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研究成果の概要： 
 
本研究により、ヘパリン結合性成長因子であるミッドカイン(MK)が羊膜に作用する「胎児シグ

ナル」として働き、子宮収縮物質であるプロスタグランディンを産生する酵素である COX2 の発

現抑制などを介して妊娠維持に関与している可能性が示唆された。また MK は ACTH 受容体の発

現を抑制し、ヒト胎児副腎の恒常性維持に関与している可能性があることが示唆された。従来

の研究成績とあわせ、MK は分娩発来機構の中にあって抑制制御因子、あるいは恒常性維持因子

として働いている可能性が推察された。 

 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2007年度 2,200,000 660,000 2,860,000 

2008年度 1,300,000 390,000 1,690,000 

年度    

年度    

  年度    

総 計 3,500,000 1,050,000 4,550,000 

 
 
研究分野：周産期医学、胎児医学 
科研費の分科・細目：内科系臨床医学・胎児・新生児医学 
キーワード：ミッドカイン、羊膜、胎児、副腎、羊水 
 
１．研究開始当初の背景 
早産の予知・防止は今日の周産期学が抱える
最大の課題である。この課題に取り組むため
には分娩発来機構、裏返していえば妊娠維持
機構の理解が不可欠であるが、ヒトを含む霊
長類におけるこれら機序の解明は未だ道半
ばである。あらゆる胎生動物において在胎期
間は種特異的に正確に定められているが、こ
れはその種において母体が分娩を安全に遂
行することができ、かつ児が胎外生活を開始
する上での最良のタイミングが決まってい

るということを意味する。以前より数多くの
分娩発来機序に関する仮説が提唱されてき
たが、「胎児が分娩のシグナルを発する」と
いう仮説は胎児の成熟の終了が分娩のタイ
ミングを決めるという点で極めて合理的で
あり、ヒトのように少ない数の同胞が一回の
分娩で産まれる場合には、個々の児の生存に
とって有利な状況を生む。羊においては、肺
など胎児諸臓器の成熟にとって最も重要な
ホルモンであるコルチゾールが、妊娠末期に
胎仔視床下部下垂体副腎系の成熟により増
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加し、胎盤のステロイド産生に影響を及ぼし、
プロゲステロンの減少とエストロゲンの増
加をもたらし、これが trigger となって陣痛
が発来することが Ligginsらの研究以来明ら
かにされている。すなわちコルチゾールは羊
における「胎児からの分娩シグナル」である
といえる。ヒトにおける胎児シグナルとして
のコルチゾールの意義は確定していないが、
ヒト胎児においても分娩発来前にコルチゾ
ール産生が増加することから、分娩発来機序
に何らかの形で関与しているものと考えら
れる。 
 コルチゾールは妊娠中期以降に胎児副腎
で主に産生される。我々は海外共同研究者と
共にヒト胎児副腎の発育や機能に関わる複
数の興味深い蛋白を見いだした。その中でヘ
パリン結合性成長分化因子に属する 
midkine (MK) がヒト妊娠中期胎児副腎に高
発現しており、さらに前駆細胞のプールと考
えられる外層由来の細胞のみに増殖活性を
示すことを明らかにした (Ishimoto H et al. J 
Clin Endocrinol Metab 91(10):4050-56,2006)。コ
ルチゾールは妊娠中期まで胎児副腎におい
てその産生が抑制されているが、これは主に
key enzymeであるHSD3B2の発現が抑制さ
れていることによる。この機序はこれまで明
らかでなかったが、我々はMKが in vitroで
コルチゾール産生の key enzyme である
HSD3B2の発現を抑制することを報告し、妊
娠中期までの胎児副腎におけるコルチゾー
ル産生抑制に関与している可能性を示した。 
 McLeanの報告(Nat Med,1995)以来、分娩
発来機構に CRH が重要な役割を担っている
可能性を示すデータが蓄積されつつある。
CRH は母体、胎児血中において分娩直前に
著増するが、これは主に胎盤に由来するCRH
である。CRHは下垂体において ACTH産生
を促進する。一方コルチゾールは視床下部に
おいては CRH の産生を negative-feedback
機構により抑制することが知られているが、
胎盤においては逆にコルチゾール産生を増
加させる。我々の海外共同研究者である Jaffe
教授のグループらは CRH が胎児下垂体を介
してではなく直接副腎に働き、DHEASやコ
ルチゾール産生を促進することを示した。す
なわち胎盤の CRH 産生と胎児副腎のコルチ
ゾール産生の positive-feedback 機構が成立
することとなり、これが分娩発来機構のエン
ジンとなり得る。 
 これまで我々が得てきた結果より、MKは
HSD3B2 や ACTH 受容体の発現を抑制する
ことからして、この分娩発来機構の中にあっ
て抑制制御因子として働いている可能性が
示唆される。 
 MK は分子量 13kDa の分泌蛋白であり、
細胞増殖、分化、遊走の促進など多彩な生物
活性を有する(http://midkine.org)。MKはマ

ウスでは胎生中期にピークを持つ一過性の
発現を示し、生後も腎臓に発現が見られるが
これは加齢と共に減少する。ヒトでは生後正
常組織での発現は極僅かである。興味深いこ
とに、マウスでは胎生中期の羊水中に大量の
MK蛋白が存在することが明らかとなってい
る が (Obama H et al. J Biochem 
118:88-93,1995)その意義は不明である。我々
はヒト妊娠中期の羊水中においても同様に
MK蛋白が存在することを予備実験で得てい
る。羊水中のMKの産生源としては、まず羊
膜上皮からの分泌が考えられる。マウスでは
胎生初期には MK は羊膜に局在するが中期
以降は発現が減弱することが知られている。
妊娠中期以降は羊水の産生源は胎児尿が主
体であることから、MKの産生源も尿由来で
ある可能性がある。胎児尿細管機能は妊娠中
期には未熟であり MK のような低分子の蛋
白は原尿から再吸収を受けずに尿として羊
水中に排出される可能性が高い。このことは
早産児の尿蛋白がしばしば陽性になること
からも強く示唆される。またマウスでも遠位
尿細管に MK 蛋白が付着していることが示
されている。我々はMKがヒト妊娠中期胎児
腎臓においても高発現していることをリア
ルタイム RT-PCR法で確認した。さらに齧歯
類で示されているように胎生中期の胎児肺
でも MK は高発現しており肺発育にも関与
しているとされることから、羊水中のMKが
胎児肺由来の可能性も否定できない。本研究
では羊水中の MK の産生源について検討す
ると共に、これがどのような作用を担ってい
るのかについて探求してゆく予定である。特
にMKは、我々がこれまで得てきた発現プロ
フィールより、齧歯類の結果と同様にヒトに
おいても妊娠中期に一過性に発現がピーク
になる蛋白と考えられることから、羊水中の
MKは「胎児がまだ発育・成熟中であること
を伝えるシグナル」ではないか、換言すれば
MKは胎児に由来する「妊娠維持のシグナル
ではないか」との仮説を立てるに至った。羊
水中の MK は子宮（母体）との interfaceで
ある羊膜にまず作用すると推定されること
から、本研究で我々はMKの羊膜への作用に
焦点を当て、羊膜が有するさまざまな機能に
対する影響を、特に妊娠維持・分娩発来機構
との関連において検討する。この点に関連し
て、我々はヒト羊膜培養細胞においてMKの
受容体の一つである syndecan が発現してい
ることを予備的検討により確認した。 
 
２．研究の目的 
ミッドカイン（midkine、以下 MK）は細胞
増殖、分化、遊走の促進など多彩な生物活性
を有し、マウスでは妊娠中期の胎児諸臓器で
高発現するが正常成人臓器ではほとんど発
現がみられないことが知られている。またマ



 

 

ウス羊水中にも存在することが知られてい
るがその意義は不明である。これまでに我々
は MK がヒト妊娠中期の胎児副腎に高発現
し、胎児肺成熟や分娩発来にも関わるコルチ
ゾール産生を妊娠中期において抑制してい
る可能性を示してきた。しかし、他のヒト胎
児臓器や羊水・羊膜におけるMKの発現や役
割については不明な点が多い。 
 そこで本研究では、まず母児間コミュニケ
ーションに関わる羊水・羊膜、および胎児臓
器等における MK の発現を検討する。また
MKは妊娠維持・分娩発来機構の中にあって
抑制制御因子として働き妊娠維持に寄与し
ている可能性が示唆されるが、本研究ではこ
の可能性について究明する。さらにヒト胎児
-羊膜系における MK の作用機構や、MK に
関連した分子に関しても細胞・分子生物学的
に検討を加える。 
 
３．研究の方法 
海外共同研究者との共同研究により以下に
ついて検討を加えた。 
(1)羊水中のMidkine(MK)に関する研究 
ヒト羊水中のMK濃度の変化と、その産生源
に関する検討 
①ヒト羊水中のMK濃度 
羊水中の MK 蛋白量を Western blot法によ
り測定する。 
②羊水中のMK産生源の検討 
羊膜（妊娠中期、後期）、妊娠中期の胎児胎
児諸臓器（肺、腎臓など）についてMKｍRNA
定量をリアルタイム RT-PCR 法により行う。
MK蛋白の局在は免疫組織化学により検討す
る。 
③羊水、羊膜における組織 transglutaminase
に関する検討 
羊水中で MK が多量体化している可能性が
高いため、MK多量体化に寄与する酵素とし
て知られる組織 transglutaminase(TGM2)の
羊水や羊膜での存在を検討する。 
④MKの羊膜培養細胞に与える影響について
の解析：羊膜上皮細胞のプロスタグランディ
ン(PG)E2産生系への影響 
羊膜細胞初代培養:選択的帝王切開時に得ら
れた羊膜より上皮細胞の培養を行う。羊膜上
皮 細 胞 で は 妊 娠 が 進 行 す る に つ れ
cyclooxygenase type2 (COX2)の発現が増強
する。MKを添加し、COX2発現への影響に
ついて検討する。 
(2)胎児副腎に関する研究 
①ACTH受容体の ontogenicな層別発現の検
討 
ヒト胎児副腎の各細胞層 (DZ と FZ)から
laser-capture microdissection法により得ら
れた RNAを用いリアルタイム RT-PCR法で
検討する。 
②ACTH 受容体発現調節への MK 関与につ

いての検討 
培養ヒト胎児副腎細胞に MK を添加し、
ACTH 受容体発現への影響についてリアル
タイム RT-PCR法で検討する。 
③ヒト胎児副腎における血管新生部位の検
討 
免疫組織学的に細胞増殖マーカーと血管内
皮マーカーの二重染色を行い、血管新生部位
を明らかにすると共に、血管新生に関連する
分子の発現、局在を上記の laser-capture 
microdissection 法および免疫組織学的に検
討する。また DZ細胞におけるMKの血管増
生因子の発現調節を in vitroで検討する。 
 
４．研究成果 
(1)羊水中のMidkine(MK)に関する研究 
MK 蛋白は羊水中に高濃度に認められ，妊娠中
期の方が後期よりも 3倍以上高濃度であった．
また羊水中では多量体を形成している可能
性が考えられた。MK は組織トランスグルタミ
ナーゼ（以下、tTG）の作用を受けて多量体
を形成し安定化することが知られているが、
羊水中には tTG も高濃度に存在していた。ま
た羊膜には MK は発現していないものの，MK
受容体である Syndecan-1 および-4 と LDL 
receptor 関連蛋白が発現していた.羊膜上皮
培養細胞に対してヒトリコンビナント MK を
添加すると、プロスタグランジン合成酵素で
ある cyclooxygenase 2(以下、COX2)mRNA が
時間および濃度依存性に減少した。ヒト羊膜
では COX2 の発現は分娩の発来に向けて増強
することが知られている。また MK は胎児臓
器（副腎以外では特に肺や腎）には発現して
いるものの羊膜には発現していない。したが
って、胎児由来の MK が羊膜に作用する「胎
児シグナル」として働き、COX2 の発現抑制な
どを介して妊娠維持に関与している可能性
が示唆された。 
(2) 胎児副腎に関する研究 
①ACTH受容体の ontogenicな層別発現の検
討 
laser-capture microdissection法により妊娠
中期胎児副腎 ACTH受容体mRNAは層によ
り differential な発現量を示し DZ<FZ の関
係であることが明らかになった。 
②ACTH 受容体発現調節への MK 関与につ
いての検討 
培養ヒト胎児副腎細胞への MK 添加により
ACTH 受容体 mRNA は量依存的に減少した。
我々のこれまでの検討により MK は ACTH
により発現が増強される。したがってMKの
ACTH受容体発現抑制は、ACTH受容体を一
定のレベルに保つヒト胎児副腎恒常性維持
機構の一端を MK が担っていることを示唆
するものと思われた。 
③ヒト胎児副腎における血管新生部位の検
討 



 

 

免疫組織学的に細胞増殖マーカーと血管内
皮マーカーの二重染色を行い、血管増生
(angiogenesis)が DZ を中心におきている証
拠を得た。またこれを裏付けるように DZ で
は血管増生因子の Angiopoietin-2(Ang2)、
VEGF-A や FGF-2 が高発現していること、Ang2
が FGF-2 により発現刺激をうけることを明ら
かにした。なお MK は血管増生因子の発現を
パラクラインに調節することが知られてい
るが、現時点までには DZ 細胞において血管
増生因子調節に関与しているかは明らかで
はない。ただし、MK は DZ 細胞選択的に増殖
刺激活性を示すこと、FGF-2 や MK の共役受容
体であることが知られる Syndecan-3 が、我々
の検討で DZ 特異的に発現していること等か
ら、この可能性は十分にあるものと推察され
た。 
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