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要旨 

 

早産は世界で毎年 1500万件近く発生しており、全世界的に増加している。早

産は新生児の死因の最大原因であり、また多くの後遺症の原因となりうる。自

然早産のメカニズムにおいて、炎症性サイトカインの上昇は重要な要因であり、

炎症性サイトカインを制御する治療法が期待されている。レスベラトロールは

植物由来の生理活性物質であり、抗炎症作用を有することが知られているが、

早産に対する生体内での影響はいまだ知られていない。我々は大腸菌由来のポ

リ多糖体(LPS)を用いた、炎症誘発性のマウス早産モデルにおいて、レスベラト

ロールの内服が早産率の減少をもたらすことを証明した。早産率(胎嚢数に対す

る早産した児の割合)は、レスベラトロール 20mg/kg, 40mg/kg内服群で有意に

コントロール群より少なかった(それぞれ 51.3% vs.97.6%、51.7% vs.85.7%，

p<0.001)。妊娠マウスの腹腔内洗浄液、子宮組織を採取し検討したところ、レ

スベラトロール内服により腹水中の TNF-α、IL1-β濃度上昇が有意に抑制される

こと、子宮頸部 TNF-αのmRNA産生が有意に抑制されることが判明した。レ

スベラトロールによる早産予防のメカニズムとしてマクロファージに注目し、

マウス腹腔内マクロファージを用いた検討を行った。レスベラトロール添加に

より、マクロファージにおける LPSに反応した TNF-α、IL1-β、COX-2 mRNA
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産生は濃度依存的に低下した。ヒト胎盤脱落膜のマクロファージを回収し検討

したところ、レスベラトロール添加により LPSに反応した TNF-α、IL1-βの

mRNA産生は濃度依存的に低下した。レスベラトロールは妊娠組織局所及び全

身の炎症性サイトカインをコントロールする、新たな早産予防の選択肢となり

得ることが示唆された。 
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序文 

 

早産と炎症の関連性 

 	 早産は世界保健機関においては妊娠37週未満に分娩することと定義されてい

る[1]。早産の頻度は世界的に発展�途上国、先進国いずれも上昇を続けている。

2005年には 1287万人の報告であったが、2010年世界で 1490万人の早産児が

出生している[2]。日本の場合には妊娠 22 週以降 37 週未満と定義されている。

日本でも早産率は上昇しており、1985 年には 4.17%の早産率が 2007 年には

5.79%まで上昇している[3]。早産は児の未熟性により胎児の生命的、発達的な

予後に大きな影響を及ぼす[1,4]。早産は 5 歳未満の小児死亡の直接原因として

感染症に次いで 2 番目に多く、14.1%を占める[5]。早産児の生存率は近年改善

傾向にあるとはいえ、これらの児は神経発達の障害や呼吸器、消化器の合併症

のリスクが高い[6,7]。早産の予防・治療は、現代の周産期医療にとって重要な

課題である。 

 	 早産の原因は以下の表に示すように多種多様である[3,8]。母体救命のために

人為的に早産させる人工早産が約 25%であるものの、それ以外となる自然早産

のうち、最も多く見られる原因は細菌感染である[3]。感染性(炎症性)早産の契機

の中でもよく知られるものとしては、腟内の病原微生物が上行性に子宮頚管に
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及び、子宮内に波及し、絨毛膜羊膜炎を引き起こすメカニズムがある。絨毛膜

羊膜炎などにより炎症が惹起されると、Tumor Necrosis Factor(TNF)-α、

Interleukin(IL)-1β、IL-8[9-13] をはじめとする炎症性サイトカインを産生させ、

prostagrandin(PG)[13]、マトリックスメタプロテアーゼ[14]などの物質の産生

を高める。PGの産生は子宮収縮や子宮頚管熟化をもたらすことで早産の要因と

なりえる。また、IL-8 の産生は好中球や単球の遊走を促し、この好中球から産

生されるエラスターゼが卵膜を脆弱化させ、前期破水の要因となり、早産に繋

がることが示唆されている[13]。 

自然早産：37週以前に陣痛が自然発来し早産に至る。(約 75%) 

(1)感染・炎症性要因： 

多くは細菌性腟症から感染・炎症が上行性に波及し、絨毛膜羊膜炎となり、

破水や陣痛が発来する。その他、歯周病や泌尿生殖器の感染やインフルエ

ンザなどの感染も早産の要因となる。 

(2)頸管因子：頚管無力症により、無症候性に子宮頸管が開大し、早産となる。 

(3)子宮内容積の増大：多胎妊娠や羊水過多。 

(4)ストレス因子：やせ、喫煙など。 

人工早産：母児救命のため人為的に早産させる。(約 25%) 

(1)母体要因：妊娠高血圧症候群、常位胎盤早期剥離、前置胎盤の出血、重篤

な内科合併症増悪。 

(2)胎児要因：子宮内胎児発育遅延児の発育停止、胎児機能不全 

表 1 	 早産の種類とその要因[3より改変] 
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図 1 炎症性早産のメカニズム[15] 

炎症性早産のうち最も多いものは細菌性腟炎から上行性に炎症が波及して子宮内感染

に及ぶものである。炎症性サイトカインの産生により、PG などの炎症性物質が誘導さ

れ、子宮収縮や子宮頸管熟化をもたらす。またサイトカイン産生と炎症反応には

positive feedback がかかり、炎症の拡大を生む。抗菌剤や収縮抑制剤は、感染や症状

には効果的だが、炎症反応の抑制には直接作用しない。 

 

早産治療薬としては、出生前プロゲステロン投与、子宮収縮抑制を目的とし

たニフェジピン投与、β作動薬、非ステロイド抗炎症薬、PG 拮抗薬、硫酸マグ

ネシウム製剤などがあるが、上記の機序に一元的に作用する薬剤はまだ認めら

れていない。 
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出生前プロゲステロン投与は、ギャップ・ジャンクション形成の抑制、オキ

シトシン拮抗作用、頸管完全性の維持(頸管軟化抑制)、抗炎症作用などの機序に

より早産予防効果があり[16]、 早産既往のある妊婦では出生前プロゲステロン

投与により 37週未満、34週未満、双方の早産のリスクを減少させたが[17-18]、

妊娠予後改善についてはまだ充分に示されていない[17]。 

子宮収縮抑制を目的としたニフェジピン投与は、 7 日間以内の分娩と 34 週

未満 の分娩の可能性を減少させ、胎児の予後が改善されるとするが、母体への

副作用としては、血圧低下、それに伴う胎児胎盤の血流低下がある[19-20]。 

β作動薬は、無作為試験のメタアナリシスでは分娩を 48 時間遅らせることに

有効であることを示したが、胎児の予後は改善されなかった。母体の副作用は

明らかであり、頻脈、耐糖能障害、横紋筋融解症や顆粒球減少症が一般的に観

察されている[21]。2011 年に、FDA は切迫早産の治療としてのテルブタリン

の 48 から 72 時間を超える使用と切迫早産予防のためのテルブタリン内服に

ついて使用しないように警告した[22]。 

非ステロイド抗炎症薬(Non-steroidal anti-inflammatory drugs：NSAIDs)は 

37 週以降の分娩可能性と平均分娩週数を、母体の副作用を低く抑えた状態で増

加させる傾向にある[23]。潜在的副作用として、新生児に対する動脈管閉鎖があ

る[24]。 
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PG拮抗薬は、その他羊水過多が存在するかもしれないことを考慮した場合で

は、羊水量を減少させることが期待された。但し、NSAIDs と同様、新生児に

対する動脈管閉鎖が副作用として存在する[25]。 

硫酸マグネシウムの使用はより広く一般的だが [26]、子宮収縮抑制に関する

研究では 48 時間の妊娠期間の延長や胎児予後の改善について証明できていな

い[27,28]。母体の副作用としては、のぼせ、嗜眠、頭痛、筋力低下、複視、口

腔乾燥、肺水腫、心停止、新生児への副作用としても活動性低下、筋緊張低下、

呼吸抑制、長期使用での電解質異常が観察されている[27-30]。 

以上のように、早産治療薬は現在複数存在するものの、分娩週数を正期産ま

で延長させるという意味での早産予防に対する効果は限定的であり、副作用も

あるため、欧米では明らかに児の予後改善の利益が上回るときのみの

short-term tocolysisとしてしか用いられない[31]。 

また、児の予後に対して明確なエビデンスを有するのは肺成熟目的のコルチ

コステロイド投与、高度な NICU 施設での分娩、新生児感染予防の抗菌薬投与

のみであり[32]、根本的な治療となり得ていないのが現状である。 

Yamashitaは体内にω脂肪酸を多量に含む Fat-1マウスにおいて、炎症性早

産のモデルによる早産率が低下した事、子宮頸部のマクロファージ浸潤、TNF-α、

IL-1β、IL-6の発現量が低下したことを報告し、さらにω3の代謝物投与が早産
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に予防的効果を認めることを示した[33]。炎症性サイトカイン産生のコントロー

ルにより早産予防を可能とした報告であり、炎症の抑制は早産予防の戦略とし

て重要になると考えられる。 

 

 

レスベラトロール 

 	 レスベラトロールはブドウ、イタドリなどの植物由来の生理活性物質で、細

菌や真菌に対する感染予防の作用を有すると言われている[34,35]。この物質は、

元々は「フレンチパラドックス」という、フランス人が高脂肪食摂取にも関わ

らず比較的虚血性心疾患の発症率が低い現象を説明するポリフェノールの一種

として知られていた。酵母などでカロリー制限により発現され、寿命延長効果

を有する sir2 遺伝子をカロリー制限なしで活性化させることが知られていたが、

マウスでも寿命延長効果があると知られてから一気に注目が集まった[36]。その

機序としては、耐糖能異常の改善、ミトコンドリア機能改善による運動能上昇

などが考えられている[36]。更には抗腫瘍効果も見られており、その機序として

は、レスベラトロールが細胞周期を G1で停止させたり、Aktシグナルや ERK

シグナルを低下させたりすることで腫瘍の増殖を抑制することが報告されてい

る[37,38]。その他には、スーパーオキシドディスムターゼやカタラーゼに作用し、
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抗酸化作用を示す報告もあり[39]、近年は抗炎症作用が着目されている[40-43]。 

一般的に、レスベラトロールはホスホジエステラーゼ(PDE)4 の阻害を通じ、

sir2 のヒトホモログである sirtuin 1(SIRT1)遺伝子の活性化を通じて作用を発

揮すると言われている[35]。SIRT1 は NAD+依存性ヒストン脱アセチル化酵素

であり、Nuclear Factor(NF)-κB系を阻害する事により、その下流で TNF-α、

IL-1β等の炎症性サイトカイン産生を阻害する[41]。レスベラトロールの抗炎症

作用は慢性炎症性疾患のモデルで報告される事が多く、炎症性腸疾患、急性肺

障害、歯周病[44-46]などにおいて in vivoモデルでの効果が示されている。産婦

人科領域では、Taguchi らによると、レスベラトロールは子宮内膜症患者の子

宮内膜間質細胞における炎症反応を抑制することが示されている[47]。 

 

図 2 レスベラトロールの構造式 
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図 3 レスベラトロールの抗炎症作用の機序[41より改変]  

レスベラトロールは細胞内のホスホジエステラーゼ(PDE)4 に結合しこれを阻

害する。その結果、Ca イオン依存性に Camkkβ、AMP リン酸化酵素(AMPK)

を通じて Sirt1遺伝子が活性化し、sirt1は NF-κB系の活性化を阻害する結果炎

症反応が抑制される。 

 

 	 妊娠の成立、維持とレスベラトロールとの関連については、レスベラトロー

ルが E-cadherin発現の制御を通じて、内膜の妊孕性に影響する事が報告されて

いる[48]。また、非妊娠ラットの子宮筋にレスベラトロールを添加すると、細胞

内 Caチャネルを制御して収縮を抑制するという報告があり[49]、早産における

子宮収縮も抑える事が期待される。さらに胎盤、卵膜における SIRT1の発現は
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正期産の分娩前後で減少することが知られており[50]、trophoblast 上での

SIRT1 遺伝子発現も分娩前後で減少する事から[51]、SIRT1 遺伝子を活性化す

るレスベラトロールが分娩を抑制する可能性はあると考えられる。しかし生体

で、レスベラトロールが早産を予防する効果を立証した研究は、我々の知る限

り未だ見られていない。 
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研究目的 

 

 	 前述のように、早産のメカニズムにおいて、炎症性サイトカインのコントロ

ールは重要な要因であり、早産予防における大きな課題である。一方レスベラ

トロールは SIRT1遺伝子発現をコントロールすることで抗炎症効果を発揮する

ことが多数の炎症性の疾患モデルで認められている。レスベラトロールと早産

の関連については、in vitro研究で報告があるものの、実際に早産予防への効果

があることを証明した研究は未だ見られない。 

 	 私はレスベラトロールがその抗炎症作用により、予防効果を発揮するのでは

ないかという仮説をたて、その仮説を実証するため、 

1. レスベラトロールが早産予防に効果を発揮するかどうかを、炎症誘導性のマ

ウス早産モデルを用いて検討する。 

2. レスベラトロールによる早産予防機序を検討する。 

以上 2点を目的として、研究を行った。 
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実験方法 

 

実験動物 

動物の管理は、東京大学の定める施設管理基準を遵守した。非妊娠マウスは、

8-10週齢 	 C57BL/6Jマウス(日本クレア)を購入した。妊娠マウスは、妊娠 7-10

日目の C57BL/6J(日本クレア)マウスを購入した。連日体重を測定し、体重増加

のないものは非妊娠マウスとして除外した。マウスの食餌には、CLEA Rodent 

Diet CA-1(日本クレア)を使用した。また、明・暗時間はそれぞれ 12/12時間の

状態を設定した。実験にあたり、条件統一性を保つために、研究室にて交配さ

せた妊娠マウスは使わず、上記の市販マウスを使用した。 

 

マウスへのレスベラトロール投与 

Taguchi らの方法により[47]、レスベラトロール (purity > 99%, Sigma 

Chemical) は溶媒であるエタノールに 50mg/mLの濃度で溶解した。 

妊娠 12 日目から 14 日目にかけて、レスベラトロール内服群のマウスには 1

日 1回、体重あたり 20mgまたは 40mg/kgに調整したレスベラトロールをコー

ンオイルに懸濁して 200µLとなるように調整し、マウス用経口チューブを用い

て内服させた。妊娠 15 日目には、LPS 投与直前と投与 6 時間後の計 2 回、同
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量を内服させた。コントロール群に対しては、レスベラトロール群と同量の溶

媒エタノールをコーンオイルに懸濁し 200µLになるよう調整し、同様に内服さ

せた。 

 

マウスの早産モデル 

 	 これまでマウスを用いた早産モデルは数多く報告されており、炎症性早産の

モデルとしては、妊娠 1155 日目にリポ多糖体((LLPPSS))を投与する方法が最も普及し

ている。投与経路については、①腹腔内へ注射[[5522]]、②小開腹後子宮体部に直

接注射[[5533]]、③経腟的に子宮頸部へ注射する方法[[5544]]が報告されており、いず

れも安定した高い早産率を示す。注射部位が固定され手技が安定すること、細

菌性腟症から上行性感染し、子宮内に炎症が波及するという絨毛膜羊膜炎の病

態を最も反映していることを考慮し、経腟的に子宮頸部へ LLPPSS を局注する方法

を採用した。 	 

Yamashita らが報告した方法により[33]、あらかじめ長さを調整したガイド

用の先丸チューブをマウス腟内に挿入し、その先を子宮頸部へ接触させた上で、

23Gカテラン針をガイド下に挿入し、生理食塩水 0.2 mlに溶解した大腸菌由来

の LPS 10µg(Sigma Chemical)を、1 mlシリンジにて子宮頸部へ注射した[33]。

針先が子宮頸部に刺入される(2mm 程度)長さ以上は進めることができないよう
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にチューブの長さを調整した。妊娠 15日目のマウスに、LPSをエーテル麻酔下

に子宮頸部へ注射し、早産を誘発した。 

 

マウスの早産判定の方法と、検体の回収 

妊娠 15 日目に LPS 局注されたマウスは個別のケージに分離し、十分な餌と

水を補充し 48時間後まで観察した。胎仔を 1匹でも娩出した場合を早産と定義

した。早産率の判定は、48時間後にマウスを解剖し、胎嚢数に対する早産した

児の数の割合で定義した。 

 	 次に妊娠 15日目、LPS投与 0,4,12,24時間後のマウス(各群 3匹ずつ)をエー

テル麻酔下で安楽死させ、以下の方法で腹腔内洗浄液と子宮頸部組織を回収し

た。腹腔内洗浄液については、マウス腹腔内に 5.0mLの生理食塩水を注入して

腹腔内を洗浄し回収した。1500rpmで 4分間遠心分離し、その上清を-80℃保存

した。同時にマウスを解剖して子宮頸部組織を回収し、RNA later(Life 

technologies, Japan)に浸透させ、4℃に一晩静置後、-80℃にて保存した。 

 

定量的 real-time reverse-transcriptase polymerase chain reaction 

(以下 RT-qPCR) [33,47] 

 	 マウス子宮頸部から全RNAをRNA easy mini kit (Qiagen)を用いて抽出した。
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分光光度計を用いて、波長 260 nmの吸光度を測定し、抽出された RNAを定量

した。RNAの持ち込み量は、1 g以下とし、逆転写反応を行い(TOYOBO, Osaka, 

Japan)、相補的 DNA(以下 cDNA)を生成した。Light Cycler R 480(Roche 

Applied Science, Tokyo, Japan)、Universal Probe Master (Roche Applied 

Science)、及び下記のプライマー(Sigma-Aldrich Japan)とプローブ(Roche 

Applied Science)を用いて cDNAを 45サイクル増幅した。 

Mouse β-actin, probe88,  

5′- ATTGAAACATCAGCCAAGACC-3′,  

5′-CCGAATCTCACGGACTAGTGT-3′,  

Mouse TNF-α, probe 49, 

5′- GGTCTGGGCCATAGAACTGA-3′ 

5′- TCTTCTCATTCCTGCTTGTGG-3′ 

Mouse IL-1β, probe 26, 

5′- AGTTGACGGACCCCAAAAG-3′ 

5′- TTTGAAGCTGGATGCTCTCAT-3′ 

Mouse IL-6, probe6,  

5′- GCTACCAAACTGGATATAATCAGGA-3′,   

5′- CCAGGTAGCTATGGTACTCCAGAA-3′ 
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TNF-、IL-1β、IL-6、COX-2 の発現レベルをβ-actin を内部基準として⊿CT

法により解析した。 

 

腹腔洗浄液中のサイトカインの測定 

凍結保存していたマウス腹腔内洗浄液の上清を氷上で融解し、Quantikine 

ELISA kit(R＆D Systems社)を用いて TNF-α、IL-1βおよび IL-6のサイトカイ

ンを測定した。LPS投与 0,4,12,24時間後の 4群と、レスベラトロール内服群、

コントロール群の間で比較を行った。 

 

腹腔内マクロファージの分離回収、培養 

 	 非妊娠マウスの腹腔内を 7.0 mlの PBSで洗浄後回収し、70 µmセルスト

レーナー(Becton Dickinson and Co)を通した後、1500 rpm、10分間、遠心

分離し、腹腔内細胞を沈殿させた。磁器細胞分離キット(MACS、Miltenyi 

Biotec)を用いて、マクロファージ(CD11b 陽性細胞)を分離回収した。回収し

たマクロファージを 0.5×106 /mlの細胞密度で、10 % FBS・抗生剤(ペニシリ

ン 100 U/ml, ストレプトマイシン 0.1 mg/ml, アンフォテリシン B 0.25 

g/ml)を含んだ RPMIに懸濁し、24穴プレート(Iwaki, Asahi technology Co, 

Tokyo, Japan)上に撒いた後、5% CO2・37 ℃の状態で一晩培養を行った。 
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マウス培養マクロファージの刺激� 

上記の方法で回収したマウスマクロファージをレスベラトロール(0, 10, 25, 

50, 100 µM)(Sigma)、10% FBS、抗生剤入り RPMIで 12時間前処置を行い、

LPS 100ng/mlで刺激�した。刺激� 4時間後のマクロファージを回収し、全 RNA

を RNA easy mini kit (Qiagen)を用いて抽出した。前述の RT-qPCR法を用い

て、TNF-α、IL-1β、IL-6、COX-2 の発現レベルを測定した。COX-2 の発現レ

ベルの測定には、 

Mouse COX-2, primer (Sigma Aldrich Japan) 

5′- GATGCTCTTCCGAGCTGTG-3′,   

5′- GGATTGGAACAGCAAGGATTT-3′ 

probe 45 (Roche Applied Science) 

を使用した。 

 

ヒト胎盤脱落膜のサンプル採取 

合併症のない選択的帝王切開時患者の胎盤よりサンプルを得た。検体採取に

関して東京大学倫理委員会の承認に基づき、手術前に患者より書面によりイン

フォームド・コンセントを得た。無菌下に採取した胎盤の一部及び卵膜を、研

究に使用した。 
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ヒト胎盤脱落膜マクロファージの回収・培養 

ヒト胎盤及び卵膜より、鑷子にて脱落膜を羊膜、絨毛膜から分離した。脱落

膜をメスにて細切し、1mg/ml collagenaseと 300IU/L DNAseを添加し、37℃、

20分間反応させた。遊離細胞を 70 µmセルストレーナー(Becton Dickinson and 

Co)にて濾過し、1500 rpm、10分間、遠心分離を行い、上清を破棄して、沈殿

したペレットを回収した。Ficollの上に PBSに溶解した 35% Percollを重層さ

せた上に、ペレットを PBS に懸濁したものを重層させ、400×G、40 分間遠心

分離し、中間層と最下層の間に浮遊する decidual monolayer cellをスポイトに

て回収した。decidual monolayer cellの中から、磁器細胞分離キット(MACS、

Miltenyi Biotec)を用いて、ヒトマクロファージ(CD14 陽性細胞)を分離回収し

た。回収したヒト胎盤脱落膜マクロファージは、マウスマクロファージと同様

に、10 % FBS・抗生剤(ペニシリン 100 U/ml, ストレプトマイシン 0.1 mg/ml, 

アンフォテリシン B 0.25 g/ml)を含んだ RPMIに懸濁し、24穴プレート(Iwaki, 

Asahi technology Co, Tokyo, Japan)上に撒いた後、5% CO2・37 ℃の状態で一

晩培養を行った。 
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ヒト胎盤脱落膜マクロファージの刺激� 

上記の方法で回収したマウスマクロファージをレスベラトロール(0, 10, 25, 

50, 100 µM)(Sigma)、10% FBS、抗生剤入り RPMIで 12時間前処置を行い、

LPS 100ng/mlにて刺激�した。4時間後にマクロファージを回収し、全 RNAを

RNA easy mini kit (Qiagen)を用いて抽出した。 

 

ヒト胎盤組織の RT-qPCR[33,47] 

全 RNAを RNA easy mini kit (Qiagen)を用いて抽出した。分光光度計を用い

て、波長 260 nmの吸光度を測定し、抽出された RNAを定量した。RNAの持

ち込み量は、1 g以下とし、逆転写反応を行い(TOYOBO, Osaka, Japan)、相補

的 DNA(以下 cDNA)を生成した。Light Cycler R 480(Roche Applied Science, 

Tokyo, Japan)、Universal SYGR Master (Roche Applied Science)、及び下記

のプライマー(Sigma-Aldrich Japan)を用いて cDNAを増幅した。 

TNF-α 5'-TGCCTGCTGCACTTTGGAGTGAT -3’, 

5'-TGGTTATCTCTCAGCTCCACGCCAT -3' 

IL-1β 5'-CAGCCAATCTTCATTGCTCA -3',  

5'-GCATCTTCCTCAGCTTGTCC -3’ 

IL-6 5'-GAACTCCTTCTCCACAAGCG -3’,  
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5'-TTTTCTGCCAGTGCCTCTTT -3' 

GAPDH 5'-ACCACAGTCCATGCCATCAC -3’,  

5'-TCCACCACCCTGTTGCTGTA -3’  

TNF-αの PCR 条件は denaturing 95 ℃, 15 秒、annealing 58℃, 9 秒、

extension 72 ℃, 10秒とし、40サイクルとした。IL-1βのPCR条件はdenaturing 

95 ℃, 15秒、annealing 59℃, 11秒、extension 72 ℃, 11秒とし、40サイクル

とした。IL-6の PCR条件は denaturing 95 ℃, 15秒、annealing 59 ℃, 10秒、

extension 72 ℃, 12 秒とし、40 サイクルとした。GAPDH の PCR 条件は

denaturing 95 ℃, 15秒、annealing 64 ℃, 8秒、extension 72 ℃, 10秒とし、

35サイクルとした。 

TNF-α、IL-1β、IL-6 mRNAの発現レベルを、GADPHを内部基準として⊿CT

法により解析した。 

 

統計解析 

早産頻度の比較は、Fisherの直接確率検定および Cochran-Armitageの傾向

検定を用いて解析した。レスベラトロール内服によるマウス検体サイトカイン

量、mRNAの発現量比較は、Student’s t検定を用いて解析した。マクロファー

ジの実験は、レスベラトロール添加量との関連を一元配置分散分析および
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Bonferrroni 法による多重比較を用いて解析した。データは平均±標�準誤差で表

現した。P<0.05を有意差ありと判定した。 
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結果 

 

レスベラトロールは LPS によるマウス早産を予防する 

LPS によりマウス子宮内の局所炎症を誘発するマウス早産モデルは、当研究

室で以前に報告されたものを用いた[33]。レスベラトロール内服そのものが早産

率に影響しない事を確認するため、LPS を投与しない場合のレスベラトロール

内服群とコントロール群で早産率を比較したが、両者に有意な差を認めなかっ

た。妊娠 15日目のマウスに 10µgの LPSを経膣的に局所注射した結果、早産を

起こした母体はいずれも 48時間以内に早産に至った。早産を起こした母体の割

合は、20mg/kg, 40mg/kg内服群とも対応するコントロール群に比べ有意な低下

は認めなかったが、内服量に応じて、低下する傾向を示した(Cochran-Armitage

の傾向検定、p<0.01、図 2)。早産率(胎嚢数に対する早産した児の割合)は、レス

ベラトロール 20mg/kg, 40mg/kg 内服群で有意にコントロール群より少なかっ

た(それぞれ 51.3% vs.97.6%、51.7% vs.85.7%、Fisherの正確確率検定、p<0.001、

表 3)。 

40mg/kg/回までの用量では母体合併症は認められなかった。早産せず出生し

た仔体は、レスベラトロール群と比して明らかな体格の違いを認められず、1週

間以内の児死亡も認められなかった。 
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レスベラトロール 20mg/kg 内服群はコントロール群に比べ LPS によるマウ

ス早産率が減少することが示された。 

 
表 2 早産を起こした妊娠マウスの割合の比較 

レスベラトロール投

与量* 

コントロール** レスベラトロー

ル内服群 

p 値 

20 mg / kg(n=5) 5/5 (100 %) 2/5 (40 %) p=0.08 

40 mg / kg(n=7) 6/7 (86%) 4/7 (57%) p=0.13 

*体重1kgあたりのレスベラトロール投与量 

**コントロール群：レスベラトロール内服群と同量のエタノールを内服 

対応するコントロール群とレスベラトロール群の間には早産の割合に有意差は認めら

れなかった(Fisherの正確確率検定,それぞれP=0.08,0.13)。コントロール群と比較し、

レスベラトロール内服群で早産母体の数が減少する傾向が認められた。

(Cochran-Armitageの傾向検定、p<0.01) 
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表 3 マウス早産率の比較 

レスベラトロール投

与量* 

コントロール** レスベラトロー

ル内服群 

p 値 

20 mg / kg(n=5) 41/42 (97.6%) 20/39 (51.3%) P<0.00001 

40 mg / kg(n=7) 42/49 (85.7%) 29/55(52.7%) p=0.00016 

*体重1kgあたりのレスベラトロール投与量 

**コントロール群：レスベラトロール内服群と同量のエタノールを内服 

早産率は早産した胎嚢の、全体の胎嚢に対する割合で定義した。レスベラトロール内服

群ではコントロール群に比べ、有意に早産率が低値となった。(Fisherの正確確率検定、

p<0.001) 

 

LPS による腹腔内洗浄液中炎症性サイトカインの産生は、レスベラトロ

ール内服によって抑制される 

 	 次に、LPS を子宮頸部に局所注射した後、炎症性サイトカインの経時的変化

を調べた(図 4)。TNF-α、IL-1β、IL-6 濃度は、いずれも LPS 投与後上昇し、

LPS投与後 4時間でピークに達した。特に IL-1βは LPS投与前の 480倍まで上

昇した。サイトカインの濃度は 24時間以内に LPS投与前の濃度まで減少した。

よって、LPSの子宮頸部局所注射は 4時間以内の急速なサイトカイン誘導を引
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き起こす事が分かった。我々は絨毛膜羊膜炎などの子宮内炎症の際も、感染後

数時間以内でのサイトカイン変化により早産が誘発されると考え、以降は LPS

投与 4時間後の局所的な免疫反応を調べる事とした。 

 

 

図 4 LPS経膣投与後の腹腔内洗浄液のLPS投与後の炎症性サイトカイン濃度の

変化 

妊娠 15日目のマウスにおいて、LPS投与後 0,4,12,24時間後に腹腔内洗浄液を採取し

た。(n=3)遠心分離にて上清を回収し TNF-α(A)、IL-1β(B)、IL-6(C)の濃度を ELISA法

にて測定した。いずれも LPS 投与 4 時間後に有意な濃度上昇を認めた(Student’s t 検

定、p<0.05)エラーバーは標�準誤差を示す。 

 

 	 LPSに対する母体の反応をレスベラトロール20mg/kg内服群とコントロール

群で比較するため、腹腔内洗浄液の免疫反応を調べた。レスベラトロール内服

群ではコントロール群に比べて腹腔内洗浄液中の TNF-α、IL-1β濃度が統計学的



29 
 

有意に低かった。TNF-α濃度はレスベラトロール内服群でコントロール群の約

1/3(16.7対 53.9 pg/mL、図 5A)、IL-1β濃度はレスベラトロール内服群でコント

ロール群の約 1/4であった(88.4対 403 pg/mL、図 5B)。一方、IL-6濃度はレス

ベラトロール内服群とコントロール群の間に有意差を認めなかった(図 5C)。 

 

 

図 5 レスベラトロール投与群とコントロール群における、LPS投与後炎症性サ

イトカイン濃度の比較 

レスベラトロール投与群(RSV)あるいはコントロール群(Cont)に分けた妊娠 15 日目マ

ウス(n=6)に、LPS を経膣的に投与し、4 時間後に腹腔内洗浄液を回収した。腹腔内洗

浄液は遠心分離し上清を回収し、TNF-α(A)、IL-1β(B)、IL-6(C)の濃度を ELISA 法に

て測定した。TNF-α、IL-1β濃度はレスベラトロール内服群で有意に低値であった

(Student’s t 検定、p<0.05)エラーバーは標�準誤差を示す。Cont:コントロール、RSV:

レスベラトロール、＊:p<0.05。 
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LPS による子宮頸部の炎症性サイトカイン誘導は、レスベラトロール内

服によって抑制される  

早産のメカニズムとして最も多いものは、細菌感染によって子宮局所の炎症

性サイトカインが産生され、それらのサイトカインを介してプロスタグランジ

ンが上昇する事により子宮収縮や子宮頸部熟化を来すものである[3]。従って子

宮頸部は病原菌の初期の感染部位の一つであり、炎症性サイトカイン産生が引

き起こされる場となっている。そこで、LPS を経膣投与したマウスの子宮腟部

組織を回収し、レスベラトロール 20mg/kg内服群とコントロール群において炎

症性サイトカインのmRNAレベルを比較した。LPS局所注射により、TNF-α、

IL-1β、IL-6 mRNAは上昇し、LPS投与 4時間後にピークを迎えた。4時間後

における TNF-αのmRNAレベルは有意に減少した(0.54±0.09対 2.45±0.93, 図

6A)。IL-1βの mRNA レベルは減少する傾向を示したが、有意ではなかった

(p=0.43)。IL-6のmRNAレベルはレスベラトロール内服群とコントロール群で

差を認めなかった(図 6C)。 
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図 6 	 子宮頸部における、LPS投与後の炎症性サイトカインのmRNA発現量の

比較 

レスベラトロール投与群(RSV)、コントロール群(Cont)に分けた妊娠 15 日目マウスに

対し(n=7)、生理食塩水(LPS-)または LPS(LPS+)を経膣的に投与した。LPS 投与後 4

時間で子宮頸部を採取し、total RNAを回収、TNF-α(A)、IL-1β(B)、IL-6(C)の mRNA

発現量を、RT-qPCR法にて測定した。TNF-αの発現量はレスベラトロール群で有意に

低値であった(Student’s t検定、p<0.05)エラーバーは標�準誤差を示す。Cont:コントロ

ール、RSV:レスベラトロール、＊:p<0.05。 

 

レスベラトロールは、腹腔内マクロファージにおいて、LPS による炎症

性サイトカイン誘導と COX-2 産生の反応を低下させる 

cyclooxygenase 2(COX-2)は早産メカニズムに関係する PGE2や PGF2αを含

む PG 生成に関わっていることが良く知られている。TNF-α、IL-1βは COX-2
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を産生する主要なサイトカインである。COX-2 はマクロファージや好中球とい

った炎症細胞において、TNF-α、IL-1βなどの刺激�によって過剰発現する。マク

ロファージは TNF-α、IL-1βを産生する重要な細胞であることから[55]、早産の

炎症メカニズムにマクロファージが関連しているという仮説をたてた。C57BL6

マウスより腹腔内マクロファージを回収し、レスベラトロール (0, 50, 

100µmol/L)を添加した培地内で培養した上で、LPSによる刺激�を行った。LPS

刺激�により TNF-α、IL-1βは有意に上昇し(図 7A、7B)、妊娠マウスへの LPS投

与における腹腔内洗浄液(図 4)や子宮頸部(図 6)と同様の変化を見せた。LPS 刺

激�後のマクロファージにおける TNF-α(図 7A)、IL-1β(図 7B)mRNA レベルは、

レスベラトロール投与群でコントロール群に比べ濃度依存性に低かった。 
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図7 レスベラトロールによるLPS刺激�したマクロファージによる炎症性サイト

カイン発現量への影響 

レスベラトロールを添加した培地にてマウス腹腔内マクロファージを 12 時間培養し

(0,50,100µmol/L) (各群 n=3) 、LPSにて 4時間刺激�を行った。マクロファージの total 

RNA を回収し、TNF-α(A)、IL-1β(B)の mRNA 量を RT-qPCR 法にて測定した。エラ

ーバーは標�準誤差を示す。TNF-α、IL-1βの発現はレスベラトロール濃度依存性に低値

を示した(一元配置分散分析、それぞれ p<0.01, p<0.05)。RSV:レスベラトロール、＊：

多重比較にて LPS(+)RSV(-)と比して p<0.05 

 

 

COX-2 mRNA発現量も測定したところ、COX-2のmRNAレベルも LPS刺

激�によって増加したが、レスベラトロール投与によって濃度依存的な低下を示

した。 
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図 8 レスベラトロールによる LPS刺激�したマクロファージによる COX-2発現

への影響 

レスベラトロールを添加した培地にてマウス腹腔内マクロファージを 12 時間培養し

(0,50,100µmol/L) (各群 n=3) 、LPSにて 4時間刺激�を行った。マクロファージの total 

RNA を回収し、COX-2 の mRNA 量を RT-qPCR 法にて測定した。レスベラトロール

濃度依存性に発現は低値となった(一元配置分散分析、p<0.01)エラーバーは標�準誤差を

示す。RSV:レスベラトロール、＊: 多重比較にてレスベラトロール 0µmol/L と比較し

て p<0.05 

 

ヒト胎盤脱落膜マクロファージにおいて、レスベラトロール投与は LPS

に対する炎症性サイトカイン誘導の反応を低下させる 

脱落膜マクロファージは妊娠の成立において胎児母体間の免疫反応を調整す

る重要な役割を担っていることが知られている[56]。レスベラトロールが脱落膜

マクロファージに及ぼす影響について調べた。十分な検体量を確保するため、
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研究の同意を得てヒト脱落膜を回収し、マクロファージを抽出した。マクロフ

ァージはレスベラトロール(0, 50, 100µmol/L)を添加した培地内で培養した上で、

LPS による刺激�を行った。LPS 刺激�によって TNF-α、IL-1βの mRNA レベル

は著明に上昇し、レスベラトロールの投与群においてコントロール群に比べ濃

度依存性に低値であった。(図 9)。
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図 9 	 レスベラトロールによる、ヒト脱落膜マクロファージの LPS刺激�に対す

る炎症反応への影響 

レスベラトロール(0,50,100µmol/L)を添加した培地でヒト脱落膜マクロファージを 12

時間培養した後(各群 n=3)、LPS にて 4 時間刺激�を行った。Total RNA を回収し、

TNF-α(A)、IL-1β(B)の mRNA発現量を qRT-PCR法にて測定した。TNF-α、IL-1βの

発現はレスベラトロール濃度依存性に低値を示した(一元配置分散分析、p<0.01)、RSV:

レスベラトロール、＊：多重比較にて p<0.05 

* * 
* 

* 

* 
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考察 

 

本研究により、レスベラトロール内服により、LPS を用いたマウス炎症性早

産モデルにおいて、早産予防の効果が認められた。 

 	 マウス早産モデルは Yamashitaの方法を用い[33]、コントロールマウスでも、

約 98%の高い早産率を示した。レスベラトロール内服の期間は、他の疾患モデ

ルにおいては、数週間から数ヶ月の内服が一般的である。本研究では排卵、受

精、着床への影響を避けるために、マウスの妊娠12日目からの投与を選択した。

レスベラトロールは非常に代謝が早いことが知られており、レスベラトロール

の抗腫瘍効果を検証した研究においては内服10分後には血中でピークに達する

との既報がある[57]。当研究室における ω3 不飽和脂肪酸代謝産物レゾルビン

E3を用いた早産予防の研究の中[33]では、LPS投与前後にレゾルビン E3を投

与したことから、本研究でも LPS投与後にも内服を行った。レスベラトロール

の投与方法としては、当研究室で用いられた方法で試みており、投与量として

体重あたり 20mg/kg、40mg/kgでの検証を行ったが、それ以上の投与は溶媒と

して使用したエタノールの毒性のため不可能であった。そのため以降の実験は

エタノールの毒性を勘案し、20mg/kg/日で検証を行った。前述の研究では[57]、

240mg/kgの量を単回で内服したところ最高血中濃度は 32µmol/Lに達したとい
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う。血中濃度が内服量に比例すると仮定すれば、本研究においては(体内のレス

ベラトロール濃度は計測できなかったが)40mg/kg 内服の場合で血中濃度は

5µmol/L 程度と推測される。後述の in vitro 研究で使用したレスベラトロール

濃度より、in vivoにおけるレスベラトロール濃度は低値だった可能性があるが、

これはマクロファージに加え、生体内では他の免疫系細胞が協調した働きをす

ることによるものと考えている。 

 	 今後至適投与量、投与期間を検討していくにあたって、レスベラトロールを

コーンオイルに懸濁して内服させることにより、エタノールの毒性に制限され

ることなく、より高用量の内服が可能であると考えられる。より短期間での投

与や、炎症発生後の治療効果として LPS投与後にレスベラトロールを内服した

場合の効果を検証することも可能だと考えられる。 

 	 マウスの腹腔洗浄液、子宮組織の検討により、本研究の測定結果においては、

LPS投与後の炎症性サイトカインの反応は 4時間後をピークにしている事が判

明した。実際の早産は 12〜48時間後に発生していたが、この時間の差は、炎症

性サイトカインの上昇に COX-2の産生が加わり、プロスタグランジン産生やマ

トリックスメタロプロテアーゼ産生が増加した結果として、子宮収縮や子宮頚

管熟化が起こり最終的に早産に至るためと考えられる。従ってこの一時的な炎

症性サイトカイン産生を抑制することが早産予防において不可欠であると考え
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られた。そのため、以降は LPS投与 4時間後における炎症反応の効果を比較す

る事とした。 

 	 レスベラトロール内服は LPSに誘導される腹腔洗浄液中 TNF-α、IL-1β濃度

上昇を有意に抑制することが示された。また子宮頸部における TNF-α、IL-1β

のmRNA発現を有意に抑制することが示された。レスベラトロールの抗炎症作

用が今回のモデルにおいて早産率低下に貢献したことが示された。 

 	 LPSによって刺激�を受けて免疫細胞で産生されるサイトカインにはTNF-α 、

IL-1β 、IL-6の他 IL-8、IL-10 family、IL-12 family、IL-15、TGF-βなどがあ

るが[58]、特に IL-8 は早産との関連性が指摘されている。レスベラトロール内

服により TNF-α、IL-1βに変化は見られたものの、IL-6 についてはコントロー

ル群と差が認められなかった。この原因として、TNF-α、IL-1βは主にマクロフ

ァージなどの免疫細胞で産生されるが、IL-6は繊維芽細胞や脱落膜の間質細胞、

脂肪細胞、子宮内膜などの様々な組織で産生することから[59-62]、LPS刺激�の

他、他の炎症性サイトカインの影響をうけて変化するため[63]、LPS 投与後明

らかな変化を認めなかったと考える。 

 	 IL-8 は早産メカニズムにおいて重要であると考えられているが、今回の研究

では検討を行わなかった。IL-8 はマウスに存在しないためマウスモデルでの検

証が難しい点、LPSのリガンドである toll-like-receptor 4の刺激�により反応す
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る可能性が高いと考えたことから今回は TNF-〈、IL-1β、IL-6について検討を行

った。 

 	 レスベラトロールがNF-κB活性を抑制することは様々な疾患モデルにおいて

報告されている[64-66]。NF-κB 活性は古典的な免疫細胞のみならず子宮内膜、

脱落膜組織、羊膜といった妊娠組織でも認められている[67]。NF-κBは TNF-α、

IL-1β、IL-6、IL-8といった炎症性サイトカインの発現を促進するが、これらの

サイトカインは分娩の際に中心的な役割をとることが知られている[64-66]。逆

に NF-κBは、LPSや TNF-α、IL-1βにとって活性化されるため、LPS投与後の

妊娠組織では炎症性サイトカインと NF-κBによる positive feedbackがかかっ

ている可能性がある。レスベラトロールはこのモデルにおいてそのフィードバ

ックを阻害している可能性がある。 

 	 レスベラトロールの内服により LPS反応性の TNF-α、IL-1βに変化が見られ

たところから、本研究ではマクロファージに注目した。早産においては好中球

の妊娠組織への流入が知られており LPSにより誘導する早産モデルでも同様の

現象が報告されている[13]。しかし、LPS による早産モデルで好中球を抗体に

より枯渇させても早産への影響が無かったとする報告[68]があり、早産に必ずし

も必須で無い事が示されている。 

 	 マウス腹腔内マクロファージの in vitroの実験において、レスベラトロール添
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加により TNF-α、IL-1β mRNA産生の抑制が示された。これによりレスベラト

ロールがマクロファージに作用し炎症性サイトカイン抑制を起こしている可能

性が示唆された。 

 	 COX-2は炎症性刺激�によって誘導される酵素であり[69]、羊水、脱落膜、子宮

内膜では産生亢進している事が知られている[70]。COX2は子宮収縮や子宮経管

熟化を引き起こすPGE2、PGF2αを誘導するが[71]、分娩時には妊娠組織で

COX-1発現は亢進せずCOX-2の発現のみが亢進することが知られており

[72]COX2の産生亢進によるPG誘導が、マウスだけでなくヒトでも早産に関連

すると考えられている。過去にもレスベラトロールが妊娠組織におけるCOX-2

発現を抑制しているという報告はあったが[34]、マクロファージに着目してはい

なかった。今回マウス腹腔内マクロファージを用いた実験で、LPSによるCOX-2 

mRNA産生の抑制が示され、マクロファージにおけるCOX-2 mRNAの抑制によ

るプロスタグランジン誘導の抑制というメカニズムの可能性が示唆された。 

 	 レスベラトロールの作用する点はマクロファージのみではなく、他の免疫細

胞や妊娠組織の細胞における反応の可能性もある。 

 	 マクロファージは生体内でその局在により性質を変化させることが知られて

いる。特に脱落膜マクロファージは、妊娠初期に抗原提示細胞として働き、母

体胎児接触面において恒常性維持と免疫寛容の機能を担っているとされる[57]。
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そのため妊娠組織の中で脱落膜マクロファージに着目し、レスベラトロール添

加による影響を検討した。十分な細胞量を確保するため、ヒト胎盤から抽出し

た脱落膜マクロファージを使用した。その結果、脱落膜マクロファージにおい

てもレスベラトロールは炎症性サイトカインの発現を抑制することが示された。 

 	 レスベラトロールは卵母細胞の機能を高めることが知られている[73]。早産予

防効果には抗炎症効果の他、卵巣�機能に影響している可能性も否定できない。

炎症反応とともに、LPS投与後の卵巣�機能についても病理学的、内分泌学的に

検証していく必要があると考えられる。 

 	 近年ではレスベラトロール代謝物であるresveratril-3-O-sulfateなどの生理活

性も報告されてきている[74]。前述の通り、レスベラトロールは非常に早く代謝

されるにも関わらず、数時間後の炎症反応に影響する原因として、代謝産物自

体に生理活性がある可能性も考えられる。レスベラトロールの代謝産物の生理

活性について検討する事で、新たな創薬の契機となる可能性もあると考えられ

る。 

 	 レスベラトロールの妊婦における安全性については今後の課題である。ヒト

以外の霊長類を用いた全妊娠期間中レスベラトロール投与の研究において、母

体の過体重抑制、子宮血流増加、胎盤炎症と肝臓の脂肪減少などとともに、児

の膵臓の腫大という予期しない合併症を認めたと報告されている[75]。今回の研
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究では体表面積あたりの投与量、投与期間ともに障害が出た報告よりは少なか

った。早産とならなかった児については1週間程度経過観察を行ったが体格の違

いや早期の死亡はなく、明らかな児への影響は認めなかったが、慎重に投与量

は調整すべきで有ると考える。 

 	 本研究では、レスベラトロール内服が炎症性早産のマウスモデルにおいて早

産予防作用を発揮することを示した。妊娠マウスにおいて、レスベラトロール

内服が組織中の炎症性サイトカイン産生を抑制することを示し、レスベラトロ

ールの抗炎症作用が早産予防に寄与していることが示唆された。さらに子宮脱

落膜や腹腔内マクロファージにおいて、レスベラトロールの添加は炎症反応の

誘導を抑制することが示され、早産におけるマクロファージの関与が示唆され

た。またマクロファージにおけるCOX-2誘導が抑制されることを示し、抗炎症

作用に加えCOX-2誘導抑制によるPG産生抑制によっても、早産予防に寄与して

いる可能性が示唆された。 

 	 本研究の限界として、サンプル数が少なかった事、レスベラトロールを

40mg/kgに増量しても早産率の更なる低下につながらなかった事が挙げられる。

早産率が高用量で更なる低下にならなかった理由として、さらに高用量の使用

の際に母体死亡があったことから、溶媒として添加したエタノールの量が増加

したため、早産に影響したのではないかと考えている。 
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妊娠中の薬剤投与の影響は不明な点が数多くあり、妊婦への安全性、妊娠成

立や催奇形性などの影響を含め、課題はまだ数多い。しかし、レスベラトロー

ルは食品由来の物質であり、内服可能であり、早産治療薬として大変有益な選

択肢となり得る。今後の展�望として、至適投与量と投与方法、投与期間を検討

していくことにより有効性を高めていくことを目標�としたい。さらに妊娠組織

において他の免疫細胞に対するレスベラトロールの影響を免疫学的、組織学的

に検討すること、炎症反応の抑制の機序を探ることで、早産及びその予防のメ

カニズムについて解明をしていきたい。 
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