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概要　最近注目をあびて い る胎盤 に お け る CRF 産生 に つ い て ，　 NQrthern　blot並 び に in　situ 　hybridiza−

tion を 用 い て そ の mRNA の 発現動態並 び に 産生部位 を検討 し，ま　te　CRF ，　ACTH ，　cortiso1 の ．rfll中動態

を妊娠週数お よ び分娩様式 と の 比較 に お い て 検討 した．

　そ の 結果，CRF 　mRNA の産生 は 妊娠週数の 進行 とともに増加す る こ とが 明 らか とな つ た．また in　situ
hybridizationに よ り，　 CRF 　mRNA は syncytiotrophoblast に局在す る こ とが 判明 した，

　 さらに ，母体 血 中・胎児血 中の CRF ，　 ACTH ，
　 cortiso ］値を測定した と こ ろ ，

こ れ らの い ずれ もが 妊

娠週数 とともに 増加 し，特 に 妊娠末期 に お い て 急増し た．ま た ， 自然分娩例 ・予定帝王切開例 の 比較 で

は
，

cortiso1 値 は 自然分娩例 で 高値 で あつ た の に 対 し，　CRF 値 は 逆 に 帝 王 切開例 に お い て 高値 で あつ た ．

さ らに
，
DHAS 濃度 は 母体側 に 比 し 胎児側 に お い て 有意 に 高 く，CRF ・ACTH 系 は 胎 児副腎 で の DHAS

産生 を 促進 し て い る こ とが うか がわ れ た ．

　今回 の 研究 に よ り ，
CRF の 産生部位ig　mRNA の 転写 レ ベ ル で 明 らか に す る こ とが で き， また そ の 生

物学的意義は，母 児 の 分娩 へ の 準備，さらに は 分娩発来 へ の 関与等に ある可能性が示唆 され た ．

Synopsis　Corticotropin　releasing 　factor，　a 　neuropeptide 　secreted 　by　the　hypothalamus ，　was 　recently 　found
to　be　 also 　secreted 　by　the　placenta．　 However ，　the　biological　 role 　 of 　placental　CRF 　is　 obscure ．　 In　this

study ，　we 　performed 　Northem　blots　and 　in　situ 　hybridizations　to　determine　the　time　course 　and 　site 　of

placental 　CRF 　production．　 Then 　we 　rneasured 　maternal 　and 　fetal　CRF ，　ACTH ，　cortisol 　and 　DHAS 　levels

during　the　course 　of　pregnancy ．

　The 　 results 　 of 　these　studies 　indicated　that　placental　CRF　 mRNA 　is　 L 　5kb 　in　 size 　 and 　its　 expression

increases　dramatically　near 　te  ．　 It　was 　shown 　that　placental 　CRF 　is　transcribed 　in　the　cytotrophoblast

layer．　 Both　matemal 　and 　fetal　CRF ，　ACTH 　 and 　cort ．isol　 increased　near 　terrn．　 The 　DHAS 　level　was

signi 丘cantly 　higher　on　the　fetal　side 　than　in　the　maternal 　plasm 乱 　It　was 　assumed 　that　on 　the　maternal 　side，

placental　CRF 　activates 　the　basal　level　of　the　pituitary・adrenal 　axis 　to　produce　more 　corticosteroids ，　 The

increased　corticosteroids 　may 　compete 　with 　progesterone　receptors 　and 　cause 　the 　removal 　of 　a 　progesterone

block　of 　uterine 　muscle 　contraction ．　On　the　fetal　side，　placental　CRF 　activates 　the　pituitary−adrenal 　axis

to　produce 　corticosteroids 　and 　DHAS ．　 The 　increased　corticosteroids 　may 　again 　compete 　with 　progester・

one 　receptors ．　The　increased　DHAS 　directly　affects 　the　uterine 　cervix 　to　cause 　ripening 　of　it．
Key 　words ：　Corticotropin　releasing 　factor・DHAS ・Placenta ・Gene 　expression

　　　　　　　　　　緒　　言

　CRF は 視 床下 部 の nucleus 　 paraventricularis

に お い て 合成 され る neuropeptide で あ り， 視床下

部 ・下垂体 ・副腎系を活性化 さ せ ，cortisol の 分泌

に作用 し て い る と考 え られ て い る．ま た そ の 分泌

調節 は acetylcholine や serotonin に よ り分 泌 が

促進 され ，
noradrenalin

，
　dopamin や GABA に よ

り抑制 され る．また vasopressin は変化 した CRF

と も考 え られ ACTH の 分泌 を亢進 させ ，ま た ，

negative 　feedback 機構 も存在す る．と こ ろ で ， 近

年 本 物 質 が 胎 盤 に も存 在 す る こ と が 報 告 さ

れ
2｝3｝15）16 ）

， さ らに そ の 分子量お よ び
一

次構造が視
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床下部 由来 の CRF と同 等で ある こ とが 判 明 し，

現在胎 盤 CRF の feto・maternal 　unit に お け る 役

割が注 目を あび て い る
S）e）．そこ で 我 々 は

， まず本

物質 の 胎盤 絨毛 に お け る mRNA の 発現 を 確 認

し，さ らに in　situ 　hybridizationを用い て 胎盤 に

お け る CRF 　mRNA の 産生部位 を組織学 的に 同

定した．また本物質が feto・maternal 　unit 　Fこ お い

て 果た し て い る機 能の
一

端 を明 らか にす る 目的

で ，母 体 な ら び に 胎 児 血 中 CRF の 推 移 を

ACTH ・cortisol ・DHAS との 比較に お い て 検討

を加 えた．

　　　　　　　　　研究方法

　 1．血 液採取

　 午前 9時 〜12時 の 間に informed　consent の 得

られた 妊婦 の cubital 　vein よ り採血 した．また ，

分娩直後に 臍帯動 ・ 静脈血 を採取 し た ．分娩時 の

採血 に つ い て は 分娩直前 に，帝王切 開例 に お い て

は術前薬投与前に採血 した．採取 した血液 は た だ

ち に 血 漿に 分離 し
，

− 20℃ で凍結保存 した ．

　 2． radioimmuno 　assay

　 CRF （Suda　et　a1．の 方法
17）），　 ACTH （DPC

ACTH 　kit
，
　 Diagnostic　Products　Corporation

，

CA
，
　US ．A ．），　 cortisol （SPAC ・S　cortisol　kit，

Daiichi　Radioisotope　Laboratory，　 Tokyo
，

Japan），
　 DHAS （DHAS 　test　set ，　 Wien　Labora・

tories）を それぞれ の RIA に て 同時系統的に 測定

した。

　 3．Nothern　blot

　 1）RNA の抽 出

　妊娠初期 ・ 中期 ・ 末期の 胎盤組織か ら Chirgwin

et　aL6 ｝
の guanidine　thyocyanate 法 に よ り RNA

を得た．

　2）Northern 　blotting

　RNA 　20μg を formaldehyde 　ge1上 に て 電気泳

動 し，nitrocellu ］ose 丘lterに 転写 し た ．

　 3）　pre・hybridization

　RNA を吸着 した filterを 50％formamide
，

6×

SSC ，40mM 　 phosphate 　 buffer　 pH 　7．0， 1x

Denhardt’

s　solution ， 0．1％SDS ， 1mM 　EDTA を

含む pre−hybridization　buffer中 に て
，
42℃ 12時間

留置した．

　 4）　hybridization

　　〔
32P

〕に て 標識 した CRF 　cDNA 　probeを用 い

て ，42℃
，

24時間 hybridizationを行 い
， そ の 後

丘lterを 1xSSC
， 0，1％SDS 中に て 洗浄後，− 70℃

に て autoradiogram を施行 した．

　 4．　in　situ　hybridization

　絨毛組織 の 凍結切片を作成 し，paraformamide

に て 固定 し た ．こ の 切片上 に 〔
35S

〕で 標識 した

CRF 　probe を含ん だ hybridization　buffer（50％
formamide

， 0．3M 　NaCl
，

10mM 　Tris　CI　pH 　8，

1mM 　EDTA ， 1× Denhardt’

s　solution ，500μg／ml

yeast　tRNA ，
500μg／ml 　poly　A ， 50mM 　DTT

，

10％polyethylene　glycol）を の せ 52℃ に て 3 時間

incubateした．そ の 後 こ れ らの 切片を 2xSSC 中

で 洗浄 し ， ethano1 で 脱水 し た 後 ，
　 autoradiogra −

phy を行つ た．

　　　　　　　　　研 究成績

　 1．CRF 　mRNA の 胎盤絨毛組織に お げ る発現

　妊娠初期 ， 中期 ， 末期 の 胎盤 よ り得 られ た RNA

を用い
，
CRF 　cDNA を プ ロ

ーブ と して Northern

blotを施 行 した と こ ろ ，妊 娠 11週 の 絨毛 由来 の

RNA に お い て す で に 約 1．5kb の 大 きさ の CRF
mRNA の 発現を認 め ， 妊娠の 進 行に 伴 つ て 増加

し 40週 で は densitometry 上 11週 の 値 の 約30倍 と

な る こ とが判明 した （図 1），また 妊娠末期胎盤組

織切 片上 で の CRF 　cDNA プ ロ ープを用 い た in

situ 　hybridizationで は
，
　CRF 　mRNA の 存在を示

す silver 　grain は trophoblast 　cell 　layer の み に

局在す る こ とが認め られた （図 2 ）．さ ら に 妊娠初

期 絨 毛 で は CRF 　 mRNA は そ の ほ と ん ど が

syncytiotrophoblast に お い て 産 生 され て い る こ

とが判明した （図 3）．

　2．母 体 な ら び に 臍 帯血 中 に お け る CRF ，

ACTH
，
　 cortisol 値 の 推移

　母体な らび に 胎児血 中 CRF を妊娠 週数の 推移

との 関連に お い て 検討 した と こ ろ ， 母 体血 中 CRF

は 妊娠初期に は極 微量 （10．70± 2．76fmol／ml ）し

か 認め られ な か つ た もの の
， 妊娠週数の 経過 と と

もに 次第 に増量 し ， 特に 妊娠末期に は 顕著 な増加

を示 し351．75± 46．2fmo1／ml の レ ベ ル に 達 した ．

し か しなが ら分娩 の 終了 と と もに 24時間後 に は 正
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図 3　妊娠初期 の 絨毛組織 に お け る CRF 特 異 的 プ
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図 1　妊娠11週 ・23週 ・40週 の 絨毛組織由来 RNA を用

　 い た CRF 特 異 的 プ ロ ープ に よ る Northern　blot

　hybridization

図 2　妊娠末期 の 絨毛組織 に お け る CRF 特異的 プ

　卩
一ブ に よる in　situ 　hybridization

常非妊時 レ ベ ル に 低下 した．胎児血 中 の CRF は

母 体 血 中ほ どで は な い も の の
， 妊 娠 初 ・ 中 期

（3．76± 1．32fmo1 ／ml ） に 比 し や は り妊 娠 末 期

（7，78± 1．50fmo1／ml ）に 向か つ て 増加の 傾向を示

した （図 4 ）．

　母 体血 中 ACTH 値は ，妊娠初 ・ 中期で は 5．49±

1．29pg／ml で あ つ た の に 対 し ， 妊 娠 末 期 で は

17．62± 2．06pg／ml と増加 傾 向を示 し ， 胎 児血 中

ACTH 値 も妊娠初 ・中期で は 3．74± 1．09pg／m1 ，

妊娠末期に は 20．56±3．07pg／ml と同様 の 傾 向が

認め られた （図 5 ）．母 体血 中 cortisol 値は
， 妊娠

初 ・中期に ex1S．OS± 2．19μg／dlで あつ た もの が
，

妊娠末期 に は 41．15± 7．38μg／dlと増加 した ．胎児

血 に お い て も妊娠初・中期 （5。30± 1．52μg ／dl）tlこ

比 し，妊娠末期 （12．68± 1．80μg／d1）に上昇す る

傾向がみ られた （図 6 ）．

　3．膀帯動 ・静脈間に お け る CRF の 濃度差

　臍帯動 ・静脈 血 に お け る CRF の 濃 度差 に つ い

て 比較検討 し た と こ ろ
， 有意差は 認め られ な か つ

た もの の ，臍帯静脈に お け る CRF 値（7．84± 2．32

fmol／ml ）は 臍帯動脈中 （6．89± 1，93fmol！ml ）よ

りや や高値を と る傾 向に あつ た （図 7 ）．

　4．分娩様式 と CRF ，　ACTH ，　cortisol 値の 相関

　分娩様式 と母体血中 CRF ，
　 ACTH ，

　 cortiso1 値

の 相関に 関す る検討に お い て は
， cortiso1 は 自然

分 娩 例 （58．15± 2．98mg ／d1）で 帝 王 切 開 例

（27．14± 7．12mg／d1）に 比 し有意に 高値を とつ た

の に対 し，ACTH （自然分娩例 13．61± 1．71pg／m1 ，

帝王切開例 11．51± 1．81pg／ml ）に は 有意差を認め

ず ，
CRF は 逆 に 自然分娩例 （351．75± 46．66fmol／

m1 ）に 比 し帝王 切開例 （577．99± 92．83fmoYml ）

の 方が高値 を とる こ とが認め られた （図 8 ）．

　 5．母体血 中 な ら び に 胎 児血 中 DHAS 濃度 の

検討

　胎 児 血 中 の DHAS 濃 度 （1，798．0± 212．Ong／

m1 ）は 母体血 中の それ （937．2± 177．7ng／m1 ） に

比 し ， 有意に 多量で あつ た （図 9）．
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図 6　妊娠週 数 の 推 移 に よる母 体 お よ び胎児血 中 cortiso1 値の 変化

　　　　　　　　　　考　 　案

　胎盤絨毛組織で CRF が産生 されて い る こ とが

最近報告 されて お り，また in　vitro 培養系 に お い

て は cytotrophoblast で CRF の 産生 分泌 が 確 認

され て い る
11 ）．我 々 は まず 胎盤 で CRF 遺伝 子が

発現 して い る こ とを確認す る 目的で ，胎盤 よ り得
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図 8　選択的帝王切開例 と 自然分娩例 に お け る 母体血 中 CRF ，　ACTH ，　cortisol 値 の

られた RNA を用 い て CRF 　cDNA を プ ロ
ーブ と

した Northern　blotを施行 した と こ ろ約 1．5kb の

大 きさ の CRF 　 mRNA の 発現 を 認 め た ， こ の

CRF 　mRNA の 発現量は 妊娠 の 進行 とともに 漸増

し，末期に お い て 急激に 増加す る こ とが認め られ

た． こ の結果は Majzoub　et　 al．の 報告
7｝

に
一致 し

て お り我 々 の 実験 系 に お い て CRF 　 mRNA を

speci 丘c に検 出 し て い る こ とが証明 され た．さ ら

に 胎盤 に お け る CRF の 産生部位を確定せ ん と し

て in　sltu　hybridizationを用 い て CRF 　mRNA の

発現部位を検討 した と こ ろ，妊娠 末期絨毛に お い

て その 発現は trophoblast　layer　Pこ局在す る こ と

が 判 明 した．妊 娠 末期 絨 毛 は そ の ほ とん ど が

syncytiotrophoblast か らな つ て お り組織学的 に

cytotrophoblast を 同定 す る こ と は 不 可 能 で あ

る．CRF が trophoblastを構成す る い ずれ の 細 胞

で 産生 され て い る の かを検討す るた め に ，妊娠初

期絨毛を用 い て 同様 に in　situ 　hybridizationを 行

つ た と こ ろ
，
CRF 　mRNA の 発現 は syncytiotro ・

phoblast　layerに 局在す る こ とが判明 した．すで

に 述べ た よ うに in　vitro に お け る cytotrophob −

1ast培養系 に お い て も CRF が産生 され て い る こ

と が報告 されて い る が，cytotrophoblast は 培 養

開 始24時間後を 箋 に し て 形 態的 に syncytiotro ・

phoblast類似細胞へ と変形 し て い くと されて い

る 14）．し た が つ て ，cytotrophoblast 培養系に お い

て 産生 され る CRF は 実際に は こ の syncitiotro ・

phoblast に お い て 合成 され て い る可能性が 強 い ．

我 々 が 示 し た syncytiotrophoblast に お け る

CRF 　mRNA の 発現 の 局在 は ，実際 の 胎盤 に お け

る CRF 　mRNA の 発現部位を 確認 した も の と し

て 画期的な結果 で あ る とい え よ う．
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　胎盤 よ り産生 される CRF が母体循環 に 大量 に

分泌され て い る こ と は 明 らか で あるが
， そ の 生物

活性 ， また生理学的意義 に つ い て は まだ よ く判 つ

て い ない ．そ こ で 我 々 は 妊娠週数に お ける経時的

な測定を行 い
， 妊娠初期母体血 中 に は ほ とん ど存

在 しな い CRF が妊娠の 継続 と と もに急増 し，特

に妊娠末期母体血 中に大量 に存在する よ うに な る

こ と，ま た その 後妊娠 の 終了と ともに 急激 に 減少

し分娩24時間後 に は 正常非妊時 の レ ベ ル に戻 る こ

とを確認 し た ．こ の こ とは妊娠末期母体血 中に 高

値 に 認め られ る CRF が胎 盤 由来で あ る こ と を 傍

証する もの で ある．さ らに ACTH ，　 cortisol に お

い て も妊娠の 継続 ととも に 同様の 傾向が認め られ

る こ とを確認した ．妊婦に お け るデキ サ メ サ ゾ ソ

抑制試験が不 完全 で ある こ ど
3 ｝，さら に は ACTH

値 の cortisol に よ る抑制 も不 完全 で ある こ と
8｝も

報告されて い る の で
， 胎盤 よ り産生 ・分泌 され る

大量 の CRF は ACTH ，　 cortiso 正系を活性化 し て

い る 可能性が強い ．

　 と こ ろ で
， 分娩様式の 相異 （自然分娩 ・予定帝

王 切開）に よ る CRF ，　 ACTH ，
　 cortisol の 母体血

中値の 差異 の 検討 で は ，CRF 分泌動態 と cortisol

値 とは 相応せ ず ，
cortisol は 自然分娩例で帝王 切

開例に 比 し有意に 高値を とつ た の に 対 し
，
CRF は

帝王 切開例 に 比 し 自然分娩例に お い て む し ろ 低 値

を示 し た ．し た が つ て 妊娠末期に 上 昇す る CRF

は 分娩 とい う急峻な ス ト レ ス に対 して 直接的に は

相応せ ず，
cortisol の 基礎値を上 昇 させ る こ とに

よ り indirectな か た ち で 分娩 の 準備状態 を作 り

上 げる方向に働い て い る可能性が示唆 される．臍

帯静脈血 中 の CRF 値も胎盤で の 産生 ・分泌が 増

大す る妊娠末期に 急増す る傾向が認め られ，また

有意差 は な か つ た もの の 臍帯静派に お い て CRF

値が臍帯動脈 よ り高い 傾向を認 め た こ とは
， 母 体

循環 と同様に 胎児循環 に も胎盤 CRF が 流入 し て

い る可能性を強 く示唆す る もの で ある。また胎児

ACTH ，　 cortiso1 値 も妊娠 末期 に 急増 す る が，

ACTH は 胎盤を通過 し な い と され て い る こ と か

ら，胎児 ACTH 値 の 上 昇は 臍帯静脈血 中に 分泌

され た CRF が胎児の 下垂 体 に作用 し 分泌 を増大

さ せ た も の と考え られ る．さ らに ，胎児副腎皮質

は妊娠中期ま で は そ の ほ と ん どが胎児層で 占め ら

れ て お り，末期以後 の 成人層 の 発育 に 伴つ て cor −

tiso1の 産生能を有す る よ うに な る．臍帯静脈 cor −

tisolが妊娠末期以降 に 急増 し て い る こ と は
， 胎児

副 腎 皮 質 成 人 層 の 発 育 な ら び に 血 中 CRF ，

ACTH の増加 に 促 され た もの で ある と考 え られ

よ う． こ うして 増大 した cortiso1 は 胎児臓器 成熟

を促す と と もに
， 肝 の グ リ コ

ー
ゲ ン 貯蔵や 脂肪 の

合成 な ど分娩時の 過大 なる ス ト レ ス に 対す る準備

状態を形 成 す る作用を示 す もの と考え られ る．

　 と こ ろ で ，羊に お い て は 胎仔に お い て 妊娠末期

に 向か つ て視床下 部一下垂体一副腎系を主 と した

CRF −ACTH 　axis が活性化 され ， 産生 された cor −

tisolが prostaglandinの 産生 亢 進等 の 系 を 介 し

て 分娩 の 発来に 関与し て い る とされ て い る
10 ）．一

方， ヒ ト に お い て は 妊 娠 末 期 に お い て CRF ・

ACTH 　axis の 主役 を 占め る の は 胎盤 由来 の

CRF と考えられ る．こ の CRF が羊 に お ける と同

様 に 分娩 の 発来に 関与 して い る可能性，すなわ ち

CRF の 作用に よ つ て増加 し た cortisol が胎盤 そ

の 他に お ける prostaglandinの産生を促 し， さら

に は progesteron と recepter レ ベ ル で 拮抗 し て

子宮収縮に 対す る progesteron 　block を解除 し分

娩 の 発来を誘導 し て い る 可 能性 が考 え られ る．ま

た 分娩末期 に は 胎児副腎 は 多量 の DHAS を産生

す る よ うに なる が，こ こ に も胎盤 CRF の 関与 し

て い る可能性が 考え られ る．今回 の デ ー
タ で も胎

児血 中 DHAS は 母 体血 中 よ り有意 に 高 く，胎児

に お い て DHAS 産生の 亢進 し て い る こ とは 明 ら

か で あ る．DHAS は 胎児肝で 16α
一DHAS と な り

，

さらに 胎盤 に お い て Estriolと変化 し妊 娠末期 に

お ける重要 な エ ス ト 巨 ゲ ン とな る こ とは 周知 の と

お りで ある．DHAS の 産生は ACTH に よ つ て コ

ン ト ロ
ー

ル され て お り，した が つ て 胎盤 CRF も

こ の ACTH を介 し て DHAS の 産生増 加に 働 い

て い る 可 能性が 考 え られ る．増加 した DHAS は

エ ス ト ロ ゲ ン に 変換 され る前 に も，我 々 が以前 に

報告 し た よ うに ，直接子宮頚管に働 き子宮頚 管 の

軟化 な らび に 熟化 に作用 し て い る
’2）．胎児由来の

DHAS が代謝を 受けず に 直接 子 宮頚管 に 到達 す

る こ とは 矢内原が重水素標tu　DHAS を用 い て 示
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し て お り
4）

， また 子宮頚管 に DHAS 　recepter が存

在す る こ とや DHAS が コ ラ ゲ ナ
ー

ゼ の 活 性化 を

促す こ とな どは 平川 らに よ り報告 され て い る
1）．

　 これ らの 事実を統合 し て 勘案す る と ， 胎ng　CRF

は ACTH −corticosteroid 系 を介 し て 分娩 の ス ト

レ ス に対す る準備状態を作る だ け で な く，分娩の

発来機転 に 大きな役割 を果た して い る可能性 が 強

く示 唆され る．
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