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論文内容の要旨

【目的】

ヒト繊毛性ゴナドトロビン (hCG) は，胎盤より産生分泌される代表的なホルモンであり，妊娠の維持に重要な

役割を果たしていると考えられている。このホルモンの産生分泌の調節には，上皮成長因子 (EGF) ， gonadotroｭ

pin releasing hormone(GnRH)あるいは胎盤由来のサイトカインであるインターロイキン 1 (lL-1 )，インター

ロイキン 6 (IL-6 )，腫虜壊死因子 (TNF-α) などが報告されている。また IL- 1 と TNF-α は相乗的に繊毛細胞

よりの IL..6 産生を刺激しさらにその IL- 6 が IL- 6 レセプターを介して繊毛細胞の hCG 産生を促進している事が

報告されている口しかしながら IL- 6/IL ・ 6 -レセプター(-R) システムを介した hCG 産生における細胞内情報伝

達経路の特性については明らかにされていない。一方これまでに繊毛細胞における hCG 産生に関するいくつかの細

胞内情報伝達経路が報告されている。 protein kinase A (PKA) , protein kinase C (PKC) , Ca 2+ /calmodulinｭ

dependent kinase 等である。そこで今回は， IL -6 /IL -6 -R システムを介した hCG 産生における細胞内情報伝達

経路の解析のために，各種タンパク質燐酸化酵素刺激剤あるいは阻害剤を用いて検討を行った。

【方法】

① 胎盤繊毛細胞の精製:妊娠 7 -8 週の初期胎盤を用い，コラゲナーゼ及び DNase を用いて酵素処理の後，パー

コール比重遠心法にて繊毛細胞分画を採取し 1 X 1Q 5/miに調整，その後 2 日間， RPMI1640 十 10%FCS の条件

下で培養後，培養上清を廃棄洗浄し実験に供した。

② 繊毛細胞の刺激:上記にて調整した繊毛細胞に4.0μg/L の r (recombinant) IL-6 , 20μg/L のrIL- 1α ， 

200μg/L の rTNF-α あるいは GnRH の agonist (GnRHa) である leuprolide acetate , 1. 0μM にて刺激し

150分後の培養上清中の hCG を測定した。

③ 各種タンパク質燐酸化酵素の影響 :PKA の阻害剤である20μM の H8， PKC の阻害剤である20μM の H7，

Ca 2+ /calmodulin-dependent kinase の阻害剤である40μM の W7， tyrosine kinase の阻害剤である20mg/L の

genistein をそれぞれ②の系に添加した。また1. 5mM の 8 七romかcyclic AMP( 8 -Br-cAMp) , 1. 5mM の 8 ・
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bromo-cyclic GMP C 8 -Br-cGMP) , 1. 0μM の 12- 0 -tetradecanoyl phorbol ・ 13-acetate (TP A) , 1. 0μM 

の calcium ionophore A23187をそれぞれ単独で添加し 150分後の hCG 濃度を測定した。

④ hCG の測定 :β-subunit に対し特異性を有するモノクロナール抗体を用いた EIA Cenzymeimmunoassay) 

法により行った。

⑤ IL-6 の測定:ヒト IL- 6 に対する EIA 法を用いた。

【結果】

① rIL-6 ，各種タンパク質燐酸化酵素及びそれら阻害剤の繊毛細胞における hCG 産生に及ぼす影響:精製した械

毛細胞を 8 -Br-cAMP , TPA , A23187それぞれ単独で刺激した結果， rIL-6 単独刺激により産生される hCG 量

に相当する hCG 産生を認めた。しかし 8 -Br-cGMP では hCG 産生の有意な上昇を認めなかった。次に IL- 6/ 

IL-6 -R を介した hCG 産生におけるこれら細胞内情報伝達経路の関与を調べるために rIL- 6 刺激系にそれぞれ

H8, H7，あるいは W7の同時添加を行った。しかしこれら阻害剤による hCG 産生の抑制は認められなかった。

しかしながら 8 -Br-cAMP. TP A あるいは， GnRHa による刺激では，それぞれの阻害剤による hCG 産生は有

意に抑制された。

② Genistein の hCG 産生に及ぼす影響: rIL-6 に genistein を同時添加したところ， rIL-6 による hCG 産生が

有意に抑制された。また genistein による濃度依存性抑制も認められた。しかし genistein は 8 -Br-cAMP , 

TPA，あるいは A23187による hCG 産生は抑制しなかった。さらに GnRHa による hCG 産生系に genistein を

添加した結果でも， hCG 産生の有意な抑制は認められなかった。

③ rIL-1α ， rTNF-α による IL-6 ， hCG 産生に及ぼす genistein の影響: rIL-1α あるいは rTNF-α と ge-

nistein の同時添加を行った結果， hCG 産生は有意に抑制されるも， IL-6 産生の変化は認められなかった。

【総括】

① 繊毛細胞における IL- 61IL-6-R 系を介した hCG 産生には， tyrosine kinase の関与が明かとなった。

② 繊毛細胞における GnRH/GnRH-R 系を介した hGC 産生には tyrosine kinase は関与せず， IL-6IIL-6-R

系とは全く異なる Ca2 + / calmod ulin -dependent kinase による細胞内情報伝達経路を介している事が明かとなっ

fこO

③ IL-1 あるいは TNF-α より産生される IL- 6 の過程には tyrosine kinase は関与せず， IL-6 から hCG が産生

される過程に tyrosine kinase が関与している事が明かとなった。

④ マウスの系での IL- 61IL-6 司R 系において tyrosine kinase が細胞の分化及び増殖に重要な役割を果たしてい

る事が報告されているが，今回の結果によりヒトの内分泌調節機序で IL-6IIL-6-R 系が tyrosine kinase を介

して働いている事が初めて証明された。

論文審査の結果の要旨

本研究はヒト繊毛性ゴナドトロビン (hCG) の胎盤からの産生分泌調節機構の解析を，胎盤から産生されるサイ

トカインを介した hCG 産生について，その細胞内情報伝達機構の観点から行ったものである。その結果，械毛細胞

における Interleukin- 6 CIL-6 )IIL-6R システムを介した hCG 産生には tyrosine kinase が関与していることを

初めて明らかにした。よって本研究は学位に値するものと認める。


