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研究成果の概要（和文）：今回我々は炎症性サイトカインであるIL-6とTNF-αがLHR発現にどのように関与するかを、
ヒト羊膜上皮とラット顆粒膜初代培養を用いて検索した結果を報告する。TNF-αはIL-6の産生を促進し、LH-R発現に関
してIL-6は促進的にTNF-αは抑制的に作用した。ヒト羊膜では、TNF-αは、アクチビン産生を増強することが判明した
。作用メカニズムに関しては、IL-6はLHR発現をJAK/STAT系を介して増強し、自己のレセプターを誘導することからIL-
6の自律的なpositive　actionを証明した。TNF-αはNF-κBの核内への移行により作用を示すことが推測された。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we examined the effect of IL-6 and TNF-alpha on the expressi
on of LH-R mRNA and protein expression levels and the mechanisms of regulation in rat primary granulosa ce
lls and human amniotic epithelial cells. TNF-alpha stimulated the expression of IL-6 and negatively regula
ted LH-R mRNA. TNF-alpha enhanced acutivin A production in time- and dose-dependent manner in amniotic epi
thelial cells.
We have shown that IL-6 up-regulates LHR due to increase transcription level of mRNA, and JAK/STAT3 signal
ing is required for this up-regulation by IL-6. In terms of TNF-alpha, we speculate that TNF-alpha enhance
d the transportation of NF-kappaB from cytosol into nucleus.
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１．研究開始当初の背景 
(1) 妊娠中に特異的に上昇するホルモン生
理活性物質は多く存在し、妊娠の生理状態を
作り上げている。この内でも、hCG は特に卵
巣（黄体）を刺激し、妊娠維持に必須のもの
と理解されている。一方、最近、LH-R は子宮
にも存在し、妊娠維持に必須のものであると
の報告もある。今回の研究は、妊娠中に分泌
される hCG が羊膜の特異的受容体に結合し、
子宮筋弛緩に作用することを検討する点で
ユニークである。 
 
(2) 羊膜は、様々な物質を分泌することが判
明し、AM は胎盤や羊膜から分泌されていると
の報告もあり、羊膜、羊水による静菌作用が
子宮収縮抑制に貢献する可能性も検討し、そ
の効果を評価する。羊膜を用いることで胎児
性成分における AM、hCG の作用を検討するこ
とは、実験材料として重要な意味がある。 
 
(3) 塩酸リトドリンの重篤な副作用として、
肺水腫、顆粒球減少症、横紋筋融解症などが
ある。特に投与が長期間にわたる場合は、こ
れらの合併症の発生に注意が必要である。 
硫酸マグネシウムについては、血中マグネシ
ウム濃度を測定するなど過剰投与に注意が
必要である。一方、妊娠中の生理的物質とし
ての AM、hCG はその濃度の正常値に大きな幅
があり、その感受性を高める工夫を子宮筋に
行うことができれば、副作用の少ない治療法
の開発につながると考えられる。 
 
 
２．研究の目的 
(1) 子宮弛緩のための物質のレセプターと
そのレセプター発現に対するサイトカイン
の作用。 
早産の発生メカニズムとしては、子宮に感染
が生じると、局所でサイトカインが合成され、
そのサイトカインによる PG 産生に必要なア
ラキドン酸遊離を生じる酵素の上昇と Cox2
の上昇により最終的に PG の上昇が子宮の収
縮をもたらすと考えられる。一方、子宮の弛
緩に作用する物質の子宮における発現を考
えると、我々の結果からは妊娠初期には hCG、
その後は AM が推定される。これら cAMP を上
昇させる物質やそのレセプターが減少する
と、cAMP 量が減少し、子宮収縮がもたらされ
ると考えた。このため、炎症→サイトカイン
産生量増加と AM、LH/hCG 受容体への作用を
検討し、サイトカインの作用メカニズムを明
らかとして、感染が原因と考えられる早産に
対する関与を検討する。 
 
(2) 生理的妊娠維持機構として、特に子宮の
内容の増大に関しては、子宮筋の弛緩を誘導
するメカニズムが存在すると考える。この子
宮筋弛緩を司る物質は妊娠により増加し、そ
の受容体が子宮筋に存在すると予想される。
今回は、これらの条件を満たす AM と hCG に

着目して、妊娠中の変化をこれらの物質とそ
のレセプターの発現調節を明らかとする。ま
た、早産の原因となる炎症とこれらの物質の
変化の様子を明らかとすることは、切迫早産
治療の新しい戦略が考慮される。このため、
炎症性サイトカインなどの物質による AM、
hCG 分泌、RAMP2、LH-R 発現に対する影響を
明らかとして、子宮収縮の際に生じる分子メ
カニズムを解明する。 
 
(3) 羊膜は子宮内感染において初期の標的
となり、結果として前期破水がその後の妊娠
予後に大きく影響する。このため、羊膜にお
ける感染防御のメカニズムは重要であり、ま
た羊膜での AM 発現は報告されているので、
in vitroの実験として羊膜を用いて検討する。 
子宮弛緩作用のメカニズムを解明すること
で、切迫早産の治療法の新しい観点を導入し
て、生理的な治療を普及することができる。
現在用いられるβ2 受容体刺激剤（塩酸リト
ドリン）は、心臓に対する負荷や DM に対す
る副作用があり、改善が必要である。生理的
子宮収縮抑制作用の解明を行うことで、より
副作用の少ない製剤の開発が可能になる。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 幼若ラットの子宮でも hCG に反応して
cAMP が上昇するので、ラット妊娠子宮より内
膜を分離培養して RAMP2、hCG の発現を確認
し、AM、hCG を作用させて cAMP 産生を測定す
る。 
AM、hCG がそれぞれ自己のレセプター発現に
促進的に作用するかを検討し、正常妊娠経過
でのレセプター量の推移を測定する。 
 
(2) ヒト羊膜培養 
①AM、LH-R、RAMP2 の発現を確認した上で、
各々に対する発現誘導物質の実験を行う。 
AM、LH-R ともに E2 により発現誘導が起きる
ので、ヒト羊膜に対する作用を確認する。 
②ヒト LH-R については、短いタイプのレセ
プターが LH-R 蛋白発現制御を行っているの
で、短いタイプの LH-R が発現しているかを
確認する。 
③羊膜に対するTNFαのLH-R発現に対する作
用を確認して、羊膜におけるこれらの作用分
子メカニズムを解明する。 
③アクチビンが静菌作用を示す可能性があ
り、炎症性サイトカインの添加でアクチビン
の量が変化するか検討する。TNF-αのアクチ
ン分泌に対する作用をみるため、用量依存性
と時間経過を観察する。 
 
(3)ラット顆粒膜細胞を用いたサイトカイン
の作用の検討 
①細胞にサイトカインを添加し、LH-R の発現
量の変化をみる。 
発現量増加の作用のある物質とサイトカイ
ンを同時添加して拮抗作用を評価する。 



②mRNA レベルでのサイトカインの作用メカ
ニズムを確認するため、ルシフェラーゼアッ
セイ、mRNA の半減期の実験を行う。 
 
 
４．研究成果 
今回我々は炎症性サイトカインである IL-6
とTNF-αがLHR発現にどのように関与するか
を、ヒト羊膜上皮とラット顆粒膜初代培養を
用いて検索した。TNF-αは IL-6 の産生を促
進し、LH-R 発現に関して IL-6 は促進的に
TNF-αは抑制的に作用した。 
ヒト羊膜では、TNF-αは、アクチビン産生を
増強することが判明した。一方 LH-R の発現
に関しては、抑制的であるが、IL-6 の発現に
も促進的であることから、間接的に促進的に
作用する側面もあり今後のさらなるメカニ
ズムの検討が必要である。このため均一なラ
ット顆粒膜細胞を用いて TNF-α を投与する
と LH-R の発現をはじめ、ステロイド合成に
関与する酵素の発現が抑制される結果とな
った。この際に cAMP の産生を測定すると、
従来から考えられていたように TNF-α は
cAMP の産生を抑制する結果は得られなかっ
た。さらに LH-R の半減期を減少させる結果
は得られなかったので、TNF-α はこれらの
cAMP により誘導せれる遺伝子発現を抑制す
る共通のメカニズムで抑制をかけているこ
とが示された。またアクチビン産生に関して
も、促進的に作用する結果がえられたので、
TNF-α がアクチビン産生を介して間接的に
LH-R の発現を抑制している可能性もある。
TNF-αは NF-κB の核内への移行により作用
を示すことが推測された、またルシフェラー
ゼアッセイを用いた LH-R の転写の抑制作用
は確認できた。ルシフェラーゼアッセイに用
いた5'転写開始点から100塩基はどの長さで
あることからこの部位に作用することが考
えられるが、一方 CREB のリン酸化や ERK1/2
のリン酸化に対するFSHの作用を抑制するこ
とはなかった。AKT のリン酸化に対する作用
もなく、また細胞数に対する効果もコントロ
ールと相違はなく、現在までのところアポト
ーシスに関しても関連していないと思われ
る。一方 TNF-α の作用メカニズムの検討の
ためp65の関与を核内への移行とともにその
移行を阻害する物質の影響を観察した。その
結果 TNF-α は p65 の細胞質から核内への移
行を促進していることが判明し、さらにその
移行を阻害する物質により LH-R 産生に対す
る抑制効果も阻害された。これらの結果から
TNF-αはNF-κＢの核内への移行によりLH-R
の産生を抑制することが強く推測された。 
興味深いこと TNF-αは IL-6 の産生を促進す
ることから炎症性サイトカイン間の関係に
ついてもその関与の検討が必要である。
TNF-α はさらに LH-R の細胞内から細胞膜に
移動させるため重要な働きをするGPR78の産
生を抑制することが判明したため、この作用
は LH-R の膜蛋白として移行する作用を抑制

している可能性が示された。 
妊娠ラット子宮を妊娠後継時的に摘出して
mRNA を抽出し LH-R の発現を検討したが、発
現は検出することはできなかった。これはラ
ットにおいても妊娠している機関に LH-R に
結合する分子が多量に発現していて Down 
regulation されている可能性がある。 
幼若ラットにエストロゲンを前投与し採取
した卵巣からの顆粒膜細胞の初代培養系は、
FSHを作用させることでLH-Rの発現誘導を行
うことができる特徴がある。我々はこの系を
用い、FSH の LH-R 発現作用に対して局所的に
修飾する因子を報告している。この実験系を
用いて、われわれは過去の報告と異なり、
IL-6 が FSH 誘導性の顆粒膜細胞 LH-R 発現を
増強することをはじめて明らかにした（図
１）。 

 
また IL-6 による発現増強効果は LH 受容体
mRNA 転写活性を増強することで惹起され、
JAK/STAT 系シグナルがこの増強効果に関与
していることを示し、さらに IL-6 は IL-6 受
容体αの発現をFSHと協調的に増強させるこ
とを示した。この報告発表後の研究において
IL-6は顆粒膜細胞においてFSH誘導性のエス
トラジオール分泌を低下させる働きがある
ことも明らかにした（図２）。 
この基礎研究の結果から、PCOS では高 LH 環
境を背景とし、卵胞液中の高濃度の IL-6 に
より顆粒膜細胞の LH-R の発現が高まってい
る状態であるため LH による作用が増強し、
未成熟の卵胞におけるFSH作用を抑制する可
能性がある。また IL-6 存在下で顆粒膜細胞
のエストロゲン分泌が抑制され、これが卵巣
局所でのアンドロゲン分泌亢進の理由にな
りうる。 
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IL-6 は B cell 分化誘導因子として同定され
た cytokine であり、様々な細胞に多面的な
働きをする。IL-6 は transmembrane 受容体の
IL-6 受容体α（IL-6Rα）または IL-6 可溶型
抗体(sIL-6R)と結合する。IL-6Rαと IL-6 が
結合し gp130 が重合化するが、sIL-6R も同様
な結合をする。gp130 は多くの細胞で発現し
ているが、IL-6Rαは肝細胞、白血球に多く
発現しているとされる。しかしこれらの細胞
以外に顆粒膜細胞にも発現しているという
報告がある。gp130 の重合は JAK のリン酸化
を通じ STAT3 をリン酸化する。また SHP-2 が
誘導され ERK/MAPK を活性化する。gp130 を通
じた PI3K/Akt 経路も知られている。 
IL-6 の卵巣機能における報告は、E2・P4 産
生低下など ovarian dysfunctional な報告
やゴナドトロピン受容体に抑制的に働くと
いう報告がある一方、COC expansion を誘起
し oocyte quality を高める、など normal 
ovarian function としての役割を果たすと
いう報告もあり、IL-6 の影響は不明確である。 
 IL-6 は子宮内膜に対しても作用している
可能性があり、妊娠初期に胚から分泌される
hCG に反応する内膜の上皮について、そのレ
セプターの発現を抑制するようであれば、
PCOS の排卵はしやすいが流産が多い事実の
メカニズムとして重要かもしれない。今回の
実験を臨床応用するために、STAT3 の阻害剤
や抗体や siRNA を用いて IL-6 作用を阻害す
ることで流産を抑制できるかの検討が必要
である。 
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