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論文内容の要旨

[目的]

細胞外の種々の刺激により MAP キナーゼを含むセリン/スレオニンキナーゼ活性が刺激されることが知られてい

る。 MAP キナーゼキナーゼすなわち MEK がシグPナルの上流からの刺激をうけリン酸化され，ついで下流の MAP キ

ナーゼのスレオニン/タイロシン残基をリン酸化することによって MAP キナーゼの活性が上昇する。我々はオキシト

シンによるヒト子宮筋のシグナル伝達に MAP キナーゼが関与している可能性があることを報告した。しかし， MAP 

キナーゼのシグナル伝達路がオキシトシンの生物学的役割にどのように関与しているかは明らかではない。そこで，

MEK を特異的に抑制する MEKinhibitor (PD98059) を用いて， MAP キナーゼのリン酸化の抑制とオキシトシンに

よる子宮筋収縮の関連を検討した。

[方法および成績]

①ウィスター系雌ラット妊娠21 日齢を断頭し子宮を摘出，胎児を除去し，胎盤付着部をのぞく子宮平滑筋部分を細切

し酵素処理を施して培地上に初代培養した。これを培養 5 日目に実験に供した。また，インフォームドコンセントを

得て選択的帝王切開時に子宮切開層より子宮筋の小片を採取し，細切酵素処理を施して培地上に初代培養した。これ

を培養 5 日目に実験に供した。 MEK inhibitor 各濃度を10分間前投与した後オキシトシン 1μM を 5 分間投与し，細

胞の可溶化成分を抗 MAP キナーゼ抗体を用いて免疫沈降し抗ホスホタイロシン抗体を用いたウエスタンプロットに

て MAP キナーゼのタイロシンリン酸化を検討した。

ラット，ヒト妊娠子宮筋培養細胞においてオキシトシンによる MAP キナーゼのリン酸化はともに MEK inhibitor 

により濃度依存的に抑制された。

②ウィスター系雌ラット妊娠21 日齢を断頭し子宮を摘出，胎児を除去し，胎盤付着部をのぞく子宮平滑筋部分を長さ

15mm 幅5mm に切り，懸垂力測定に供した。 MEK inhibitor 各濃度を前投与した後オキシトシンを投与し，ラット

妊娠子宮筋のオキシトシンによる収縮力に対する MEK inhibitor による影響を検討した。

ラット妊娠子宮筋のオキシトシンによる収縮は MEK inhibitor によち濃度依存的に抑制された。
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③ラットおよびヒト妊娠子宮筋初代培養細胞において，カルシウムイオン感受性の蛍光色素 fura-2AM を用いたデ

ジタルイメージング蛍光顕微鏡を使用し， MEK inhibitor 前投与の有無がオキシトシンによる細胞内カルシウムイオ

ン濃度の変化に影響を及ぼすか検討した。

ラット，ヒト妊娠子宮筋において MEK inhibitor 前投与の有無によりオキシトシンによる細胞内カルシウムイオン

濃度の変化は影響を受けなかった。

[総括]

雌ラット妊娠21 日齢子宮初代培養細胞において MEK inhibi tor およびオキシトシンを投与し抗 MAP キナーゼ抗

体を用いた免疫沈降および抗ホスホタイロシン抗体を用いたウエスタンプロットにより，オキシトシンは濃度依存的

に MAP キナーゼのタイロシン残基をリン酸化し， MEK inhibi tor が濃度依存的にオキシトシンによる MAP キナー

ゼのタイロシン残基リン酸化を抑制することが示された。また; MEK inhibitor はヒト妊娠子宮筋初代培養細胞にお

いしてもオキシトシンによる MAP キナーゼのタイロシン残基リン酸化を抑制することが示された。

また，ラット妊娠21 日齢妊娠子宮筋小片の懸垂実験にて， MEK inhibi tor はオキシトシンによる子宮筋収縮を濃度

依存的に抑制することが示された。

しかしながら，オキシトシンによる MAP キナーゼのリン酸化を完全に抑制する濃度の MEK inhibitor によって抑

制される子宮筋収縮は約40%であった。この理由を検討するため，従来より子宮筋収縮に関与すると考えられている細

胞内カルシウムイオン濃度に注目し，オキシトシンによる細胞内カルシウムイオン濃度上昇に対する MEK inhibitor 

の影響を検討した。 MEK inhibitor 前投与の有無によりオキシトシンによる細胞内カルシウムイオン濃度上昇は影響

を受けなかった。

以上の結果により，カルシウムイオン非依存性である MAP キナーゼカスケードがオキシトシンによる妊娠子宮筋

収縮調節に関与している可能性が示唆された。

論文審査の結果の要旨

本論文は，産婦人科領域で臨床上非常に重要なオキシトシンによる妊娠子宮筋収縮の細胞内情報伝達機構に，従来

から知られている細胞内カルシウムイオンに依存するメカニズム以外に存在が示唆されているカルシウム非依存的な

メカニズムに注目し，Mitogen-Activated protein キナーゼすなわち MAP キナーゼのカスケードの関与を検討したも

のである。

オキシトシンにより妊娠子宮筋細胞の MAP キナーゼがリン酸化されること， MAP キナーゼカスケードをブロッ

クするとオキシトシンによる子宮筋繊維の収縮が抑制されること， MAP キナーゼカスケードをプロックしてもオキ

シトシンによる細胞内カルシウムイオン濃度の変化に影響がないことから， Ca 非依存的な MAP キナーゼカスケード

がオキシトシンにより妊娠子宮筋収縮に関与している可能性があることを示した。

この内容はオキシトシンによる妊娠子宮筋収縮メカニズムに従来知られていない系の関与を示唆するもので，学位

の授与に値すると考えられる。
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