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研究成果の概要（和文）：羊膜上皮層は羊水と直に接する組織であり、羊膜上皮層の細胞間に存

在する密着結合は羊水成分と胎盤側成分の傍細胞経路（上皮細胞間隙を通る経路）による物質

移動を調節している。本研究では早産や絨毛膜羊膜炎に繋がる基礎的知見を得るため、密着結

合およびその構成タンパク質であるクローディンの調節機構について調べた。その結果、密着

結合の物質透過性はクローディンの挙動を介してホルモンや炎症性サイトカインなどによって

調節されていることが明らかになった。 

 
研究成果の概要（英文）：The amniotic epithelium is in direct contact with the amniotic fluid 

and regulates fluid flux via paracellular pathway by tight junctions. In this study, we 

investigated the regulatory mechanism of tight junctions and claudins as the basic 

research for premature birth and chorioamnionitis. The results have been shown that 

several physiological active substances such as hormone and inflammatory cytokines 

regulate the permeability of amniotic tight junctions through claudins. 
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１．研究開始当初の背景 

羊水と直に接する羊膜上皮層は、妊娠過程
における羊水の質的・量的な調節を行い、胎
児の成長や分娩を適切に誘導している組織
である。この調節作用は上皮細胞内を通る経
細胞経路と上皮細胞の間隙を通る傍細胞経
路の物質移動によって行われることが知ら
れている。しかし、一方で傍細胞経路を制御

する構造、タンパク質、あるいはそれらの調
節因子等に関する知見は得られていなかっ
た。一般的に上皮層の傍細胞経路は密着結合
によって制御されており、密着結合の物質透
過性は密着結合構成タンパク質であるクロ
ーディンの組成によって変化する。本研究に
際して予備実験を行った結果、羊膜上皮層に
は密着結合が存在し、クローディンファミリ
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ーである claudin-1、-3、-4 および-7 によっ
て構成されていることがわかった。そこで本
研究では妊娠過程における密着結合の機能
変化をクローディン組成の変化として分子
レベルで認識し、クローディンを介した傍細
胞経路の調節機構が妊娠過程で果たす役割
について追及した。 

 

２．研究の目的 

羊膜上皮層は胎盤と胎児の間に存在して
相互の自由な物質移動を制御する障壁とし
て機能している。しかしながら、妊娠末期や
絨毛膜羊膜炎の場合、胎盤―母体間の物質移
動は活発になり、その結果として羊水感染、
早産、あるいは分娩シグナルの伝達が起こる。
本研究ではこの物質移動の活発化に羊膜上
皮層の密着結合が関与していると予想し、密
着結合を構成してその機能性を決定するク
ローディンファミリーに着目して研究を行
った。特に絨毛膜羊膜炎や妊娠中期から分娩
にかけて羊膜周囲で濃度が増減する生理活
性物質、すなわち、妊娠末期に激減するプロ
ゲステロン、妊娠後期から次第に増加するグ
ルココルチコイド、および妊娠末期の分娩前
や絨毛膜羊膜炎の場合に増加する炎症成分
に着目し、これらの生理活性物質が claudin

の挙動や密着結合の透過性に及ぼす影響に
ついて調べた。 

 

３．研究の方法 

実験１ 羊膜上皮細胞と線維芽細胞の単離 
羊膜上皮細胞は羊膜を 2.5 mg/ml 

collagenase type I/DMEM、室温、2時間の酵
素処理を施すことによって上皮層画分を回
収し、さらに上皮層画分を 0.1% Trypsin/PBS
で 5分処理することによって単細胞に分散す
る。得られた上皮細胞は 50 ng/ml EGF、10 
µg/ml Transferrin、5 µg/ml Insulin、200 µM 
Ascorbic ester、10% FBS を含む DMEM/F-12
培地で高密度を維持しながら培養する。 
線維芽細胞は羊膜を 2.5 mg/ml 

collagenase type I/DMEM、室温、2時間の酵
素処理を施すことによって得られる懸濁液
から上皮層画分を 40 µm の cell strainer に
よって分離し、通過画分を遠心分離すること
によって線維芽細胞を回収する。得られた線
維芽細胞は 10%FBS を含む DMEM/F-12 を培地
として培養する。 

 
実験２ 三次元培養羊膜モデルの作製 

実験１で得られる線維芽細胞を中性の 2.0 
mg/ml Ｉ型コラーゲン溶液に懸濁した後に
cell culture insert 上に滴下し、37℃、1
時間でゲル化後、ゲル表面に実験１で得られ
る上皮細胞を播種する。培地は 50 ng/ml EGF、
10 µg/ml Transferrin、5 µg/ml Insulin、
200 µM Ascorbic acid、10% FBS を含む

DMEM/F-12を培地として約２週間培養する。 
 
実験３ 三次元培養羊膜モデルの生理活性物
質による処理 

妊娠後期あるいは絨毛膜羊膜炎の生理環
境を生理活性物質の添加によって in vitro
の培養液中に再現する。 
添加する生理活性物質としては炎症を誘導
する細菌由来のリポ多糖（Lysophosphatidic 
acid）、炎症性サイトカイン（TNF-alpha、
IL-1beta、IL-6）、サイトカイン阻害剤（FK506、
ラパマイシン、サリドマイド）、ホルモン
（Glucocorticoid、Progesterone、
Prostaglandin）を単独あるいは複数の組み
合わせで加える。各成分の濃度、処理時間は
各実験の目的に応じて調整する。 
 
実験４ 羊膜モデルの密着結合関連タンパ
ク質の免疫染色 
実験４で使用した羊膜モデル全体を 1％

PFA/HBSS、4℃、15 分で固定をおこない、ク
ローディン-4、-7、および密着結合関連タン
パク質である ZO-1、Occludin、Actin の抗体
を用いて図１のように上皮層全体の免疫染
色をおこなう。 
 

実験５ Tritonx-100 可溶性、不溶性画分の
分画およびウエスタンブロッティング 

本実験でおこなう Tritonx-100 可溶性、不
溶性画分の分画はクローディンによる密着
結合を評価する抽出法であり、一般的に密着
結合の構造に参加しているクローディンが
多いほど不溶性画分の割合が高くなること
が知られている。in vivo 羊膜あるいは培養
羊膜モデルの上皮層を 200 mM EDTA 処理によ
って剥離し、得られた上皮層は 1% 
Tritonx-100 を含む抽出液で処理し、可溶性、
不溶性画分に分画する。得られた各画分中の
クローディン-4 と-7はウエスタンブロッテ
ィングによって検出し、その相対比を解析す
る。 

 
実験６ mRNA 発現レベルの定量 

実験５と同様の方法で回収した羊膜上皮
細胞層から mRNAを抽出、one step real-time 
PCR によって生理活性物質がクローディン-4、
-7 を含む密着結合関連タンパク質の発現に
与える影響を調べる。 
 
実験７ 羊膜および三次元培養羊膜モデルの
経上皮電気抵抗値の測定 

本実験で測定する経上皮電気抵抗値は上
皮層のバリア機能を非浸襲敵に測定する方
法であり、生理活性物質で処理した際の傍上
皮経路の評価にも応用できる実験である。 
作製した三次元培養羊膜モデルは経上皮電
気抵抗値の測定によって形成された上皮層



の密着結合の評価をおこない、実験への供試
時期の決定と実験の再現性を確保する。 
 
４．研究成果 

プロゲステロンは妊娠初期から後期にか
けて血中や羊水中に多く含まれるホルモン
であり、妊娠を維持する方向に働くことが知
られている。本研究において、妊娠マウスに
プロゲステロンの阻害剤である RU-486 を投
与したところ、羊膜上皮層の透過性は上昇し、
claudin-3 および-4 は密着結合の存在する
apical-most regionから細胞質に局在変化し、
全体量も減尐していた。一方、器官培養した
羊膜にプロゲステロンを処理すると、
claudin-3および-4の発現は亢進し、密着結
合も堅固になった。さらに、プロゲステロン
のレセプターの発現量と局在を調べたとこ
ろ、妊娠 17 日目前後に羊膜上皮層から消失
することが明らかになった。通常の妊娠段階
においても妊娠 17 日目には密着結合の物質
透過性やクローディンの劇的な局在変化が
起きていることから、プロゲステロンは妊娠
中期から後期にかけて堅固な密着結合を維
持する為に claudin-3および-4の発現レベル
を一定以上に維持し、その局在を密着結合の
存在する apical-most region へ誘導してい
ると考えられた。 
グルココルチコイドは抗炎症作用がある

ことが広く知られているホルモンであると
ともに、妊娠末期に増加して分娩への関与が
指摘されているホルモンでもある。絨毛膜羊
膜 炎 の ヒ ト 羊 膜 で は ク ロ ー デ ィ ン が
apical-most region で は な く 、 lateral 
membrane や細胞質に存在していた。これら
の羊膜を抗炎症作用のあるグルココルチコ
イド存在下で培養すると、claudin-3 および
-4 は密着結合の存在する apical-most 
region に局在するようになり、羊膜の物質透
過性も低下した。一方でグルココルチコイド
の長期処理はクローディンの発現を濃度依
存的に低下させたことから、グルココルチコ
イドは短期的には密着結合を堅固に、長期的
には脆弱化させると考えられた。すなわち、
グルココルチコイドは抗炎症作用によって
後述するような炎症成分による密着結合の
脆弱化を防ぐが、妊娠末期にその濃度を増加
させるとクローディンの発現量を低下およ
び密着結合の脆弱化を誘導し、胎児―母体間
の物質移動や羊水量の減尐に関与している
と考えられた。 

絨毛膜羊膜炎は早産の最も多い原因であ
り、絨毛膜羊膜炎の際には羊水の質的・量的
異常もともなうことが知られている。絨毛膜
羊膜炎のモデルとして妊娠マウスに LPSを投
与したところ、密着結合の脆弱化、claudin-3
および-4の apical-most region からの減尐、
および発現量の低下が誘導された。絨毛膜羊

膜炎の際に増加する炎症成分である IL-6、-8、
TNF、prostaglandin E2 を器官培養した羊膜
に処理すると、各成分が各々で異なる時期に
claudin-3および-4の局在変化を誘導してい
た。さらに、IL-6と TNFを in vivo 羊水腔に
注入したところ、IL-6は apical-most region
における claudin-3および-4 の減尐、TNFは
アポトーシス誘導にともなった密着結合ネ
ットワークの断片化を誘導しており、どちら
の場合においても羊膜上皮層の物質透過性
は上昇していた。以上のことから、羊膜周辺
で炎症反応が起きた場合、複数種の炎症成分
が各々に異なる経路で羊膜上皮層の密着結
合を脆弱化させ、経羊膜の炎症成分や細菌類
の移動が活発にさせていると考えられた。 

本研究の結果を総合すると、クローディン
および密着結合の調節機構が妊娠中に果た
す役割について以下のような仮説が提案さ
れる。妊娠初期から中期にかけて claudin-3
および-4 が羊膜上皮細胞で発現し、密着結合
を形成する。妊娠中期から後期にかけて羊膜
周囲に存在するプロゲステロンは羊膜上皮
細胞のプロゲステロンレセプターに結合し、
そのシグナル伝達によって経路によって
claudin-3 および-4 の発現亢進や apical 
most region への局在変化を誘導し、強固と
なった密着結合は妊娠中に求められる羊水
の調節や胎盤－母体間の物質移動の制御を
行っている。しかしながら、プロゲステロン
/プロゲステロンレセプター経路は妊娠末期
に消失し、一方でクローディンの発現を低下
させるグルココルチコイドや炎症性サイト
カインが羊水中に増加して密着結合を脆弱
化させる。そのため、経羊膜の傍細胞経路は
開放的になり、羊水量が減尐し、胎児から胎
盤側に拡散する分娩シグナル分子の移動も
円滑に進む。また、絨毛膜羊膜炎によって羊
膜周囲で炎症成分の濃度が増加した場合に
は、密着結合がクローディンを介して脆弱化
され、経羊膜の羊水移動や炎症成分の移動が
促進し、結果として胎児への影響や早産がお
きると推測された。すなわち、クローディン
を介した羊膜密着結合の調節機構は自然分
娩や絨毛膜羊膜炎による早産に関与してい
ると考えられた。 
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