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　1．研究の 背景と目的

　本研究で は子宮筋収縮機構を検討する にあ た り

ヒ ト分娩発来機序 の 解明 を目的 として実験 を行 っ

た．図 1 には MacDonaldが提唱 した分娩発来の概

念図を示すが
1〕

， 重 要なこ とは分娩発 来 と陣痛発

来の タ イ ミ ン グが 異なる こ とで あ り， 妊娠中安静

を保 っ て い た子宮筋が陣痛 と定義 される律動 的な

収縮を引き起 こ す まで の 間 に phase　1と呼ば れる

期間が存在する こ とで ある．す なわち ， 妊娠 末期，

陣痛発来直前の 時期に子宮環境 で起 きて い る変化

の 開始が 分娩発来で あ り，

一度その 変化が起きる

とい わば坂道 をこ ろが り落 ちるように 陣痛発来 ・

分娩へ と推移 して い くもの と思われ る，したが っ

て phase　1で の 変化 を捉 えるこ とが分娩発来 機序

を研究する うえで は重要 と思わ れ るが ，
ヒ トで は

検体の 採取が 困難で あるこ とに加え，phase　Oか ら

phase　1へ の移 行を明確にす る こ とは不可能で あ

る．一一
方 ， 陣痛の 有無 に よれば，症例 を 2 群 に分

ける こ とは可能で あるが ， 分娩進行中に 予宮局所

で 産生 される 大量の 炎症性サ イ トカイ ン や プ ロ ス

タグ ラ ン ジ ン の た めに 陣痛発来後の 症例で 認め ら

れた変化が分娩発来の 原 因を表して い る の か ， 陣

痛 が存在 した こ とに よる結果として の 変化 なの か

を判断する こ とは 困難で ある．今 回の 検討で はな

る べ くphase　1に おける子宮筋で の 生化 学 的変化

を捉 える こ とを
一

つ の 凵的とした．

　 ヒ ト陣痛発来 に向か い 子宮筋局所で は オ キ トシ

ン
，

プ ロ ス タグ ラ ン ジ ン な どの 子宮収縮調節因子

に よる受容体の 刺激か ら細胞内情 報伝達を経て子

宮筋収縮 に至る
一・

連の カ スケ
ー

ドが形成 され て い

る考 えられ る （図 2）．こ れ ら 連 の 変化に影響 を

及ぼ すもの として は胎児成長 に伴 う子宮腔の 物理

的伸展や胎児胎盤系か らの ス テ ロ イ ドホル モ ン に

代表され る生理活性物質の 産生が ， 関与 して い る

もの と思 われ る が ，
ヒ トで は羊で証明 された よう

な 明 確 な 分娩発 来機 序 は 証 明 さ れ て は お ら

ず
Zト 4〕

， それぞれ の ス テ ッ プに関 して 更 なる基礎

的研究が 必要で ある と考え られ る．本研究で は特

に受容体か らの 刺激が子宮筋細胞 に伝 え られる過

程に お い て ， 多 くの 子宮収縮調節物質の シ グ ナ ル

伝達 に関わる G 蛋 白質に注 目し検討 を行 っ た．

　2．3量体 G 蛋白質共役受容体 につ い て

　近年，生理活性物質受容体の ク V 一ニ ン グが進

んだ 結果 ， 細胞膜受容体が い くつ かの グ ル ープに

分けられ ， その なかで も受容体蛋白質が細胞膜 を

7 回貫通す るタイプ の 受容体 フ ァ ミリーが 存在す

る こ とが明 らか と な っ た．図 3 に は 受容体 と G

蛋 白質の 模式図 を示 すが ， 7 回膜貫通 型受容体と

共役する 3 量体 G 蛋白質は分子量 の 大 きい 順 に

α ，β，γの 3 つ の サ ブユ ニ ッ トか ら構成 され る．

G 蛋 白質 α サ ブユ ニ ッ トは定常状態 で は GDP と
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　　　 　　 廏　 　 巍

分 娩 発藁 　 陣痛 発 果 　　分 娩

堪

子宮筋 収縮抑制 機構の 解除

　 　 収縮 性 の 亢進

（PC　MacDonalCl　et　al．1〕 改変）

図 1 分娩発来か らみ た妊 娠各期 間

　　　　　　　　　　　予宮筋収縮調節麟畢
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図 2 陣痛発来へ 向け て の カ ス ケード

結合 して い るが受容体 がア ゴ ニ ス トで刺激 を受 け

る と α サ ブ ユ ニ ッ トは活性 化 され GDP と GTP

を交換 す る．GTP が結 合 した α サ ブ ユ ニ ッ トは

β，γ サ ブ ユ ニ ッ トか ら解離 し ア デ ニ ル 酸 シ ク

ラ
ーゼ

， フ ォ ス フ ォ リパ ーゼ C などの 活性化 を介

し刺激の 伝達 を行 うと され る （図 4）
騨

．

　最近，β，γサ ブユ ニ ッ トの 生理作用 も報告され

て い るが
71

，7 回 膜貫通 型 受容体を介す る 情報伝

達 に は G 蛋 白質 α サ ブ ユ ニ ッ トが 最 も重要で あ

る と考え られ る ．

　興 味深 い こ とに図 5 に示 したよ うに オキシ トシ

ン
s）
，プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン F2♂ ，血 小 板 活性 化

因子
1° ’

な どの 子宮筋収縮因 子をは じめ と して ， β　
一一

作動薬
11）
，プ ロ ス タ サ イク リ ）

IL’）
，副 甲状腺 ホ ル

羅櫨

7嬲膜貫通型憂割 本

3量体 G蛋白質

撤 範購

図 37 回膜貫通型 受容体 と共役す る 3 量 体 G 蛋白質

モ ン関連蛋 白 （prHrP ）
ls ）

な どの 子宮筋弛緩因子な

ど ， 従来 ， 子宮筋の 収縮や 弛緩 に 関与す る とい わ

れて い た物質 の 多 くの 受容体 が，こ の 7 回膜貫通

型受容 体 フ ァ ミ リーに属 し て い る．G 蛋 白質 α

サ ブ ユ ニ ッ トに は多 くの サ ブ タイプが存在する こ

と が 知 られ て い る が
］4／

， 特 に G α s ， G α i，　 G α q

サ ブ ユ ニ ッ トが子宮筋の 収縮調節 には重要 と思わ

れ る 。すなわ ち，G α s サ ブ ユ ニ ッ トを 有す る G

蛋 白質 と共役 し て い る受容体に リガ ン ドが結合す

る と G α s サ プ ユ ニ ッ トは GTP と結 合 し，β， γ

サ ブユ ニ ッ トか ら離れ，ア デ ニ ル酸 シ ク ラ
ーゼ に

結 合 し活性 化 させ る．ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ ーゼ は

ATP か ら cAMP の 産 生 を 触媒 す る が ， 細 胞 内

cAMP 濃 度が L昇する と細胞内 CaL’＋

の 低下， ミ オ

シ ン軽鎖 リ ン酸化酵素の 不活性化 などを介 し ， 子

宮筋は弛緩す る こ とが 知 られ て い る．　
一
方， G α i

と共役 した受容体が刺激を受ける と，活性化 した

G α iは ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ ーゼ の G α s 結 合部位に
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図 4 　3 巓：体 G 蛋 白 質 と情 報f云達

収縮へ の 関与が 報告されてい るもの 弛緩へ の 関与が報告されて い るもの

　　　　　　

　　　　　
　　　　　　

　　　　　

　　　　　
　　　　　　　
　 　 　 　 　

　　　　　

　　　　

　　　　　　　

　 図 57 回膜 貰通 型 G 蛋自質共役受容体 を 介す る r宮収縮調節因 r一

　　　　　　　　　　　　　轄 璽

〆篇 一

腰 　 　 　 　 　 　 　 　 　 纒亜

　　　 図 6　G 蛋白質共役受容体 と細胞内情報伝達

競合的に 結合 し，ア デ ニ ル酸 シ ク ラ
ーゼ 活性 を低

下 させ る．したが っ て G α iが活性化 される と子宮

筋の 場合 は 収縮 の 方 向に 働 くと考 え られ る（図

6）．また ，
G α q が漕性化 され た場合 ，

　G α q は フ ォ

ス フ ォ リパ ーゼ C と結合 し活性 化す る こ とが知

られ て い る ．フ ォ ス フ ォ リ パ ーゼ C は イ ノ シ ト
ー

ル リ ン脂質を イ ノ シ トール リ ン酸 とダ イ ア シル グ

リセ ロ ール に加水分解 し， 小胞体か ら の カ ル シウ

ム イオ ン の 放出 を促進，C キナ ーゼ を活性化す る

こ とが知 られ て お り（図 7）， G αq サ ブ ユ ニ ッ トが

N 工工
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図 7　G 蚤 白質 共役受容 体 と細 胞内情 報伝達

活性化され る と子宮筋は収縮 の 丿∫向に働 くと考え

られ る．以．Lの よ うに受容体 と共役 した G 蛋白質

は リガ ン ド刺激 に よる細胞 内情報伝達 へ の 接点で

あ り，異な る リ ガ ン ドと受容体 か らの 刺 激 も G

蛋白質 とい う共通の 刺激伝達分 子に よ り情報伝達

が 行われ て い る こ とが，特徴的で ある．こ れ まで

に も，7 回膜貫通型受容体を介する 子宮 筋収縮調

節物質に 関 して は多くの 報告が な され て い るが ，

共通の 刺激伝 達物 質で ある G 蛋 白質 を中心 と し

た ∫宮筋収縮 調節機構 に 関 し て は 不明 な点も多

い ．そ こ で 今
・
回 ， G 蛋 白質共役受容体を介す る r・宮

収縮調節因子，とくに収縮の 抑制に働 い て い る 因

子の 情報伝達 に関 し検討を加えた ．

　 なお，今同の 実験 に あた り帝王 切開時に得 られ

た ヒ ト子宮筋を検体と して 用 い た が ， 検体の 採取

と実験 にあた っ て はテ キサ ス大サ ウ ス ウ ェ ス タ ン

メ デ ィ カ ル セ ン タ ーお よび昭和 大学医学部倫理委

員会の 承 認の もと患者さ ん よ り同意を得た うえ で

行 っ た．

　　　　 　　　　 方 　 法

　 1． ヒ ト妊娠
．
∫宮組織 ：妊娠36週か ら42週 に 帝

．1三切 開 とな っ た 97症例に お い て 患者さ ん の 同意 の

もと帝土切開時了宮体部下 部切開創上縁 よ り子宮

平滑筋を採取 した．症例の 内訳は陣痛発 来後帝
一F．

切 開 とな っ た 24例 （IL群）と陣痛未発来 の 選択 的

帝王切開症例 54例 （NL 群）で あ っ た．

　 2，G 蛋白質 α サ ブ ユ ニ ッ ト蛋 白質及び mRNA

発現の 検討 ：子宮筋組織 をポ リ トロ ン にて ホ モ ジ

ネー
ト後 ， 分別遠沈に て 膜標本 を作成 しウ エ ス タ

ン ブ ロ ッ ト法に て G 蛋 白質 α サ ブ ユ ニ ッ トの 同

定を行 っ た，また ， 子宮筋組織か ら total　RNA を抽

出 し，RT −PCR 法 に て G α s ，　 G α i，　 G α q　mRNA

発現 の 同定を 行っ た．

　3．G 蛋 白質活性の 測定 ：子宮筋組織 よ り調 整

した細 胞膜標 本を，［
「15S

］GTP γS の 存在下に リガ ン

ドと共に イ ン キ ュ ベ ー トし，反応終了後，ガラ ス

フ ィ ル ターを用 い て バ ウ ン ドとフ リ
ーの 放射性

GTP を分 離し ， リ ガ ン ド刺激 に よ る G α サ ブ ユ

ニ ッ トの 活性化 を測定 した．また，活性化 された

G 蛋 白質 α サ ブ ユ ニ ッ トサ ブ タイ プ を 認識 す る

ため に ， 細胞膜標本をリ ガ ン ドに て刺激 し， 活性

化 され た G 蛋 白質 α サ ブ ユ ニ ッ トを ［ジ
2P

］GTP

azidoanilide に て標 識した，紫外線照射に て ク ロ ス

リ ン クを行 っ た後 ， 各 α サ ブ ユ ニ ッ ト特異的抗体

にて免疫沈降を行 い
， SDS−PAGE に て 分離 した ．

それ ぞれ の G 蛋 白質 α サ ブ ユ ニ ッ トに
一
致す る

パ ン ドの 放射 活性 を phosporaus　imager に よ り測

定した，

　4．mRNA 発現 の 評価 ：mRNA 発現 は competi −

tive　RT −PCR 法 と Northem　blot法 を川 い た．　Com ．

petitlve　RT −PCR 法 で は 目的遺伝 子 と同
一

の プ ラ

イ マ ーで 増 幅 され る50か ら100bp 長 さ の 異 な る

competitor 　RNA を合 成 し， 既 知 量 の competitor

RNA をサ ン プ ル 中に加 え RT −PCR を行 い ，あ らか

じめ作成 した検量線か ら目的遺伝子 の コ ピ ー数を

算出した．1司様に β
一ア クチ ン の 測定も行い

， サ ン

プ ル 問の 補正 を行 っ た．

　 5． マ ク ロ ア レ イ ：ク ロ ン テ ッ ク社 ATLAS シ

ス テ ム を用 い て実験 を行 っ た．2 群 の サ ン プ ル よ

り poly　A
＋

RNA を抽 出 し cDNA の 合成 と同時 に

：12P
に よ りラ ベ リ ン グを行い

， 2 つ の 群か ら作成 さ

れ た プ ロ
ーブ をそ れ ぞ れ human 　l．2皿 メ ン ブ レ ン

N 工工
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図 8　 ヒ ト妊 娠 子宮 筋 組 織 で の G α s 発 現

と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た ．結 果は phosporaus 　im−

ager と ArTay　Visionを用 い て解析 し，両者の シグ

ナ ル 強度に 4 倍以 上 の 差が 認め られ た もの を 2 群

間で発現 の 異な る遺伝子 の 候補 とした．

　6．培 養子宮 平滑筋 を 用 い た ア デ ニ ル 酸 シ ク

ラ ーゼ活性測定 ： ヒ ト子宮平滑筋初代培養細胞に

PTHrP ， オ キ シ トシ ン 等の リガ ン ドを添加し ， 細胞

内 cAMP 濃 度 の 変 化 を Biotrack　cAMP 　EIA　sys −

tem に て 測定 した．

　今回 の 実験 を行うにあ た り，子宮筋収縮抑制因

子 も し くは 収縮 因 子 を用 い G 蛋 白質 α サ ブ ユ

ニ ッ トの 機能の 解析 を行 っ た が収縮抑制因子 と し

て は PTHrP を，収縮因
』
r一と して は オキ シ トシ ン を

毛 に用い た．

　　　　　　　 結果及び考察

　 1，ヒ ト妊娠子宮筋で の G 蛋 白質 α サ ブ ユ ニ ッ

トの 発現

　 妊娠38週 に前置胎盤にて帝 ｛三切開を行 い
， 癒着

胎盤 にて子宮全摘 を行 っ た症例 よ り得た f’宮筋 よ

り細胞膜 分画，RNA を抽出 し G 蛋 白質 α サ ブ ユ

ニ ッ トの 発 現 に 関 し て 検 討 した，RT −PCR に て

G α s サ プ ユ ニ ッ トmRNA の 発現が 認め られ ，
ウ

エ ス タ ン ブ ロ ッ トで は 45kDa と52kDa に G α s 蛋

白の 発現 を認め たが，子宮頸部に比 し，体部に強

い 発現 を認め た （図 8）．免疫組織染色にお い て も

子宮平滑筋に G α s の 局在 を認め た。

　G α q，G α iサ ブ ユ ニ ッ トに 関 して も同様 の 検

討を行 っ たが ， G α q，
　 G α in1RNA ， 蛋 白共に主に ∫

宮体部筋 で の 発現が 認め ら れ た．
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図 9 　f宮筋 細 胞 膜 G 蛋 r1質 α サ ブ ユ ニ ッ トへ の

　［
「L”S］GTP γS 結 合 に 対す る 凹 HrP の 影響

　2． チ宮筋収縮調節因
．fに よる G 蛋 白質活性化

　ヒ ト妊 娠 r一宮筋で の G 蛋 自質 α サ ブ ユ ニ ッ ト

の 発現 が確認され たが，こ れ らの G 蛋自質が ， リ

ガ ン ドの 刺激 に よ り活性化 されるか どうかに つ い

て 検討を加 えた．
．SEI筋細胞膜標本 を PTHrP で 刺

激した こ と に よる G 蛋 白質 α サ ブ ユ ニ ッ トへ の

GTP 結合性 の 変化を検討した とこ ろ ， PTHrP 添加

に よ り G 蛋 白質 α サ ブ ユ ニ ッ トへ の GTP 結合性

の 増加が認 め られ た （図 9）．同様 に オ キ シ トシ ン

添加 に よ っ て も G 蛋 白質 α サ ブ ユ ニ ッ トへ の

GTP 結合性 の 増加が認め られ ，
こ れ らの リ ガ ン ド

が G 蛋 白質 α サ ブ ユ ニ ッ トの 活性 を増加 する こ

と に よ り情報伝達 を行 っ て い る こ とが示 され た．

以 ヒの 実験 手法は多数の 検体を用 い て G 蛋 白質

α サ ブ ユ ニ ッ トの 活性化 を測定す る の に は 適 し

て い るが ， G 蛋 rl質 α サ ブ ユ ニ ッ トの うち G α s
，

G α i，G α q の ど の サ ブ タ イ プ が 活性化 され た か

を判 別す る こ とは 不 可能で あ る．そ こ で ，各 G

蛋 自質 α サ ブ ユ ニ ッ トに特異 的 な抗体 を用 い 免

疫沈降 を行 うこ と に よ りサ ブ タ イプ に特異的な活

性化 を検討 した，図10に示 した よ うに PTHrP 添加

に よ り抗 G α s 抗体で 沈 降 され る放射活性 が 強 く

な っ て お り ，
こ の こ とは 円

1HrP

添加に よ りf一宮筋

細胞膜 G α s サブ ユ ニ ッ トへ の GTP の 結合が増加

した こ と を 示 し て い る． ．一
方，抗 G α q，抗 GoCi

抗体で沈 降 され る 放射活性 は PTHrP の 有無に よ

り差 を認 め なか っ た こ とか ら子宮 筋で の 門
「HrP

の 作用 は主 に G α s を介して い る こ とが示 され た．

同様にオ キ シ トシ ン の 添加 に よ っ て は G α q サ ブ

ユ ニ ッ トへ の GTP 結合性が増加 した．以 Lよ りヒ
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図 11　 f宮筋組織 で の GαsmRNA 発現 と陣痛 の 関連

ト子宮筋 に お い て PTHrP や オ キ シ トシ ン な ど の

7 回膜 貫通型 受容体 の リ ガ ン ドは特異 的な G 蛋

白質 α サ ブ ユ ニ ッ トを介 して情報伝達 を行 っ て

い る こ とが 示され た ．

　3．G 蛋 自質発現及び活性 と
．
子宮筋収縮 性 と の

関連

　妊娠38週 か ら41週 まで の 問に行 われた78例の 帝

工切 開症 例 に お い て
，
G 蛋白質 α サ ブユ ニ ッ トの

発現や 活性 と子宮筋 の 収 縮性 の 関連性 を検討 し

た．

　まず， 子宮筋組織よ り RNA を抽出 し G 蛋 白質

α サ ブ ユ ニ ッ トmRNA 発 現 を competitive 　RT −

PCR 法 に て行 っ た と こ ろ ，
　 G α smRNA 発現 は 陣

痛の なか っ た症例 に比 べ
， 陣痛の あ っ た症 例に お

い て 有意に 低 「し て い た （図11），．一一方， G α q，　 G α i

mRNA の 発現 量 は 陣痛 の 有無 に よ り差 を認め な

か っ た．ウ エ ス タ ン プ ロ ッ トに よる検討にお い て

も， 陣痛発来後帝王切開 となっ た症 例で は陣痛発

来前の 症例 に較べ ，G α s 蛋 自の 発現 が低 ドして い

た，以 Lよ り陣痛発 来後の 子宮筋で は G α s サブ ユ

ニ ッ トの 発 現が 低 下 して い る こ とが 明 らか に な っ

たが，さらに 陣痛発来前に帝王切開 とな っ た症例

の 群分けを試み ， 陣痛発来前に G α s サ ブ ユ ニ ッ ト

の 発 現 が変化 して い る可能性 に つ い て 検討 した．

選択 的帝 f切 開症例にお い て 夢術当 H の 朝に外計

測法に て 40分間 r宮収縮 を モ ニ タ
ー

し子宮収縮が

認め られ なか っ た群 を NL （
一
）群 とし ， 1回 以 ヒ認

め られた もの を NL （＋ ）群 とした ．また
， 陣痛発来

後帝王切開 とな っ た症例 を IL群 と した．興味深 い

こ とに陣痛 発来前で あ っ て も子宮収縮が認め られ

た群 は す で に 陣痛 発 来後 と 同 レ ベ ル まで G α s

mRNA の 発現が低 Fして い た．さらに子宮筋細胞

膜で の G α s サ ブ ユ ニ ッ ト活性 を検討 した ところ，

陣痛発 来前 に f−
’
S 収 縮 が 認 め られ た 症例 で は

PTHrP に よ り G α s サ ブ ユ ニ ッ トへ の GTP 結合

促進作用が ∫宮収縮 を認め なか っ た症例に比 し低

ドして い る こ とが示された．今回の 結果 よ り， 陣

痛発 来直前の 子宮筋 で の G α s サ ブ ユ ニ ッ トの 発

現 と機能 の 低下 が G α s を介す る子宮筋収縮抑 制

物質 の情報伝達 の 効率を低 ドさせ ，ひ い て は子宮

筋収縮抑制の 解 除に働 い て い る可 能性 が示唆 され

た （図 12）．

　4．マ ク ロ ア レ イを用 い た ∫宮筋収縮に 関 与す

る遺伝子 の 検討 と regulator 　of　G −protein　signaling

（RGS ）発現の 検討
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図 12G α s 発現 ・活性 の 低 卜
’
と子宮筋収縮 抑制の 解除
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図 13　受容体刺激に よ る G 蛋 白質活性化 と GTPase ，　 RGS に よ る 不 活化

　陣痛発来前で r・宮収縮 の 認め られ た群 と認め ら

れなか っ た群で の 遺伝 ∫L発現 の 相違 をマ ク ロ ア レ

イ を用 い て 検討 した と こ ろ，い くつ か の 候補が抽

出 され たが ， 特 に， RGS に注 凵し検討を行 っ た．

RGS は 1996年に酵母 と線虫にお い て 発 見され
L5）
，

G 蛋 白質シ グ ナ ル 伝達系 の 負 の 調節 因 f‘と考え ら

れ て い る．G 蛋 白質共役受容体が刺激 を受 ける と

G 蛋 白質 α サ ブ ユ ニ ッ トは GDP と GTP の 交換

反応 を行うこ とに よ り活性化され情報伝達 を行う

が，こ の シ グ ナ ル が ON の ままで は生体に とっ て

不都合で あ る の で ，活性化 され た G 蛋 白質 α サ

ブ ユ ニ ッ ト自身が もつ GTP 加水分解酵 素の 働 き

に よ りGTP は GDP とな り定常状態 に戻 る と され

る （図13）．RGS は G 蛋 自質 α サ ブ ユ ニ ッ ト の

GTP 加水分解活性 を促進 し ，
　 G 蛋 白質を介す る シ

グ ナ ル 伝達 を調節 して い る と考え られ て い る，

RGS は tに G α q と G α iサ ブ ユ ニ ッ トの 不活性化

を行 うこ とが知 られ てお り， G α s に対 して は作用

が 認め られな い とす る報告が多 い
lc；’ll｝

．　 RGS に は

現時点で 20数種類 の サブ タ イプ が存在 し， その 発

現 に は組織
・
部位特異性を認め る が

LS，

， それ ぞれ

の 生理的意義は まだ明 らか で は ない ． しか し，
一

部の 癌や 神経疾患 に お い て RGS 遣伝 f一の 変異が

報 告され て い る
ls’／
，生 殖生理の 領域 に お い て RGS

に 関す る 研 究報告 は少 な い が Tashima 　et　al．Lt°
1
は

早産前期破 水の 経腟分娩例 と帝王切開例 の 卵膜で

サ ブ トラ ク シ ョ ン RT −PCR 法 を行 い 両群 の 遺伝子

発 現 の 差 を検 討 した と こ ろ 早産 前期破 水例 で

RGS の 発現が増強 して い たこ とを報告 して い る．

　RGS の ヒ ト子宮筋 で の 発現 に 関 して は 報告が
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図 14　ヒ ト ∫・宮 筋組 織 で の RGS 　nlRNA の 発現

な い た め ， まず RT −PCR 法 に て RGS サ ブ タ イプ

mRNA の 発現 を検討 した と こ ろ ，
い くつ か の RGS

サブ タ イプ の 発現 が ヒ ト子宮筋で 認め られ た （図

14）．さ らに子宮収縮性 と RGS 発現に つ い て com ・

petitive　RT −PCR 法に て 検討 した と こ ろ，　 RGS2 及

び RGS16 で は陣痛発 来前で
一F宮収 縮の なか っ た

もの に 較べ
， f一宮収縮 の 認め られた症例で は RGS

IIIRNA 発現が有意 に増加 し て い た．興味深 い こ と

に 両者 とも r一宮収 縮が 認め られ た 群で の RGS 発

現 は陣痛発来後の 群 とは差 を認め なか っ た．

　RGS が G 蛋 白質 に よ る情報伝達 の 制御 を 介し

予宮収 縮 に どの よ うに 関与し て い るか は不 明だ

が，RGS が主 に G α q と G α iサ ブ ユ ニ ッ トの 不活

性化 に関 与して い る こと を考える とr一宮筋収縮因

r一の 作用 が過度に ならな い よ う調節 して い る とも

考えられ る．

　 5．ア デ ニ ル 酸 シク ラ
ーゼ 活性 か らみ た G 蛋 白

質機能調節

　次 い で
， 培養 チ宮 筋細胞 で の ア デ ニ ル 酸 シ ク

ラ
ーゼ活性 を指標 と して f宮筋収縮抑制因 r・の G

蛋 白質を介す る情報伝達の 調節因子を検討 した．

　培 養 ∫
一
宮 筋細胞 に PTHrP を添 加 し15分 間イ ン

キュ ベ ーシ ョ ン した と こ ろ ， PTHrP は 濃度依存性

に細胞内 cAMP 濃度を増加させ た （図 15）． 一・方 ，

PTIirP に よる cAMP 増加作用 は PTHrP 受容体 ア

ン タ ゴ ニ ス トで あ る E’1］HrP （7〜34）amide に よ り

阻害を受けだ
L）

．以 ヒと こ れ まで の 実験 結果か ら

PTHrP が 受容体に結合し G α s サプユ ニ ッ トの 活

性化を 介しア デ ニ ル 酸 シ ク ラ
ーゼ活性 を増加 させ

る とい う　連 の 情報伝達経路が示 され た．基礎実

験 では他の 子宮筋収縮抑制因 rで ある プ ロ ス タサ

イク リン，イ ソ プ ロ テ レ ノール
， 塩酸 リ トドリ ン

も同様の メ カ ニ ズム で細 胞 内 cAMP 濃 度 を 一L昇

させ る こ とが確か め られ たが ，in　Vitroの 実験 を行

ううえで PTHrP に よる 作用 が 最 もば らつ きが少

な く安定 して い た の で ， 以 後の 実験 で は PTHrP

が 培 養予宮筋細胞 で の 細胞 内 cAMP を増 加 させ

る作用 を Inodulation して い る物質 に 関 して 検討

した．培養子宮筋細胞を各種生理活性物質 とプ レ

イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ン した後 門 HrP を添加 し細胞

内 cAMP 濃度 を測定 し生 理 活性物質 が PTHrP の

ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ ーゼ活性増加作用に及ぼす影響

を検討 した，

　 培 養子宮筋細胞 をサ イ トカ イン ，成長因子 にて

30分間前培養 を行 っ た後 ，
PTHrP を添加する と ，

TGF −fiと の プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ り

PTIIrP の ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ
ーゼ活性 促進作 用 は

1蘂1ヨ
爨
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簔
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図 15 培養 ’宮筋細胞で の 細胞内 eAMP 濃 度 に 及 ぼす PTHrP の 影響
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図 161MlrP に よ る 細胞内 【
・AMP 増 加効果に 対 す る生 理 活性物質の 作用

有意 に 抑制 され た （図 16）。 こ の こ とか ら TGF 一β

が prHrP 受容体か ら G 蛋 白質 α サ ブ ユ ニ ッ トを

介 し，アデ ニ ル酸 シ ク ラ ーゼ に至 る情報伝達経路

を修飾 して い る可能性が示 され た．TGF 一
βの 作用

は prHrP と同様 に G 蛋白質共役受 容体 を介し，

子宮筋弛緩作用 を有す る こ とが知 られて い る カ ル

シ トニ ン 遺伝子 関連 ペ プチ ド（CGRP ）の ア デ ニ ル

酸シ ク ラ ーゼ 促進効 果 に対 して も認 め られ た．

G α s サ ブ ユ ニ ッ トを介 して ア デ ニ ル 酸 シク ラ ー

ゼ 活性 を促進す る こ と に よ り子宮筋収縮抑制 を

行 っ て い る PTHrP と CGRP の 作用 が ， 共に TGF 一

βに よ り抑制を受けた こ とは ，異なる リガ ン ドの

生理作用が G 蛋自質 α サ ブ ユ ニ ッ トの 修飾に よ

り共通 の 制御を受ける 叮能性 を示唆 して い る．続

い て ， TGF 一βの 作用 に関 しさ らに検討を加えた，

百 日咳毒素 は G α iサ ブ ユ ニ ッ トの シ ス テ イ ン 残

基 を ADP リボ シ ル 化 する こ とに よ り G α iの 作用

を阻害する こ とが 知 られて い る が ，
TGF 一

βと の プ

レ イ ン キ ュ ベ ーシ ョ ン実験 にお い て TGF 一
βの 作

用 は 百 日咳毒 素 の 添 加 に よ り阻 害 を受けた （図

17）．こ の こ と よ り，TGF 一βが PTHrP の ア デ ニ ル

酸 シ ク ラ
ーゼ活性 を阻害 した機序 と して G α iを

介す る作用で あ る 可能性が示唆 され た．

　以 上 の 結果か ら妊娠末期 」
勹宮筋で の TGF 一

βの

発現 の 変化を検討 し た が
，
TGF 一β並 び に TGF 一β

受容体の 発現 には子宮収縮の 有無 ， 陣痛 の 有無 に

よ っ て
．・定の 傾向は認め なか っ た．そこ で ，TGF一

零　
i’°

　1

1盤
Fire・treそ遷宣me 雌 　（

．一）　　　 TGF ・β　　 IAP・卜 TGF ・
β　　 IAP

＋ PTHrP ＋ fBMX
貢 P《O．01n ＝6

図 17 　百 日咳 毒素（IAP ）に よ る TGF 一
βの PTHrP 作 用

　抑制効果の 阻 害

βの 活性化因子 と して の ト ロ ン ボ ス ポ ン ジ ン 1

（TSP −1）に着目し検討 を行 っ た．　 TGF 一
βは細胞 か

ら産生 され る 際 ，
生理 的に 非活性 の 潜在型 TGF 一β

と して 分泌 され るが，TSP −1は潜在型　TGP βの 活

性化作用 を有す る こ とが知 られて い る
2L’）
．妊娠子

宮 筋 で の TSP − 1発現 を検 討 した と こ ろ ，　 TSP −l

mRNA は 陣痛 発 来後の 症例 に お い て 著明 に そ の

発現が増強 して お り
2：T）

， さ らに陣痛発 来前の 帝王

切開症 例で の f’宮筋 TSP −l　mRNA を測定 した と

こ ろ 妊娠週数 と ともに 発現 單：の 増加が認め られた

（図18）．

　以 1−．よ り， 妊娠 末期
．
ヂ呂筋で 発 現の 増加 した

TSP− 1は TGF 一
βを活性 型に 変換 し ， さ らに TGF 一

βは G α i活性を促進す る こ とに よ り競合 的 に ア

デ ニ ル酸 シ ク ラ
ーゼ 活性の 抑制 を行 っ て い る 可能

性 が示峻 され，
こ れ ら の

一
連 の 変化 に よ り f’宮筋
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収縮抑制 の 解除が起 きて い る 可能性 も考えられ る

（図 19）．
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図 18　陣痛発来前帝 ⊥1切開症例 に おける r宮筋組織で

　の TSP −1　mRNA 発現

　6．ス テ ロ イ ドホ ル モ ン に よる G 蛋 白質機能調

節

　ヒ トで は Liggins　et　aLが羊 で 証明 した ようなプ

ロ ゲ ス テ ロ ン 濃度の 低下 に よる分娩発来機構に関

して は否定的で ある．しか し， 矢内原 ら
L’‘・／

は分娩発

来 前に 同
・
人で 16種類 の ス テ ロ イ ドホ ル モ ン 値を

追跡測定し多変量解析を行うと分娩発来15日前，

8Ll前 ， 分娩発 来前 目の 3 群 にお ける ス テ ロ イ ド環

境が異な っ て い る こ とを報告 して お り，ヒ トにお

い て も分娩前の ス テ ロ イ ドホ ル モ ン は
．一

定の 規則

性 をもっ て 変化 し分娩発 来に重要な役割を担 っ て

い る と考えられる．

　 しか し，培養 ∫宮筋細胞 はエ ス トロ ゲ ン 受容体

を欠失 して しまうため
U””A“養系を川 い て ス テ ロ イ

  檬

副響
嚇   驀

潜穫型写讎 弔

ほ著劃

《了騨　 cyclic 　A黐 P

　　　　　羅

釀
図 19TGF 一β，　 G α iを 介す る TSP −1に よ る ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ

ーゼ 活性抑制作用
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図20PTHrP に よ る f’宮筋細胞膜 G 蛋自質 α サ ブ ユ ニ ッ トへ の GTp 結合促進作用

　に対 す る 残 の 影響
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図 21G 蛋 白質 と r宮 筋収 縮 謂節

ドホ ル モ ン の 影響を検討する こ とは困難で あ り，

子宮筋組織か ら分離した 膜標本 を川 い て G 蛋 白

質 α サ ブ ユ ニ ッ トに対す る エ ス トラ ダ イオール

（E 、）の 影響 の 検討を行 っ た ．PTHrP に よる G 蛋白

質 α サ ブ ユ ニ ッ トへ の 放射性 GTP 結合促進作用

に対 して E ，，の 添加 を同時 に行 うと PTHrP の 作用

は濃 度依 存性 に 抑 制 され た （図20）．E 、が prHrP

の 作用 を減弱 させ た 機序 に つ い て は不 明で あ る

が ，
ス テ ロ イ ドホ ル モ ン が G 蛋 白質 α サ プ ユ

ニ ッ トの 機能調節因子の
一

つ で ある 可能性が 示唆

され た，

　　　　　　　　　ま と め

　今 同の 検討 に よ りヒ ト妊娠 子宮筋 で の G 蛋 白

質 α サ ブ ユ ニ ッ ト発現が示 され，PTHrP ，オキ シ

トシ ン 等の 子宮収縮調節 因子 は G 蛋 白質 α サ ブ

ユ ニ ッ トの 活性化を介し， ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ
ーゼ

や フ ォ ス フ ォ リ パ ーゼ C 等 の セ カ ン ドメ ッ セ ン

ジ ャ
ーへ の 情報伝 達 を行 っ て い る こ とが 示 され

た．また ， 予宮筋収縮抑制物質の 情報伝達 を行 っ

て い る と考え られる G α s サ ブ ユ ニ ッ トは ， 陣痛発

来に向け子宮筋で の 発現 が減少 し，リガ ン ド刺激

に対す る GTP 結 合性 の 低下 傾 向も認め られ 図 1

に示 したphase 　1に お ける G α s サブ ユ ニ ッ トの 発

現 と活性の 低 ドが子宮筋の 収縮抑制機構の 解除に

関与 して い る可能性が示唆 され た．また ， it1　Vitro

に お い て 1’THrP を は じ め とす る 子宮収縮抑 制因

子の G 蛋 白質を 介し た情 報伝 達 は TGF 一β，　 E ，，に

よ り修飾され ， TGF −fiの 作用 は G α i を介す る こ と

が示 された．

　 f宮筋にお い て 多 くの 収縮促進 ・抑制因子は G

蛋 自質共役受容体を介して作用 してお り， 子宮収

縮調節 に関す る情報が，G 蛋 白質を介 して 子宮筋

細胞内へ と伝達 される と考え られる．G 蛋 白質 を

介する情報伝達に お い て 共通 の 調節 因子が 存在す

るな らば ， 異な る リ ガ ン ドの 作川 を同時に修飾す

る こ とに より，合 目的に ヒ ト陣痛発来 ・子宮筋収

縮 を コ ン トロ ール し得 る と考えられ （図21），今後

更なる検討が必 要 と思わ れる．

　また ， GnRH ，
　 LH

，
　 FSH 受容体 を含む G 蛋 自質

共役受容体 は r一宮筋の み な らず ， 生殖器官 を含む

多 くの 組織 に発現 して い る こ とが知 られて い る．

ヒ トゲ ノ ム の 解析に よ り人体に は2
，
000種類 を越

す G 蛋 自質共役受容体が存在す る と推 定 され て

い る が，その ほ と ん どの リ ガ ン ドや 生理作用は 不

明で ある．今後 ， G 蛋白質共役受容体 と G 蛋 自質

の 発現及び機能調節の 解析が ， 分娩発来機構の み

な らず，病態の 解 明や 治療法の 開発に 寄与す る と

考え られ る．
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Abstract

  [[[he Gprotein signaling  pathway  is one  of  the most  important mechanisms  for signal  transduction.  Re-

ceptor  activation  facilitates nucleotide  exchange  and  dissociation of the G-protein, releasing  the Ga

subunit  in its GTP-bound  state  from  the Gfi7 complex.  Activated Gor subunit  can  stimulate  a  vaiiety  of  tar-

get enzymes,  including phopholipase  C  and  adnylyl  cyclase,  which  are  knewn  to modulate  myometrial  qui-

escence  and  contraction.  Hundreds of  G-protein coupled  receptors  have been identified. These  receptors

share  a  common  architecture  containing  seven  membranes-spaiming  segments.  The  seven  trans-membrane

sparming  G-protein coupled  receptors  distributed large variety  of  tissues, including reproductive  organs.

interestingly, many  agents,  which  are  thought  to  modulate  myomenial  activities (e.g., 6-adrenergic agents,

parathyroid honmone  related  protein (PTHrP) ,
 oxytocin,  and  prostaglandin) act  thorough G-protein cou-

pled  receptors.  In this investigation, we  evaluated  the regulation  of  expression  and  function of  G-proteins

in human  myomenial  tissues. Myometrial  tissues  were  collected  from  the patients who  agreed  to partici-

pate in this study  at the time  of  cesarean  section.  RT-PCR  and  Westem  blot analysis  indicated that human

myometrium  in pregnancy  express  several  G-protein alpha  subunit  isofonms, Gas, Gaq,  and  Gai, Incuba-

tion of  myometrial  membrane  with  I'I]HrP and  oxytocin  increased radio  laheled GTP  binding to Gas  and

Gaq  subunit  respectively.  Our findings also indicated that isoproterenol, ritodrine hydrochloride, carci-

tonin  gene related  protein, and  prostaglandin F2a  act  thorough activation  of  G-protein alpha  subunits.  Ex-

pression and  GTP  binding  activity  of  Gcts subunit  decreased according  to  increase of  uterine  activity,  even

before on  set  of  labor. Administration  of  transforming  growth  factor bela (TGF-fi ) fbllowed by I'I]HrP on

myometrial  cells  in culture  dminished  adenylyl  cyclase  activity, relative  to cells  treated with  I'ItHrP only.

The effbct  of  TGF-6  blocked  by  pertussis toxin, which  indicate that TGF-fi act  on  adenylyl  cyclase  thor-

ough  activation  of  Gai  subunit.  in the preliminaty study,  estradiol  down-regulated the activity  of  PTHrP

stimnlated  [J5S] GTP-7S  bindings to Gas  subunit  in myometrial  rnembrane,

  The present study  suggests  that the seven  trans-membrane spanning  G-protein coupled  receptors  and

heterotrimeric G-proteins modulate  signal  transduction  of  various  agents,  which  afliect myometrial  quies-

cence  and  corrtractiQn.  The elucidatton  of  the molecular  mechanism  that control  the expression  and  func-

tion of  G-proteins may,  in the future, lead to better therapies in the treatment  of  labor-associated disorders.


