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要旨 

子宮内膜症は慢性炎症疾患である。ビタミンD (VD) は近年、免疫系に作用す

ると報告がある。重症子宮内膜症患者の血清VD値が非子宮内膜症、軽症子宮内

膜症患者に比べて有意に低いことを示した。子宮内膜症間質細胞においてVDの

刺激により、IL-1βやTNF-αに誘導されたIL-8 mRNA発現および蛋白産生の減少、

IL-1βに誘導されたPGE2産生とPGE2合成酵素 mRNA発現の減少および分解酵素 

mRNA発現の増加、細胞数減少、DNA合成抑制、およびMMP-2、MMP-9 mRNA

発現の減少が示され、これらはNFκB経路の不活性化による可能性が示唆された。

VDが新たな治療薬となる可能性が示唆された。 
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序文  

子宮内膜症は生殖可能年齢女性の6-10 %に認められるエストロゲン依存性の

慢性炎症疾患であり、病理学的には、子宮内膜類似組織が子宮外に認められる

疾患である1-3。本邦における患者数は約13万人と推定されており、発症年齢は平

均31.1歳と報告されている4。症状として月経困難症や骨盤痛、排便痛、下血、

性交痛、不妊症を呈することが知られており、骨盤痛を認める10代女性の50-60 %、

不妊女性の50 % 程度に子宮内膜症を認めると報告されており2、生殖可能年齢女

性の健康を著しく害するものである2。子宮内膜症の病態に炎症や免疫反応 

(Interleukin-8; IL-8 などのサイトカイン産生やプロスタグランディン産生など)、

浸潤 (Matrix Metalloproteinase; MMP) が関与しているとされるが5,6、これらの反

応を制御することは十分に解明されていない。 

 

IL-8 は、炎症性サイトカインの刺激により白血球をはじめとして、線維芽細

胞や内皮細胞など種々の細胞から産生される白血球遊走因子（ leukocyte 

chemotactic factor）である。in vivo 、in vitro において好中球、Ｔ細胞、好塩基

球に対するさまざまな生物活性が認められている。例えば、好中球への代表的

な作用は走化性活性（chemotaxis）および好中球の脱顆粒・酵素放出（exocytosis）

であり、生体における炎症形成の重要なメディエーターと考えられる。子宮内
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膜症患者の腹水中ではIL-8 濃度が有意に高く、さらにそれは子宮内膜症の重症

度と相関する。また、子宮内膜症間質細胞にIL-8 を添加すると、細胞数やDNA

合成が増加することより、子宮内膜症の病態形成にIL-8 が関与することが示唆

されている7。子宮内膜症患者の腹水において好中球の走化性が活性化されてい

ること8や、子宮内膜症病変において炎症性好中球が存在すること9からも病態形

成へのIL-8 の関与が強く示唆されている。プロスタグランディンE2 (PGE2) はア

ラキドン酸を前駆体とする炎症性物質で、子宮内膜症を悪化させる働きをして

いることは既に報告がある10。PGE2 はアポトーシスを抑制し、増殖を亢進し、

血管新生を促進して、病態形成を促進していることも知られている。子宮内膜

症患者の腹腔内貯留液内PGE2 濃度が上昇していることも報告されている11。ま

た、PGE2 はエストロゲンの一種であるエストラジオールを合成する酵素である

アロマターゼの発現を亢進させることが知られており、子宮内膜症の病態生理

にプロスタグランディン経路が重要な役割を果たしていることが知られている 

12
 (図1)。MMP は、細胞外マトリックス (ECM) を分解し、組織破壊に関与する

蛋白質分解酵素である。特にMMP-2 やMMP-9 は組織、細胞および血中に存在

し、癌の浸潤、転移に関与していることが知られている。子宮内膜症でも血清

中や組織中でMMP-2やMMP-9の高値が報告されている13,14ことからも、子宮内膜

症病変の浸潤にMMPが関与している可能性が考えられる。  
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治療法としては、手術療法と薬物療法に限られる。薬物による子宮内膜症の

治療戦略としては、GnRH (Gonadotropin releasing hormone) アナログ、低用量ピ

ル、プロゲスチン製剤などのホルモン治療に限られており、排卵や卵胞発育を

抑制するため、妊娠を望む患者は治療を受けることができない15。手術療法を選

択した場合にも術後に再発予防のためにこれらの薬が推奨されるが、妊娠を望

む患者に用いることができない15。 

 

ビタミンDは、多面的な分子であり、生体内で様々な活性を示す16。骨格形成

や血清カルシウム濃度の制御に加えて、ビタミンDが免疫系に作用することが近

年報告されている17。たとえば、in vitro において樹状細胞を寛容型樹状細胞に

分化、誘導させたり18,19、樹状細胞の分化や成熟を抑制したり20,21、マクロファ

ージの遊走や接着、サイトカイン産生を抑制したり22,23、Tリンパ球の増殖、サ

イトカイン産生を抑制する24,25。 

 

体内のビタミンDの大半は皮膚において紫外線の照射によって生成される17。

皮膚で生成されたビタミンDはvitamin D3 であり、生体内では不活性型である。

肝臓において25-hydroxy vitamin D3 (25(OH)D3) に変換され、腎臓において活性型

である1,25-dihydroxy vitamin D3 (1,25(OH)2D3) に変換される (図2)。小児におけ
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るビタミンD不足がくる病を引き起こすことはよく知られる26。最近では、ビタ

ミンD欠乏が関節リウマチ27、炎症性腸疾患28、および乳癌29や口腔扁平上皮癌30

などの悪性腫瘍といった炎症性疾患と関連があることが注目されている。生殖

医療の分野においても、ビタミンD低値が不育症31や体外受精における着床率の

低さ32と関連があることが指摘されている。 

 

ビタミンDと子宮内膜症の関係についてはいくつか報告されている (表2)。血

清ビタミンD値との関連の報告は4つあるが、結果は一致しない。子宮内膜症患

者において血清25(OH)D3 値が高い33、血清25(OH)D 値が変わらない34,35、低い36

という報告がそれぞれあり、血清1,25(OH)2D 値に関しては、子宮内膜症患者に

おいて血清1,25(OH)2D3 値が変わらない33、血清1,25(OH)2D 値が高い34、という

報告がある。測定方法はビタミンD binding protein を用いたCompetitive protein 

binding assay (競合的結合蛋白測定法）やサンプルからの微弱発光を測定する化

学発光検出法、抗体を用いたRadioimmunoassay やEnzyme immunoassay など、

様々な方法が用いられている。血清ビタミンD 値は、日照時間によって変動す

ることが知られている37。また、月経周期や子宮内膜症の重症度が血清ビタミン

D値に影響を与えている可能性も考えられる。そこで、本研究では日本人の子宮

内膜症患者での血清ビタミンD値をRadioimmunoassay 法で測定することとし、
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それらの影響をできるだけ少なくするために、血清を秋から冬にかけて採取し、

患者の月経周期を増殖期のみと限定した。また近年、従来のイムノアッセイ法

ではビタミンD代謝物を測りこんでしまう可能性があり、特異性が十分ではない

38、と指摘されているため、血清25(OH)D 値に関しては、液体クロマトグラフ

ィー質量分析法でも測定を行った。 

 

子宮内膜症に関する研究でビタミンDを用いたものは少ない。治療的な効果と

して、選択的ビタミンD受容体作動薬であるelocalcitol がマウスモデルで子宮内

膜症病変を縮小させることが知られているが39、機序は明らかではない。ビタミ

ンDの抗炎症、抗増殖、抗浸潤効果については関節リウマチにおける滑膜線維芽

細胞40、乾癬における樹状細胞41および癌細胞42での研究で示されている。そこ

で、今回ヒト子宮内膜症間質細胞を用いて、1,25(OH)2D3 の抗炎症、抗増殖、抗

浸潤効果についてin vitro 実験において明らかにすることとした。 
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研究目的 

子宮内膜症患者における血清ビタミンD値を測定し、ビタミンD欠乏について

検討した。ヒト子宮内膜症間質細胞に対する活性型ビタミンD (1,25(OH)2D3) の

in vitroでの抗炎症、抗増殖、抗浸潤効果を検討した。 

 

方法 

子宮内膜症患者および非子宮内膜症患者からの血清サンプルの採取 

血清サンプルは37名の非子宮内膜症患者(年齢: 32.8 ± 1.05, mean ± SD、おもに

非子宮内膜症性卵巣嚢腫患者)、17名のステージI、IIの子宮内膜症患者(年齢: 35.4 

± 1.64)および22名のステージIII、IVの子宮内膜症患者 (年齢: 34.6 ± 1.53) から採

取した。患者はすべて日本人であり、ビタミンD製剤やサプリメントの服用はし

ていなかった。すべての血清サンプルは1998年から2014年の、10月(秋)から3月

(冬)に採取された。月経周期はすべて増殖期であった。子宮内膜症のステージ

分類はthe revised American Society for Reproductive Medicine (ASRM) classification 

によってなされた43。 

 

血清ビタミンD値の測定 

手術前に採取された末梢血は遠心分離後に - 80 ℃に凍結保存された。
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25-hydroxy vitamin D、1,25-dihydroxy vitamin D をRadioimmunoassay 法にて測定

した。測定は株式会社エスアールエルに依頼し、25-hydroxy vitamin D を

25-Hydroxyvitamin D
125

I RIA Kit (DiaSorin) を用い、1,25-dihydroxy vitamin D を

1,25(OH)2D RIAキットTFB (Immunodiagnostic systems limited) を用いて測定され

た。前処理後の検体中の25(OH)D や1,25(OH)2D と抗体試液中の抗体を反応させ

た後、125
I-25-(OH)D3 や

125
I-1,25(OH)2D3 を加え、競合反応を行い、次にB/F 分離

剤(セルロース結合抗ヒツジIgG抗体)を加え、反応後の抗体を沈殿させ未反応の

トレーサーを除去後、沈殿物の放射線量を測定した。2群間の比較に対し

Mann-Whitney U-test を用いた。また近年、従来のイムノアッセイ法ではビタミ

ンD代謝物を測りこんでしまう可能性があり、特異性が十分ではない38、と指摘

されているため、Radioimmunoassay 法による結果の妥当性を検証するために、

さらに血清サンプルを非子宮内膜症患者および子宮内膜症患者から採取し、

25-hydroxy vitamin D に関してRadioimmunoassay 法と液体クロマトグラフィー

質量分析法でも測定を行い、相関を検討した。液体クロマトグラフィー質量分

析法の測定は株式会社LSIメディエンスに依頼し、オリジナルの方法で測定され

た。 
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卵巣子宮内膜症組織のサンプル採取 

卵巣子宮内膜症組織は、腹腔鏡下もしくは開腹下に切除された子宮内膜症性

卵巣嚢胞より採取した (n=35, 年齢: 36.7 ± 6.42)。術前3カ月以内に性ステロイド

ホルモンやGnRH アゴニストを投与されていない患者より組織を得た。関節リ

ウマチやSLE などの免疫学的異常に関連している疾患を合併している患者は除

外した。子宮内膜症の診断は、病理学的に行った。培養実験には、子宮内膜症

性卵巣嚢胞より無菌下に採取した嚢胞壁を卵巣子宮内膜症組織として用いた。 

検体採取に関して東京大学倫理委員会の承認を受けており、血清サンプルお

よび卵巣子宮内膜症組織については承認番号324である。手術前に患者より書面

によるインフォームド・コンセントを得た。 

 

子宮内膜症間質細胞の分離および培養 

子宮内膜症間質細胞 (endometriotic stromal cells: ESC) は、以前に当研究室で報

告した方法を用いた44,45。卵巣子宮内膜症組織はカミソリを用いて細切した後、

type I collagenase (0.25 %, WAKO, Tokyo, Japan), deoxyribonuclease I recombinant 

(15 IU/ml, WAKO, Tokyo, Japan), trypsin (0.006%, Gibco, Grand Island, NY)および 

HEPES (0.02M, Gibco) を含んだDMEM/F12溶液 (Gibco) に入れ、37 ℃で1～2時

間撹拌した。撹拌した溶液を、100 μm のセルストレーナー (Becton Dickinson and 
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Co, Franklin Lakes, New Jersey) で2回濾過した後、70 μm のセルストレーナー 

(Becton Dickinson and Co) で1回濾過した。濾過液を250 x gで5分遠心分離して得

られたペレットがESC である。ESC は、PBS (リン酸緩衝生理食塩水) で2回洗

浄した後、5 % FBS (仔ウシ血清, Bio West, Nuaille, France) および抗生剤 (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 mg/ml) 

を含んだDMEM/F12 に懸濁し、100 mm ディッシュ (Iwaki, Asahi technology Co, 

Tokyo, Japan)で、5 % CO2、37 ℃の条件で加湿培養した。1から2日後、0.25 % ト

リプシンEDTA 処理を行い、細胞の継代を行った。細胞は6穴、12穴、および24

穴プレートに2 x 10
5
 個/ml で、96穴プレートに1 x 10

4
 個/ml で初回継代を行っ

た。ESC の純度を確認するため、抗vimentin 抗体 (間質細胞)、抗cytokeratin 抗

体 (上皮細胞)、抗CD45 抗体 (単球および他の白血球)を用いて、細胞免疫染色

を行った。Vimentin 陽性細胞が98 %以上であること、cytokeratin およびCD45 陽

性細胞が1 % 以下であることを確認した。 

 

ESCの刺激 

継代して2-3日後に、細胞密度がコンフルエントに近づいたときに実験を行っ

た。 

IL-1β やTNF-α に誘導されたIL-8 mRNA 発現を検討するために、ESC に
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2%FBS とともにIL-1β (5 ng/ml) または TNF-α (10 ng/ml) と1,25(OH)2D3 (10
-7

 

M) を添加し、1、3、6、24時間培養した。用いる1,25(OH)2D3 の濃度は、血清中

の濃度とほぼ一致する10
-7

 M ～ 10
-6

 M 以下とした。 

IL-1β に誘導されたCyclooxygenase-2 (COX-2)、microsomal prostaglandin E 

synthase-1 (mPGES-1)、microsomal prostaglandin E synthase-2 (mPGES-2)、cytosolic 

prostaglandin E synthase (cPGES) 、 15-hydroxyprostaglandin dehydrogenase 

(15-PGDH) mRNA 発現を検討するために、ESC に2%FBS とともにIL-1β (5 

ng/ml) と1,25(OH)2D3 (10
-7

 M) を添加し、3時間培養した。 

IL-1β やTNF-α に誘導されたIL-8 とPGE2 の産生を検討するために、ESC に

2%FBS とともにIL-1β (5 ng/ml) と1,25(OH)2D3 (10
-9

 ～ 10
-7

 M) を添加し、24時

間培養した。 

ESC のDNA 合成や細胞数を検討するために、ESC に2%FBS とともに

1,25(OH)2D3 (10
-6

 M) を添加し、24時間培養した。 

ESCのアポトーシスを検討するために、ESC に5%FBS とともに1,25(OH)2D3 

(10
-6

 M) を添加し、24時間培養した。 

MMP-2、MMP-9 mRNA 発現を検討するために、ESC に2%FBS とともに

1,25(OH)2D3 (10
-7

 M) を添加し、24時間培養した。 

NFκB (nuclear factor-kappa B) 活性に対する影響を検討するために、TNF-α に
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よりリン酸化、分解が誘導されるIκB (inhibitor κB) α の蛋白発現を調べた。ESC 

にTNF-α (10 ng/ml) を5、10、20、60分間添加し、細胞蛋白を回収した。次に、

ESC に2%FBS とともに1,25(OH)2D3 (10
-7

 M) を添加し、24時間培養したのち、

TNF-α (10 ng/ml) を添加し、5分間刺激した。 

 

RNAの抽出、real-time quantitative PCR 

培養細胞からのRNA 抽出はRNA easy mini kit (QIAGEN, Hilden, Germany) を

用いて、プロトコールに従って行った。抽出されたRNA をRT-PCR kit (TOYOBO, 

Osaka, Japan) を用いて、プロトコールに従ってcDNA に逆転写した。 

IL-8、COX-2、mPGES-1、mPGES-2、cPGES、15-PGDH、MMP-2 およびMMP-9

の遺伝子発現を解析するために、SYBR Green I Master を用いてreal-time 

quantitative PCR を行った。測定は triplicate にておこない、データ解析は

LightCycler 480 (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) を用いて行った。IL-8、

COX-2、mPGES-1、mPGES-2、cPGES、15-PGDH、MMP-2 およびMMP-9 の遺

伝子発現はGAPDH mRNA をinternal standard として標準化し、表1の通りのプ

ライマーを用いた。PCR 条件は、以下の通りである。IL-8 は95℃10秒、66℃

10秒、72℃11秒を40サイクル行った。COX-2 は95℃10秒、66℃10秒、72℃13

秒を55サイクル行った。mPGES-1 は95℃10秒、60℃10秒、72℃5秒を40サイク
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ル行った。mPGES-2 は95℃10秒、66℃10秒、72℃8秒を40サイクル行った。

cPGES は95℃10秒、66℃10秒、72℃8秒を40サイクル行った。15-PGDH は95℃

10秒、55℃10秒、72℃6秒を40サイクル行った。MMP-2 は95℃10秒、62℃10秒、

72℃10秒を45サイクル行った。MMP-9 は95℃10秒、62℃10秒、72℃8秒を45サ

イクル行った。GAPDH は95℃10秒、64℃10秒、72℃18秒を30サイクル行った。

全てのPCR はmelting curve を確認した。 

 

IL-8測定 

培養上清を回収し、遠心分離後に- 80 ℃ にて凍結保存した。培養上清中の

IL-8濃度を特異的ELISA キット(R&D Systems, Minneapolis, MN) を用いてプ

ロトコールにしたがって測定した。キットの測定下限は31 pg/ml、交差反応や

干渉は無かった。測定はquadruplicate にておこない、その平均を用いた。 

 

PGE2測定 

培養上清中のPGE2 濃度を特異的EIAキット(Cayman, Ann Arbor, MI) を用いて

プロトコールにしたがって測定した。キットの測定下限は7.8 pg/ml、coefficient 

variation はintra-assay で8.8 ± 3.2 % (mean ± SEM) 、inter-assay で15.6 ± 3.2 %だ

った。測定はquadruplicate にておこない、その平均を用いた。  
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生細胞数測定 

生細胞数測定にはCell Counting Kit-8 (Dojindo, Kumamoto, Japan) を用いてプ

ロトコールにしたがって測定した。1,25(OH)2D3 で刺激後のESC に10 μl のcell 

counting kit solutions を培養液中に加えて、37 ℃ で2時間、培養を追加した。450 

nm の吸光度をEpoch Microplate Spectrophotometer system (BioTek, Winooski, 

Vermont) を用いて測定した。測定はhexaplicate にておこない、その平均を用い

た。 

 

BrdU再取り込み法 

DNA 合成を評価するために、Biotrak cell proliferation ELISA system (GE 

Healthcare, Piscataway, NJ) を用いてプロトコールにしたがって測定した。

1,25(OH)2D3 で刺激後のESC に10 μl のBrdU solutions を培養液中に加えて、

37 ℃ で2時間、培養を追加した。上清を取り除いた後、200 μl の固定剤を加え、

ESC を固定し、DNA を変性させた。新しく合成されたDNA に再取り込みされ

たBrdU とperoxidase-labelled anti-BrdU が結合した複合体を検知し、450 nm の吸

光度をEpoch Microplate Spectrophotometer system (BioTek) を用いて測定した。測

定はhexaplicate にておこない、その平均を用いた。 
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アポトーシスの評価 

アポトーシスを評価するために、the Annexin V-EGFP Apoptosis detection kit 

(Abcam, Cambridge, UK) を用いてプロトコールにしたがって測定した。ESC を

0.25 % Trypsin-EDTA 処理し、2回PBS で洗浄した後、1 x Binding Buffer で撹拌

した。5 ml culture tube にうつし、2 μl の annexin V-FITC と 2 μl のpropidium 

iodide (PI) を加え、遮光して、4 ℃ で10分間静置した。細胞集塊を除くために

40 μm nylon mesh (BD Biosciences) で濾過した。フローサイトメトリー (FACS 

Calibur and Cell Quest Pro, BD Biosciences) にて分析した。Annexin V 陽性細胞を

アポトーシス陽性細胞とし、10000細胞中のアポトーシス陽性細胞数を測定した。

最低3回繰り返し実験を行い、平均を用いた。 

 

ウエスタン・ブロッティング法 

NFκB 活性に対する効果を調べるためにTNF-α によりリン酸化、分解が誘導

されるIκBα の蛋白発現についてウエスタン・ブロッティング法にて調べた。6

穴プレートで培養したESC よりproteinase inhibitor cocktail (Roche Diagnostics) 

を含むcell lysis buffer (Cell Signaling Technology, Beverly, MA,) を用いて蛋白を

抽出した。蛋白(20 μg) を10 % SDS-PAGEにて電気泳動し、polyvinyl difluoride 

membrane (Amersham Bioscience, Little Chalfont, UK) に転写させた。抗ヒトIκBα 
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抗体 (1:1000; Cell Signaling Technology) を1次抗体として用い、4 ℃ overnight 

反応させた。2次抗体として、anti-rabbit horseradish peroxidase antibody (1:1000; 

Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA) を用い、室温 60分反応させた。

ECL Western blotting system (Amersham) を用いて信号を検出した。 

 

統計分析 

データはJMP ソフトウェア (Ver. 10.0, SAS Institute Inc. Cary, North Carolina) 

を用いて解析した。多重比較の際にはANOVA 分析の後、post hoc test として

Tukey’s test を行った。 2群間比較にはStudent’s t test を行った。血清ビタミンD 

値の解析には、Mann-Whitney U-test を用いた。P < 0.05 を統計学的有意とした。 
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結果 

重症子宮内膜症患者の血清ビタミンD値は非子宮内膜症患者、軽症子宮内膜症患

者に比べて、有意に低かった。 

子宮内膜症患者における低ビタミンD血症の程度を調べるため、非子宮内膜症

患者、軽症子宮内膜症患者、および重症子宮内膜症患者における血清25-hydroxy 

vitamin D および1,25-dihydroxy vitamin D 値をRadioimmunoassay 法で測定し図3、

4に示した。重症子宮内膜症患者における血清25-hydroxy vitamin D 値は17.2±1.1 

ng/ml であり、非子宮内膜症患者  (21.8±1.3 ng/ml)、軽症子宮内膜症患者 

(21.5±1.4 ng/ml) に比べて有意に低かった (P<0.05)。また、追加して採取した血

清サンプルの血清25-hydroxy vitamin D 値をRadioimmunoassay 法とともに液体

クロマトグラフィー質量分析法 (LS-MS/MS) で測定したところ、強い相関を示

した (P<0.001、図5)。血清1,25-dihydroxy vitamin D 値に関しては、3群間で有意

な差を認めず、非子宮内膜症患者と子宮内膜症患者との間で、明らかな傾向は

認められなかった。重症子宮内膜症患者において、血中ビタミンDが欠乏してい

る可能性が示唆された。 
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1,25-dihydroxy vitamin D3 の刺激でESC によるIL-1β に誘導されたIL-8 の

mRNA 発現および蛋白産生は有意に減少した。 

1,25(OH)2D3 のESC に対する抗炎症効果を調べるためにIL-1β に誘導された

IL-8 の発現について調べた。ESC にIL-1β とともに1,25(OH)2D3 を添加し、6時

間培養したところ、IL-8 mRNA 発現がコントロールと比較し67.4 % に有意に減

少し、24時間培養したところ、コントロールと比較し72.1 % に有意に減少した 

(n=5、P<0.05、図6)。また、ESC にIL-1β とともに1,25(OH)2D3 を添加し、24時

間培養したところ、1,25(OH)2D3 はIL-8 の蛋白産生を有意に抑えた (n=6、P<0.05、

図7)。1,25(OH)2D3 はIL-1β に誘導されたIL-8 の産生を抑えることが示された。 

 

 

1,25-dihydroxy vitamin D3 の刺激でESC によるTNF-α に誘導されたIL-8 の

mRNA 発現および蛋白産生は有意に減少した。 

1,25(OH)2D3 のESC に対する抗炎症効果を調べるためにTNF-α に誘導された

IL-8 の発現について調べた。ESC にTNF-α とともに1,25(OH)2D3 を添加し、6

時間培養したところ、IL-8 mRNA 発現が80.0 % に有意に減少した (n=5、P<0.05、

図8)。また、ESC にTNF-α とともに1,25(OH)2D3 を添加し、24時間培養したと

ころ、1,25(OH)2D3 はIL-8 の蛋白産生を有意に抑えた (n=6、P<0.05、図9)。
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1,25(OH)2D3 はTNF-α に誘導されたIL-8 の産生を抑えることが示された。 

 

 

1,25-dihydroxy vitamin D3 の刺激でESC によるIL-1β に誘導されたPGE2 の産

生が有意に減少し、PGE2 合成酵素のmRNA 発現は有意に減少し、分解酵素の

mRNA 発現は有意に増加した。 

1,25(OH)2D3 のESC に対する抗炎症効果を調べるためにIL-1β に誘導された

PGE2 の産生について調べた。ESC にIL-1β とともに1,25(OH)2D3 を添加し、24

時間培養したところ、1,25(OH)2D3 はPGE2 の産生を用量依存性に有意に抑制し

た (n=4、P<0.05、図10)。また、ESCにIL-1βとともに1,25(OH)2D3 を添加し、3

時間培養したところ、1,25(OH)2D3 はPGE2 の合成酵素であるCOX-2、mPGES-1 

およびmPGES-2 のmRNA 発現を有意に減少し、PGE2 の分解酵素である

15-PGDH のmRNA 発現を有意に増加した (n=4、P<0.05、図11)。その他の合成

酵素であるcPGES のmRNA 発現には1,25(OH)2D3 による影響はなかった (n=4、

図11)。1,25(OH)2D3 はPGE2 合成酵素の発現を抑制し、PGE2 分解酵素の発現を

増加させ、PGE2 の産生を抑えることが示された。 

 

  



 

21 

1,25-dihydroxy vitamin D3 の刺激でESC の細胞数、DNA 合成を有意に抑制した。 

1,25(OH)2D3 のESC に対する抗増殖効果を調べるために、1,25(OH)2D3 添加後

の細胞数、DNA 合成、アポトーシスについて調べた。ESC に1,25(OH)2D3 を添

加し、24時間培養した。生細胞測定はhexaplicate にておこない、その平均を用

いた。5名の女性から得られた異なる検体を用いてそれぞれ別個に実験を行った

中で典型的な結果を示した (図12)。5名の女性から得られた結果の平均で、コン

トロール群の値を100 % として比較したところ、1,25(OH)2D3 添加群で90.0 % 

に有意に減少させ、2群間に有意差を認めた (n=5, P<0.05)。また、BrdU の再取

り込みをhexaplicate にて測定し、その平均を用いた。11名の女性から得られた

異なる検体を用いてそれぞれ別個に実験を行った中で典型的な結果を示した 

(図13)。11名の女性から得られた結果の平均で、コントロール群の値を100 % と

して比較したところ、1,25(OH)2D3 添加群で73.5 % に有意に減少させ、2群間に

有意差を認めた (n=11, P<0.05)。Annexin 陽性細胞数の測定は、7名の女性から

得られた異なる検体を用いてそれぞれ別個に最低3回繰り返し実験を行い、平均、

コントロール群に対する1,25(OH)2D3 群の比をそれぞれ示した (n=7、表3)。実験

結果にはばらつきがみられ、一定の傾向は得られなかった。1,25(OH)2D3 はBrdU 

の再取り込みを抑え、生細胞数を減少させることが示された。  
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1,25-dihydroxy vitamin D3 はESC のMMP-2 およびMMP-9 のmRNA 発現を有

意に減少した。 

1,25(OH)2D3 のESC に対する抗浸潤効果を調べるためにMMP-2、MMP-9 の発

現について調べた。ESC に1,25(OH)2D3 を添加し、24時間培養したところ、

MMP-2 およびMMP-9 のmRNA 発現をそれぞれコントロールに比べて68.4 %、

65.6 % に有意に抑制した (n=5、P<0.05、図14)。1,25(OH)2D3 はMMP-2 および

MMP-9 のmRNA 発現を抑え、抗浸潤効果をもつことが示された。 

 

 

1,25-dihydroxy vitamin D3 の刺激でTNF-α に抑制されたESC におけるIκBα の

蛋白発現に有意に増加させた。 

1,25(OH)2D3 のESC におけるNFκB 活性に対する影響を調べるためにTNF-α 

によりリン酸化、分解が誘導されるIκBα の蛋白発現について調べた。ESC に

TNF-α を5、10、20、60分間添加し、細胞蛋白を回収した。IκBα 抗体を用いて

ウエスタン・ブロッティング法で蛋白を同定した。図15 (a) に代表的な結果を示

した。TNF-α 添加5分後にかけてIκBα 蛋白量が減少し、20分後以降回復した。

次に、ESC に1,25(OH)2D3 を添加し24時間培養した後、細胞蛋白を回収した。

IκBα 抗体を用いてウエスタン・ブロッティング法で蛋白を同定した。図15 (b) 
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に代表的な結果を示した。コントロール群と1,25(OH)2D3 添加群において、IκBα 

蛋白量に違いを認めなかった。次に、TNF-α 添加5分後にIκBα 蛋白の分解が進

むことを確認したため、ESC に1,25(OH)2D3 を添加し24時間培養した後、TNF-α 

を5分間添加した。図15 (c) に代表的な結果を示した。4名の女性から得られた異

なる検体を用いてそれぞれ別個に実験を行い、蛋白量を定量した。TNF-α 添加

および1,25(OH)2D3 非添加群では IκBα の蛋白発現がコントロールに比べて

34.0 % に減少するのに対し、TNF-α 添加および1,25(OH)2D3 添加群では減少を

有意に抑制した (n=4、P<0.05、図15 (d))。1,25(OH)2D3 はTNF-α によるIκBα の

分解を抑制し、NFκB の核内移行シグナルの核への移行を抑制することが示さ

れた。 
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考察 

本研究において、非子宮内膜症患者、軽症子宮内膜症患者に比べて、重症子

宮内膜症患者において血清25-hydroxy vitamin D 値が有意に低いことが示され

た。次に、ESC を用いたin vitro 実験では、IL-8 発現、PGE2 産生、MMP mRNA 

発現などのIL-1β やTNF-α に誘導された炎症反応を1,25-dihydroxy vitamin D3 が

有意に抑制することが示された。さらに1,25-dihydroxy vitamin D3 はESC の生細

胞数を有意に減少させ、DNA へのBrdU 再取り込みを抑制したが、アポトーシ

スには結果にばらつきがみられ、一定の傾向は認めなかった。また、

1,25-dihydroxy vitamin D3 はESC におけるNFκB 活性も有意に抑制することも示

された(図16-18)。これらの結果からビタミンDの欠乏が子宮内膜症の病態形成

に関与していることが示唆され、子宮内膜症の管理においてビタミンDの投与で

治療的な効果が得られる可能性が示唆された。 

 

低ビタミンD血症と子宮内膜症との関連については既に報告されているが36、

子宮内膜症患者において血清25-hydroxy vitamin D3 値が高い33という報告や関連

がない34,35とした報告もあり、一定の見解は得られていない。これらは人種や居

住地によるところも大きいと思われる。日照時間によって、血清ビタミンD値が

変動することも知られており37、季節の影響46や月経周期、重症度などが影響し
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ている可能性もある。本研究では、それらの影響を少なくするために、血清を

秋から冬にかけて採取し、患者の月経周期を増殖期のみとした。また子宮内膜

症を、ステージI、II 期を軽症とし、ステージIII、IV 期を重症とし、非子宮内

膜症患者群とともに3群に分けて検討することとした。結果よりビタミンD欠乏

が子宮内膜症の進行に寄与することが示唆された。しかし、1,25-dihydroxy 

vitamin D 値に関しては、非子宮内膜症患者と子宮内膜症患者との間、子宮内膜

症の重症度で一定の傾向を認めなかった。1,25-dihydroxy vitamin D3 は生体内に

おいて活性型ビタミンDとして代謝されることから、in vitro の実験で用いる場

合は有用である。しかし、半減期が短いため、ビタミンDの体内動態を把握する

のには適していない47。一方、25-hydroxy vitamin D3 は非活性型とされるが、ビ

タミンD貯蔵を把握するのに有用とされる48。たとえば、腎移植において、致死

率や移植失敗率は血清25-hydroxy vitamin D 値とは関連を認めるが、血清

1,25-dihydroxy vitamin D 値とは関連を認めない49。子宮内膜症患者における血清

1,25-dihydroxy vitamin D 値についての報告は少ないため、今回日本人患者にお

いて測定することで何らかの傾向が得られることが期待されたが、得られなか

った。しかし、腎移植研究と同様に血清25-hydroxy vitamin D 値とは関連を認め

るが、血清1,25-dihydroxy vitamin D 値とは関連を認めないことがわかったこと

は有意義であったと思われる。  
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1,25-dihydroxy vitamin D3 の添加によりESC での炎症反応は著明に抑制さ

れた。ビタミンDがサイトカインの産生を抑えるという報告は産婦人科領域だと

トロフォブラスト50、胎盤51、脱落膜細胞52および不死化平滑筋細胞53などを用い

て、流産、早産や妊娠高血圧症候群に関する研究でされている。本研究におい

ても、子宮内膜症における炎症を生体内で1,25-dihydroxy vitamin D3 が制御する

ことが示唆された。 

 

癌や気管支喘息などの炎症性疾患の領域でビタミンDがプロスタグランディ

ン経路を制御するという報告は多数みられる。たとえば、1,25-dihydroxy vitamin 

D3 が乳癌42や前立腺癌細胞54においてCOX-2 の発現を抑制し、乳がん細胞にお

いて15-PGDH の発現を高めると報告されている。他にも肺の線維芽細胞で

1,25-dihydroxy vitamin D3 がPGE2 産生やIL-1β に誘導されたmPGES-1 の発現を

抑え、 15-PGDH を高めることが知られている 55。本研究においても、

1,25-dihydroxy vitamin D3 がPGE2 産生やCOX-2、mPGES-1、mPGES-2 などのプ

ロスタグランディン合成酵素のmRNA 発現を抑え、プロスタグランディン分解

酵素である15-PGDH のmRNA 発現を高めることが示された。子宮内膜症の病

態生理にプロスタグランディン経路が重要な役割を果たしており12、これらの結

果がビタミンDによる子宮内膜症の進展制御の機序の解明につながるものと思
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われる。 

 

また、本研究では1,25-dihydroxy vitamin D3 はアポトーシスには一定の傾向を

認めず、DNA 合成を抑えることで、ESC の細胞数を著明に減少させた。正常

細胞56や癌細胞32,42,57においてビタミンDがアポトーシスを誘導することが知ら

れている。一方、子宮内膜症ではESC で抗アポトーシス因子であるBcl-2 の発

現が高く、通常子宮内膜などでアポトーシスを誘導するIFN-r (interferon gamma) 

でESC のアポトーシスが誘導されない、アポトーシス抵抗性が以前より報告さ

れている58。同様に、子宮内膜に比べてESC ではアポトーシスが起こりにくく、

抗アポトーシス蛋白であるsurvivin が子宮内膜に比べて、ESC で発現が高いこ

とも報告されている。加えて、survivin をノックアウトするとアポトーシスが誘

導されることも知られている59。Survivin の遺伝子発現を何が制御しているかに

関してはDNA のメチル化などのエピジェネティックな修飾が関与していると

いう報告もあるが、明らかになっていない60。本研究では1,25-dihydroxy vitamin 

D3 によるESC のアポトーシスへの誘導に対して検討を行ったが、一定の傾向を

認めなかった。患者のプロファイルには有意な偏りを認めず、検体数を増やし

て、さらに検討を行ったが、一定の傾向を認めなかった。これは一部の検体に

おいて、アポトーシス抵抗性のために1,25-dihydroxy vitamin D3 がアポトーシス



 

28 

を誘導しなかった可能性があり、抗アポトーシス因子の発現の検討や、アポト

ーシスを誘導する物質とともに1,25-dihydroxy vitamin D3 を添加し検討を行うな

ど、研究をすすめる必要がある。 

 

ビタミンDは子宮体癌61や子宮筋腫62において、MMP の発現を制御することが

知られている。血清中や組織中でのMMP-2 やMMP-9 の高値が子宮内膜症の病

態形成に関与しているという報告もある13,14。子宮内膜症マウスモデルにおいて、

ビタミンDの投与でMMP-9 の発現が下がるという報告もある63。本研究におい

ては、1,25-dihydroxy vitaminD3 がMMP mRNA の発現を有意に減少させた。ビタ

ミンDがMMP 産生を抑制し、抗浸潤効果をもつ可能性が示唆された。今後、抗

浸潤効果についてさらに解明するためにはinvasive assay や移植モデルなどを用

いて、研究をすすめる必要がある。 

 

最後に本研究では、1,25-dihydroxy vitamin D3 が子宮内膜症間質細胞において、

NFκB の活性を抑えることを示した。NFκB はサイトカイン64やプロスタグラン

ディンの産生64-67、MMP の発現68-70、細胞増殖71などに関与している。不活性な

NFκB は細胞質に優位に存在し、IκB と結合することにより活性を抑制されて

いる。TNF-α などによりIκBα のセリン残基をリン酸化する酵素複合体である



 

29 

IκB キナーゼ (IKK) が活性化されると、IκBα はプロテアソームにより分解を

受ける。これによりNFκB の核内移行シグナル (p65、p50) が露出し、核に移行

し、標的遺伝子の転写を促進する (図18)。本研究では、1,25-dihydroxy vitamin D3 

がESC においてTNF-α によるIκBα の分解を抑制し、NFκB の核内移行シグナ

ルの核への移行を抑制することが示唆された。ここから1,25-dihydroxy vitamin D3 

による抗炎症、抗増殖、抗浸潤効果がNFκB 経路を介している可能性が示唆さ

れた。 

IL-8、COX-2、MMP のプロモーター領域にはビタミンDレスポンスエレメン

ト (VDRE) を認める  (genomatix 社  Matinspector: http://www.genomatix.de/) 

が、そこに実際にビタミンDが結合しているか、またそれぞれの遺伝子発現の調

節を行っているかどうかについての解析を行っている報告はない。また、IL-8、

COX-2 のプロモーター領域にはNFκB のbinding site を認める。一方、ビタミン

DはVDR とp65 の複合体形成を誘導し、p65 の転写活性を抑制するなど、NFκB 

に直接抑制するという報告が多数みられる72。本研究で、炎症刺激により惹起さ

れたIL-8、COX-2 などの発現上昇に対するビタミンDの抑制効果は、ビタミンD

がこれらの遺伝子に対して直接作用したというよりは、炎症刺激によって惹起

されたNFκB などの細胞内シグナルがこれらの遺伝子の発現を亢進させる部分

に間接的に作用していたものと考える。 

http://www.genomatix.de/
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ビタミンDがNFκB 活性を抑えるという報告は、早産における子宮筋細胞73や

クローン病における末梢血単球細胞74、肥満患者における肥満細胞75などであり、

ビタミンDによる治療への可能性についても注目されている。 

 

本研究において、体内におけるビタミンD欠乏と重症子宮内膜症の関係や、子

宮内膜症間質細胞における1,25-dihydroxy vitamin D3 の抗炎症、抗増殖、抗浸潤

効果が示された。これらからビタミンD欠乏が子宮内膜症の進展を助長しており、

ビタミンDの摂取が病態の管理に有用であることが示唆された。ビタミンDの摂

取に関しては、クローン病28、HIV 感染症76、2型糖尿病77,78、多嚢胞性卵巣症候

群79の患者などで効果があることも知られている。ビタミンDは排卵には影響を

与えないことから、妊娠を望む子宮内膜症患者に対して、新たな治療法となり

得る。さらなる評価も必要になると思われる。 

 

この研究では、低ビタミンD血症が子宮内膜症との関連があり、ビタミンDが

病態の進行を防ぐことを示した。ビタミンDの摂取が子宮内膜症の新たな治療戦

略となり得ることが示唆された。 

  



 

31 

まとめ 

１．重症子宮内膜症患者の血清25-hydroxy vitamin D 値は非子宮内膜症患者、軽

症子宮内膜症患者に比べて、低かった。 

２．1,25-dihydroxy vitamin D3 の刺激で子宮内膜症間質細胞によるIL-1β やTNF-α

に誘導されたIL-8 のmRNA 発現および蛋白産生が減少した。 

３．1,25-dihydroxy vitamin D3 の刺激で子宮内膜症間質細胞によるIL-1β に誘導さ

れたPGE2 の産生が減少し、PGE2 合成酵素のmRNA 発現は減少し、分解酵素の

mRNA 発現は増加した。 

４．1,25-dihydroxy vitamin D3 の刺激により子宮内膜症間質細胞の細胞数は減少

し、DNA 合成を抑制した。 

５．1,25-dihydroxy vitamin D3 は子宮内膜症間質細胞のMMP-2 およびMMP-9 の

mRNA 発現を減少した。 

６．1,25-dihydroxy vitamin D3 の刺激でTNF-α に抑制された子宮内膜症間質細胞

におけるIκBα の蛋白発現に著明に増加させた。 

 

おわりに 

本研究では、ビタミンDの血清レベルが重症子宮内膜症患者で低いことが示さ

れた。次に、子宮内膜症間質細胞において、1,25-dihydroxy vitamin D3 が抗炎症
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作用としてサイトカインやプロスタグランディンの産生を抑えることや抗増殖

作用、抗浸潤作用をもつことが示された。またこれらの作用がNFκB 経路を介

していることが示唆された。このことよりビタミンD欠乏をきたす子宮内膜症患

者に対して、ビタミンDが新たな治療法となり得る可能性が示された。 

今回の研究で留意すべき点は、卵巣子宮内膜症より分離した間質細胞をもち

いていることと、in vitro でのみ行っていることである。子宮内膜症病変は卵巣

だけでなく、腹膜、腸管など他にも見られるため、卵巣以外の部位においても

検討を行うべきと考える。また、ビタミンDの投与に関しては、今後倫理委員会

の承認後、子宮内膜症患者に対して行い、症状の経過や病変の推移などの検討

を行っていきたい。 
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図表と説明

 

 

表1. 各プライマーの塩基配列とPCR条件 
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図 1. アラキドン酸カスケード 

子宮内膜症では、PGE2 が病態形成を促進していることも知られている。また、

PGE2 からエストロゲンの一種であるエストラジオールを合成する酵素である

アロマターゼの発現が亢進しており、子宮内膜症の病態生理にプロスタグラン

ディン経路が重要な役割を果たしていることが知られている。 
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表 2. 子宮内膜症における血清ビタミン D 値に関する報告 

血清ビタミン D 値との子宮内膜症に関する報告は 4 つあるが、結果は一致しない。 
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図 2. ビタミン D の代謝過程 35
 

体内のビタミン D の大半は皮膚において紫外線の照射によって生成される。皮膚で生成

されたビタミン D は vitamin D3 であり、生体内では不活性型である。肝臓において 25(OH)D3  

に変換され、腎臓において活性型である 1,25(OH)2D3 に変換される。  
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図3. 子宮内膜症患者における血清25-hydroxy vitamin D3 値 

血清サンプルは37名の非子宮内膜症患者 (年齢: 32.8 ± 1.05, mean ± SD)、17名

のステージI、II の子宮内膜症患者 (年齢: 35.4 ± 1.64) および22名のステージIII、

IV の子宮内膜症患者 (年齢: 34.6 ± 1.53) から採取した。患者はすべて日本人で

あり、ビタミンD製剤やサプリメントの服用はしていなかった。すべての血清サ

ンプルは1998年から2014年の、10月(秋)から3月(冬)に採取された。月経周期は

すべて増殖期であった。2群間の比較に対しMann-Whitney U-test を用いた。*P < 

0.05 はControl 群と比較し、** P < 0.05 はStage I-II 群と比較し、有意差を得た。 
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図4. 子宮内膜症患者における血清1,25-hydroxy vitamin D3 値 

血清サンプルは37名の非子宮内膜症患者 (年齢: 32.8 ± 1.05, mean ± SD)、17名

のステージI、II の子宮内膜症患者 (年齢: 35.4 ± 1.64) および22名のステージIII、

IVの子宮内膜症患者 (年齢: 34.6 ± 1.53) から採取した。患者はすべて日本人であ

り、ビタミンD製剤やサプリメントの服用はしていなかった。すべての血清サン

プルは1998年から2014年の、10月(秋)から3月(冬)に採取された。月経周期はす

べて増殖期であった。各群間で有意差は認めなかった。 
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図5. Radioimmunoassay 法と液体クロマトグラフィー質量分析法による子宮内

膜症患者、非子宮内膜症患者における血清25-hydroxy vitamin D 値の相関 

血清サンプルは40名の非子宮内膜症患者および子宮内膜症患者から採取した。

患者はすべて日本人であり、ビタミンD製剤やサプリメントの服用はしていなか

った。相関係数は0.783であり、強い相関を認めた (p<0.001)。 
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図 6. ESC における IL-1β に誘導された IL-8 の mRNA 発現に対する

1,25(OH)2D3 の効果 

ESCに2%FBS とともにIL-1β (5 ng/ml) と1,25(OH)2D3 (10
-7

 M) を添加し、1、3、

6、24時間培養した。細胞からのRNA を抽出しcDNA に逆転写した。IL-8 の遺

伝子発現を解析するためにreal-time quantitative PCR を行った。測定はtriplicate 

にておこない、その平均を用いた。 (a) 5名の女性から得られた異なる検体を用

いてそれぞれ別個に実験を行った中で典型的な結果を示した。数値は平均 ± 標

準偏差である (b) 5名の女性から得られた異なる検体を用いてそれぞれ別個に実

験を行い、1時間培養したコントロール群の値を1として比較した。5名の女性か

ら得られた結果の平均を示した。数値は平均 ± 標準誤差であり、2群間の比較

に対しStudent’s t test を用いた。* は群間に有意差があることを示す (P<0.05)。 
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図7. ESC におけるIL-1β に誘導されたIL-8 の産生に対する1,25(OH)2D3 の効

果 

ESC に2%FBS とともにIL-1β (5 ng/ml) と1,25(OH)2D3 (10
-9

 ～ 10
-7

M) を添加

し、24時間培養した。細胞培養上清中のIL-8濃度を特異的ELISA で測定した。

測定はquadruplicate にておこない、その平均を用いた。 (a) 6名の女性から得ら

れた異なる検体を用いてそれぞれ別個に実験を行った中で典型的な結果を示し

た。数値は平均 ± 標準偏差である。 (b) 6名の女性から得られた異なる検体を

用いてそれぞれ別個に実験を行い、コントロール群の値を1として比較した。6

名の女性から得られた結果の平均を示した。数値は平均 ± 標準誤差であり、2

群間の比較に対しStudent’s t test を用いた。* はコントロール群と比較し有意差

があることを示す (P<0.05)。 
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図 8. ESC における TNF-α に誘導された IL-8 の mRNA 発現に対する

1,25(OH)2D3 の効果 

ESC に2%FBS とともにTNF-α (10 ng/ml) と1,25(OH)2D3 (10
-7

 M) を添加し、1、

3、6、24時間培養した。細胞からのRNA を抽出しcDNA に逆転写した。IL-8 の

遺伝子発現を解析するためにreal-time quantitative PCR を行った。測定はtriplicate 

にておこない、その平均を用いた。 (a) 5名の女性から得られた異なる検体を用

いてそれぞれ別個に実験を行った中で典型的な結果を示した。数値は平均 ± 標

準偏差である。 (b) 5名の女性から得られた異なる検体を用いてそれぞれ別個に

実験を行い、1時間培養したコントロール群の値を1として比較した。5名の女性

から得られた結果の平均を示した。数値は平均 ± 標準誤差であり、2群間の比

較に対しStudent’s t test を用いた。* は群間に有意差があることを示す (P<0.05)。 
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図9. ESC におけるTNF-α に誘導されたIL-8 産生に対する1,25(OH)2D3 の効果 

ESC に2%FBS とともにTNF-α (10 ng/ml) と1,25(OH)2D3 (10
-9

 ～ 10
-7

M) を添

加し、24時間培養した。細胞培養上清中のIL-8 濃度を特異的ELISA で測定した。

測定はquadruplicate にておこない、その平均を用いた。 (a) 6名の女性から得ら

れた異なる検体を用いてそれぞれ別個に実験を行った中で典型的な結果を示し

た。数値は平均 ± 標準偏差である。 (b) 6名の女性から得られた異なる検体を

用いてそれぞれ別個に実験を行い、コントロール群の値を1として比較した。6

名の女性から得られた結果の平均を示した。数値は平均 ± 標準誤差であり、2

群間の比較に対しStudent’s t test を用いた。* はコントロール群と比較し有意差

があることを示す (P<0.05)。 
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図10. ESC におけるIL-1β に誘導されたPGE2 の産生に対する1,25(OH)2D3 の効

果 

ESC に2%FBS とともにIL-1β (5 ng/ml) と1,25(OH)2D3 (10
-9

 10
-7

M) を添加し、

24時間培養した。細胞培養上清中のPGE2 濃度を特異的EIA で測定した。測定は

quadruplicate にておこない、その平均を用いた。 (a) 4名の女性から得られた異

なる検体を用いてそれぞれ別個に実験を行った中で典型的な結果を示した。数

値は平均 ± 標準偏差である。 (b) 4名の女性から得られた異なる検体を用いて

それぞれ別個に実験を行い、コントロール群の値を1として比較した。6名の女

性から得られた結果の平均を示した。数値は平均 ± 標準誤差であり、多群間の

比較に対しANOVA 分析の後に、post hoc test としてTukey’s test を用いた。* は

群間で有意差があることを示す (P<0.05)。 
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図11. ESC におけるIL-1β に誘導されたCOX-2、mPGES-1、mPGES-2、cPGES、

15-PGDH のmRNA 発現に対する1,25(OH)2D3 の効果 

ESC に2%FBS とともにIL-β (5 ng/ml) と1,25(OH)2D3 (10
-7

 M) を添加し、3時

間培養した。細胞からのRNA を抽出しcDNA に逆転写した。 (a) COX-2、 (b) 

mPGES-1、(c) mPGES-2、(d) cPGES、(e) 15-PGDH の遺伝子発現を解析するため

にreal-time quantitative PCR を行った。測定はtriplicate にておこない、その平均

を用いた。4名の女性から得られた異なる検体を用いてそれぞれ別個に実験を行

い、コントロール群の値を1として比較した。4名の女性から得られた結果の平

均を示した。数値は平均 ± 標準誤差であり、2群間の比較に対しStudent’s t test 

を用いた。* は2群間に有意差があることを示す (P<0.05)。 
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図12. 1,25(OH)2D3 のESC に対する細胞数の減少効果 

ESCに1,25(OH)2D3 (10
-6

 M) を添加し、24時間培養した。生細胞数をviable cell 

counting assay を用いて測定した。測定はhexaplicate にておこない、その平均を

用いた。5名の女性から得られた異なる検体を用いてそれぞれ別個に実験を行っ

た中で典型的な結果を示した。数値は平均 ± 標準偏差である。コントロール群

の値を1として比較した。5名の女性から得られた結果の平均で、2群間の比較を

Student’s t test を用いて行い、2群間に有意差を認めた (P<0.05)。 
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図13. ESC におけるBrdU 再取り込みに対する1,25(OH)2D3 の効果 

ESCに1,25(OH)2D3 (10
-6

 M) を添加し、24時間培養した。BrdU の再取り込みを

Biotrak cell proliferation ELISA system を用いて測定した。測定はhexaplicate にて

おこない、その平均を用いた。11名の女性から得られた異なる検体を用いてそ

れぞれ別個に実験を行った中で典型的な結果を示した。数値は平均 ± 標準偏差

である。コントロール群の値を1として比較した。11名の女性から得られた結果

の平均で、2群間の比較をStudent’s t test を用いて行い、2群間に有意差を認めた 

(P<0.05)。 
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表3. ESC におけるアポトーシスに対する1,25(OH)2D3 の効果 

ESC に1,25(OH)2D3 (10
-6

 M) を添加し、24時間培養した。アポトーシス陽性細

胞をフローサイトメトリーで10000細胞中のアポトーシス陽性細胞数を測定し

た。7名の女性から得られた異なる検体を用いてそれぞれ別個に最低3回繰り返

し実験を行い、平均、コントロール群に対する1,25(OH)2D3 群の比を示した。実

験結果にはばらつきがみられ、一定の傾向は得られなかった。 

  

(アポトーシス陽性細胞数/10000細胞) 
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図14. ESC におけるMMP-2、MMP-9 のmRNA 発現に対する1,25(OH)2D3 の効

果 

ESC に1,25(OH)2D3 (10
-7

 M) を添加し、24時間培養した。細胞からのRNA を

抽出しcDNA に逆転写した。 (a) MMP-2、(b) MMP-9 の遺伝子発現を解析する

ためにreal-time quantitative PCR を行った。測定はtriplicate にておこない、その

平均を用いた。5名の女性から得られた異なる検体を用いてそれぞれ別個に実験
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を行い、コントロール群の値を1として比較した。5名の女性から得られた結果

の平均を示した。数値は平均 ± 標準誤差であり、2群間の比較に対しStudent’s t 

test を用いた。* は2群間に有意差があることを示す (P<0.05)。 
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図15. ESC におけるTNF-α に誘導されたIκBα に対する1,25(OH)2D3 の効果 

(a) ESC にTNF-α (10 ng/ml) を5、10、20、60分間添加し、細胞蛋白を回収し

た。IκBα 抗体を用いてウエスタン・ブロッティング法で蛋白を同定した。代表

的な結果を示した。TNF-α 添加5分後にかけてIκBα 蛋白量が減少し、20分後以

降回復した。 (b) ESC に1,25(OH)2D3 (10
-7

 M) を添加し、24時間培養したのち、

細胞蛋白を回収し、IκBα 抗体を用いてウエスタン・ブロッティング法で蛋白を

同定した。コントロール群と1,25(OH)2D3 添加群でIκBα 蛋白量に違いは認めな

かった。 (c) ESC に1,25(OH)2D3 (10
-7

 M) を添加し、24時間培養したのち、TNF-α 

(10 ng/ml) を添加し、5分間刺激した。細胞蛋白を回収し、IκBα 抗体を用いてウ

エスタン・ブロッティング法で蛋白を同定した。5分後の代表的な結果を示した。 

(d) 4名の女性から得られた異なる検体を用いてそれぞれ別個に実験を行い、蛋白

量を定量した。数値は平均 ± 標準誤差であり、2群間の比較に対しStudent’s t test 

を用いた。* は群間に有意差があることを示す (P<0.05)。 
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図16. ESC におけるアラキドン酸カスケードへの1,25(OH)2D3 の効果 

1,25(OH)2D3 がPGE2 産生やCOX-2、mPGES-1、mPGES-2 などのプロスタグラ

ンディン合成酵素のmRNA 発現を抑え、プロスタグランディン分解酵素である

15-PGDH のmRNA 発現を高めることが示された。 
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図17. ESC における1,25(OH)2D3 の効果 

ESC を用いたin vitro 実験では、MMP mRNA 発現や、IL-8 発現、PGE2 産生、

などのIL-1β やTNF-α に誘導された炎症反応を1,25(OH)2D3 が有意に抑制する

ことが示された。さらに1,25(OH)2D3  はESC の生細胞数を有意に減少させ、DNA 

へのBrdU 再取り込みを抑制した。また、1,25-dihydroxy vitamin D3 はESC にお

けるNFκB 活性も有意に抑制することが示された 
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図18. NFκB 経路における1,25(OH)2D3 の効果 

不活性なNFκB は細胞質に優位に存在し、IκB と結合することにより活性を

抑制されている。TNF-α などによりIκBα のセリン残基をリン酸化する酵素複合

体であるIκBキナーゼ (IKK) が活性化されると、IκBα はプロテアソームにより

分解を受ける。これによりNFκB の核内移行シグナル (p65、p50) が露出し、核

に移行し、標的遺伝子の転写を促進する。本研究では、1,25(OH)2D3 がESC にお

いてTNF-α によるIκBα の分解を抑制し、NFκB の核内移行シグナルの核への移

行を抑制することが示唆された。 
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略語一覧  

VD: ビタミン D 

IL-8: Interleukin-8 

PGE2: プロスタグランディン E2  

MMP: Matrix Metalloproteinase 

GnRH: Gonadotropin releasing hormone 

25(OH)D: 25-hydroxy vitamin D 

25(OH)D3: 25-hydroxy vitamin D3 

1,25(OH)2D: 1,25-dihydroxy vitamin D  

1,25(OH)2D3: 1,25-dihydroxy vitamin D3  

ESC: Endometriotic stromal cells 

COX-2: Cyclooxygenase-2 

mPGES-1: microsomal prostaglandin E synthase-1 

mPGES-2: microsomal prostaglandin E synthase-2 

cPGES: cytosolic prostaglandin E synthase 

15-PGDH : 15-hydroxyprostaglandin dehydrogenase 

NFκB: Nuclear factor-kappa B 

IκB: Inhibitor κB 



 

70 

IFN-r: Interferon gamma 

IKK: IκB キナーゼ 


