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研究成果の概要（和文）： TNF-α 刺激により COX-2、Mn-SOD プロモーター領域への NF-κB の

結合が増加した。この作用はプロゲステロンにより COX-2 プロモーターでは抑制されたが、

Mn-SOD プロモーターでは抑制されなかった。NF-κB 結合領域のヒストンは、Mn-SOD の方が

COX-2 に比べ低アセチル化状態であった。プロゲステロンによる遺伝子特異的な転写調節機構

には COX-2、Mn-SOD プロモーター領域におけるクロマチン構造の違いが関与する可能性が示

唆された。 

 

研究成果の概要（英文）：  ChIP assay revealed that TNF increased NF-B binding at both 

the COX-2 promoter and the Mn-SOD promoter, and that progesterone only inhibited the 

NF-B binding at the COX-2 promoter.  The histone acetylation level of the NF-B 

response element of the Mn-SOD promoter was lower than that of the COX-2 promoter.  

The gene-specific action of progesterone may be due to the difference in chromatin structure 

at the NF-B response elements in the COX-2 promoter and Mn-SOD promoter.   
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１．研究開始当初の背景 
 

子宮内膜間質細胞は、サイトカイン、成長

因子、プロスタグランディンなど様々な生理

活性物質を産生し、さらに、この産生作用が

卵巣からの性ステロイドホルモンによって影

響をうけることにより、月経周期でおこる子

宮内膜の機能調節に関与している。たとえば、

ヒト子宮内膜間質細胞において、プロゲステ

ロンの消退により NF- B という転写因子が

活性化され、COX-2 発現と prostaglandin 
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F2  (PGF2 ) 産生が増加し、子宮内膜の剥

脱（月経）が引き起こされる。 

着床期にはサイトカインが豊富な子宮内膜

環境となる。細胞はサイトカイン刺激により、

ミトコンドリア内で活性酸素が産生され、細

胞死が引き起こされることが知られているが、

子宮内膜間質細胞は、TNF-  などのサイトカ

インの刺激をうけると、ミトコンドリア内で 

Mn-SOD が短時間で増加し活性酸素を消去し

細胞生命を維持し子宮内膜の機能維持に働い

ている。この TNF- による Mn-SOD の誘導

にも NF- B という転写因子が関与している。 

COX-2 と Mn-SOD は両者とも、プロモータ

ー領域に NF- B response element を持ち、

TNF-  の刺激により短時間でその発現が誘

導される acute inflammatory response gene 

であるが、興味深いことに、TNF- による 

COX-2 mRNA の誘導はプロゲステロンにより

抑制されるが、TNF- による Mn-SOD mRNA 

の誘導はプロゲステロンにより抑制されない

という結果を我々は見出している。すなわち

子宮内膜間質細胞には、プロゲステロンによ

る遺伝子特異的な調節機構が存在するのであ

る。 

黄体期中期の着床期では、プロゲステロン

値が高いため、TNF-  – COX-2 – PGF2 系

が抑制されて、子宮内膜の剥脱に作用する

PGF2 が増加しない。一方、TNF-  – Mn-SOD 

系はプロゲステロンによって影響を受けない

ので細胞生命維持は保たれることになり、着

床期の子宮内膜でおこっている合目的な生理

現象と捉えることができる。しかし、このプ

ロゲステロンによる遺伝子特異的な調節機構

の詳細は不明である。 

 

 

２．研究の目的 

 

本研究では、 TNF-  による  COX-2 と

Mn-SOD の発現増加作用において、プロゲステ

ロンがどのような機序で COX-2 特異的に抑

制作用を示すのかを解明することを目的とす

る。 

 

 

３．研究の方法 
 
(1)患者の同意を得た上で、増殖期後期の子宮
内膜から子宮内膜間質細胞を分離した。まず 
TNF-α による COX-2 および Mn-SOD の発現

調節に関わる細胞内情報伝達経路を明らかに
するため、以下の実験を行った。 
 
① 転写因子の一つである NF-κB は、炎症性
反応に対する様々な遺伝子発現についてコン
トロールすることが知られており、COX-2 や 
Mn-SOD もその一つであり、また  COX-2, 
Mn-SOD のプロモーター領域には、 NF-κB 
response element が存在している。そこで、
TNF-α (1 ng/ml) を添加し 6時間培養後に細
胞の固定・回収を行い、COX-2 および Mn-SOD 
プロモーター領域における NF-κB response 
element に対する NF-κB の結合についてク
ロマチン免疫沈降法 (ChIP assay) にて測定
した。尚、COX-2 および Mn-SOD プロモータ
ー領域にはそれぞれ 2 つ, 1 つの NF-κB 
response element が存在しており、それぞれ
に対してプライマーを作成し測定した。 
 
② NF-κB は I-κB と結合し細胞質に局在
しているが、I-κB がリン酸化されることで 
NF-κB は核内へ移行する。そこで TNF-α 
による I-κB のリン酸化に及ぼす影響を検
討するため、TNF-α (1 ng/ml) を添加し培養
を行い、経時的な total I- とリン酸化 
I- タンパク発現の変化を、ウエスタンブ
ロッティング法を用いて測定した。 
 
(2)プロゲステロンが細胞内情報伝達経路の
どこで作用しているかを明らかにするため、
以下の実験を行った。 
 
① TNF-α (1 ng/ml) 刺 激 下 で
medroxyprogesterone acetate (MPA, 10-6 
mol/l) を添加し 6 時間培養後に細胞の固
定・回収を行い COX-2 および Mn-SOD プロモ
ー タ ー 領 域 に お け る  NF-κB response 
element に対する NF-κB の結合をクロマチ
ン免疫沈降法 (ChIP assay) にて測定した。 
 
② TNF-α (1 ng/ml) 刺激下で  MPA (10-6 
mol/l) を添加し培養を行い、経時的な total 
I- とリン酸化 I-  タンパク発現の変
化を、ウエスタンブロッティング法を用いて
測定した。 
 
(3)COX-2 および Mn-SOD プロモーター領域
におけるヒストンのアセチル化状態を検討す
るため、TNF-α (1 ng/ml) 刺激下で MPA (10-6 
mol/l) を添加し 6 時間培養後に細胞の固
定・回収を行い、Anti-acetylated histone H3, 
H4 抗体を用いてクロマチン免疫沈降法 
(ChIP assay) にて解析した。 
 
(4) プ ロ ゲ ス テ ロ ン は 、 そ の 受 容 体
（progesterone receptor ; PR）と結合する
ことにより作用を示し、また PR には核内 PR 



 

 

と膜型 PR が存在することが知られている。
ヒト子宮内膜間質細胞における COX-2 発現
は 6 時間培養後にプロゲステロンにより抑制
が認められたことから、プロゲステロンの作
用は classical pathway である核内 PR を
介している可能性がある。そこで、プロゲス
テロンの遺伝子発現抑制効果が PR を介して
いるかどうか調べるため、核内 PR に対する 
si-RNA を作成し Lipofection 法にて細胞内
に導入した後、TNF-α (1 ng/ml) 刺激下で 
MPA (10-6 mol/l) を添加し 6 時間培養後回収
し、PR siRNA 導入細胞における COX-2 発現
を Real time PCR 法にて検討した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1)① TNF-α 添加により  COX-2 および 
Mn-SOD プロモーター領域における NF-κB 
response element に対する NF-κB の結合は、
それぞれ増加した。 
 
②TNF-α 刺激により、リン酸化 I-κB タン
パク発現は 10分後より誘導され、total I-   
タンパク発現は 30 分後までに徐々に減少し、
その後増加した。 
 
(2)①TNF-α 添加による NF-κB response 
element に対する NF-κB 結合の増加作用は、
プロゲステロンにより COX-2 プロモーターで
は抑制されたが、Mn-SOD プロモーターでは抑
制されなかった。 
 
②TNF-α 刺激により誘導された経時的な 
total I- とリン酸化 I- タンパク発
現の変化は、プロゲステロンにより影響され
なかった。 
 
(3) NF-κB 結合領域のヒストンは、Mn-SOD
プロモーターの方が COX-2 プロモーターに比
べ低アセチル化状態であった。 
また TNF-α やプロゲステロン添加によるア
セチル化状態への影響は認めなかった。 
 
(4)PR siRNA 導入細胞において COX-2 発現
は TNF-α 刺激にて有意に増加したが MPA 
を同時に添加しても有意な発現の低下を認め
なかった。 
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