の病態を解明するのみならず、
有効な治療法もない本疾患にとって新たな
治療法の開発につながることが期待される。 
(1) 肺移植時の摘出肺やリンパ節の LAM病変、
ならびに乳糜胸水・腹水中の LCC から LAM 細
胞を分離し、初代培養および cell line 化（細
胞株化）する。 
(2) LAM 細胞の形態学的多様性、分生物学的
多様性、および機能的多様性を明らかにする。 
(3) 株化 LAM細胞の移植による実験モデル動
物の作製、を行う。 
 
３．研究の方法 
(1) LAM 症例、LAM 検体の集積 

LAM 患者の紹介施設、肺移植施設、等の協
力のもと、紹介患者の診療と検体の集積を継
続する。 
(2) LAM 細胞の初代培養系の確立 
 胸腔鏡下肺生検（VATS）、肺移植等の診断・
治療的手術時に得られた肺組織片より、症例
の同意を得て LAM 細胞の初代培養を行う。肺
組織片を実体顕微鏡下に観察し、嚢胞部分に
認められる LAM 細胞結節を切離し、I 型
collagen で被覆された 12 well culture 
plate の各 well に組織片を浸し、平滑筋細胞
用培養液 SmBM を使用して培養する。 
(3) LAM 細胞多様性の解析 
（免疫細胞化学染色と分子生物学的解析） 

 LAM 肺組織では少なくとも３種類の形態学
的に異なる LAM細胞の存在が指摘されている
ため、異なる形態を示す細胞が増殖してくる
ことが期待される。増殖因子に対する反応や
発現遺伝子の相違を免疫染色や RT-PCR、LOH
解析などの手法により検討する。 
(4) LAM 細胞の不死化細胞株の樹立 
 LAM 細胞は TSC 遺伝子変異により形質転換
した腫瘍細胞であるが、in virto で安定して
増殖・分裂を維持できるように hTERT(human 
telomerase reverse transcriptase）遺伝子
導入し、もとの細胞特性を変化させることな
く不死化することを試みる。hTERT 遺伝子発
現プラスミドベクターは京都大学医学部石
川冬樹教授よりすでに供与されている。 
(5) LAM 細胞の 3次元培養による機能解析 
３次元レベルでの globular cell culture 

(spheroid culture)を試みる。Spheroid 形成
後、LAM 細胞とリンパ管内皮細胞（LEC）の各々
の spheroid を混合培養し、相互作用を観察
する。すなわち、肺・リンパ節などの LAM 病
変組織中のリンパ管内、乳糜胸水・腹水中に
認められる LAM 細胞クラスター（LCC）を人
工的に作成し、機能的相互作用の解析と６）
の LAM モデルマウス作成に使用する。 
６）LAM モデルマウス作成の試み 
免疫不全マウスを使用し、乳び腹水・胸水よ
り分離した LCC、初代培養した LAM 細胞、不
死化した LAM 細胞、人工的に作成した LCC、
等を皮下、腹腔などに接種し、LAM 細胞結節
の形成、LAM 細胞周囲へのリンパ管新生、所
属リンパ節への LAM 細胞のリンパ行性転移、
肺へのヒト類似肺病変の形成、等々の有無を
検討する。 
 
４．研究成果 
(1) LAM 症例、LAM 検体の集積 
3 年間の研究期間中に、80 例の新規 LAM 症

例の診療を開始し、28 例の LAM 症例の臨床検
体（生検や肺移植時の肺組織、乳糜胸水・腹
水など）を集積した。研究利用を目指して血
清・血胸・尿・細胞株の保存、初代培養細胞
系の樹立、を継続して行っている。 
TSC-LAM1 例について胚細胞遺伝子変異

（exon 36, Ile1614 の欠失）を確定した。 
 
(2) および(3) LAM細胞の初代培養系の確立、
および LAM 細胞多様性の解析 
LAM 症例の臨床検体から LAM 細胞の初代培

養を試みた。LCC、肺組織、リンパ節組織、
等を材料として培養を行ったが、どの材料に
おいても細胞の増殖を確認できた。しかし、
細胞形態的には、紡錘形で間葉系細胞を示唆
するが、大別して 2種類の細胞（大型と小型
の紡錘形細胞）が得られた（図１）。大型の
紡錘形細胞は・-smooth muscle actin (・ 
SMA)陽性、HMB45 も弱陽性、TSC2 LOH 陽性、
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細胞増殖のスピードは遅く、継代とともに増
殖は低下し静止期を迎えるようであった。一
方、小型の、星芒状〜紡錘形細胞は増殖が比
較的早く、長期間継代が可能であるが、・ SMA
陰性のものがほとんどで、また、HMB45 もほ
ぼ陰性、TSC2 LOH 陰性であった（図２）。 

 
増殖因子として estradiol-17b、増殖阻害

因子として rapamycin、AG1296（PDGF 受容体
阻害剤）、AG1478（EGFR 阻害剤）を添加して
大型紡錘形細胞と小型紡錘形細胞の増殖特
性を比較検討したところ、rapamycin による
増殖抑制は大型細胞で顕著であるが小型細
胞では抑制効果が弱かった。estradiol-17b

では増殖は刺激されなかった。PDGFR 阻害剤
である AG1296、および EGFR 阻害剤である
AG1478 では、高濃度で増殖が抑制されたが、
AG1478 でより顕著な増殖抑制効果が認めら
れた。 

 
このように、遺伝子解析や増殖因子・増殖

阻害因子に対する反応性を検討した結果、両
細胞に相違が認められ、LAM の病変は形態学
的・機能的の異なる複数種類の細胞より成り
立つ可能性が示唆された。小型紡錘形細胞は、
米国 Harvard 大学の Dvid Kwaiatokofski に
依頼して TSC胚細胞遺伝子変異の有無を高精
度な方法で検討してもらったが、検出できな
かった。また、病理標本において観察される
LAM 細胞の免疫組織化学的特性（HMB45(+)、
・SMA(+)、MMP9(+)、VEGF-C・-D(+)など）は、
継代培養中に失われてしまうようで、in 
vitro 培養系においての LAM 細胞を得ること
には複数の困難な問題点があることが明ら
かとなった。このような減少は、３次元の組
織中とは異なり、通常の培養系は二次元の単
層培養系であることが大きな要因ではない
かと考え、3次元培養系の構築を試みること
とした。 
LAM 患者の乳糜体腔液中 LCC の検討を行

った。当院ならびに全国協力施設の LAM 患者
13症例から採取された乳糜体腔液（胸水 8 検
体、腹水 8 検体、心嚢液 1 検体、計 17 検体）
を材料とした。乳糜液を遠心して細胞成分を
あつめ、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を施行した。
13 症例、17 検体すべてに LCC を認め、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

図１．初代培養 LAM 細胞の多様性 
A,C,E、大型の紡錘形細胞；B,D,F、小型の
星芒状〜紡錘形細胞；A,B、倒立顕微鏡下
観察；C,D、SMA 染色；E,F、HMB45 染色 

図２．LOH 解析 
A．ゲノム DNA、B．大型培養細胞の DNA、
を用いた LOH 解析。大型の紡錘形細胞で
は D16S521 および D16S525 の両者で調査
のアレルの欠失が認められる 

図３．培養細胞の増殖因子、増殖阻害因
子添加による増殖特性の検討 
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～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
(図４)。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。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た。従
って、LCC はすべての LAM 症例で普遍的に認
められる LAM 特異的な細胞集塊であり、LAM 
細胞のリンパ管新生能による LAM 結節の断
片化とリンパ流への放出は、LAM の病態、す
なわち転移による新規肺内病変の形成にき
わめて深く連携すると考えられる。 
 
 乳糜腹水や胸水から分離した LCC の RNA を
抽出し、RT-PCRにより VEGF-A、VEGF-C、VEGF-D、
HMGA2（間葉系細胞マーカーとなる転写因子）、

HMB45、estrogen receptor (ER)、
progesterone receptor (PR), GnRH 
receptor(GnRH-R)の発現を検討した。4例の
LCC の RT-PCR の結果では、全例とも同一の発

現パターンを示し、GAPDH(+)、VEGF-A(-)、
VEGF-C(-)、VEGF-D(+)、ER(わずかに+)、PR(-)、
HMB45(+)、HMGA2(-)、GnRH-R(-)であった。
組織中の免疫染色では、VEGF-C の発現を認め
るが、LCC を形成した状況では発現パターン
が組織中と異なる可能性が示唆され、興味深
い。凍結肺組織標本より LAM 細胞を
microdissection して組織中の LAM 細胞の
RT-PCR も検討し、発現プロファイルが本当に
異なるかどうか、検討する予定である。 
 
(4) LAM 細胞の不死化細胞株の樹立 
 初代培養 LAM細胞を大型〜小型紡錘形細胞
の混合状態で、 hTERT(human telomerase 
reverse transcriptase）遺伝子導入し、不
死化細胞株の作成を試みた。hTERT 遺伝子導
入導入細胞も耐性薬剤にて選択して生存し
続けた細胞が 3クローン分離できた。これら
のクローンの LOH 解析を行ったが、TSC2 LOH
を示す細胞は得られなかった。 
 
(5) LAM 細胞の 3次元培養による機能解析 
 一方、初代培養 LAM 細胞を大型〜小型紡錘
形細胞の混合状態でリンパ管内皮細胞（LEC）
と混合して in vtiro で 3 次元培養（spheroid 
culture）を試みたところ、LCC 様細胞集塊を
得ることができた（図５）。 

 
図５．左は HMB45、右は LEC マーカーの D2-40
による免疫染色。人工的に、HMB45 陽性細胞
が中心に存在し表層は LEC で覆われた LCC 様
細胞集塊を作成できた。 
人工 LCC は大量に作成することが困難で、ま
た spheroid を形成した後の生存期間が短い
印象を受けたため、十分量の LCC を人工的に
作成しモデル動物作成の確立に使用ること
ができなかった。 
 
(6) LAM モデルマウス作成の試み 
高度免疫不全マウスとして雌 SCID マウス

を使用し、NK細胞活性を完全に除去するため
抗 NK 細胞モノクロナール抗体を月に 1回腹
腔内投与した。移植する LAM 細胞としては、
①乳糜体腔液から分離した LCC、②LCC や肺
組織から培養した初代培養 LAM 細胞、を用い
た。SCID マウスの皮下、腹腔などに①ないし
②を接種し 2ヶ月後にマウスを解剖して生着
の有無を検討したが、生着は確認できなかっ
た。マトリゲル®に①あるいは②を混和して
マウスの背中側から直接マウス肺に注入し
てみたが、同様に生着は得られなかった。 

図４．LCC の免疫細胞染色の特徴 
A, Papanicollaou 染色; B, αSMA（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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マウスを SCID マウスからより高度の免疫不
全マウスである NOG マウスに変更し、以下の
Aから Cの方法で LAM モデルマウス作成を試
みた。(A)培養 LAM 細胞、あるいは患者から
採取した LCC を腹腔内へ投与する。(B)培養
LAM 細胞とリンパ管内皮細胞をが増殖する足
場としてマトリゲルを用いて腹腔内投与す
る。(A)(B)ともに週 1回増殖因子として
VEGF-Dを豊富に含んだ乳び液を1ccずつ腹腔
内投与する。6週間後に解剖する。(C) VEGF-D
発現プラスミドをtransfectionした293cell
を NOGマウスの皮下もしくは腹腔内へ打つ数
週間後に腫瘍細胞の周囲にリンパ管が増生
しているかどうかを確認する。NOG マウスへ
VEGF-D 発現プラスミドを transfection した
293cell を皮下に投与し、4週間後に腫瘍と
皮膚の間に LCC を投与する。さらに 4週間後
解剖して評価する。方法（A）では腹腔内に
腫瘍性病変は認められず、増殖しやすくする
足場としてマトリゲル®を用いたが、方法（B）
でも病変は認められなかった。リンパ管を増
生させた状態にして LAM細胞が生育しやすい
環境を作るため方法（C）を行った。皮下投
与の方がリンパ管内皮細胞をもったリンパ
管が形成されていたため、そのリンパ管内め
がけて LAM 細胞を注入したが、LAM 病変は認
められなかった。腫瘍細胞の増殖速度が速く
LAM 細胞の生着や増殖は阻害されたこと、な
どが原因と考えられた。 
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