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自然流産脱落膜組織のエリスロポエチン受容体発現に

関する研究

釣 谷充弘 島岡昌生 土井裕美 塩田 充 星合 Eヨ
ラミ

近畿大学医学部産科婦人科学教室

抄 録

ヒトの妊娠初期子宮内膜においてエリスロポエチン情報がどの様な役割を担っているかを究明する目的で本研

究を行った.自然流産に至った妊娠 5週から10週の子宮脱落膜組織のエリスロポエチンとエリスロポエチン受容体

mRNAの発現およびエリスロポエチン受容体蛋白の発現をそれぞれ定量 RT-PCR法と Westernblottingにより

測定した.脱落膜にはエリスロポエチンとエリスロポエチン受容体mRNAおよびエリスロポエチン受容体蛋白を

認めた.さらに脱落膜組織におけるエリスロポエチン応答局所を抗エリスロポエチン受容体抗体を用いて免疫組織

学的に検索した.検索した各週の脱落膜では脱落膜細胞，栄養膜細胞および血管内皮細胞と子宮腺上皮細胞が陽性

反応を示した.これら陽性反応を示した細胞に，空胞変性を示す子宮腺上皮や合胞体栄養膜に無核部位を認めた.

従ってエリスロポエチン情報は脱落膜の胎盤形成へと分化の過程で必要な情報と考えられる.自然流産に至る妊娠

はエリスロポエチン情報量が低いことに起因するのかもしれない.3例中 1例の 7週脱落膜にエリスロポエチン受

容体が発現していた発生停止の状態のヒト腔とその付属物を認めた.このことから，庄の生存と発生進展さらに卵

黄嚢の機能にエリスロポエチン情報が必要と考えられる.結論として，エリスロポエチン情報は初期妊娠維持母体

内環境と匪発生に必須の情報であると考えられる.
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栄養膜細胞

緒 言

エリスロポエチン(Epo)は赤血球造血因子でホル

モンの一種である.Epoは他の造血因子と異なり，

血球細胞で産生されず，腎1や肝臓2で産生され，血

液中に分泌されて骨髄へ行き，骨髄内の赤血球前駆

細胞の表面にあるエリスロポエチン受容体(EpoR)

と結合してそれらの細胞を増殖させ，ヘモグロビン

を有する赤血球へと導く.近年になって， Epoは赤

血球造血に関する腎・肝以外の器官や組織で産生さ

れている.すなわちマウス匪九ラット脳ヒトの

脳ヒト牌臓肺臓マウス精巣マウスの子宮

と卵巣マウス卵管9などでの産生が報告されてい

る.EpoRはマウス匪ヒトの血管内皮細胞10 ヒト

の血管壁平滑筋11 マウス脱落膜細胞およびヒト

胎盤栄養膜細胞12で発現していることが報告され

た.これらの腎外の Epo産生や造血細胞以外での
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EpoRの産生部位が多岐に分布していることから，

Epoの機能は従来より考えられていたよりも広汎

な生理作用に係わっていることが示唆され，これら

の非造血組織での Epo-EpoR情報伝達による Epo

の機能を究明することは，非造血臓器における Epo

の機能と機能不全に Epo情報が関与している可能

性を推測することに繋がる.Epo-EpoR情報伝達の

発現の有無を証明する為には，組織内における

EpoR発現部位を免疫組織化学的方法で検出し，さ

らにこの免疫反応性EpoRが実際に EpoR蛋白で

あることの証明が必要である.

本研究は，自然流産による子宮脱落膜組織の Epo

とその受容体の mRNAの発現量と EpoR蛋自発

現，さらに Epo応答部位の局在を分析することで自

然流産の運命に至った子宮内膜での Epo-EpoR系

の妊娠維持の役割について考察することを目的とし

ている.自然流産による脱落膜組織での Epo発現量
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表 1 自然流産脱落膜におけるエリスロポエチン応答

部位

対象 部位

腔 二層性!ffの妊盤葉上層及び、佐盤葉下層

付属物 羊膜上皮

1次卵黄嚢膜

脱落膜 脱落膜細胞

腺上皮細胞

血管中膜平滑筋細胞

血管内皮細胞

繊毛 栄養膜細胞層

栄養膜合胞体細胞層

胎児血管内皮細胞

は，人工妊娠中絶による発現量よりも少ないこと 13，

Epo応答細胞の発現は脱落膜細胞，栄養膜細胞に認

められた.さらにヒト匪とその付属物と血球成分に

も認められた.本研究で Epo-EpoR系は妊娠母体環

境維持と匪発生に寄与していることが示唆された.

材料と方法

材料は2005年11月から2006年 3月までの進行流産

または稽留流産に至った症例の子宮脱落膜を用い

た.被験者の同意を得て獲得した 5週から10週まで

の子宮脱落膜20検体を対象とした.

1 .妊娠週数の算出

妊娠週数は最終月経と経腔超音波像より算出し

た.胎嚢のみ確認できる場合は胎嚢径より算出した.

胎嚢径が短くても，胎児心拍が確認できる場合は 6

週とした.胎児が確認できる場合は胎児の頭殿長よ

り算出した.

2.流産子宮内膜の採取

術後標本をペニシリン・ストレプトマイシン入り

培養液DMEMに保存(80C)した.採取された標本

を0.25mMリン酸緩衝液・0.9%NaCl添加 (PBS)

に入れ，ピンセットで採取標本から血液塊や異物を

除去した.一部を液体窒素により凍結標本として，

残りは免疫組織用に Zamboni液にて固定した.ま

た保存期間の長いものは Zamboni液にて固定し

た.標本が多量に採取出来なかった場合は凍結のみ

とした.

3.総 RNAの抽出と cDNAの合成

液体窒素により凍結した組織0.1gに， TRlzol 

Reagent (Invitrogen)を1ml加え，ポリトロンホ

モジナイザー (KINEMATICA)を用いて組織破砕

(30分， 4
0

C)を行い，以降の操作は Invitrogenのプ

ロトコールに従った.分光光度計 DU530(Beck. 

man)を用いて，抽出した totalRNAの濃度を測定

し， 1j.Lg/ぃIに調整した.逆転写には High-Capacity

cDNA Reverse Transcription Kit(Applied Biosys. 

tems)を使用し，プロトコールに従い cDNAの合成

を行った.

4. リアルタイム PCR法

primer. pro beはTaqMan Gene Expression 

Assays (Applied Biosystems)から選択して使用し

た.用いた primer-probeはEpo(HsOOl71267一m1，

probe : 5'-atgggggtgcacgaatgtcctgcct-3')とEpoR

(Hs00181092一m1，probe: 5'-cccaccgccgggctct-

gaagcagaaーのである.また，個体聞の mRNA量

の補正には 18SrRNAを用い， primer-probeには

TaqMan Ribosomal RNA ControI Reagents 

(Applied Biosystems)を使用した.なお，Epo，EpoR

のprimer配列と 18SrRNAの primer-probeの配

列は， Applied Biosystemsのものを使用した.

Platinum qPCR Superr Mix-UDG with ROX 

(Invitrogen)とprimer-probe，cDNAをtotal10j.Ll 

に調製し， Fast ReaI Time PCR 7900HT Fast 

(AppIied Biosystems)でPCR反応を行った.反応

条件は，①UDGincubation (50
0

C・2分)②DNA

polymerase活性 (950C・10分)③ PCR(denature ; 

950C・15秒， Anneal/Extend; 600C・1分， 50cycIe) 

である.発現量は同一標本におげる 18SrRNAmR-

NAの発現量との比で算出した(図 1，図 2)• 

5.蛋白抽出

組織片0.4gを液体窒素で凍結し， ST Buffer (10 

mM-Tris-HCl (pH 7.4)， 320 m M  sucrose， cock-

taiI)を1500ぃl力日え，ポリトロンホモジナイザーを

用いて 3分間冷却しながら破砕した. EpoR蛋白の

陽性対照として 5X 106 ceIlの前立腺癌細胞株

(PC3)を超音波破砕した.検体及び PC3の Iysate

を遠心分離 (3000rpm， 10分， 4
0

C)し，上清を遠

心チューブに移し，卓上型超遠心機 OptimaMAX 

(Beckman)により超遠心(48000rpm， 30分， 4T) 

を行い，膜成分を沈殿させた.上清(細胞質成分)

を遠心チュープに回収し， βactinの検索を行い，膜

成分は10mM  -Tris -HClを加えて溶解させて

EpoRの検索に用いた.

6 . Western-blotting法

抽出した蛋白を samplebuffer (0. 05M -Tris-H Cl 

(pH 6.8)， 2 % SDS， 6 %βmercaptoethanol， 10 

% gIyceroI)を用いて 5ぃg/ぃlに調整した.調整した

蛋白100いgについて10%PAGEL(NPU-10L，アト

ー株式会社)を用いて SDS電気泳動 (200V，80分)

を行った.使用した蛋白量は膜成分100同，細胞質成

分50問である.電気泳動終了後， PVDF膜 (MIL-

LIPORE)へ20V，90分，室温条件下で転写を行った.

PVDF膜は 2%仔牛血清アルブ向ミン (BSA)でプロ
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薦糖を充分に洗浄後， OCT按 (SakuraFinetek)で

包埋し，液体窒素で凍結した.凍結標本をクリオス

タット (Leica，JUNG CM3000)を用いて 7~10 ぃ

mの厚さの切片とした.一次抗体は，抗エリスロポ

ヱチン受容体抗体 3(1: 50)，二次抗体は抗ビオチン

化ラピット抗体(Vertor; 1 : 200)を用いた.次いで

ペルオキダ…ゼ結合ストレプトアピジン(Dako;1: 

300)と反応させた.発色には 3mgジアミノベンチ

ジン (DAB，Dojindo)と3% H202で反応させた.

皮 JZ.後対染色として Delafield Hematoxilin液

(Delafield， Germany; 1 : 20) を用いた.

8.統計的処理

平均値で出した数値は Student'st-testで検定し

た. p<0.05を統計的有意とした.

自然流産脱落摸とヱリスロポエチン

ツキング後，各一次抗体と 16時間， 4"Cで反応した.

使用した一次抗体は，抗 EpoRラビットポリクロ一

ナノレ説{本 (Santa Cruz Biotechnology ; 1: 200) と

抗 β吋 actinラビットポリクロ一ナノレ 抗体

(BioLegend ; 1 : 500)である. TBS溶液で洗諦後，

二次抗体として Peroxidase標識抗ラビット抗体

(Amersham Biosciences ; 1 : 2000) を使用し， en-

hanced chemiluminescence (ECL) Detection Re-

agents (Amersham Biosciences)と反応させた.バ

ンドの検出はルミノ・イメージアナライザー (LAS

-1000plus， FUJIFILM)で行った.

7.免疫組織染色

Zamboni 固定した標本は12~24時間後に25%薦

糖添加 PBSによって凍結保護を行った. PBSにて

自然流産子宮内膜における EpomRNAの

発現
標本は週毎に採取個体別で表している. 1 
標本につき独立した 3笑験群の値の平均と

して表した.縦軸は“材料と方法"に述べ
た様に内部標準として18SrRNAmRNA
の発現量との比較値として表している.
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使用した. 1標本につき独立した 3
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自然流産子宮内膜における EpoR蛋白の発現

妊娠5週の①の標本の他は湯性対照である前立腺癌細胞様 (PC-3)抽出液と陪様に65kDaの大き
さの EpoR蛋白のバンドを有している.内部標準の対照としての β-actinは全例42kDaの大きさ
の陽性ノてンドを示した.

s -actin 

図3
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結果

1. Epo mRNAの発現

Epo mRNA発現量は同一週数でも標本測定値の

差が大きい.複数例採取出来た妊娠 6週 8週およ

び9週の子宮脱落膜では，個体差が大きく ，各週の

聞における EpomRNA量の平均値の聞に有意差を

認めなかった (p=0.586).妊娠 6週から 9週の Epo

mRNA発現量の平均値はO.38~0. 59 Epo mRN A/ 

18Sr RN AmRN A X 109の範囲であった(図 1).

2. EpoR mRNAの発現

EpoR mRNAの発現量は同一週数でも発現量に

著しく差がある.さらに妊娠 6週 8週および 9週

の複数例採取出来た標本では，子宮内膜の発現量の

平均値に有意差を認めなかった (p=0.256).EpoR 

mRNAの発現量は同一標本の EpomRNAの発現

量と比べて103倍高かった(図 1，2).また妊娠 6

週から 9週の EpoRmRNAの発現量の平均値は

O. 70~ 1. 06 EpoR mRN A/18Sr RN AmRN A X 106 

の範囲であった(図 2).

図5

図6

3. EpoR蛋白の証明

EpoRは細胞膜上にあるので，妊娠 5週から 8週

の採取標本各 2例について膜成分蛋白の Western-

blotting法により EpoR蛋白を検出した.妊娠 5週

の1例の他は前立腺癌細胞株 PC-3の蛋白抽出液の

陽性反応を示している65kDaのところに検出でき

1次卵黄嚢(矢頭)を示す
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た.また内部標準の β-actinのバンドの強度と比べ

ると，陰性反応を示した妊娠 5週の標本は β-actin

の変性は認められなかったので標本の RNAが変性

していないことを示す.また自然流産脱落膜組織に

はEpoR蛋白が発現していた(図 3).

4.脱落膜組織内の Epo応答細胞

妊娠 5 週~10週の脱落膜組織標本について免疫染

色標本を分析した.妊娠5週(図 4)から 7週(図

5 )では脱落膜の構成は子宮腺，脱落膜細胞，血管

内皮細胞および血球などの間質細胞が認められた.

妊娠8週(図 6)から 9週(図7)の脱落膜では 7

週の脱落膜の構成に栄養膜細胞の分化が認められ，

10週(図 8)に至るとさらに栄養膜細胞の細胞層と

合胞体層が認められた.EpoR陽性反応を示したの

は子宮腺上皮細胞，脱落膜細胞，血管内皮細胞およ

び栄養膜細胞であった.

a 妊娠 7週の子宮内膜の組織像は図 5a -fに代

表される様に細胞数の少ない像を示した.その内の

1 標本において， 胎生 2~3 週齢に相当する匪を見

出した(図 5a).周辺には EpoR陽性反応を示す脱

落膜細胞も少なく ，血球や線維細胞などの細胞分布

も疎である(図 5a).匪では旺盤の上層と下層の 2

葉と羊膜上皮細胞さらに l次卵黄嚢の膜上皮細胞に

EpoR陽性反応を認めた(図 5b). さらに下方をた

図7 妊娠 9週自然流産脱落膜組織内の Epo応答
細胞
a 大型のマクロファージ様細胞(矢印)，好
中球(矢頭)
b. aの強拡大.マクロフ ァージ様細胞(二
重矢印)，好中球(矢頭)，脱落膜細胞(矢印).
棒は20仲m を示す
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どると匪外体腔の襲胞上皮に EpoR陽性を認めた

(図 5c).!ffの認められなかった妊娠7週の組織で，

EpoR陽性反応の脱落膜細胞(図 5d)のほかに核が

染まらず，空胞変性している脱落膜細胞が認められ

た(図 5e， 0.さらに好中球やマクロファージ様

細胞など頼粒球が散在していた(図 5e， f). EpoR 

陽性反応の血管内皮細胞を認めた(図 50. 
b. 8週脱落膜では，子宮腺上皮の変性が顕著であ

った.図 6のa，bで示す様に子宮腺上皮は EpoR

陽性であるが，上皮細胞が空胞化し，脱落して腺腔

内に離脱するのが認められた(図 6a， b). EpoR 

陽性の小動脈の周辺の平滑筋細胞を認めた(図 6

c).また，血管内腔の内皮細胞は一部EpoR陽性反

応，一部 EpoR陰性反応を示す細胞を認めた(図 6

c). 

c 妊娠 9週の脱落膜では大型のマクロファージや

好中球が集積しているのが顕著に認められた.これ

らの血球細胞は EpoR陽性を示した(図 7a，b). 

d.妊娠10週でEpoR陽性を示す栄養膜細胞が顕

著に認められた.栄養膜細胞層(図 8a， b， c) 

も合体胞体層も EpoR陽性を示したが，一部の合胞

体層では核が消失していて認められなかった(図 8

b， c). 

考 要E
nミ

本研究では妊娠 5週から10週の自然流産の子宮脱

落膜組織がEpoおよびEpoRの転写を発現してい

て，EpoR蛋白も存在していた，従って脱落膜組織内

にEpo-EpoR情報伝達系が存在していることが明

らかになった.さらに，脱落膜組織の構成成分であ

る脱落膜細胞，血管内皮細胞，血管中膜平滑筋細胞

および栄養膜細胞が抗EpoR抗体で陽性反応を示

したので，これらの細胞において Epo情報伝達系が

何らかの機能をしていることが推測された.妊娠 6

週から10週の脱落膜組織における EpomRNAの発

現量は各個体間の偏差が大きく ，週毎の発現量平均

図8 妊娠10週自然流産脱落膜組織内の Epo応答細胞
a 栄養膜細胞層の細胞(矢尻)，栄養膜合胞体細胞(矢印)
b.繊毛部の強拡大図.栄養膜細胞(矢頭)，合胞体層(小さい矢印)，無核の合胞体細胞質(大

きい矢印)
C 胎児の血管のある繊毛部の強拡大図.胎児の血管内皮細胞(二重矢印)，栄養膜細胞層(矢頭)，

核のある合胞体層(小さい矢印)，無核の合胞体層(大きい矢印)
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値を比較すると，妊娠9週の脱落膜組織の発現量は

他の週と比べ高値を示したが，統計的に有意差は認

めなかった(図1).この発現量を正常子宮内膜の同

週数の EpomRNAの発現量と比べると有意に低値

を示した 13 一方 EpoRmRNAの発現量について

は，個々の標本間に偏差は存在したが，週数に関係

なく発現量は全体を通じて0.80~1. 20の発現量を示

し， EpomRNAの発現量の103倍量高かった.Epo 

および EpoRmRNAの自然流産脱落膜組織の発現

量についてみると， Epo mRNAは週により発現量

に差異が認められる傾向を示したが， EpoRmRNA 

の発現は妊娠6週から10週を通じて一定量の発現を

保持している傾向を認めた.このことは例え Epo産

生量が低くても EpoRは変動が少ないので，血中に

循環している Epoを利用することが可能なのば

Epo情報伝達は可能であると考えられる.

Epo応答細胞は自然流産脱落膜組織では子宮腺

上皮細胞，脱落膜細胞，血管内皮細胞，および栄養

膜細胞などである.これらの細胞の細胞質に抗

EpoR抗体陽性反応を認めたが，同時に，退行変性を

示している細胞も認めた.妊娠 6週から10週での自

然流産脱落膜組織における Epoの発現量が人工妊

娠中絶子宮脱落膜と比べて低値を示し13，さらに

EpoR発現量は妊娠6週から10週を通じて変動がな

かった事実からエリスロポエチン応答細胞の Epo

需要に対して供給が少なしその為に応答細胞に退

行変性が誘導されたのではないかと考えられる.

マウスでは着床直後 6~8 日匪においてマウス匪

体と卵黄嚢や羊膜さらに胎盤形成に関する巨大細胞

等が EpoとEpoRを発現していた特に造血器官

となる卵黄嚢や匪の神経上皮に EpoRが強発現し

ていたことは，これらの器官形成に Epoが関与して

いることが示されたまた，着床直後妊娠 4日のマ

ウス子宮腔内に抗 Epo抗体を注入して，子宮腔内の

Epo情報を除去すると旺の致死と胎盤形成不全が

誘導された 15 マウスにとって Epo情報は脱落膜形

成とマウス旺発生に必須であることが判った様にヒ

トでも， Epo情報は妊娠維持に必須と考えられる.

妊娠7週の脱落膜組織 3例中 1例において，細胞

分布の少ない部位(図 5a) に圧が存在していた.

Eの発生は二層性匪(図 5b)であった 16のでこの旺

は3週齢前後まで発生して，以後発生停止の状態で

子宮脱落膜に生存していたと考えられる.さらに，

旺の周辺に好中球やマクロファージ様細胞の集塊を

認めたので，これらの細胞は脱落膜内の変性細胞を

排除していると考えられる.結論として，妊娠初期

の旺発生と胎盤形成を含む妊娠維持の生理に Epo

情報が必要であることが判明した.
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