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研究成果の概要（和文）：反復流産患者におけるカルパイン及びカルパスタチンの存在と意義を

検討した。免疫組織染色法で分泌期子宮内膜と上皮細胞にカルパインとカルパスタチンの染色性

を認めた。非妊娠時血清中抗カルパスタチン抗体は流産群で有意に高かった。抗カルパスタチン

抗体と抗PE抗体に有意な相関は認めなかった。反復流産病態において子宮内膜に存在するカルパ

イン-カルパスタチン系が何らかの重要な役割を演じている事が認められた。 

 

研究成果の概要（英文）： We investigated the existence and contribution of anti-calpastatin 

antibody and correlation with antiphoshatidylethanolaine (anti-PE) antibody in serum of 

recurrent miscarriage. Subject group was patients with history of recurrent miscarriage 

and control group was healthy women with informed consent. We performed 

immunohistochemistry using mid-phase endometrium to investigate localization of calpain 

and calpastatin. ELISA was performed to measure anti-calpastatin antibody and PE-binding 

protein dependent IgG antibody in sera of non-pregnancy period in each group. Staining 

of μ-calpain and calpastatin were observed in the cytoplasm of stromal and epithelial 

cells in mid-phase endometrium but no significant differences were observed in staining 

patterns. Subject group of anti-calpastatin antibody in sera was 4.317±0.987(U/ml) and 

control group was 3.373±0.653. Subject group was significantly higher than control group. 

There was no significant correlation between anti-calpastatin antibody and anti-PE 

antibody. The result provided that calpain-calpastatin system may plays important role 

in endometrium of recurrent miscarriage independently from anti-PE antibody-calpain 

pathway. 
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１．研究開始当初の背景 

 子宮内膜に存在するカルシウム依存性シス

テインプロテアーゼであるカルパインが細胞

内カルシウムイオン濃度の上昇により活性化

され、着床や妊娠初期の維持に重要なインテ

グリンβ3を分解することで細胞障害を惹起

する可能性を報告してきた。カルパインは生

体に広く存在し，普遍的カルパインとして活

性化に必要なカルシウムイオン濃度の違いに

よりμ-カルパインとm-カルパインの2種類が

知られている。カルパインは大サブユニット

(80kDa) と小サブユニット(30kDa) により構

成され、細胞内力ルシウムイオン濃度の上昇

により大サブユニットのN末端より自己消化

が起こり活性型となり、種々の生理的病理的

機能に関与している。カルパインの基質とし

てはキナーゼC、αフォドリンやインテグリン

β3などが知られている。またカルパインは 

虚血性心疾患、脳使塞、アルツハイマー病、

筋ジストロフィー症やヒト精子受精能など

への関与が報告されている。インテグリンは

細胞接着や細胞遊走能、分化、着床や初期妊

娠の維持などに関与しており、これまでの研

究にて我々はインテグリンβ3 が低酸素状態

の子宮内膜細胞においてカルパインにより

分解されることを報告してきた。 

 
２．研究の目的 

 今回我々は反復流産患者の脱落膜における

カルパイン、インテグリンβ3、αフォドリン、

カルパインの内因性インヒビターであるカル

パスタチンの存在と役割を検討した。 

 
３．研究の方法 

 2回以上の流死産歴を持つ反復流産患者29

例を対象群に、流死産歴のない健常女性20例

を対象群とした。稽留流産と診断された患者

及び正常妊娠初期の人工妊娠中絶時の脱落膜

組織をインフォームド・コンセントのもとに

検体として得た。平均手術週数は反復流産群

は8.6±1.5週（6-12週）、人工妊娠中絶群は

7.9±1.6週（6-11週）であった。μ-、m-カル

パイン、カルパスタチン、インテグリンβ3、

αフォドリンに対する抗体を用い免疫組織染

色法及び共焦点レーザー顕微鏡にて免疫二重

染色法を用い脱落膜における各々の局在を観

察した。またSDS-PAGE, western blot法を用

いて各タンパクの発現を比較検討した。 

 
４．研究成果 

 免疫組織染色法にて脱落膜間質細胞および

上皮細胞の細胞質全体にμ-カルパイン、m-

カルパイン、カルパスタチン、インテグリン

β3、αフォドリンの染色性が観察された。染

色性の局在の傾向は対象群と対照群に有意差

は認められなかった.免疫組織二重染色法で

はμ-カルパインは脱落膜細胞質への限局性

をみとめたが、カルパスタチンは脱落膜細胞

及び間質への拡散像を認めた。 

 またSDS-PAGE, western blot 法における蛋

白の半定量検討ではm-カルパイン;流産群 

85092.8±49123.9、正常群81344.3±36756.3、

カルパスタチン;流産群44258.6±15876.6、正

常群39586.9±15323.8、αフォドリン;流産群

1680±2029、流産群1359±614と、流産群と正

常群の間に有意差は認められなかった。しか

しながらμ-カルパインは流産群129413.8±

35750.3、正常群78977.7±16436.8と流産群に

有意に多く(p<0.05)、インテグリンβ3は流産

群5596±3140、正常群12523±4541と流産群で

有意に少なかった(p<0.05). 

 免疫組織二重染色法にて抗μ-カルパイン

抗体の染色性が脱落膜細胞質内にとどまるの



に対し抗カルパスタチン抗体の染色性は間質

においても観察された。このことから、カル

パインが細胞質内に存在する蛋白質であるの

に対しカルパスタチンは細胞質内でカルパイ

ンと共存するだけでなく間質においてもカル

パインの作用を抑制することを示唆している

と考えられた。   

 Western blot 法ではμ-カルパインは流産

群で有意に多く、インテグリンβ3は流産群で

有意に少なかった。このことから，流産群の

脱落膜においてμ-カルパインがより多く発

現し活性化され.これによりインテグリンβ3

がより多く分解されることが示された。 

 妊娠初期の脱落膜において、何らかの原因

により細胞質内のカルシウムイオン濃度が上

昇し、活性化されたμ-カルパインがインテグ

リンβ3を分解することが、反復流産の病態に

関与している可能性が示唆された。 
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