
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成 24 年 5 月 18 日現在 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

機関番号：12601 

研究種目：基盤研究(C) 

研究期間：2008 ～ 2010   

課題番号：20591908 

研究課題名（和文） 子宮内膜症の病因、病態における各種免疫担当細胞の役割の解明 

                     

研究課題名（英文） The role of immune cells in endometriosis 

 

研究代表者 

大須賀 穣 （OSUGA YUTAKA） 

東京大学・医学部附属病院・准教授 

 研究者番号：80260496 

研究成果の概要（和文）：ライフスタイルの変化にともない、子宮内膜症が生殖年齢女性の妊孕

性を減弱させる大きな原因の一つとなっている。しかしながら、本疾患は発症・進展機序が不

明で予防・治療に苦慮している。今回の研究では、4 つの課題について検討した。(1)子宮内膜

症の局所環境として知られている炎症が各種サイトカインを介して子宮内膜症間質細胞からの

CCL20 産生を増やして Th17 を局所に集積させることが示唆され、これには IL-17A を介する

フィードフォーワード作用も関与していると考えられた。(2)TGFβは ESC の PAR2 発現を促

進し、proteinase による IL-6 産生を増強することにより子宮内膜症を進展させることが示唆

された。(3)IL-17F は IL-8, COX2 の発現を促進し、TNFαとの同時添加により相乗的に IL-8
産生を促進した。 (4)IL-1β ,TNFαはアクチビンの産生を促進し、かつ、アクチビンは

IL-6,PAR2 の発現を促進した。よって、アクチビンが炎症の増幅因子として子宮内膜症の進展

に関与していることが示唆された。以上をまとめると、子宮内膜症における免疫と炎症の新た

なメカニズムを明らかにすることができた。これらのメカニズムは今後の治療選択において新

たなターゲットとなる可能性が期待でき、将来的には女性の妊孕性の改善、QOL の改善などに

寄与すると考えられる。 
 
研究成果の概要（英文）： 
(1)In a novel paradigm of T cell differentiation, type 17 T helper (Th17) cells may play a 

significant role in endometriosis, a chronic inflammatory disease. Our findings suggested 

that the CCL20/CCR6 system is involved in the migration of Th17 cells to endometriotic 

tissues and that proinflammatory cytokines contribute to the development of endometriosis 

via up-regulation of CCL20 secretion from endometriotic stromal cells. 

(2)Proteinase-activated receptor 2 (PAR2) is a G-protein-coupled receptor that is activated 

by several serine proteases. PAR2 activation in endometriotic stromal cells (ESCs) has been 

implicated in the development of endometriosis but the regulatory mechanism of PAR2 

expression in ESC is unknown. In view of significant roles of PAR2 and IL-6 in 

endometriosis, our finding that TGF-β1 induced increase in PAR2 expression in ESC may 

be an elaborate mechanism that augments the progression of the disease. (3)IL-17F 

increased the secretion of IL-8 from ESCs, and the effect was inhibited by antibodies for 

IL-17 receptor A and IL-17 receptor C. Tumor necrosis factor α (TNF-α) synergistically 

enhanced IL-17F-induced increase in IL-8 secretion from ESCs. The IL-17F increased the 

gene expression of IL-8 and COX2 in ESCs. These findings suggest that IL-17F may 

stimulate the development of endometriosis by up-regulation of IL-8 and COX2. 

(4)Inflammatory stimuli, interleukin (IL) -1β, and tumor necrosis factor (TNF) -α induced 



inhibin/activin-βA subunit mRNA and activin-A protein expression in EoSC. Additionally, 

activin-A enhanced EoSC proliferation and increased the expression of IL-6 and 

protease-activated receptor (PAR)-2 mRNA. An in vitro study revealed that activin-A, 

which is induced by IL-1β or TNF-α, might promote endometriosis by stimulating IL-6 and 

PAR-2 mRNA expression and increasing the proliferation of EoSC. 
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１．研究開始当初の背景 
ライフスタイルの変化に伴い結婚年齢、出産
年齢が高齢化している。このため、妊娠希望
時には生殖年齢に好発する各種疾患を罹患
している女性が少なくない。特に、子宮内膜
症は子宮筋腫と同様に生殖年齢の女性に高
頻度に発症し、全国で 10 万人以上の患者が
通院しているとされている。子宮内膜症は解
剖学的ならびに生化学的な機序により妊孕
性を減弱させることが知られており、不妊症
の代表的な原因でもある。よって、子宮内膜
症を予防・治療することが、本邦における挙
児希望年齢の女性の妊孕性を向上すること
に寄与すると考えられる。しかしながら、子
宮内膜症は謎の疾患とも言われており、その
発症・進展機序については不明な部分が多く、
免疫・遺伝・環境など種々の要因が関与して
いると言われている。子宮内膜症の発症とし
ていわゆる逆流月経血移植説が広く信じら
れているが、ほとんどの女性に認められる逆
流血中の子宮内膜組織が何故一部の女性に
のみ生着・増殖するのかが大きな問題となっ
ている。このことより子宮内膜症では局所に
おいて子宮内膜の移植を受け入れやすくす
る免疫学的寛容が機能していると推測され
ている。同時に、子宮内膜症は慢性炎症性疾
患としての性格も備えており、局所での免疫
学的反応は炎症を介して子宮内膜症の進展
を促進すると考えられている。子宮内膜症患
者の腹腔内貯留液内ではサイトカン、成長因
子などの液性成分や細胞成分が変化してお
り、またそれらが複雑に関与しあい、子宮内

膜症の発症、進展に寄与していると考えられ
ている。具体的には、活性化マクロファージ、
肥満細胞、リンパ球、好酸球などの炎症細胞
や、transforming growth factor (TGF)-β, 
tumor necrosis factor (TNF)-α, IL-１β, 
IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10 などの炎症性サ
イトカンの増加を認めている。本研究では、
子宮内膜症における免疫と炎症の役割を明
らかにするために下記の検討を行うことと
した。 
２．研究の目的 
(1)我々はこれまで子宮内膜症組織において
Th 細胞系の反応が子宮内膜症の進展に関係
していると考え、なかでも Th2 細胞,Th17 細
胞の重要性を示してきた。Th17 細胞につい
ては同細胞より特異的に産生される IL-17A
が 子 宮 内 膜 症 間 質 細 胞 (endometriotic 
stromal cells, 以下 ESC と略 )の増殖、
cyclooxygenase-2 発現、ならびに IL-8 産生
を刺激することを報告している。この際に、
子宮内膜症病巣に Th17 細胞が豊富に存在す
ることを認めていたが、その集積機序につい
ては不明であった。本研究では、Th17 細胞
が子宮内膜症細胞に集積する機序を子宮内
膜症の病態と関連させて解析することを目
的とした。 
(2) 近年 、子宮内 膜症細胞 に発現する
proteinase-activated receptor 2 (PAR2)が子
宮内膜症の発展に重要な役割を担うことが
注目されるようになってきた。PAR2 は活性
化された肥満細胞や好中球から分泌される
特定のプロテアーゼによって特異的に活性



化される三量体Ｇタンパクと共役した 7回膜
貫通型受容体であり、様々な組織において向
炎症的に働く受容体である。トリプターゼな
どの酵素がPAR2分子の細胞外アミノ末端側
ペプチド鎖を特定の部位で切断することに
より新しいアミノ末端ペプチド鎖を露出さ
せ、これが同じ受容体分子の細胞外第 2 ルー
プに結合後、細胞内にシグナルが誘起される。
実験系では合成されたペプチド（PAR2 
agonist peptide, PAR2AP）を外来性に与え
ることにより、アミノ酸末端側ペプチドを切
断することなく受容体の活性化を誘起する
ことができる。PAR2 は ESC において活性化
されると、炎症性サイトカンである IL-6，
IL-8 がなどの分泌を増加させ、また、ESC
の細胞増殖を促進する。このような作用によ
り、PAR2 は子宮内膜症の増悪を促進してい
ると考えられている。しかしながら、これま
で子宮内膜症においてPAR2の発現調節因子
は明らかではなかった。そこで子宮内膜症で
重要とされるサイトカンのPAR2の発現調節
に与える影響について検討した。 
(3)近年、高い病原性をもつ T 細胞である
Th17 が子宮内膜症患者の腹腔内貯留液中に
存在することより、子宮内膜症の病態との関
係が注目されている。従来、IL-8 や COX2
の増加が子宮内膜症の促進因子とされてい
るが、本研究では、第一に Th17 が分泌する
代表的な炎症性サイトカインである IL-17F
が ESC において IL-8、COX2 の発現に影響
するか否か検討した。 
(4)諸家により子宮内膜症病変ではアクチビ
ン A が強発現していること、また正所性子宮
内膜におけるアクチビン A の発現は、子宮内
膜症症例では正常よりも著明に上昇してい
ることが報告されている。しかし、アクチビ
ン A の子宮内膜症における役割はこれまで
検討されていない。そこで、本研究の第二の
目的として ESC を用いて、アクチビン A の
発現調節およびその機能に関して検討を行
った。 
３．研究の方法 
(1) ①試料として子宮内膜症治療のための腹
腔鏡手術を施行した患者より子宮内膜症組
織ならびに末梢血を採取して実験に用いた。 
②末梢血と子宮内膜症組織より単核球を、子
宮内膜症組織より ESC を分離・培養した。 
③ 子宮内膜症組織の一部はパラフィン固定
の後、免疫染色実験に供した。ケモカインリ
ガンドである CCR6 とこれに対応するケモカ
インの CCL20 を染色した。 
④CCL20のTh17細胞に対する遊走刺激活性を
見るために、分離した末梢血単球を
Transwell の上層に添加した。下層に遊走し
た細胞を PMA と ionomycin で刺激後に
CD3,CD4,IL-17A に対する抗体で染色し、FACS
で解析した。 

⑤ ESC培養系にIL-1β,TNFα,IL-17Aを添加
して、24 時間培養し、上清の CCL20 濃度を
ELISA キットにより測定した。 
⑥上記の実験に際し、SB202190(p42/44MAPK
阻害剤)、PD98059（p38MAPK 阻害剤）、SP600125
（SAPK/JNK阻害剤）を添加して、同様に CCL20
濃度を測定した。 
(2)子宮内膜症性卵巣嚢胞から ESC を分離培
養し以下の実験に用いた。ESC に TGF-β 
10ng/ml, IL-1β 10ng/ml, TNFα 1ng/ml を
６時間添加し、PAR2 mRNA 発現を RT-PCR にて
測定した。TGF-βのみが反応を示したため、
ここからは TGF-βについて検討した。ESC に
TGF-β 10ng/ml を 0, 3, 6, 12, 24 時間添加
し経時的反応を、TGF-β 0,1,5,10ng/ml を６
時間添加し容量反応を調べた。PAR2AP が起こ
す ESC からの IL-6 分泌に対して TGF-βの前
投与が与える影響を調べるために、まず ESC
を TGF-β 10ng/ml, 24 時間で刺激し、その
後 PAR2AP 30μM, 24 時間刺激し、上清中の
IL-6 を ELISA にて測定した。TGF-βの type I 
receptor の阻害剤である SB431542 の PAR2 
mRNA に対する影響をみるために、ESC を
SB431542 10 mM 添加、TGF-β 10ng/ml 6 時
間添加した。SB431542 の PAR2AP 刺激による
IL-6 分泌に対する影響を調べるために、
SB431542 10mM, TGFβ 10ng/mｌ 24 時間添加、
PAR2AP 30μM で 24 時間刺激した。また PAR2 
siRNAを導入したうえで、TGF-β 10ng/ml, 24
時間で刺激し、その後 PAR2AP 30μM, 24 時
間刺激し、上清中の IL-6 を測定した。TGF-
βの細胞内シグナル伝達には Smad 経路と
mitogen-activated protein kinase（MAPK）
経路が存在する。このうち MAPK 経路を調べ
るために、EmSC を p38 MAPK、p42/44 MAPK、
stress-activated protein kinase /c-Jun 
N-terminal kinase (SAPK/JNK)それぞれの阻
害剤にて 30 分刺激し、その後 TGF-β 
(10ng/ml)で 6 時間刺激した。また Smad 経路
については Smad4 siRNA を導入し、TGF-β 
(10ng/ml)で 6 時間刺激し、PAR2 mRNA を測定
した。 
(3)ESC を分離培養し、以下の検討に供した。
①IL-17F (0.01ng/ml- 100ng/ml)を添加
し、培養上清中の IL-8 の産生を ELISA 法に
て測定した。② IL-17F(10ng/ml)を添加し、
IL-8mRNA, COX2mRNAの発現の変化を検討した。
③ TNFa(1ng/ml)の存在下に IL-17F 
(1ng/ml- 100ng/ml)を添加し、培養上清中
への IL-8 産生を ELISA 法にて測定した。④
IL-17F(50ng/ml)と同時に IL-17Fの受容体で
ある IL-17RA、IL-17RC の抗体を同時に添加
し、培養上清中の IL-8 の産生を ELISA 法に
て測定した。 
(4)培養ESCにIL-1αもしくはTNFβ刺激を加
え、inhibin-α, inhibin/activinβA, βB 
mRNA 発現量を検討した。また、同培養上清中



のアクチビン A 濃度を ELISA にて測定した。
次に ESC にアクチビン A (0-300 ng/ml)を添
加し、ESC に対する増殖作用を細胞数計測に
より検討し、また子宮内膜症の増悪因子とし
て知られている IL-6 および 
protease-activated receptor-2 (PAR-2) 
mRNA の発現を検討した。 
４．研究成果 
(1) ①子宮内膜症組織から分離された Th17 
細胞のうち97.6±3.1％にCCR6の発現が認め
られた。また、CCR6 陽性 Th 細胞のうち 14.7
±5.1％が Th17 細胞であった。②CCL20 免疫
陽性細胞は病巣の上皮細胞と上皮直下の間
質細胞に認められた。一部の CCL20 陽性細胞
は上皮から離れた線維性間質に存在した。一
方、CCR6 陽性細胞は上皮直下の間質に局在し
ていた。これらの細胞は円形で骨髄由来と考
えられた。③CCL20 の末梢血 T 細胞に対する
遊走促進活性は Transwell system を用いて
測定された。CCL20 は CD4 陽性細胞の遊走イ
ンデックスを約 4倍にしたが、有意差には至
らなかった。CCL20 は Th17 細胞については遊
走インデックスを 18.2 倍と有意に増加させ
た。このことから、CCL20 は特異的に Th17 細
胞の遊走を刺激していることが確認された。
④子宮内膜症間質細胞の培養系において、
IL-1βは 1ng/ml 以上、TNFαは 0.1ng/ml 以
上、IL-17A 
は 1ng/ml 以上で CCL20 の分泌を増加させた。
これらの CCL20 増加作用は p42/44MAPK、
p38MAPK、SAPK/JNK の阻害剤の添加により抑
制された。⑤TNFαと IL-17A の同時添加は
各々の単独投与に比べて相乗的に CCL20の分
泌を促進した。 
(2)ESCにおいてTGF-β（10ng/ml）はPAR2 mRNA
を約２倍に増加させたが、IL-1β (10ng/ml), 
TNF-α (1ng/ml)はその作用を示さなかった。
TGF-βの PAR2 mRNA に対する作用をさらに詳
細に検討したところ、経時的な変化では 6時
間後にピークを認め約 3.2 倍に増加した。ま
た TGF-βは濃度依存性に PAR2 mRNA を増加さ
せ、以上で対象に比し有意差が認められた。
ESC において PAR2AP 刺激によって IL-6 が分
泌されることが報告されている。TGF-β前投
与はこの作用をさらに増強した。この増強作
用は TGF-βの濃度依存性にみられた。PAR2AP
刺激のみでは IL-6 分泌は PAR2AP 刺激前と比
べ 2.8 倍であるが、TGF-β前投与によりこの
比は約 9.8 倍となった。TGF-βの type I 受
容体阻害剤である SB431542 は TGF-βによる
PAR2 mRNA 発現を抑制した。また、TGF-βが
PAR2AP による IL-6 分泌を増強させる効果も
抑制した。PAR2 siRNA は ESC における PAR2 
mRNA 発現を約 6％に抑制した。この条件下に
おいて、TGF-βが PAR2AP による IL-6 分泌を
増強させる効果を抑制した。このことより
TGF-β添加、PAR2AP 添加条件下での IL-6 分

泌は PAR2を介していることが分かった。TGF-
βの細胞内シグナル伝達経路についての検
討で、Smad 経路と MAPK 経路のどちらの経路
を介しているか調べるために、Smad4 siRNA
導入または MAPK 阻害剤を使用した。MAPK 阻
害剤のうち p38 MAPK の阻害剤と p42/44 MAPK
の阻害剤が TGF-βによる PAR2 mRNA 発現を抑
制した。Smad4 siRNA 導入により Smad4 mRNA
は約２２％に抑制され、Smad4 のタンパク量
の減少も認めたが、この条件下では TGF-βに
よる PAR2 発現は抑制を受けなかった。 
(3) ①IL-17F(10-100ng/ml)添加によって、有
意に IL-8 産生が増加した(P < 0.02 vs. 
control)。②IL-17F 添加後 4,8 時間において
有意に IL-8mRNA, COX2mRNA の発現が増加し
た。③IL-17F と TNFa を同時添加することに
より相乗的に IL-8 産生が増加した。 以上よ
り、IL-17F が ESC における IL-8 産生、COX2
の発現を増加させ、子宮内膜症の進展に関与
することが示唆された。さらに、TNFａの存
在下では、その作用が著しく増強することが
わかった。 
(4)IL-1 β や TNF- α 刺 激 に よ り 、
inhibin/activinβA mRNA は約 4 倍発現が亢
進 し た 。 一 方 で inhibin- β お よ び
inhibin/activinβB mRNA の発現量はそれぞ
れ不変、減少となった。同刺激による培養上
清中のアクチビン A濃度は 4－5倍上昇した。
アクチビン Aの添加実験において、添加 48 hr
後の ESC 細胞数は 1.3 倍に増加した。また添
加 6hr 後の IL-6 および PAR-2 mRNA はそれぞ
れ 4倍、3倍と発現が亢進した。 
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