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研究成果の概要（和文）：妊娠の成立・維持に不可欠である子宮内膜間質細胞の脱落膜化(分化)と内膜腺の成熟化はcA
MPシグナル伝達経路によって調節されている。我々は、古典的なプロテインキナーゼAを介したcAMP シグナル伝達経路
とExchange protein directly activated by cAMP（Epac）を介したシグナル伝達経路の脱落膜化における協調的な機
能とEpacシグナル関連因子の脱落膜化と内膜腺の成熟化における役割を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Decidualization (differentiation) of human endometrial stroma and gland 
development, which are indispensable for the establishment and maintenance of pregnancy are regulated by 
cyclic AMP-mediated signaling pathway. We demonstrated the cooperative function of canonical protein 
kinase A and Exchange protein directly activated by cAMP (Epac)-mediated cAMP signaling in 
decidualization. We also clarified the crucial role of Epac signaling associated factors in 
decidualization and maturation of endometrial glandular cells.

研究分野： 生殖内分泌学

キーワード： 脱落膜化　EPAC
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１．研究開始当初の背景 
子宮内膜間質細胞（ESC）は、月経周期の

分泌期に主に卵巣ステロイドの影響下で脱
落膜細胞へと分化（脱落膜化）する。脱落膜
化は、子宮内膜間質細胞の分化であり、線維
芽細胞様の形態から敷石状細胞への変化と
イ ン スリン 様 成長因 子 結合蛋 白 質 １
（IGFBP-1）、プロラクチン（PRL）などの産
生・分泌により特徴づけられる。脱落膜は、
胞胚の着床をサポートするだけでなく、胎児
由来栄養膜の浸潤制御や胎児-母体間の免疫
寛容の役目を果たすことが知られており、妊
娠の成立・維持には不可欠である。cAMP 誘導
体や cAMP 産生を促進する薬物をヒト ESC に
処 置 するこ と により 脱 落膜マ ー カ ー
（IGFBP-1、PRL）の発現を含む機能的分化と
形態学的分化が惹起されることから、cAMP シ
グナル伝達経路の活性化が脱落膜化におい
て中心的な役割を担っている。また、生理的
な脱落膜化の誘導因子であるプロゲステロ
ンも ESC の細胞内 cAMP 産生を促進すること
が明らかとなっている。 
子宮内膜腺は、脱落膜化を促進するシクロ

オキシゲナーゼ 2（COX2）によるプロスタグ
ランジン（PG）E2の産生や着床誘起に関わる
白血病抑制因子（LIF）の発現亢進が起こる。
これら COX2 と LIF の発現、さらに PGE2の産
生過程において cAMP シグナルが促進的機能
していることが知られている。 
cAMP による細胞内シグナル伝達経路を仲

介する因子としてプロテインキナーゼ A
（PKA）が最も良く知られているが、1998 年
に PKA とは異なる cAMP シグナル伝達仲介因
子 Exchange protein directly activated by 
cAMP （Epac）が報告されてからは、Epac を
介した cAMP シグナル伝達経路の存在とその
意義に関する研究が活発になされている。   
本研究代表者らは、cAMP シグナルの活性化

が中心的役割を担うヒト胎盤栄養膜細胞の
分化に PKA シグナルだけでなく Epac シグナ
ルが関わることを明らかにした（Hum.Reprod. 
25:2229-38,2010）。また、培養ヒト ESC に PKA
選択的アゴニスト、Epac 選択的アゴニスト、
又はその両方を処置するとPKAシグナルの活
性化による IGFBP-1 や PRL 産生が Epac シグ
ナルの活性化によりさらに増強すること、
Epac 及びその下流シグナル伝達因子 Rap1 の
発現を抑制すると cAMP アナログによる脱落
膜化が抑制されることから、脱落膜化機構に
おける Epac シグナル伝達経路の関与につい
て報告した（Placenta,34:212-21,2010）。そ
こで、脱落膜化における cAMP シグナル伝達
ネットワークの役割を PKA と Epac の観点か
ら解しようと思い、本研究の着想に至った。
さらに、着床や脱落膜化に密接に関係する腺
上皮細胞の成熟過程における Epac と PKA を
介した cAMP シグナル伝達機構やセカンドメ
ッセンジャーとしての Ca2+と cAMP との関係
性についても解析した。 
 

２．研究の目的 
本研究の目的は、従来報告されてきた PKA

を介した cAMP シグナル伝達経路に加えて
Epac という新規 cAMP シグナル伝達経路に着
目することにより妊娠成立・維持に不可欠な
子宮内膜間質細胞の脱落膜化機構と子宮内
膜腺細胞の成熟機構を解明することである。 
 

３．研究の方法 
（１）ヒト ESC の脱落膜化と内膜腺細胞の成
熟における Epac と PKA を介した cAMP シグナ
ル伝達経路の役割 
初代培養ヒト ESC における Epac を介した

シグナル伝達経路の役割を解析するため、ヒ
ト ESCの Epac2 発現を抑制した際に発現量が
変化するタンパク質を LC-MS/MS にて同定し
た。さらに、Epac2 と同定したタンパク質の
発現を siRNA により抑制し、cAMP アナログま
たは卵巣ステロイドによる脱落膜化マーカ
ー（PRL、IGFBP-1）の発現と形態変化を評価
した。また、ヒト内膜腺細胞株を用い、アデ
ニル酸シクラーゼ活性化薬である Forskolin
や cAMP アナログの処置による COX2、LIF 発
現とPGE2産生に対するEpac2と同定したタン
パク質のノックダウンの効果を調べた。さら
に、ESCと内膜腺細胞株の老化に対するEpac2
及び同定因子の発現抑制効果を細胞老化マ
ーカーであるSA-β-Galの活性と細胞老化関
連因子 p53 と p21 の発現を指標に評価した。 
 上記細胞を用い、ESC の脱落膜化と腺上皮
細胞株の成熟における cAMP シグナル伝達経
路と細胞内 Ca2+の関係について、カルシウム
拮抗薬や Ca2+イオノフォア等を用いて検討し
た。 
また、PKA と EPAC シグナルを介した脱落

膜化誘導機構を解明するため脱落膜化過程
で発現が上昇する PRL と転写因子 CCAAT/ 
Enhancer-Binding Protein（C/EBP）βとの
関係を脱落膜特異的PRLプロモーターを用い
たレポーターアッセイにて調べた。プロモー
ター上に存在するC/EBP結合配列に変異を導
入したレポーターアッセイベクターを作製
した後、ESC にベクターをトランスフェクシ
ョンした。その後、PKA アゴニスト及び Epac
アゴニストを処置し、レポーター活性の変動
を調べた。 
 

（２）ラット妊娠子宮における Epac シグナ
ル関連因子の役割 
ヒト組織を用いた脱落膜化の解析は、倫理

的かつ法的問題により培養細胞系に頼らざ
るを得ない。ヒトとラットでは妊娠過程の種
差が存在するものの、脱落膜形成過程には種
を超えて共通する点があるため、ラットを用
いた検討も行った。 
Wistar-今道系ラットの着床周辺期（妊娠 3、

5、7、9 日目）の子宮における CRT の発現を
免疫組織染色とイムノブロットにて解析し
た。また、着床遅延モデルと人為的脱落膜化
誘導モデルを用い、着床・脱落膜化時の子宮



内 CRT 発現を解析した。 
ラット子宮から単離した間質細胞に Epac

シグナル関連因子に対する特異的siRNAを導
入して、脱落膜化刺激（ジブチリル cAMP と
酢酸メドロキシプロゲステロン）を加え、脱
落膜化マーカー(PRL と脱落膜/栄養膜 PRL 関
連タンパク質) の発現に対する Epac シグナ
ル関連因子のノックダウン効果を調べた。ま
た、CRT ノックダウン細胞では、ギャップジ
ャンクション構成因子コネキシン 43（Cx43）
の発現についても解析した。 
 

４．研究成果 
（１）ヒトESCの脱落膜化と内膜腺の成熟にお
けるEpacシグナル伝達経路の機能解析 
 
①脱落膜化と内膜腺の成熟過程における
Epac2を介したカルレチキュリン（CRT）発現
の生理的意義 
Epacを介したシグナル伝達経路の役割を解

析するため、ヒトESCのEpac2発現を抑制した
際に発現量が減少する因子としてシャペロン
タンパク質のカルレチキュリン（CRT）を同定
した。また、ヒトESCのCRT発現をノックダウ
ンするとcAMPアナログや卵巣ステロイドの処
置による脱落膜マーカーの発現亢進と形態的
分化が阻害された。また、内膜腺細胞株（EM1）
においてもEpac2のノックダウンによりCRT発
現が減少すること、Epac2とCRTの発現抑制は、
ForskolinやcAMPアナログによるCOX2とLIFの
発現、PGE2産生を阻害することを明らかにし
た。さらに、Epac2やCRTの発現をノックダウ
ンしたESCは、老化細胞様の特徴を示した。こ
れらの結果から、ヒトESCの機能的かつ形態的
な脱落膜細胞への分化にはEpac2を介したCRT
発現が必須であること、また、Epac2とCRTが
細胞老化に関与することを示した。 
さらに、cAMPシグナル伝達経路の活性化を

介したヒトESCの脱落膜化と内膜腺の成熟に
おいて細胞内Ca2+が抑制的に機能することも
明らかにした。 
 

②EpacとPKAシグナル伝達による脱落膜PRLの
転写制御機構 
脱落膜PRLプロモーターを用いたレポータ

ーアッセイにおいて、PKA 選択的 cAMP アナロ
グの処置による PRL 転写活性の増加は、EPAC
選択的 cAMP アナログとの共処置によりさら
に増強した。しかし、プロモーター上に存在
するC/EBPβ結合配列に変異を入れるとEPAC
選択的 cAMP アナログ処置による転写促進効
果は、消失した。 
ヒト ESC において PKA 選択的 cAMP アナロ

グ処置による C/EBPβの発現増加は、Epac(特
に Epac2)の発現抑制により減少した。これら
の知見から、ヒト ESC において Epac は、PKA
と協調的に C/EBPβの発現を正に調節し、こ
のPRLプロモーター領域への結合を促すこと
により、PKA による PRL 発現を増強すること
が示唆された。 

 
（２）ラット妊娠初期子宮におけるEpacシグ
ナル関連因子の役割 
 
①着床周辺期のラットの妊娠子宮における
Epacシグナル関連因子の発現調節 
Epac1、Epac2、Rap1並びにCRTは、胞胚着床部
位の脱落膜細胞で強く発現していた。妊娠9
日目の脱落膜組織では、Rap1の活性化がみら
れた。着床遅延モデル、人為的脱落膜化誘導
モデル等を用いた検討から、妊娠初期におけ
るEpac関連因子の発現は、卵巣ステロイドに
よる直接的な調節を受けているのではなく、
着床により誘導される脱落膜化に伴い上昇す
ることを明らかにした。 
 
②ラット妊娠子宮の脱落膜化におけるEpacシ
グナル関連因子の役割 
ラット子宮間質細胞を用いたin vitro系に

おいてEpac1、Epac2、Rap1並びにCRTの発現を
ノックダウンすると脱落膜化刺激による脱落
膜マーカーの発現亢進が顕著に阻害された。
さらにCRTのノックダウンは、脱落膜化刺激に
よるギャップジャンクションタンパク質のコ
ネキシン43（Cx43）の発現誘導を抑制し、ギ
ャップジャンクションの形成を示す細胞膜へ
のCx43の斑点状集積が阻害された。このこと
から、着床後の子宮間質細胞で発現が亢進す
るEpacシグナル関連因子の脱落膜化における
重要性が示唆された。 
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