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　　　　　　　　　 緒　　言

　妊娠成立 は，初期胚 と母 体 と の 間 で 行われ て い る 物

質の 交換や環境因子 に よつ て 強 く影響を うけて い る．

妊娠成立 に 関与す る特異的因子 の 中で ， 着床を待 た ず

に 出現す る超早期因予 として early 　pregnancy 　factor

（EPF ）と血小板活性化因子 （platelet　activating 　fac・

tor：PAF ）が 報告 されて い る
1）2 ＞。しか し，そ の 存在や

生物学的作用の 詳細 に つ い て は，検出法や精製に お け

る 困難性 の た め ，い ま だ充分 に 解明 さ れ て い な い ，こ

れ らの 物質の 生成機構 ， 構造解析，生体内作用 の 解明

は，妊娠成立 機構や 免疫抑制 な ど， 胚発生 か ら着床 に

至 る環境因子 の 関与を知 る た め に 不可欠で ある． こ の

命題 に 沿い ，まず EPF の 生化学特 性や生物活 性を知

る うえで ， 完全 な分離精製を行 い ，単離糖 タ ン パ ク の

ペ プ チ ド構造を解析した ，こ の 精製 EPF と最近報告

され た 他 の ホ モ ロ ジ ー
物質 との 相違 に つ い て の 検討を

行つ た．また EPF の産生部位 ， 産生機転 胚 の 発育や

PAF を 含 め た 他 因 子 との 関連 に つ い て ，　 in　vitro お よ

び in　vivo の 両生体シ ス テ ム で検討し ，
　 EPF の 複雑 な

発現機構 の 解明 に
一

考察を加 え た．そ し て最後に，妊

娠成立過程 に お け る受精 現象 と胚 の 予 後に 関与す る

EPF 活性の 意義を 臨床に お け る 知見を含め ， 検討 し

た 。

　　　　　　　　　 方　　法

　1．EPF の 構造解析と 関連物質の 検索

　a ）精製素材　精製に あた つ て
， 極 め て 微量 に し か

含 まれ な い EPF の 素材を選 択す る こ と が 重要で あ

る。し か も，
ヒ トの 素材を大量 に 収集す る こ とは

， さ

らに 困難で ある．そ こで，最も大量 に収集で き る ヒ ト

妊 婦尿 由来 の タ ン パ ク を精製素材 と し た
S ）．尿中 の

EPF 含有量 は ， 血液 に 比較 し約ユ／100で あ る が，妊婦尿

を安息香酸沈澱法 に よ り回収，ア セ F ン 洗浄の 後，酢

酸ナ ト リ ウ ム ーエ タ ノ ール 抽 出に よ り部分精製 され た

hCG 粗原抹10gを初期材料 と して選択し，精製を開始

した ．

　b）精製法　精製 プ ロ ト コ ール は
，

こ れま で に 種 々

の 精製法 に つ い て 検討 した 結果，EPF の 生物活性を 失

わ な い 条件の設定が必 要で あ り， さらに単
一

な タ ソ パ

ク とす る た め に ，最終的 に 極 め て 複雑 な精製法 の 選択

と なつ た ．こ れ ま で に 検討 を重ね て きた レ ク チ ン ・ア

フ ィ ＝ テ ィ
ー

ヵ ラ ム や，抗 β
・hCG 抗体 ア フ ィ ニ テ ィ

ー

カ ラ ム な どか ら得 た 生化学的性質を もとに ，新 た に ゲ
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ル 濾過 カ ラ ム ，イ オ ソ 交換カ ラ ム ，疎水性 カ ラ ム
， 逆

相 の 高速液体 ク ロ マ ト グ ラ フ a
−

（HPLC ）の 各 ク ロ マ

トグ ラ フ ィ
ー，お よ び ポ リ ア ク リル ア ミ ドゲ ル 電気泳

動を用 い て 分離精製を行 い
， EPF の 単離 を試み た ．

　 c）精製 EPF の 分子構造を決定す る た め ，ア ミ ノ 酸

配列分析を行つ た ．EPF の ア ミ ノ 酸
一

次構造か ら，ホ

モ ロ ジ ー検索を行い ，そ の 相同ベ プ チ ドか ら，妊娠成

立 に関わ る 生体内意義 の 考察を行つ た ．

　d）精製 タ ン パ ク の ア ミ ノ 酸配 列 に 従 つ て ， タ ン パ

ク 合成機 に よ る合成 ペ プ チ ドを 作成 し，こ の 合成 ペ プ

チ ドを家兎 に 免疫 して
， 抗体 を得た ．こ の 抗体 を用 い

て ，こ れ ま で に 報告 され た相同物質 との 関連 に つ い て

検討 した．

　2．EPF の 発現機構の 解明

　a ）EPF の 産生機転を解明す る 目的 で ， 交配 後又 は

偽妊娠 の 家兎を用 い て ，in　vivo と in　vitro の 卵巣 ・卵

管灌流実験を行 い ， EPF 活性の変動 と胚の成育 と の関

連性 を検討 し た．

　b）EPF 産生 の 誘導因子を解明す る 目的 で
， 胚 が 受

精後 に 放 出する PAF を a）の シ ス テ ム に 添加 し た 際

に ，卵巣 ・卵管が EPF 活性 を生 じる か 否 か を検討 し

た．

　3。EPF の 臨床意義

　EPF が受精 に よつ て 出現し，早期胚 の 発育過程 に反

映する か否か を，臨床的観点 か ら明らか に す る た め に ，

ヒ ト体 外受精 に お い て 胚移 植後の 血 中 EPF 活性 を分

析した 。

　4．EPF 活性 の 検 出法 と 活性 の 評価

　EPF 活性 は，抗 リン パ 球抗体 に よ る ロ ゼ ヅ ト形成抑

制 を EPF が 増幅す る反応 （卩 ゼ ッ ト抑制反応）で 検出

した ．ヒ トの EPF 検出法 で は，男性末梢血 リン パ 球を

Ficollを用 い て 遠心分離後，非働化 した 検体 と 共 に イ

ソ キ ＝ ベ ート し，洗浄の後に ， 倍数稀釈 した抗 リ ソ パ

球抗体 （OKT −11）と補 体を 加 え て 再度イ ン キ ュ ベ ー
ト

す る．そ の 後， ヒ ッ ジ 赤血球を加 えて 遠心 し ， 最後 に

E ・ロ ゼ ッ トの 形成率を 鏡検す る。こ の 際，精製検体に

対 して は，ハ ン ク ス 液で 透析を行 つ て か ら活性検 出に

供 した．

　活性 の 評価は，抗体 の 処理 を し ない ロ ゼ ッ ト に 比較

し，75％以下 に ロ ゼ ヅ ト形成を抑制する抗体の最大稀

釈倍 数 の 対数 を 卩 ゼ ッ ト抑制度数 （RIT ）と し，さ ら に

測定条 件 の 再現性 を 高め る た め に 対照 の RIT との 差

を解離値 （DV ）と し た ．ま た DV ＝ 2以上 を EPF 活性

陽性 と判定し た．

　　　　　　　　　　成 　　績

　 1．EPF の 構造解析と関連物質

　 a ）生化学的特徴

　 こ れ ま で に行 つ て ぎた ヒ ト妊婦尿 由来 の 粗原抹 か ら

の 精製過程 で 得 られ た 生化学的性質 は ，EPF が Con −

canavalin 　A に 吸着し，糖 タ ン パ ク で あ り， また ， β
一

hCG の C 末端 に 対す る モ ノ ク 卩
一

ナ ル 抗体 ア フ ィ ニ

テ ィ
ーカ ラ ム に 吸着せず，一

部類似 した生化学的特徴

を持 つ hCG と異 な る物質で あつ た
3）．さらに EPF は，

72℃ 以上 の 加 熱処 理 や Trifluoroacetate処理 で 完全

失活 し ，
ロ ゼ ヅ ト 抑制反応 で EPF の 存在を 確認 し な

が ら精製す る た め に は
，

生 物活性 を 失 わ な い 分離精製

法 の 選択 が 要求 され て きた ，Sodium　 dodecyl　 Sul・

phate （SDS ）に は 安定 で あ り，硫安 塩 析 で は
，

70％で

沈澱分 画 ， 30％ で 上清分画 に 分離 さ れた ，こ れ らの 性

質は，血液由来 の EPF 部分精製 に 関す る Mehta 　et　a1 ．

の報告に ほ ぼ
一

致する もの で あつ た
4 ）．

　b）精製 。構造解析

　EPF の 完全精製 に 向け て
， 新た に ゲ ル 濾過 ， 陰イ オ

ン 交換，お よ び疎水 性 ク 卩 マ トグ ラ フ ィ
ーを 用 い ，

HPLC などで 溶出条件を検討した 後に ， そ の 条件に従

つ て オ ープ ン カ ラ ム で 大量精製を行つ た．

　ま ず Sepharose　CL −6B ゲ ル 濾 過 ク ロ マ ト グ ラ

フ ィ
ーに よ り大ま か に EPF 分画 を 抽 出し，と くに

hCG 分画 か ら分離す る こ とを主眼 と し た ．次 い で こ の

ゲ ル 濾過 カ ラ ム に よ る EPF 活性分画 を プ ール し，陰

イ オ ン 交換 カ ラ ム で あ る QSepharose　CL・4B ク rr マ

トグ ラ フ ィ
ー

に よ つ て ，さ ら に EPF の 精製を行つ た ．

EPF は QSepharoseに 吸着 し，　Tris　HCI に，　NaCl の

グ ラ ジ ェ ン トを か け て 溶出す る と，EPF の 高い 分離効

率を得 る こ とが で きた ．

　次 に タ ン パ ク 質 に 含ま れ る ア ラ ニ ン ・メ チ オ ニ ン ・

フ ェニ
ール ア ラ ニン などの 非極性 ア ミ ノ 酸 が 作 る疎水

性ス ポ ッ ト と カ ラ ム の 疎水性気質が相互作 用を生 じ る

こ とを利 用 し て 分 離精製 す る疎水 性 ク P マ ト グ ラ

フ ィ
ー

とし て ，Phenyl　Sepharose　CL −4B ク Pt マ ト グ

ラ フ a 一
を用 い た ．あ らか じ め，Phenyl　Superose　fast

protein　liquidク F・マ トグ ラ フ ィ
ー

を用 い て ，少量 の 検

体 で 溶 出条件 を 検討 した 後に こ の オ ープ ン カ ラ ム で の

精製を行つ たが ， EPF の 生物活性を失 わず ， 極 め て 有

効な精製法で あつ た，最 も高 い EPF 活性分画 を，部分

精 pa　EPF と して 抽出 し た 5〕．

　 こ の 部分精製 EPF に つ い て ，逆相 HPLC を行 い ，

そ の 精製 プ ロ フ a 一ル を 確認 し た後 に ，活 性 を 確認 で
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図 1　 SDS ・PAGE で の 精製

ぎる分離法と して ， SDS一ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル 電気

泳動 （SDS −PAGE ）を 行つ た．図 1 に 示す よ うに 3回

に分けて 抽 出 し て得た 部分精製 EPF は ，い ず れ も分

子量 26KD を 中心 に ，24か ら30KD の 間 に やや広 い バ

ソ ド と し て 泳動 さ れた ．こ の バ ン ドは，EPF が 糖 タ ン

パ ク で ある こ とか ら広 くなつ た もの と考え られ， こ の

バ ソ ドに つ い て ，まず50mM の 炭酸 ア ン モ ニ ウ ム 水溶

液で ゲル の 切 り出 し抽出を行 い ，EPF 活性 の 存在を確

認 した ．さ ら に ，図 2 に 示す よ うに ，こ の SDS・PAGE

抽 出分画 に つ い て 逆相 HPLC を行 い，部分精製 EPF ，

す なわ ち電 気泳動 の 切 り出 し 抽 出 を行 う前 の 逆相

HPLC で 示 した ピ ー
ク と ほ ぼ 同

一
の 保持 時間 の 位置

に，し か も単
一

の ピー
ク とし て 認め た．等電点電気泳

動 の 結果，等電点は 3．5〜3．75の 酸性糖 タ ソ パ ク で あ る

こ とを示 した．

　c）構造決定 ・相 同ペ プ チ ド

　精製 し た EPF は ， 前述 の よ うに 逆相
一HPLC お よ

び SDS一ポ リ ァ ク リル ア ミ ドゲ ル 電気泳動で単
一

物

質 で ある こ とを 証明 した．さらに Edman 分解 に よ る

ア ミ ノ 酸配列決定を行つ た．

　EPF の N 末端 よ り16残基の 解析結果か ら，シ ス テ

イ ン な ど確定 し づ ら い ア ミ ノ 酸 を 除 き，U 残 基 に 関 し，

コ ソ ピ ュ
ーターで 相同ペ プ チ ドを検 索した と こ ろ， ヒ

ト上 皮増殖因子 （epidemlal 　growth 　factor：EGF ） の

前駆体 の 部分構造 に
一致を 認 め た

6 ）．

　 こ れ に 対 し， こ れ ま で に 報告 され た 精製 ， 又 は 部分

精製 EPF との 比較を検討す る と，　 Mehta 　et　a1．の 得た

血 液由来 の 部分精製 EPF は ，生化学的 に 尿由来 の

EPF に 近似し て い るが ，最近 ，
　 Clarke　et　a1．に よつ て

報告された 胎盤 由来 の thioredoxin 相 同 タ ン パ ク は，

後述す る よ うに 全 く異 な る物質 と考 えられた
7），電気

泳動か ら分子量 を推定 し ， EPF の 全ア ミ ノ 酸配列が

EGF 前駆体 の 部分構造 に 完全 に
一致す る と仮定す る

と，こ の 構造 に EGF を含む計算に な る．し か し
， 糖 タ

ソ パ ク で あ る こ とか ら分子量 の 正 確な 同定が難し い た

め
，

ア ミ ノ酸配列分析 が で きた N 一末端 か ら13残基，次

い で 予想さ れ る EPF の 構造 の うち ， 動物 の 種差 の な

い 15残基，さ らに EGF を含ま な い が C・末端 よ りの 部

分15残基 とい う三 つ の 配列 に つ い て
， 合成 ペ プ チ ドを

作成し，そ れを各 々 EPF −2，　EPF −3，
　EPF −5とし た．そ

して
，

こ の 合成 ペ プ チ ドを 抗原 と して 家兎に 免疫 し，

ポ リク ロ
ー

ナ ル 抗体 を作成 した．こ の うち，　EPF −50t対

して の み抗体価 の 上昇を 認 め た ，

　 こ の 抗 EPF −5抗体を 用 い て ，EPF と相同物質の 関係

に つ い て検討した．まず ，
ド ッ ト・ブ μ

ッ トに よ る EGF

との 交叉 に つ い て み る と，EPF −5抗体で は EPF −5に 濃

度依 存性 に 反応 し，ま た 部分精製 EPF に 対 し て も弱

くで は あ るが 反応 し た，し か し，ヒ ト EGF ，お よ び他

の 合成 ペ プ チ ドに 対 し て は 全 く反応 を示さな か つ た．
一方，抗 ヒ ト EGF モ ノ ク ロ

ー
ナ ル 抗体 を用 い て 同様

の ド ッ F ・ ブ 卩 ッ トを 行 う と，EGF に 対 して の み 反応
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図 3　抗 EPF ・5抗体 を 用 い た ELISA 測定 （EPF ・

　EGF ）

0　　　50　　 100　　 T50　　200　　250　ng ／ml （EPF −5）σ一〇

　 0　　　　　　　　　 500　　　　　　　　1，000ng／ml 〔r−ADF ）似

図 4　 抗 EPF ・5抗体 を 用 い た ELISA 測 定 （EPF ・

　ADF ）

EPF 活性

（PV ｝

を 示 し，部分精製 EPF や EPF ・5を含む合成 ペ プ チ ド

に 対 し て は，反応 を 示 さ な か つ た ．

　次に，抗 EPF ・5抗体 を用 い た ELISA 法を行 い ，　EPF

と EGF の 交叉 に つ い て さ ら に 検討す る と ， 図 3 に 示

す よ うに ， 部分精製 EPF ， お よ び EPF −5は濃度依存性

に 検 出 さ れ た が，EGF や他 の 合成 ペ プ チ ドに は 検出 さ

れ ず， ド ッ ト ・プ ロ
ヅ ト と同様 の 結果 を得た ．すな わ

ち EPF は EPF ・5ま で の ア ミ ノ 酸配列を構造 内 に有 し

て い る こ と を強 く示唆 し た ．

　 ま た 抗 EPF ・5抗 体 を 用 い た ELISA で ヒ ト

thioredoxin で ある ADF （Adult　type　T 　cell　leukemia

factor） の 組換 え体 に つ い て EPF 活性 の 検 出を した

が，図 4 に 示 す よ うに 反応 を示 さ な か つ た．

　反対 に 抗 ADF 抗体 と抗 EGF 抗体を用 い て ELISA

を 行 い ，部分精製 EPF の thioredoxin 活性 と EGF 活

性 を測定す る と，全 く活性 を検出 し な か つ た ． こ め こ

とは
， 少な くとも免疫活性 か らは ，今回精製 した EPF

が EGF や thioredoxin と異 な る 物質 で あ る こ と を 示

唆 し た．

l

EPFa ，　 ADFb ト　 EGFc 」　EPF・2ti］ EPF・3di　EPF・5d〕　 EPF 　　 EPF 　　 EPF
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 十　　　十　　　十

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 抗EPF抗佑 抗風DF抗体筑匚GF抗体

図 5　EPF ・ADF ・EGF の EPF 活性

　EPF の 生物活性 の 観点か ら ， 合成 ペ プ チ ドや thio−

redoxin ，　 EGF に つ い て ，そ の EPF 活性 を測定し，図

5 で そ の 結果を 示す，thioredoxin ，　EGF ，お よ び 各合

成 ペ プ チ ドに は ロ ゼ ッ ト抑制反応 に よ る EPF 活性 を

認 め な か つ た ．ま た，部分精製 EPF を 用 い て
，

こ れ ら

の 物質 に 対す る 抗体 の 活性 へ の 影響を検討し た．EPF

陽 性 の 部分精製 EPF に 対 し，抗 EPF −5抗体で 中和す

る と，EPF 活性 は 消失 し，こ の EPF5 の ア ミ ノ酸配 列
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部分 が 活性 に 関係し て い る こ とを示唆し た． こ れに対

し，抗 ADF 抗体 ， 抗 EGF 抗体で の 中和反応 で は
，
　EPF

活性 に 変化 を認め な か つ た．

　 こ れ らの 結果 か ら， EGF との 関連 に つ い て の 知見 と

して，EPF は ア ミ ノ 酸配列分析 で EGF 前 駆 体 に 極 め

て 高 い 相同性を認 め ， そ の N 一末端は EGF の エ ク ソ ン

部 分に
一

致し て お らず，こ の 事実 は ，EPF が前駆体か

ら酵素 に よ る プ ロ セ ッ シ ン グ に よ つ て 産生 され る可 能

性を 示唆し た．ま た，EGF に は EPF の 生物活性を認 め

ず ，
ELISA お よ び ド ッ ト ・ブ ロ

ッ ト に よ る検討で ，

EGF が EPF と少 な くとも免疫的に 全 く交叉 し な い こ

と を示 し た ．thioredoxin と の 相違 に つ い て の 知 見を

ま と め る と，ア ミ ノ 酸配列 に 関す る ホ モ ロ ジ ー検索上 ，

異 な る 物質で あ り，組換 え体 の ADF に ｝X 　EPF の 生物

活性 を認 め ず ， 相互 の 抗体 に よ る中和反応で も ELISA

に よ る検出 で も，EPF と ADF は 全 く交叉 を示 さ な か

っ た ．thioredoxin相 同物質は 塩基性 タ ン パ ク と し て

抽出 され，すな わ ち ，Clarke　 et　 a1 ．が報告 し た thio−

redoxin 相 同物質 と我 々 が精製 し た 物質 は ，生化学的

性質が全 く異な る こ と が示唆さ れ た．

　EGF は 卵丘細胞を介 し て卵子成熟に 関与 し，胚分割

以降 の 胚成長の 調筋機構に 関わ る とともに ，黄体期 に

は ，prostaglandin 産生 を高 め る こ と に よ り，着床環境

を コ ソ ト 卩 一ル する こ と が報告され て い る．一
方，妊

娠超早期 に発現す る EPF も，妊娠成立機構 の 中で ，胚

や胎盤の 増 殖成長な ど，何らか の 関与を して い る 可能

性 が示唆さ れ る結果 となつ た．

　 2．EPF の 生物作用

　 EPF が生体内で の 生物作用 の 解明 を 目的 とし て ， リ

ン パ 球 に 対する作用 に つ い て 検索 した．

　 a） フ 卩
一

サ イ ト メ ト リ
ー

分析

　 リ ン パ 球 の ロ ゼ ッ ト抑制反応 に 対す る EPF の 作用

機序に つ い て 検索す る 目的 で，フ ロ
ー

サ イ ト メ ト リ
ー

を用 い て， リソ パ 球 に EPF が 吸着 し て い る か ど うか

を検討した ， ロ ゼ ッ ト抑制反応と 同様 に ， リ ン パ 球 に

部分精製 EPF を 処 理 し，洗浄 の 後 ， そ の 上 に
一

次 抗体

と し て 抗 EPF （EPF −5）抗体を処理 し，さらに FITC
で 標識 した 二 次抗体（抗 ウ サ ギ IgG）を処理 し，最終的

に 再度洗浄の 後 に
，

フ 卩 一サ イ トメ ト リー
で 螢光強度

を分析 した。図 6 に そ の ヒ ス ト グ ラ ム を 示 す よ う に
，

（A ） リ ン パ 球 に 二 次抗体 の み 処 理 ， （B）
一

次抗体 お

よ び二 次抗体処理，（C）EPF を 処 理 し た 後 に
・．一

次抗

体，二 次抗体処理，（D ） リ ン パ 球の リセ プ タ
ーが37℃

で
一

極 に 集 中す る キ ャ ッ ピ ン グ 現象を検討 す る た め

に ，（C）と同様 の 処理を 37℃ で 行 う とい う，4群 に つ い

て 比較 分析 した ．二 次抗体は Fc 部分を含 ん で い る た

め， リ ン パ 球 の ヒ ス ト グ ラ ム の 肩 に 小 さ な ピ ー
ク を 形

成 し た ．（A ）に 比較し ， （B ）で は一
次抗体 が 加わ る こ と

に よつ て ，そ の ピ ー
ク の 細胞 は 螢光強度 の 強 い 右方向

ヘ シ フ ト し た，（C）お よ び （D ）の EPF 処理群 で は
， 共

（A ）EPF【一〕，抗EPF抗体1“一〕，抗ウサギlgG・Fffor十｝

100

loe　　　101　　　101　　　M3　　　1e4　FL

60．4　　　37，2　　　2．4　　　　　　　　　　　％ Gated

（B ）EPF〔一），抗EPF抗体（十］，抗ウサギlgG・FITC田

leo

loo　　　IOL　　　102　　　103　　　104　FL

63．9　　20．5　　15．7　　　　　　　　　　％ Gated

（C ）EPF←H，抗EPF抗aS（十〕，圭亢ウサギlgG・FITC（十］，4c 　　 （D）EPF賊 抗EPF抗体［十），抗ウサギ  G・FITC［十［，37℃

lOO　 　　 　　 　　 　　 　　 　　　 　　 　　 　　 　　 　　 】00

100　　　10ユ　　　102　　　103　　　104　FL

58．6　　18．2　　23、2　　　　　　　　　　％ Gated
loo　　 10i　　 toz　　 103　　 104　FL

54．7　　25．1　　 20．2　　　　　　　　　　　％ Gated

図 6　各 リ ン パ 球処理 群 に お け る フ ロ ーサ イ ト メ ト リ
ー

の ヒ ス ト グ ラ ム
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に （B）に 比 べ
，

ヒ ス トグ ラ ム に お け る 細胞 分布に 差 を

認め な か つ た ．すな わ ち ，EPF は リン パ 球 の 表面に 吸

着す る こ とに よ り，
ロ ゼ

ッ ト形成 の 抑制 を増幅す る の

で は な く，リ ン パ 球 に 吸着以外の 何らか の 影響を 及ぼ

す こ とで 生物 活性 を 示 す こ と が 示 唆 さ れ た．

　b） マ イ ト ジ ェソ に よ る リ ソ パ 球 幼若化反応 へ の 効

果

　Phitohaemoagglutinin（PHA ），　 Concanavalin　 A

（Con　A），　 Pork　Weed 　Mitogen（PWM ） の 3 種 の マ

イ ト ジ ェソ を用 い
， 部 分精 製 EPF と合 成 ペ プ チ ド

EPF −2，　 EPF −3，　 EPF ・5，お よ び抗 EPF 抗体 の リン パ

球増殖 に 対す る 作用を検討 し た．PHA ，
　Con 　A ，　PWM

共 に
3H

標識 した サ イ ミ ジ ン の取 り込 み は，各 EPF お

よ び 抗 EPF 抗体添加群 で 明 らか な 差 を 認 め ず， こ の

反応 に 対 し て EPF は少な く と も明 ら な 影響を及 ぼ さ

な い 結果を 示 した ，

　c） ヒ ッ ジ赤血 球 に 対する マ ウ ス 脾細胞 の 抗体産生

能へ の 影響

　 マ イ トジ ェン に よ る リソ パ 球幼若化反応 の よ うな強

い 反応 に 比較し， マ イ ル ドな反応 と し て ， ヒ ツ ジ赤 血

球を抗原 とす る マ ウ ス 脾細胞 の 抗体産生能を，Plaque

forming　ce11 法で 検索す る と， 部分精製 EPF お よ び 抗

EPF 抗体 ， さらに 合成 ペ プ チ ドの EPF −2，　 EPF −3に は

影響を 及ぼ さない が，EPF ・5は 抗体産生能 を有意 に 増

強 させ る効果 を示 し た．

　2，EPF の発現機構

　 a）発現機転

　家兎を用 い て EPF の 出現機転 の 検討を，　 in　vivo お

DV543
交配後
12 時聞

24 時間

2
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 120 時間

1

。 ＿ ＿ ＿ 苒 ≦
賺 〔hCG 注射後 24 脚

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
ss ・1．無刺 激

o1 　 　　 　 2　　 　　 3　 　　　 4　　　 　 5

灌 流 時 間

6

図 7　 家兎卵巣 ＋ 卵管灌流液中 EPF 活性 の 推移

よ び in　vitro で 行 つ た ．家兎 を交配 させ ，経時的 に 耳

静脈 か ら採 血 し て ，そ の EPF 活性 を 測 定す る と，血 液

中に 初 め て 活性 の 出現が み られ た の は 交 配後 16時間

で ，その 後 EPF 活性 は 持続 し，妊娠 7 〜9 日 目で
一一時

活性の低下を示 した が ， 再度活性は 陽性化 して ， 妊娠

19 日 目ま で 陽性域 を維持した 後，再 び分娩 の 32日 目ま

で の 間 ， 活性 は 消失 し た ．動物種 に よ り妊娠期聞は 大

きく異な る が，EPF の 出現は種 に か か わ らず二 相性 の

出現経過を 示 し ， 妊娠の 成立 と維持へ の 関与 とい う観

点 か ら極 め て 興味深い 事実 と考え ら れた
B）．

　次 い で 受精 の 起 こ る 局所循環 か ら EPF が どの よ う

な状態で 出血 し て くる か に つ い て，in　vitro に お け る

卵巣 お よ び 胚 を含む卵管 の 灌流実験を行 い ，検討 し た．

卵巣動脈 と 静脈 に 各 々 カ ニ ューラ を挿入 し た後に，卵

巣 の み を摘 出 して 卵巣単独灌流，于宮卵管角 で 切断 し

て 摘 出 し，卵巣お よ び卵管 の 局所灌流実験を行つ た．

D4

3

2

1

o

12 　　　　16　　　　 24　　　　48

　　　　　 交 配 後 時間

72　　 　120

■ 血 中 EPF

驪 　漢流液 中 EPF

　　　　対照

　 　 a　　　　　　　 a　　t

團
　 　 偽妊娠　 　　 無刺激

（hCG 注 射 24 時間後）

胚 成長

胚 の 位置

図 8

前 核期　 前核期 2〜4 細胞期 8細胞期 　 桑実胚期 胞胚 期 MI

　ト
ー 卵管一一一一一一一一一一1　　　　 ト 卵管一H

　　　　　　　　　　　　　 トー 子宮一一→

交配家兎 の 血 中お よ び 卵 巣 。卵管灌流液中 EPF 活性の 推移 と胚 の 位 置
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　 初期胚を伴つ た卵管を含む卵巣 。 卵管灌流系 と， 対

側 の 卵 巣を用 い た 卵巣単独灌流系 の 間 で EPF 活性 の

推移を比較す る と，交配後 24時 間 の 家兎 で
， 灌流開始

直後は 共 に EPF 活性 陽性を 示 し た が
， 1 時間後に は

卵巣単独の灌流液中の 活性 は 消失 し た，
一

方，卵巣 お

よ び胚 を含む卵管灌流液で は， 5時間 の灌流中，陽性

の EPF 活性 は持続 した，こ の こ とは，　EPF 活性 の 発現

に お い て ，卵管お よ び 初期胚 が 必要で ある こ とを示唆

した ．

　 局所灌流 に お け る EPF 活性 と交配後 の 経過 時間 の

関係を検討す る こ とを 目的 と し て ，交配後 12
， 16，24，

48，72，120時間の 家兎か ら臓器 を 摘出 し，灌流実験を

行つ た結果 の
一

部 を図 7 に 示す、対照 に 用 い た hCG 注

射後24時間の 偽妊娠群 お よ び 無刺激群 で は，EPF 活性

を 認 め な い が
，

12時間の 群で は灌流開始後 13時間， 受

精後推定 3 時間 以内 で EPF 活性 を検出 し，灌流時間

中 ， 持続的 に 活性の 亢進を認 め た．受精後の 時聞が経

過す る ほ ど，EPF 活性 は 低 下 し，120時間で EPF は 陰

性化 し た ．図 8 に 示 す よ う に ，血 液 と局所循環 の EPF

を比較する と，血 液に 出現す る EPF は ，卵巣・卵管の

局所循環 に 比 べ ， 3 時問遅れ て 検 出 され た．灌流終了

後に た だ ち に 胚を卵管 より採取 し ， 胚 の成育お よ び そ

の 位置 ， そ して EPF 活性を検討す る と，前核期 に 最 も

高い 活性 を示 し，そ の 後 ， 桑実胚期ま で 持続す るが，

胚 の 成育 と共 に EPF 活性は 低下 し，胞胚 期 で は 灌流

液 か らの EPF 活性 は 陰性域を示 し た ．ま た，胚 の 位置

に 関 し て
， 桑実胚 で は す べ て の 胚が卵管 内 に 留 まつ た

例 と，すべ て 子宮腔 へ 移動 し ， 局所灌流 内に 存在 し な

か つ た例 との間に 差 が な く，初期胚 の 存 在 は EPF の

発現に 必要 だ が，一旦 EPF 活性 が発現 した 後は，そ の

消失後 も少な くと も 5時聞は卵巣 ・卵管 の 局所 に お け

る発現が持続す る こ とを示唆 し た
2）S）．

　 b）産生誘導物質

　上記結果 よ り，胚 の 存在 が EPF 産生 の 誘導 に 必 要

で あ る こ と が判明 した が，同時 に ，受精後 に 胚 が PAF
を 遊離する こ とが報告され，EPF と同様 に ，妊娠の 超

早期 に 発現す る物質と して 注 目 さ れ て い る ．こ の 二 つ

の 物質の 関係を検討する 目的 で ，合 成 の PAF を マ ウ

ス に 投 与 し て EPF 活 性 の 発現を 得た と の 報 告 が あ

り，家兎の 系で こ れを確認す る動物実験を行つ た ．合

成 の PAF 　15μ g を家兎 の 耳静脈 よ りゆ つ く り注 入 し，

経時的 に 血 中 EPF 活性 を 測定す る と 注入後わ ず か 30

分で 活性出現 を認め た ，ま た ，卵巣 ・卵管 を手術的に

摘除 した 家兎 で は ，注 入 後 の 4 時間以 内 に EPF 活性

EPF 活性

（D

日産 婦誌44巻 8 号

胚移植

図 9　体外 受 精
一胚 移植 に お け る血 液中 EPF 活性の

　推移

を認 め なか つ た ．さ ら に，卵巣 ・卵管 の 局所灌流の 系

で 同様 の 実験を す る と，注 入 後 1時間 か ら 2 時間で

EPF 活性 は 陽性域に亢進 し た．しか し，
　in　vivo へ の 投

与実験に 比較し て ，そ の 発現 に 時間を要し た． こ の こ

と よ り，胚 由来 の PAF が EPF 産生 の 誘導物質 の
一一

つ

と考え られ た が， こ の ほ か の 詳細 な発現機構 の 解明 が

必要で あ る
2）．PAF は

， そ れ 自体 に 白血 球幼弱化反応

や ， イ ン タ ー
ロ イ キ ン 2産生 を抑制する作用があ る こ

とが報告され て お り，EPF 産 生 を 含 め
， 相互 に 妊娠成

立 に お け る免疫調節 に 関与 し て い る 可能性を示 唆 し

た ．

　 3．EPF の 臨床意義

　 ヒ トに お け る EPF 活性 の 発現は，他 の ホ ル モ ン の

推移 と異 な り，受精後48時間以内 に 末稍血液中に 出現

し，そ の 後着床期頃 か ら
一

時的に活性 の 低下 を認 め る

こ とが あ る が，再 度亢進 を 示 し
， そ の 活性 は second

trimester の 終 わ りまで 維持 され た．

　 こ の ヒ ト EPF の 出現機転を検討 す る た め に，体外

受精一
胚 移植 に よ る血 液中 EPF 活性の 変化 を検 索 し

た． こ の 結果を図 9 に 示すが，胚移植 は 採卵後 44時間

で 行 い ，妊娠成 立 例 で は ，胚 移植後 2 日経過 した 時点

で 陽性域 に 到達 し
，

一
方妊 娠 不 成 立例 で は EPF 活性

の
一

時的 な上昇 例 を 認 め た が，少 な く と も胚移植 2 日

後 に は 陰性と な つ た ．体外受精 に お い て 胚 の 存在が体
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AID 治療 率

EPF （＋ ）

533 ％

EPF （
一

）

467 ％

　

On6

頚 管因子

〔フ
ー
ナ
ー
テス ト陰性群）

370 ％ 630 ％
46

機能性不 妊 310 ％ 690 ％ 29

乏精子 症 167 ％ 833 ％ 12

乏 精子 症

〔洗浄濃舘人工授精群）
192 ％ 8G 　8 ％

図10 人 工 授精患者 に お け る不 妊 因 于 別 EPF 活性 の

　出現率

26

内に 存在し な い 時点で は ， EPF 活性は検出されず，体

内 に 戻 され て か ら活性を 血液中 に 認 め る ま で に 約 2 日

を要 した ．さ ら に 胚 の 位置が卵管内で は な く子宮内で

も活性 の 亢進を認 め た こ とに な る が，そ の 発現 は 受精

後 4 日を経過 し て い た
P｝．

　 ヒ トの EPF は，受精に よ り出現 し，胚 の 予後を反映

す る こ と か ら ， 妊娠成立 に お け る環境因 子 の 評価 に 極

め て 有効 と考 えられ た ．そ こ で 人工 授精患者 に お け る

不 妊 因子別 EPF 活 性 の 出現 率 を 検討す る と ， 授精前

を対照 に
， 授精後 3 ，

5 ，7 日目に 採血 し，EPF 活性

の
一

度で も陽性 を 示 し た 例を集計 し， そ の 不 妊原 因 に

よ つ て 分類 し た 結果を図 10に 示す．明 らか な不妊原因

を有さな い 非配偶者間人工 授精 （AID ）例 で 55．3％ に 活

性 を 認 め，正 常の 受精環境 に お け る授精周期 ご と の 体

内受精効率 は
， 50％以上 で あ る可能性を示唆 した．こ

れ に 対 し
， 頚管因子 ， 機能性不 妊，乏精子症例 で は こ

の順に効率 の 低下を示 し ， 妊娠成立 の た め の 環境因子

と して の 改善を 図 る 必要を指摘で き る。よ り高度 の 乏

精子症 に 対 し実施 した 洗浄濃縮人 工 授精例 で は，通常

の 入工 授精 よ り もむ し ろ や や 高 い EPF 出現 率 を示

し
， 環境因子 の 整備 ， す な わ ち 治療が妊娠成立 の た め

に 重要で あ り，い ま だ明確 で は な い が EPF の 関与 の

可能性 が 示唆 され ， そ の 解 明が望 ま れ る と こ ろ で ある，

さ ら に男性因子に限定 して ， 妊孕係数 に 対す る人 工 授

精患老の EPF 出現率 の 関係をみ る と， 妊孕係 数の 高

さ に順 じて EPF 活性 も高率 に 出現 した ．

　　　　　　　　　　総　　括

　受精後超早期 に 発現す る EPF が 実在 す る こ と を 明

らか に し，EPF の 完全精製 お よ び 分子構造 の 決定 に 成

功 した．こ の 結果，EPF は 分 子 量 24〜30KD の 糖 タ ン

パ ク で ， そ の
一

次構造 の N 一末端 ア ミ ノ 酸配列 上 ，ヒ ト

EGF 前駆体 の 部分構造 と強い 相同i生を認め た ，こ の 発

見 は
， 卵子成 熟 胚 お よ び着床環境に 対 し，EPF の 成

長発育因 子と し て の 関与を 示唆し，妊娠成 立 機構 の 分

子生物学的解 明に
一

灯 を 点 じ た もの と い え よ う．ま た ，

われわ れ の 精製し た EPF は こ れ ま で に thioredoxin

相同 タ ン パ ク と し て 報告さ れた 胎盤 由来 の 精製物質と

は
， 生化学的に も， 免疫的に も全 く異 な る物質で あ る

こ とを証明 し た ．

　EPF の 発現機構 の 検索か ら，　 EPF は 胚 の 存 在下 に

お い て 卵巣 ・卵管循環中 に 出現 し， 前核期胚 の 際 に 最

も急速 に 産生 され ， 局所循環で は 受精後 3時間以内に

検出さ れ た ．こ の EPF の 急速 な発現 メ カ ニズ ム に 関

与す る物質 の
一

つ と して
， 初期胚 由来 の PAF が 示 唆

さ れ，卵巣・卵管で の EPF 発現を誘導 し，他 の 因子 と

相互的 で ，密接 か つ 複雑 な関与 に よ っ て EPF 活 性 が

生 じ る とい う新た な発現機序を示唆し た，そ し て 受精

に 関与す る環境因子 の 臨床的分析を EPF 活性発現 と

不 妊因子 と の 関係か ら検討す る こ と が可 能 で あ り，

EPF が胚発生 か ら初期妊娠時 ま で に こ の 環境 因子 と

深 く関 わ り， そ の 改善 が 妊娠 成 立 に 極 め て 重要 で あ る

こ と を示唆した ．
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Synopsis

　　The　human　early 　pregnancy 　factor（EPF）has　been　solidly　isoユated 　under 　the　condit 三〇ns 　without 　loos三ng

its　rosette 　inhibition　activity．　 The 　activity 　fraction　has　been　purified　as 　a 　glycoprotein 　 with 　24− 30KD

molecular 　 weight ．　 The　peptide 　 struc 加 re 　was 　determ 三ned 　in　l6　 amino 　 ac 三d　 sequences 　from　N ・terminal
which 　 was 　 demonstrated 　to　 have　 a 　 strong 　homology 　 with 　 a 　part　 of 　human 　 epidermal 　 growth 　 factor

precursor．　 This　molecule 　has　been 玉dentified　from 　the　th三〇redoxin 　homologous 　peptide　originated 　from
human 　placenta 　wh 三ch 　has　been　recently 　reported 　as 　a　EPF 　molecule 　by　Clarke　et　al．

　　The　 rabbit 　in　 vitro −perfusion　 experiments 　have　been　performed 　to　 elucidate 　the　expression 　mechanisms

of 　EPF 　activity ．　 EPF 　has　been　first　detected　within 　3　hours　after　fertilization　in　the　local　circulation 　of

ovary 　and 　oviduct 　contained 　embryos ．　 AlthQgh　the　 embryo ・derived　platelet　 activating 　factor（PAF ｝has

been　known 　as　another 　preimplantation　factor，
　the　exposure 　Qf　synthetic 　PAF 　induced　EPF 　activity ．　 Many

other 　factors　should 　implicate　to　express 　the　activity 　and 　b三〇function　of　EPF ．　 The 　datas　of　EPF 　activity

on 　the　human 　in　vitro 　fertilization　and 　arti丘cial　insemination　cases 　suggested 　that　it　demonstrated　the
conceptive 　 circumstances 　 and 　 that　EPF 　 might 　 be　 imp玉三cated 　 in　 some 　 regurations 　 for　the　 pregnancy
establishment ．
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