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子宮内膜 へ の腫の着床現象が滞りなく行われるには, 歴 の発育と子宮内膜の変化が同

調する必要があるo 特に､ 子宮内膜に は 一 定の歴受容期間が存在し､ これ以前でもこれ

以降でも着床は困難になる o この
一 定の歴受容能保持期間はi m pl an t ati o n w in d o w と呼

ばれており､
この時期の子宮内膜では子宮内膜上皮の構造的 ･ 機能的変化がおこり,

こ

の時期に療異的なタンパクや糖タンパクが分泌され 子宮内膜問質細胞 胡見落膜化へ の

準備が始まり, さらに基底摸と細胞外マ トリックスの構成変化や構造の再構築が起こ っ

て い る｡ また､ トロホブラス トが子宮内膜問質まで侵入していく課程では, 細胞外マ ト

リックス の破壊と再構築がお こ っ て いるが､ 悪性細胞の浸潤と異なり局所の調節機構に

よ っ て精巧な制御を受けて いる｡ すなわち着床期の子宮内膜にはトロホブラストが産生

する細胞外マ トリックス分解酵素の活性を抑串rJ l る機構が備わ っ てい ると考えられて い

る｡



そ こで､ 私は着床期の子宮内膜で特異的に増加または減少する物質に着目した｡ 今回

は, 妊娠ウサギの子宮内膜中で着床期特異的にコ レステロ
ー ル硫酸の含有量が増加し､

その後急激に減少するという百枝らの報告に基づき(I Bi o ch e m 1 9 9 4) ､ コ レステロ
-

ル

硫酸が着床期の子宮内膜で何らかの役割を担っ てい る のではないかと推測し､ 検討した｡

コ レステ ロ
ー

ル硫酸は分子量4 8 8 .7 の脂質で , コ レステ ロ
ー ルの水酸基が硫酸基に置換

されることで合成され
.
体内にを拡 く分布して いることが知られているが コ レステロ

ー

ル硫酸の子宮内膜での特異的な増加の生理的意義につ いてはわか っ ていない ｡

そ こでまず､ トロホブラス ト細月砂巨で あるJ A R 細胞の フィ プリンゲル へ の侵入能に対

するコ レステロ ー ル硫酸の作用を検討した. そ の結果コ レステロ
ー

ル硫酸はトロホブラ

ス ト細胞株の フ ィプリンゲル ヘ の侵入を抑制する作用を持つ ことが明らかにされた｡ そ

の抑制機序として ､ コ レステロ
ー

ル硫酸がセリンプロテア
ー ゼであるプラス ミ ンや トリ

プシ ン へ の強い結合能を持つ こと､ またコ レステ ロ
ー

ル硫酸と結合するこ とでプラスミ

ンの酵素活性が非競合的に抑制されることが明らかになっ た｡ 上述 のように､ トロホブ

ラス トはこ のようなタン^
o

ク分解酵素 (細胞外マ トリ ッ クス分解酵素) の作用で子宮内

膜上皮を貫通し基底層まで侵入できるo しか し､ トロホブラスト由来の悪性腰疹である

繊毛癒が最も浸潤能の激しい腰療の
一

つ で ある ことからも推測できるように､ 正常な胎

盤形成のためには
_
トロホブラス トの子宮内膜 へ の侵入を抑制する機構が必要である｡ そ

の調節機構の
一

つとして ､ 着床期子宮内膜で コ レステ ロ ー ル硫酸含有量が特異的に増加

する ことでプラス ミ ンなどの着床に重要な役割を果たしてい るプロテア
ー

ゼの酵素活性

を抑制し､ トロホブラス トの子宮内膜へ の無秩序な浸潤を抑制している可能性が示唆さ

れた｡

さらにコ レステ ロ
ー

ル硫酸の生理学的意義に つ いて検討するために､ ウサギ子宮内膜

を用 いた in vi v o で の実験を進めることにした. コ レステ ロ ー ル硫酸の生理学的意義に つ



いて様々 な ことカ筒口られてい る 一 方で ､ 子宮内膜におけるコ レステ ロ
ー ル硫酸の意義に

つ いて の報告がほとんどない理由の
一

つ に ､ コ レステロ
ー

ル硫酸の定量にをま充分な量の

試料が必要額ことが挙げられる. 定量には､ 検体からの脂質抽出､ 分離精製という作業

を要するため､ 大量の子宮内膜が必要となる ｡ そこで , 19 9 4 年の百枝らの報告で , 偽妊

娠ウサギ子宮内膜で の ､ コ レステロ ー ル顧酸含有量とコ レステロ
ー

ル硫酸合成酵素の酵

素活性は正の相関を示し､ 逆にコ レステロ ー ル硫酸とコ レステロ
ー

ル硫酸分解酵素の酵

素静性は負の相関を示してい たことに着目し､ in vi v . でゐ子宮内膜におけるコ レステロ

ー

ル硫酸の変化につ いてはコ レステロ
ー

ル硫酸転移酵素の酵素活性とその遺伝子に主眼

をおいて実験をすすめるこ ととした｡

まず ､ コ レス テ ロ ー ル 硫酸 の 合成酵素で あ る コ レス テ ロ ー ル硫酸転移酵素

(s u I ∬2 B lb) 遺伝子がウサギでは未知であっ たため､ 既知の遺伝子であるマ ウス､ ラ

ッ ト､ ヒトの S U L T 2 B lb の塩基配列を比較し､ 各種族間で比較自 儲 己列の保存され

てい る部分を元にプライマ ー を設計した. これを用いて R T L P C R 法にて得られた P C R

産物をサブク ロ
ー

ニ ングし､ ウサギs u I∬2 B lb の部分塩基配列を求め､ さらに 3
'

･ R A C E

および 5
'

･ R A C E 法を用いてウサギs u L T 2 B l b の全塩基配列を同定したo さらに､ 同定

したS U I ∬2 B lb の機能解析をするためにウサギs u I ∬2 B lb の O R F 全長を含んだ発現

ベクタ
ー

を作成し, C O S -

1 細胞にトランス フ エ クシ ョ ンさせてタンパク合成したところ､

ウサギs u IJT 2 B lb を発現させたC O S -

1 細胞にはコ レステ ロ
ー

ル硫酸転移酵素活性がみ

とめられた｡



今回新しく同定したウサギ s u I]T 2 B lb は､ コ レステロ ー ル硫酸合成酵素であるコ レ

ステロ
ー ル硫酸転移酵素活性を持つ ことから, ウサギ s u 工∬2 B l b 遺伝子の発現につ い

て ､ 偽妊娠o 日日から7 日目の子宮内膜を用いて定量的 肝 P C R 法で定量したところ､

s u I N 2 B lb の発現は､ 偽妊娠4 日目を最大として増加した後再び低下し､ 偽妊娠7 日

目にはほも溺敵壬娠1 日目と同レベルとなっ ていた (下図) o
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また､ S U I ∬2 B lb のウサギ子宮内膜での局在につ い て検討するため､ 妊娠7 日目のウ

サギ子宮から作成したパ ラフィ ン切片を用いて in sit u h yb ridi z ati o n を施行したところ､

ウサギ s u I N 2 B lb は子宮内膜上皮には発現がみとめられず, 問質にみとめらゎた｡ ま

た､ 着床部位と非着床部位を比較すると, 着床部位では S U I∬2 B lb の発現がみとめら

れず､ 発現して い るのは非着床部位の子宮問質のみであっ た｡



今回私は細胞外で の生理活性物質としての コ レステロ T )i ,硫酸の機能に着目し､ 特に

子宮内膜におけるコ レステ ロ
ー

ル硫酸の機能を明らかにするために in vi t r o でコ レステ

ロ
ー

ル硫酸がトロホブラス ト細胞株の侵入能にどのような作用 を有するか､ またその作

用 の発現機序はどうなっ ているのかという ことにつ いて研究した｡ さらに､ コ レステロ

ー

ル硫酸の発現調節機序を解明するために､ コ レステロ
ー ル硫酸合成酵素であるコ レス

テ ロ
-

ル 硫酸転移酵素 (s u I∬2 B lb ) につ い て ､ 未知 の 遺伝子 で あ っ たウサ ギ

s u IJT 2 B lb 遺伝子を同定し, ウサギ偽妊娠子宮内膜での S U IJT 2 B lb 遺伝子発現の変化

とウサギ妊娠子宮内膜で の S U I N 2 B lb 遺伝子発現の局在を明らかにした｡

今回の研究でウサギ子宮内膜において着床に向けて様々 な変化が起こ っ ている時期に､

特異的な S U L T 2 B lb 遺伝子の発現増加が認められ しかもそ の発現が子官内膜問質の

非着床部位に限局して い るとい うことが明らかにな っ たo S U I N 2 B l b 遺伝子は皮膚を始

め｣ ＼腸, 胎盤､ 前立腺, 気管上皮など様々な臓辞で発現して いる ことが知られてい るが､

そ の調節機構につ いて はわか っ ていない ｡ しかし今回子宮内膜というホルモ ン標的臓詳

におい て , 妊娠経過とともにその発現が増減することが明らか にな っ たことから子宮内

膜におい てはエス トロゲン, プロゲステロンなどの ホルモ ンによっ てその発現が調節さ

れて い る可能性力 潮 は れた｡ さらにその発現が着床部と非着床部で異なる ことから､

肱と子宮内膜の相互作用も関与する可能性が示唆されたo




