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研究成果の概要（和文）：臨床検体よりヒト子宮頸部線維芽細胞培養系を確立し、E2存在下で継代後、IL-6, IL-8, IL
-1beta, PTGS2および各種MMPの分子動態についてリアルタイムRT-PCRで解析を行った。いずれの分子群もLPS 刺激 (2.
0μg/ml)により発現誘導され、この変化はIL-6, IL-8を除きP4（1.0μM）添加により有意に抑制された。低濃度のLPS
刺激 (0.2μg/ml)では、いずれの分子誘導もP4で抑制され、P4をLPS刺激前に投与した場合により顕著であった。プロ
ゲステロンは頸管組織において早産病態関連分子の転写抑制作用を有し、至適時期の治療導入で早産リスク低減に寄与
する。

研究成果の概要（英文）： Human uterine cervical fibroblast culture system was established from clinical 
specimens. Subsequently to the subculture in the medium containing beta-estradiol, expression dynamics of 
IL-6, IL-8, IL-1beta, PTGS2 and MMPs were assessed by real-time RT-PCR analysis.
 LPS (2.0μg/ml) stimulation induced a significant increase of transcript levels of all molecules, which 
were significantly suppressed by progesterone (P4)(1.0μM）treatment except for IL-6, IL-8. On the other 
hand, the effect of stimulation with lower concentration of LPS (0.2μg/ml) was suppressed by P4 
treatment in all molecules. Furthermore, the suppression was pronounced by the pretreatment of P4 1 hour 
before LPS stimulation.
 Progesterone inhibit the expression of molecules related with preterm labor in a transcript level, and 
the timing of treatment is considered important in a clinical use to prevent preterm birth.

研究分野：周産期医学　生殖内分泌
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１．研究開始当初の背景 

近年早産ハイリスク症例に対するプロゲ

ステロン補充が、早産リスクを低減する事が

臨床疫学的に示され、欧米を中心に広く導入

されるようになってきた。特に頸管長短縮症

例に対しては天然型プロゲステロンの経腟

投与の有効性が、複数の臨床疫学的検討より

示されている。一方で現在米国の FDA が早産

予防に対する使用を承認しているのはヒド

ロキシプロゲステロンカプロン酸エステル

の筋注投与のみであり、頸管長短縮症例以外

の早産ハイリスクに対しても、筋注投与に比

べ優位性が示唆されているプロゲステロン

腟座薬の使用は制約される。プロゲステロン

の経腟投与が承認されるためには、局所濃度

が増加する子宮頸管への作用分子機構につ

いての分子基盤の確立が重要である。 

 

２．研究の目的 

未だ分子レベルでのエビデンスが十分でな

い早産予防・切迫早産治療におけるプロゲス

テロン療法の作用分子機構の一端を、頸管リ

モデリング制御作用を中心に明らかにする。 

 

３．研究の方法 

頸管リモデリングの中心を担うヒト子宮

頸部線維芽細胞の培養系を用いて、LPS によ

り誘導される分子動態に対するプロゲステ

ロンの効果を検証した。 

 

４．研究成果 

予定帝王切開時に子宮頸部組織を採取し、

継代培養による純化を行い、エストロゲン

(10nM beta- estradiol) 存在下で前培養・

継代後アッセに使用した。 

① 既知早産病態関連分子のLPS誘導性変化

へのプロゲステロンの影響 

Control, LPS (2.0μg/ml) and / or P4（1.0

μM）添加/非添加の条件で 12h, 24h 培養を

行った (n=3)。mRNA を抽出し、リアルタイ

ム RT-PCR により、IL-6, IL-8, IL-1beta, 

PTGS2 の発現を定量解析した。いずれの分子

もLPS添加による有意な発現増加を認めたが、

この変化は IL6, IL8 においては P4 添加によ

る抑制を認めなかった。一方、IL-1beta, 

PTGS2に於いてはP4添加による有意な発現抑

制を認めた。 

 

 

② 細胞外マトリクス関連分子のLPS誘導性

変化へのプロゲステロンの影響 

頸管リモデリングの主体は、コーラー言を

中心とした細胞外マトリクス（ECM）の組成

変化である事から、プロゲステロンによって

発現調節を受けるECM関連分子のスクリーニ

ングを行った。 

Control, LPS (2.0μg/ml),  LPS (2.0μ

g/ml)+P4（1.0μM）の条件で 12h 培養を行っ



た。mRNA を抽出し ECM 関連分子をターゲット

とした PCR アレイ(RT² Profiler 

Extracellular Matrix and Adhesion 

Molecules PCR Array, SABiosciences) を用

いた比較解析により、LPS により発現が増加

し、プロゲステロン添加で発現が抑制される

分子群として MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-9, 

MMP-10 が同定された。 

次に Control, LPS (2.0μg/ml) and / or P4

（1.0μM）添加/非添加の条件で 12h 培養を

行い、 (n=3)。mRNA を抽出し、リアルタイム

RT-PCR により、これら分子群の発現を定量解

析した。その結果、いずれの分子も LPS 添加

による有意な発現増加を認め、P4 添加により

有意に抑制された。MMP 群 は、子宮頸管の大

部分を構成する I, III型コラーゲンをはじ

めとした細胞外マトリクス蛋白を基質とし

て、これを分解する。したがって、プロゲス

テロンはこれらMMP群の発現を転写レベルで

抑制する事で、頸管熟化に抑制的に作用する

と考えられる。 

 

③低濃度LPS刺激, プロゲステロン前投与

による早産関連分子の発現動態の変化 

LPS（2.0μg/ml）による IL-6, IL-8 の発

現誘導は、プロゲステロン投与によって抑制

さなかった。共に、早産病態の中心を担う炎

症性サイトカインとしであり、特に IL-8 は

頸管局所への好中球をリクルートするケモ

カインとして重要である。したがって、局所

に白血球浸潤を伴う様な進行した早産病態

にはプロゲステロンは奏功しない可能性が

示唆される。これは、4つのランダム化試験

のメタアナリシスより、子宮収縮や頸管熟化

を伴う症候性切迫早産に対する治療的プロ

ゲステロンの経腟投与は奏功しなかったと

結論付けている臨床疫学的報告と合致して

いる (Su LL et al. Cochrane Database Syst 

Rev. 2014)。 

この点を、分子レベルで検証する目的で、

条件を変えた実験を行った。早期の病態を模

し、LPS 刺激を 1/10 濃度で行った場合の変化

について、またプロゲステロンが病態形成前

に予防的に投与されている状況を模して、

LPS 刺激の 1 時間前にプロゲステロン投与を

行った場合の変化について解析した。



図は LPS刺激で誘導された発現量を 100とし、

何パーセントまで抑制されるかの割合を示

している。低濃度 LPS（0.2μg/ml）刺激によ

る発現誘導は、IL-6, IL-8 に於いても P4 添

加による有意な発現抑制を認め、さらにこの

変化はLPS刺激の一時間前にプロゲステロン

を前投与した場合、より顕著である事が明ら

かとなった。この結果は早産ハイリスク症例

に対するプロゲステロン投与は、早産病態の

早期での投与、あるいは予防的投与が重要で

ある事を示唆している。 

④ プロゲステロンの作用標的について 

LPSは主に子宮頸部線維芽細胞のTLR4に作

用して、細胞内シグナルを介して既知早産関

連分子や MMP 群を発現誘導し、ECM の分解や

頸管熟化に寄与すると考えられ、プロゲステ

ロンはその発現を抑制する事により、早産リ

スク低減に寄与すると考えられる。 

この系において TLR4 の発現をリアルタイ

ム PCR で定量すると、LPS 投与は TRL4 の発現

を誘導せず、プロゲステロン投与によって

TLR４の発現には有意な変化を認めなかった。

 

プロゲステロンの作用機序は、TLR4 の発現

抑制ではなく、レセプター下流の細胞内シグ

ナルの阻害作用であると考えられる。 

現在、プロゲステロン投与による各種シグ

ナリングのリン酸化レベルの変化について

解析を進めており、Preliminary な結果を一

部提示する。 

Control, LPS (0.2μg/ml),  LPS (0.2μ

g/ml)+P4（1.0μM, 一時間前投与）の条件で

一時間培養を行い、TLR4下流シグナルのMAPK 

signaling の細胞内伝達分子一つである

p38MAPK のリン酸化フォームをウェスタンブ

ロッティングで検出し Densitometric 

analysis で定量を行った。 

プロゲステロンの前投与により、p38 MAPK

のリン酸化レベルは有意に抑制されること

が明らかとなった。MAPK signaling は TLR

誘導性炎症性サイトカイン産生の中心であ

り、こうした細胞内シグナリングの阻害作用

により、プロゲステロンが子宮頸管における

早産関連分子群の転写制御を行っていると

考えられる。 

 

⑤ まとめ 

プロゲステロンは、子宮頚部維芽細胞より

産生される Interleukins, プロスタグラン

ディン, MMP 群を転写レベルで抑制する事に

より、頸管リモデリングを制御し、早産予防

に寄与していると考えられる。この抑制効果

は、低濃度 LPS 刺激および刺激前投与で有意

に高く、早産病態が顕性化する前からの予防

的投与の重要性が示唆された。 
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