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　妊娠 の 成立 お よび維持機構は ，
こ れ まで母体側

で は脱落膜 ， 胎児側 で は胎盤の 形成 を中心 に研究

さ れ て きた．
一

方 ， 羊膜 ・ 絨毛膜 ・ 脱落膜部分に

つ い て は研究 が 少 な い が ， 母児 問 の 接触 面積 の

70％以 上 を占め る こ とを考慮す る と ，
こ れ らの 膜

群 を介 した 母児間 の 相互作 用 が 存在 し， 何 らか の

生理 的役割 を果た して い る可能性 が考 え られ る．

ま た， こ の 膜群 の 胎児側に 存在す る羊水 中に は，

各種 ス テ ロ イ ドホ ル モ ン の ほか に も強力な生 理活

性 を有す る cortisolD
， 上 皮成長因子 （EGF ）

2）
，

エ

ン ドセ リ ン （ET ＞
3），　 brain　 natriuretic 　 peptide

（BNP ）
4｝などが存在 して お り， こ れ らが 何 らか の

形 で 子宮内環境 の 調節 に 関与 し て い る可能性 が考

え られ る．さ ら に ，最近我 々 は，ボ ス フ ァ チ ジ ル

コ リ ン （PC ） を基質 と す る ホ ス ホ リ パ ーゼ D

（PLD ）活性が ヒ ト羊膜 に 存在す る こ とを見出 し

た
「’）．PLD は卵巣 や副腎で は各種物質 の 刺激 に よ

りホ ス フ ァ チ ジ ン 酸 （PA ）を産生 し， こ れ を sec −

ond 　messenger と し て ホ ル モ ン 産生 な ど さ ま ざ

まな細胞 機能 を調節 す る こ とが 知 られ て い る
6｝7 ）

の で ，羊膜細胞 に お い て も羊水 中に存在す る物質

に よ っ て 活性化 され ，各種生理 活性物質の 産 生 を

調節す る可能性 が あ る．
・．一

方 ， 妊娠後期 に は子 宮

内容積 は約 4Litterに も増大 する が，胎児 が成熟 す

る妊娠末期 まで 陣痛は発来 しな い ．こ れ を胎児側

か らみ る と， 自己 の 体外生活が可能 とな る妊娠末

期 ま で 妊娠 を維持 す るた め に
， 子 宮収縮 を抑制す

る何 らか の 合 目的々 な機序が 存在 する と も考 え ら

れ る．こ れ らの 点 を考慮 し て ， 本研究で は 「ヒ ト

胎児 は 自ら羊水中に 産 生 す る各種物質 を媒介 とし

て ， まず羊膜 に 情報 を伝達す る．羊膜 は各種生理

活性物質 を産生 す る と い う形で 情報の 変換 ・増幅

を行 い
，

こ れ を さら に 絨毛膜 ・脱落膜 ・子宮筋 へ

と伝達 し， 最終的 に 子 宮内環境 を合 目的 々 に 調節

して い る．」と の 作業仮説 を設定 し，以下 の 研究 を

行 っ た．

　す なわ ち ， 羊膜が産生 す る物質の うち ， まず ET

お よび BNP の 産生調節因子 ， 子 宮 内組織に お け

る こ れ らの 物質の 受容体の 分布お よ び生理 作用 を

検討 した．さ ら に ， 羊膜細胞の PLD に つ い て ， そ

の 活性調節機序お よび羊膜細胞 に お ける生理作用

を検討 した ．

　　　　　　　 材料 お よび方法

　羊水 ・羊膜 ・胎盤 は正 常分娩時お よび人工 妊娠

中絶時に 採取 した。BNP ，　 atrial 　natriuretic 　pe−

ptide （ANP ）お よび ET −1様免疫活性 （ET −1・LI）

は既 報の RIA 法 に て
3）“

測定 した．　ET 受容体 の 解
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析 は遠 心分離法 に よ り調整 した膜 分画 を用 い て

〔
1251

〕ET −1お よ び 〔
12・51

〕ET −3の 結 合実 験 と し て

行 っ た ．ANP ，
　BNP の 受容体 は ， 膜 分画 を用 い た

ANP
，
　 BNP お よび C−type　 natriuretic 　 pept｛de

（CNP ）に よ る cyclic 　GMP （cGMP ）産生量か ら

検討 した
8》．さ らに ， GTGCsC1 法に て抽 出した各

組織 の total　 RNA を用 い て ヒ ト ET 受容体 の 遺

伝子 発現 ， な らびに ヒ ト ANP
，
　 BNP お よび こ れ

らの受容体の遺伝子 発現 を Northern 　blot法に て

検討 し た
9）− 11）．ま た ，既報 の 方法

12｝に よ る羊膜 細胞

培養系 を用 い て ET お よび BNP の 産生 に対す る

cortisol ，
　 EGF ，

　 Transforming　growth 　factor一β

（TGF 一β）な どの影響 を検討 した．　in　vitro の PLD

活性 は ［
3H

］標識 し た PC を基質 と し て ，
　 ethano1

存在 下 で PLD に 特異 的 な phosphatidyl 基 転 移

反 応 に よ り生成 し た 〔
3H

〕phosphatidylethan（）1

（〔
3H

〕PEt）の 量か ら算出 し た
5）．さ ら に，培養羊

膜 細胞 を用 い て PLD 活 性 の 調節 機序 を検 討 し

た．す な わ ち ， 培 養羊膜 細 胞 bS
’
　subconfluent と

な っ た 時点で ［
3H

］ア ラ キ ドン 酸 （1μ Ci）を培養

液 に 添加 し て 24時間細胞 を標識 し た ．培養液 を交

換 した後，protein　kinase　C （PKC ）の agonist で

あ る phorbol　myristate 　acetate （PMA ）あ る い

は calcium 　 ionophore で ある A23187 な ど を 添加

し ， 60分後 に methanol ／HCI （100 ： 1 ）1ml に て

反応停止 した．total　lipidを Bligh　and 　Dyer 法に

て 抽出 し thin　layer　chromatography （TLC ）に

て 分離 ，
PEt の spot の 放射比活性を測定 し て得た

PEt 産生量か ら PLD 活性 を算出 した
5｝．さ ら に ，

羊膜細胞 PLD の 生理的作用 を確認す る 目的で ，

PLD の 第
一

産 物で あ る PA を羊膜細胞培養液中

へ 添加 して prostaglandin　E2 （PGE2 ）産生に 及ぼ

す影響 を検討 し た ．

　 な お ， 統計検定は ，
　student 　t・test又 は ，

　analysis

of　variance （ANOVA ）に て行 っ た．図中t
，

鼎
，

お よび ne はそれ ぞれ p〈 0，05，　 p〈 O．01， お よび

p〈 0．001を示す．また ， 図中に特 に 示 さな い 場合

は ， control 群 との 比較 を示 す．

　　　　　　　 成績 および考察

　 1．子宮内環境調節機構に お け る羊膜 エ ン ドセ

リ ン （ET ） の役割

40

言 3。

｝
ε ・・

憊 　10ta

｛n旨3）　　　（n＝6）　　｛n冨24 〕　　（n＝3，　　（n旨66）　　（n
＝t2 ｝

初期　 中期　 末期

羊水 新生児尿 母 体血 臍帯血

図 1　 妊 娠 各期 に お け る羊水 中の ET 濃度
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図 2　 各 種 成長 因 子 お よび サ イ トカ イ ン に よ る 培養羊

　膜 細 胞 の ET 産生促進作用

　まず ， 妊娠 各期 の羊水中の ET 濃度を測定 した．

羊水中の ET 濃度 は
， 妊娠経過 と共に増加 し

， 妊

娠末期 に は新生児第
一

尿 あ る い は母体や胎児血 中

の濃度よ り数倍高値 とな っ た （図 1）．そ こ で ， 羊

水中の ET の起源 を検討す る 目的で ， 羊膜細胞の

培養上清中の ET 濃度 を測定 し た ．時間経過 と共

に ET 濃度の 増加が認め られ ， 培養24時間目に は

羊水中 と同程度に高濃度 とな っ た。また ， 羊膜細

胞か ら分泌 さ れ る ET は ， ゲル 濾過や IIPLC に よ

る検討で は 大部分が ET −1で あ っ た ．

　そ こ で ， こ の 培養羊膜細胞 を用 い て ， 羊膜細胞

にお ける ET の産生 調節因子 に つ い て検討 した．

羊膜細 胞 に お け る ET の 産 生 は TGF ・β，
　 EGF ，

interleukin−1 （IL−1），
　 tumor 　 necrosis 　 factor一α

（TNF 一
α ）な ど の 添加 に よ り促進 され た （図 2）．

す な わ ち
， 羊膜細胞 に お け る ET 産生 は胎児 由来

の 成長因子や 母体側脱落膜 由来の サ イ トカイ ン な

ど複数 の 因子 に よ っ て 調節 さ れ て い る と考 え られ

た．
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図 4　
’
宀膜組織 に お け る ET 受 容体 の 解析

　 　
一

妊 娠中期 と妊 娠末期 の 比 較
一

　 こ の よ う に 羊膜か ら大量 に 分泌 され る ET が子

宮内で生理 的な作用 を発揮 す る た め に は ， ET に

特異的な受 容体の 存 在が必要 で ある．ET 受 容体

は，こ れ ま で に ET ・A 受 容体 （ET −AR ） と ET −B

受 容体 （ET −BR ）の 2 種類 が 知 られ て い る．　 ET −

1は ET ・AR と ET −BR 両 者 に ほ ぼ 同程度 の 親 和

性 を 示 す が
，
ET −3は ET −BR に の み 親和 性 を示

す．こ の ような性質 を利用 して ， ET −1と ET −3の 結

合実験か ら ET 受容体 の 種類 と量 を推定す る こ と

が で きる．

　そ こ で
， 妊娠末期の 子宮内組織の ET 受容体 に

っ い て検討 した．妊娠 末期の 絨毛膜 ・脱落膜 ・胎

盤 に は ET −AR ，　ET −BR 両者が 存在 して い た が ，

羊膜 に は い ず れ の 受容体 も検 出で きなか っ た （図

3）．Northern　blot法で も ， 妊 娠 末期の 絨毛膜 ・

脱落膜 に は ET −AR と ET −BR 両者 の 遺伝子 発現
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図 6　羊膜 細胞 ET 受容体遺伝 子 発 現 の 調節國子

　　　
一Nurthern　b1〔丿t 法 に よ る検討

が認 め られ た が
， 羊膜 で は い ずれ も認 め られ な

か っ た．妊娠末期 の 羊膜組織 に は ET 受容体 を検

出で きな か っ た が ， 妊娠 中期 の 羊膜 で は ET ・1の

結合が 認 め られ ， 主に ET −AR が 存在す る と考 え

られ た （図 4 ）．Northern 　blot法で も ， 妊 娠 中期

の 羊膜組織 で は主に ET −AR が認め られ ，
　ET −BR

の 遺伝子 発現 もわ ず か で あ る が認 め られ た （図

5 ）．す なわ ち ， 羊膜組織 の ET 受 容体 は妊娠中期

か ら妊娠未期 にか けて 発現 量が変化 し て い た．

　そ こ で ， 羊膜 の ET 受 容体発現 の 調節因子 を培

養羊膜細胞 を用 い て 検討 した．培養羊膜細胞 で は

主 に ET −BR が 発現 し て い た が ， こ の ET −BR の

発現 は ET −1自身や IL−1あ る い は A23187で は 影

響 を受けなか っ た．しか し ， EGF （10ng／ml ）を添

加す る と ET −BR の 遺伝子 発 現 は著明 に抑 制 さ れ

た （図 6 ）．

　 こ の よ う に ，妊娠 中期 の 羊膜 組織 は ET −1を産

生 す る と共 に ET 受 容 体 を 発 現 し て い る こ と か
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図 7　培 養羊膜細胞の PGEz産 生 に 及 ぼ す ET の 影響
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図 8　 妊 娠 各期 に お け る羊 水 中 の BNP 濃度

ら，ET が 何 らかの 生理 的作用 を有 して い る可能

性が 考え ら れ る が ，ET の 主な 生理作 用 と し て は
，

1血L管平滑筋の 収縮
13）

以 外に も ， 細胞分化
14）や卵巣

の ホ ル モ ン 分泌 の 調節
ユ5）

な ど多彩 な作用が 知 られ

て い る．そ こ で ， 培養羊膜細 胞 に ET を添 加 し

PGE
，産生 に 対す る影響 を検討 した と こ ろ ，

　 ET ・1

は 羊 膜 細胞 の PGE ，産生 を有意 に 抑 制 し た （図

7 ）．すなわ ち ， 妊娠中期に は ET 一ユは ET 受容体

を介 し て ， 羊膜細胞 自身に autocrine 的 に 作用 し

PGEz 産生 を低下 させ
， 子 宮収縮 を抑制 す る方向

に作用 して い る と考 え られ る．そ して，こ の子 宮

収縮の 抑制作用 は ，胎児由来の EGF に よ っ て ET

受容 体 が dOWn 　regulate さ れ る 妊 娠未期 に は 解

除 され る 可 能性が 考 え られ る．

　
一方 ， 脱落膜組織に も ET ・AR

，
　 ET −BR 両者が

大量 に存在す る こ とか ら ET が何 らかの作用 を有

し て い る 可能性が あ る．そ こ で ，脱落膜組織 の培

養系 に ET −3 （10
一

アM ）を添加 し ，
レ ーザ ーサ イ ト

メ ーターを用 い て 細胞 内 Ca2膿 度に 及 ぼ す影 響

を検討 した．ET −3の添加 に よ り細胞 内 Ca2
雫
濃 度

が 著明 に 上昇 し た ．す な わ ら，羊膜細胞か ら分泌

され た ET は paracrine 的 に脱落膜細胞 に 作用 し

て 細胞内 Ca2’濃度を ヒ昇 さ せ
， 脱落膜 細胞 の 機能

を調節 して い る 可 能性が 考え ら れ る，

　 2．子 宮 内 環 境 調 節 機 構 に お け る 羊 膜 brain

natriuretic 　peptide （BNP ）の 役割

　 まず ， 妊娠各期の 羊水中 BNP 濃度 の 推移 を検

討 した．妊 娠初期 お よび中期 の 羊水中 の BNP 濃

度 は約 100fmol／ml で 新生 児第
一．・

尿 や血 中濃度 の

約 5C〕倍高値 を示 した が ， 妊娠 末期 に は 114に低下 し

た （図 8 ）． こ の BNP の 起源 を検討す る た め
， 子
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図 9　 培養羊膜細胞 に お け る BNP 分 泌

宮内組織に つ い て BNP 遺伝子 の 発現 を検討 す る

と ， 妊娠中期の 羊膜組織で の み 心臓 の BNP 遺伝

子 と同 じサ イズ の バ ン ドが認 め ら れ た ．

　つ ぎに ， 羊膜細胞に お け る BNP 産 生 を さ ら に

確認す るた め ， 羊膜細胞の 培養上 清中の BNP 濃

度 を測定 し た ．培養 6 日目以 降 BNP の 分泌 が増

加 し ， 培養 16凵目に は妊娠中期 の 羊水中濃度 と同

程度 に な っ た （図 9 ）．そ こ で ，培 養羊膜細 胞 の

BNP 遺伝子 発現 を RT −PCR 法に て検討 した．培

養 6 『 目で は バ ン ドを認 め な い が
，
BNP を大量

に分泌 して い る培養 16日目に は ，心臓 の BNP 遺

伝子 と同 じサ イ ズ の 位置 に バ ン ドが 認 め ら れ た

（図 10）．す な わ ち
， 培養16日 目の 羊膜細胞 は ，

BNP

遺伝子 を発現 し BNP を培養液 中 に 分泌 して い る

こ と が 確認 さ れ た．そ こ で ， こ の 培養系 を用 い て

羊膜細胞の BNP 産生調節 因子 を検討 し た．

　まず ， 脱 落膜組織で産生 され る こ とが報告 され

て い る TGF 一
β の 影響 を検討 した ．　TGF 一

β は 用量

依存的 に 培 養羊膜 細胞 の BNP 産 生 を促進 した

（図 11），そ こ で
， 実際 の 羊水 中に TGF 一

β が 存在す
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図 10　培養羊膜細胞 の BNP 遺伝 子 発現

　　 　 RT ・PCR 法 に よ る検討 一一

る か 否か を mink 　CCL 肺細胞 を用 い た bioass．　ay

で 検討 した と こ ろ，妊娠 中期 ・末期 い ずれ の 羊水

中 に も約 400pM 相 当の TGF 一β活性 が 検 出 さ れ

た．これ は ， 培養羊膜細胞で
，
BNP 産生 を有意に

促進 す る濃度で あっ た．すなわ ち ， 脱落膜細胞か

ら分泌 され た TGF 一βは ， paracrine 的 に 羊膜に作

用 して BNP 産生 を促進又 は維持 し て い る と考 え

ら れ た ．

　 っ ぎに ， 妊娠末期の 羊水 中に 増加す る cortisoI

お よび EGF の 影響 を検討 した．cortisol は胎児成

熟 に伴 い 副腎か らの分 泌が増加 し ， 胎児尿の 形 で

羊水 中 に 放出さ れ る
1 ）
が ， 培 養 羊膜 細 胞 か ら の

BNP 産生 を濃度依存的 に抑制 した．　 EGF は胎児

腎臓か ら分泌 され ，
や は り胎児尿 の 形で羊水中に

放出され妊 娠末期 に 増加す る と考 え られ て い る
2）

が ，EGF も BNP 産生 を濃度依存 的に抑制 した．

　 そ こ で ， TGF 一
β と cortisol ある い は EGF の相

互 作用 を検討 した．すなわ ち ， TGF 一
β 400pM に

て BNP 産 生 を促 進 した 系 に cortisol あ る い は

EGF を添加す る と ，
い ずれ の 場合 も用量依存 的に

TGF 一βに よ る BNP 産 生促進 作用 が ブ ロ ッ ク さ

れ た （図 12
， 図 13）． こ れ は ， 妊娠末期の 羊水中に

TGF 一βが存在す る に もか か わ らず BNP 濃度が

低下す る現象 と
一致 した成績で あ る と い え る．

　 こ こ で ， 妊娠経過 中の 羊水中の cortisol お よび

EGF の 濃度の 推移
1 ）2 〕を BNP 濃度 と比較す る と

，

妊娠中期 に は cortisol ，
　EGF 共 に低濃度で あ る た

め TGF ・
β に よ り促進 され た BNP 産住 が抑 制 を

受 けな い が
， 妊娠末期 に cortiso1 と EGF が 増加

し て くる と TGF ・β の 作 用 が ブ ロ ッ ク さ れ BNP
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図 13TGF ・β 刺激 に よ る 培養羊膜細胞 BNP 産 ．生 に

　対す る EGF の 抑制作 用

産生が 低下す る と考 え ら れ る （図 14）．

　 こ の よ うに ， 羊膜細胞は各種因子 の 調節下 に大

量 の BNP を産生 し て い る こ と が明 らか と な っ た

が
，

こ の BNP が子 宮内で 生理 作用 を発揮す るた

め に は BNP に 特異的な受容体 の 存在が 必要で あ

る．ナ トリウ ム 利尿 ペ プチ ドの 受容体 として は ，
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　　 　　組 織 膜 分 画 を 用 い た 検 討一一

膜型 の guanylate 　cyclase を細胞 内 domain に も

っ GC −A と GC −B の 2 種類 が あ る が ，
い ず れ も

cGMP を secc 〕nd 　messenger とし て細胞 内作用 を

発 揮 す る と考 え られ て い る
i｛i｝． こ れ ら の うち ，

BNP は GC −A に 高 い 親和性 を示 す こ とが 知 られ

て い る
16 ｝

．

　 まず ， 羊膜 ・脱落膜 お よび子 宮筋 の膜 分画 を調

整 し，こ れ に BNP を添加 して 実際 に cGMP が 産

生 され る か 否 か を検討 し た ．羊膜 の 膜 分画 で は

cGMP 産 生量 は増加 しな か っ た が ， 子宮筋お よ び

脱落膜 の 膜分画 に BNP を添加す る と用量依存 的

に cGMP 産 生 量 が増加 した （図 15）． こ の 結果 は ，

子宮筋お よび脱落膜 に は BNP に よ っ て 活性化 さ

れ る膜型 guanylate　cyc 】ase す なわ ち GC −A が存

在す る こ と を示 して い る． さ ら に，妊娠子宮 内組

織 に お け る GC −A お よ び GC −B の 遺伝子発現 を ，

Northern　blot法 にて検 討す る と ， 絨 毛膜 ・脱 落

膜 ・子 宮筋で は主に GC −A が発現 して い た が ，羊

膜 で は GC −B が わ ず か に 発 現 し て い る も の の ，

ぐ
一 4 ，Dkb

　　　　　　　　順 ∴ ・蘿

GC −B

鱸飜lll灘潔
一 4… b

翻闘團團 闘 一 …

図IS　妊娠 子宮内組織 に お け る BNP 受 容 体 遺 伝 子 発

　現

　
一Northern　blot法 に よ る検討

．一．

L
　 lomln

BNP　10−11　10−10　10・9　1ぴ8　10−7 　（M 》

細
BNP 　10・t1　1ぴ10　 10・9　 10・8　10−7　 ｛M）

図17　BNP に よ る ラ ッ ト子 宮 筋収縮 の 抑制作用

BNP に親和性を示 す GC −A の 発現 は 認 め ら れ な

か っ た （図 16）．

　 つ ぎに ，BNP お よ び そ の second 　messenger で

あ る cGMP が 実際の 予宮筋 の 収縮 に 対 し て 抑制

作用 を発揮 しう るか 否か を，妊娠 ラ ッ ト子 宮筋 を

用 い て jn　vitro で検討 し た ．妊娠 ラ ッ ト子宮筋 に

prostaglandln　F2α （10
−6M

）を添加 して 子 宮収縮

を誘 発 した 後 に cGMP を添 加 す る と用 量依存 的

に収縮が抑制 され た ．BNP を添加 し た場合 に も

同様 に用量依存的 に子宮筋収縮が抑制 され た．そ

し て
，

BNP を 107M 添加 す る と 子宮筋 の 収縮 は

ほ ぼ完全 に 抑制 され た （図 17）．

　 こ の 結果 をた だち に ヒ トの 子宮筋 に 当て は め る
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こ とはで きな い が ， 先に 示 した よ う に ，
ヒ ト子 宮

筋 お よ び脱落膜 に は 大量 の BNP の 受容体が 存在

し ， しか も BNP 添加 に よ り cGMP の 産生 が増加

した こ とを考慮 す る と， 羊膜細胞か ら大量 に分泌

され る BNP が脱落膜 ある い は子 宮筋 に到達 すれ

ば，cGMP を介 し た 何 ら か の 生 理 作用 を 発揮 す る

可能性 は ト分 高い と考え られ る．

　3．子 宮内環境調 節機構に お け る羊膜 ホ ス ホ リ

パ ーゼ r） （PLD ）の 役割

　 まず，羊膜 PLD 活性 の in　vitro に お ける特徴

を 検討 した．羊膜 の PLD は ホ ス ホ リパ ーゼ A ，

（PLA2 ）や C （PLC ）と は異 な り，
　 PC を基質 と し ，

Ca2 ’

要求性 を示 さ な い が
， ア ラ キ ド ン 酸 な ど不飽

和脂肪酸 の 添加が 必要で あ っ た．また ， 活性 の 大

部分 は膜分画 に存在 して い た
5｝．

　 in　vitro の 至適条件下 で測定 した羊膜 ・絨 毛膜 ・

脱落膜組織膜 分画 の PLD 活性 を比較す る と， 羊

膜 で 最 も高 い 活性 （約 35nmo ］／hour／mg 　protein）

が 認 め ら れ た が ， 絨 毛膜 や脱落膜 に も羊膜 の 1／2

〜1／3の 活性が認 め られた ．また ， 羊膜組織 PLD

活性の 妊娠時期に よ る変化を検討す る と ， 妊娠末

期 の 活性 は ， 妊娠中期 と比較 して約 2倍 に増加 し

て い た．陣痛発来の 前後で は 差が な か っ た （図 18）．

　 っ ぎに ， 羊膜 PLD 活 性の 調節機序を培 養羊膜

細胞 を用 い て 検討 した。培 養羊膜細胞 の PLD 活

性は ，
PKC の活性化剤で あ る PMA あ る い は Cal−

cium 　ionophore で ある A23187の 添加 に よ り著明

に増加 した ，ま た ， 両者を同時 に添加す る と相乗

的に PLI ）活性が 促進 され た （図 19）． こ の PMA

の作用 は ，
PKC の阻害剤で あ る staurosporine あ

る い は calcium キ レ
ー

タ
ーで あ る EGTA に よ っ

て抑制 され た．
一

方，A23187に よ る PLD の 活性化

は staurosporine で は 抑 制 さ れ な か っ た が

EGTA で抑制された．以上 よ り， 羊膜細胞の PLD

は PKC と Ca2 ＋

の 2 種類 の 経路 に よ っ て 活性 が

調節 され て い る と考 え られ た．

　 っ ぎに ， 羊膜 の PLD 活性に 及 ぼ す羊水 中の 物

質 の影響 を検討 し た ．図20の ご と く，オ キ シ ト シ

ン （OXT ）， ア ラキ ドン 酸 （AA ）， ACTH ，
　arginine

vasopressin （AVP ）の 添加 に よ っ て PLD 活性が

有意 に 増加 した．
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図 20　培 養 羊 膜 細 胞 の PLD 活性 に 及 ぼ す 各種物質 の

　 影 響

　 っ ぎ に ， PLD の 生 理 作用 を検討す る た め に ， 培

養羊膜細胞 に PLD の 第
一

産物 で あ る PA を添加

し，培養上清中の PGE
，
の 濃度 を測定 した．　PA の

脂肪酸組成 に か か わ らず ， 用量依存的 に PGE ， の

産生 が 増加 した （図 21）． こ の PA に よ る PGE
，産

生 促進 作 用は ， staurosporine に て ブ ロ ッ ク され

た ．す なわ ち ， PA に 含 まれ る ア ラ キ ドン 酸か ら

PG が 合成され るので はな く ， PA が PKC を介 し
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て PLA ， な どア ラ キ ド ン 酸 を供給す る酵素を活性

化 さ せ る こ と に よ っ て PGE 涯 生が 増加す る と考

え られた．

　 こ の よ う に 羊膜細胞の 重要 な機能の ひ とつ で あ

る PGE2産 生の 調節 に PLD が 関．与 して い る こ と

が明 ら か に な っ た が ， 羊膜細胞 か らは先 に 示 した

よう に ，
ET −1や BNP が産生 され て い る ．そ こ で ，

培養羊膜細胞 に お け る ET −1と BNP の 産 生 に 及

ぼ す PLD の 影響 を検 討 した．培 養 羊膜 細胞 に

PLD を添加す る と ， 用量依存的に ET 産生 量は増

加 し BNP 産生量 は減少 した．す なわ ち ， 羊膜 の

PLD は，　 PGE
，産生 だ け で な く ET や BNP の 産

生な ど羊膜細胞の さ まざまな機能の調節に 関与 し

て い る と考 え られ た，

　　　　　　　　　総　　括

　以上の 結果 を総括 す る と，まず，羊膜 は母体 と

胎児 を区切 る単 な る物理的隔壁 で は な く， TGF 一β

や IL−1な ど母体側因 了 と cortisol ，
　 EGF

，
　AVP ，

ACTH な ど胎児側因子両者の 調節下 に ，
　 PGE

、，

ET ，　 BNP な ど の 生理 活性物質 を産生 して い る こ

と が明 ら か と な っ た ．ま た ， 羊膜 に は PLD が存在

し ，
こ の 酵素は PGE

，の 産生 な ど羊膜細 胞の 生理

的機能 を調節 して い る こ と が 明 らか と な っ た ．さ

ら に ， 羊膜 で 産生 され た こ れ らの 物 質 は ， auto ・

crine 的 あ る い は paracrine 的 に羊膜 自身お よ び

脱落膜や 子 宮筋 に存在す る そ れ ぞ れ の 受容体 に作

用 して ， 妊 娠の 維持 に 重要 な役割 を果た して い る

と考 え ら れ た ．

　 また ， 羊膜 に お ける こ れ ら の 生理 活性物質の 産

凸

魎
陟

　 　 　 　 　 噸
肖

io ；OQ
＋ET

＋
’GE ・ NP

圃

響 騰
図22 胎 児 自身 に よ る 子 宮内環境調節機序

　　 　　妊 娠 中 期 と 末 期 の 比 較
一

生 は胎児の成熟に伴 っ て胎児か ら羊水 中に分泌 さ

れ る諸因子 に よ っ て 巧 妙 に 調節 され て い る．す な

わ ち ， 妊娠中期 に は羊膜 で 産生 され る ET は ET

受 容体を介 して PGE
，産 生 を抑制 して い る が ， 妊

娠末期 に は 胎児 由来 の EGF に よ っ て受容体 発現

が減少 し こ の PGEz 産生の 抑制が解除 され る と考

え られ た．また ， 羊膜で 産生 され る BNP は妊娠中

期 に は TGF 一βの 刺激 に よ りそ の 産生 が増加 し子

宮筋の 収縮 を抑制 し て い る が
， 妊 娠末期 に は胎児

由来の cortiso1 や EGF に よ っ て BNP 産 生 が 低

下 し ， 子 宮筋の 収縮抑制が解除 され る と考 えられ

る ．さ ら に
， 羊膜 に存在す る PLD は妊娠中期 に は

活性 は低値 で あ る が，妊娠末期 に は活性 が 倍増 し，

胎児か ら羊水中に 放 出され る AVP な ど に よ っ て

活性化 され PGE2 や ET の 産生 は促進 し ，
　BNP の

産生 は 抑制 す る と考 え ら れ た （図 22）．

　 こ の よ う に ， 羊膜細胞 の 機能が 胎児成熟 に 呼応

して ダイナ ミ ッ ク に変化す る こ とは ， 胎盤の 機能

が 栄養物質 の供給や ガ ス 交換の よう に 恒常的 に保

たれ て い な けれ ばな らな い こ と と対照 的で ，羊

水 ・羊膜系 と胎 盤系 が互 い の機能 を補 う形で ，極

め て合理的か つ 巧妙 な子 宮内環境 の 調節機構 が存

在す る こ とを示 して い る ．

　また ， 以 上 の 成績 を情報 の伝達 とい う視点か ら

み る と ， 羊膜の 役割が よ り明瞭に な る．すな わ ち ，

ヒ ト胎児は EGF ，　AVP ，
　cortisol

，
　ACTH な ど自

ら羊水中 に 産生す る物質 を媒介 とし て まず羊膜 に

胎児成熟 と い う情報 を伝達す る．つ ぎに ， 羊膜 は

PLD な ど を介し て ET
，
　BNP

，
　PGE

， な ど各種生理

活性物質を産生す る と い う形で情報の 変換 ・増幅
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を行 い
， さ ら に こ の 情報を絨 毛膜 ・脱落膜 ・

子 宮

筋 へ と伝達 し
， 最終的 に 子 宮内環境 を合 目的 々 に

調節 し て い る と考 え られ る．

　 い い 替 える と ， 母児間 に は胎盤 を介 した相互 作

用 だ けで はな く， 羊水 ・羊膜 を介 した情報の伝達

経路が 存在 し
， 羊膜 は こ の 情報伝達系に お い て シ

グナ ル の 増幅 とい う重 要な役割を果た し て い る と

考えられ る．すなわ ち ， 妊娠子宮 を
一・

個の 細胞に

例 え る と， 羊膜 は細胞膜 に 当た る重 要な役割を 果

た し て い る と も考 え られ る．

　　　　　　　　　　結 　 　論

　以 ヒ， 本研究の は じめ に設定 した作業仮説が検

証 され た の で ， 1羊水・羊膜系を介 した胎児 自身 に

よ る子 宮内環境 の 調 節機構が 存在す 引 こ と を提

唱 した い ．しか し，羊水中に は今 同検討 した物質

以外 に もさ ま ざまな 生 理 活性物質 が 存在 し て お

り ， さ ら に複雑か つ 精巧 な子 宮内環境 の 調節機構

が 存在す る可能性が ある．今後 ， 羊水 ・羊膜系 に

加 え て絨毛膜 や 脱 落膜 の 機能 も検 討 す る こ と に

よ っ て ， 子宮 内環境調節機構の 全容が 解明 され る

こ と を期待 し た い ．
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Synopsis

 To  elucidate  the rcgulatory  mechanism  of human  intrauterine milieu,  the effects  of various  substances  on

the production  of  endothelin  (ET) and  brain natriuretic  peptide  (BNI') by amnion  cells  were  investigated. In

addition,  we  exainined  the  regulation  of  phospho]ipase  D  (I'I.D) activity.  which  has been  shown  t.o be  i]",o]ved

in the signal  transduction  in various  tissues such  as  ovary･, adrenal  gland, etc.

  The  ET  production  by cultured  amnion  cells  "'as  stimulated  by epiderrnal  growth  factor (EC'TF), transform-

ing growth  factor-ifl {TGF-fi), or  interleukin-1 (IL-1), Ligand binding analyses  indicated that both ET-A

receptor  and  ET-B  receptor  are  present in chorion  ]aeve, deciclua vera,  and  myometrium,  but not  in the

amnion  tissue at term. Ilowever, amnion  tissue in the second  trimester showed  a significant  amount  of

binding capacity  for ET-1 but not  for ET-3,indicating the presence of  ET-A  receptor  in this tissue in the second

trimester. These observations  were  confirmed  by Northern blut anal},ses.  In cultured  amnion  cells, ET-B

receptor  was  detected by Northern blot analysis,  The  expression  of  this E'I'-B receptor  in cultured  ainnion

ce]]s  was  down-regulated by th¢  addition  of EGF,  but not  by ET-1, IL-1 or  A23187. ;VIoreover, ET-1 inhibited

the secretion  of prostaglandin  E2 (PGE2) by cultured  amnion  cells. These results  suggest  that ET-1 secreted

from  ainnion  cells  may  b]ock  prostaglandin  synthesis.  in amnion  ce]ls  during  the  second  trime$ter.  but this

block may  be released  at  tenn  by the action  of  EGF.

  The  BNP  productiun  by cultured  amnion  cells  was  dose-dependently stimulat.ed  b}J TGF-13, but was

inhibited by cortisol  or  EGE  TGF-x7 (approximately 400 p)vO was  detected in the human  amniotic  Iluid by

a  bioassay. The  TGF-x3 augmented  BNI'  prc)ducticn was  blocked by the simultaneous  treatment  with

cortisol  or  EGF.  The  receptor  fer BNP  (particulate guanylate  cyclase  A-type] GC-A) was  identified in

chorion,  decidua, and  myometrium  by both cGrV'II' generation  assay  and  Northern blot analysis.  IIowever,

GC-A  was  not  detected in amnion  tissues in the  second  triniester and  at  term. In an  in vitro  experiinent  with

rat  pregnant  uterus,  both BNI'  and  cGMP  dose-dependently inhibited the prostaglandin  Fucr induced uterine

contraction.  Thus, BNP  secreted  from amnion  cells  may  not  act  on  amnion  tissue, but on  the decidua and

myometrium,  and  generate  cG]s,IP,  the second  messengei'  of BNI', ancl  final]y block uterine  contraction  during

the second  trimester. Such an  inhibition of  uterine  contraction  by BNI'  may  be attenuated  at  term  when  the

BNP  secretion  from amnien  cells are  suppressed  by cc/}rtisol and  EGF.

  PLD  activity  w･as  identified in all  intrauterine tissues.  The  specific  activity  of  this enzyme  was  highest in

amnion  tissue. The  PLD  activity  in amnion  tissue at term  {35 nTnol/hour,lmg  protein> was  a]most  twice

higher than  that in the  second  triTnester. The  PLD  activity  in cultured  amnion  cells  was  stimulated  by

12-phorbel  myristate  acetate  and  A23187. indicating that the amniotic  PLI) is regulated  by prutein kinase C

and  Ca2'. In additien,  PLD  activity  in cultured  arnnion  cells was  stimulated  by arachidonjc  ucid,  arginine

vasopressin,  oxytocin,  and  ACTH,  al]  of  which  are  present  in human  amnietic  fluid ut  term. Finally, the

effect  of  phusphatidic  acid  (PA), the primary  product  of  PLD, on  the amnion  cells  was  examined,  PA

stimulated  the t'GE, secretion  from  cultured  amnion  cells. These results  suggest  that I'LD plays an  impor-

tant role  in the signa]  transduction  in amnion  cells  and  maintenance  of human  pregnancy.

  In conclusion,  various  bioactive substances  in the amniotic  fluid of fetal origin  act  on  amniotjc  meinbrane,

modulate  the production of  ET, BNI', PA  or  PGEx, and  final]y regulate  the intrauterine milieu  to adapt  the

fetal survival.
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