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略語表	 

	 

AMPs: antimicrobial peptides 

AEC: amniotic epithelial cells 

AS: amniotic stromal layer 

CAM: chorioamnionitis 

COPD: chronic obstructive pulmonary disease 

COX2: cyclooxygenase2 

CRP: C-reactive protein 

CS: chorionic stromal layers 

CT: chorionic trophoblast cells 

DAB: diaminobenzidine 

DC: decidual cells  
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ELISA: enzyme-linked immuno-sorbent assay  

FBS: fetal bovine serum 

LPS: lipopolysaccharide  

MMP: matrix metalloproteinase 

NF-κB: nuclear factor-κB 

PBS: phosohate buffered saline 

PCR: polymerase chain reaction 

PG: prostaglandin 

PGDH: prostaglandin dehydrogenase 

PROM: preterm rupture of membrane 

STAT1: signal transducers and activator of transcription1 

SLPI: secretory leukocyte peptidase inhibitor 
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TBS: tris-buffered saline 

TPB: threatened preterm birth 

WAP: whey acid protein 
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要旨 

 

	 子宮内感染は早産の重要なリスク因子であり、その予防は正常な妊娠を維持

するための大切な課題である。妊娠子宮において子宮頸部と卵膜は胎児を感染

から守る防御機構としての役割を果たしており、我々はその感染防御に関与す

る自然免疫、中でも elafin と SLPI という抗菌ペプチドに着目し、それらの生理

的意義および早産機序との関連について検証した。 

	 本研究では elafin と SLPI が妊娠中に子宮頸部と卵膜に恒常的に発現しており

どちらも早産や絨毛膜羊膜炎を発症した症例でその発現が増強することを示し、

これらが妊娠中に胎児を感染から守るべく恒常性の維持と自然免疫機構に寄与

している可能性が示唆された。 
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序文 

 

	 早産は日本において妊娠全体の約 5%に発生しており、早産児では出生後の死

亡のみならず、生存した場合においても神経発達、呼吸器障害、視力障害など

長期的に深刻な影響を及ぼす後遺症を発生するリスクがある。そのため、早産

の予防、診断、治療は周産期医学における重大な課題である。子宮内感染は早

産の重要なリスク因子であり、早産の原因の約 30-50%を占めると報告されてい

る[1] [2]。出生児の未熟性に伴う後遺症の危険性が高くなる早い妊娠週数での

早産ほど子宮内感染の割合が多く、また胎児への直接的な感染の波及により更

に児の予後が悪化することが指摘されている[3]。	 

	 子宮内感染における病原体侵襲の主要経路は経頸管的な上行性感染と考えら

れている。つまり、腟炎や子宮頸管炎が先行し子宮内へと波及することが指摘

されている[4] [5]。子宮頸管は腟－子宮内腔間に介在した組織である。腟内の病

原性微生物が子宮内へ侵入することを防ぐための子宮頸管における免疫防御機

構が適切に機能することが安定した妊娠維持に不可欠であると考えられる。ま

た、子宮内に侵入した病原体から胎児を守るための構造物として卵膜は重要な
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存在である。胎児を包む卵膜は羊膜、絨毛膜、脱落膜からなる三層の膜で、胎

児を外界から遮断し、胎児を感染から守る最後の砦の役割を担っている 

(Figure1)。早産に先行する病態として絨毛膜羊膜炎	 (CAM: chorioamnionitis)や卵

膜感染に伴う前期破水 (PROM: preterm rupture of membrane)が挙げられる。CAM

は頸管内に侵襲した病原体が卵膜での感染を生じた状態であり、さらに感染が

進行して卵膜構造が破綻すると PROM に至る。 

	 子宮内感染の発症から早産に至る機序について Figure2 にまとめた[5]。子宮頸

管、卵膜に感染を生じると局所的にマクロファージ、好中球などの免疫担当細

胞が集簇する。TNFαや IL-1βを中心としたサイトカインの働きにより炎症が進

行し、病原体の排除が行われると同時に、過度な炎症は頸管、卵膜の組織構造

の破壊を生じることとなる。更に組織が活性化して産生された IL-8 によって、

好中球の組織局所への遊走、浸潤が促され、好中球はセリンプロテアーゼの一

種である好中球エラスターゼを分泌し、組織コラーゲンの変性を生じるために

子宮頸管では頸管熟化（子宮頸部の軟化、開大）が進行する。卵膜では膜の脆

弱化が起こり PROM の引き金となる。また TNFαや IL-1βのそれ自身の細胞傷

害性が細胞のアポトーシスを誘導し、卵膜を脆弱化することも破水の原因とな
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る。更に TNFαや IL-1βは脱落膜細胞に作用して prostaglandin (PG)誘導酵素であ

る COX2 (cyclooxygenase2)を増加し、一方で PG を分解する PGDH (prostaglandin 

dehydrogenase)の活性を抑制する。これによって子宮収縮の促進因子である PG

の局所的な作用が増強して陣痛を生じることが指摘されている。 

	 抗菌ペプチド	 (AMPs: antimicrobial peptides)は、10-100 個程度のアミノ酸から

成る短いペプチドで、細菌、真菌、ウイルス等に対して広範囲な抗微生物活性

を有する[6]	 [7]。AMPs の産生は植物、無脊椎動物や脊椎動物など、あらゆる

種類の生物で確認されており進化的に保存された自然免疫系を構成する重要な

分子機構である。外来病原性微生物と対峙する皮膚および呼吸器、消化管、生

殖器における粘膜上皮、そして好中球などの炎症担当細胞が AMPs の産生の中

心となる[8]。AMPs の構造的特徴として、プラス電荷のアミノ酸を多く配列す

る一方で、親水性と疎水性の両面を有する両親媒性という特徴を持つ。その正

確な殺菌機構には未解明の部分があるが、AMPs のプラス電荷がマイナス電荷の

細菌の細胞膜に結合し、膜を貫通させ孔を開けて殺菌作用を発揮し、また一部

の抗菌ペプチドは病原菌内に入り込み、内部の分子と結合してその作用を阻害

することで殺菌作用を示すと考えられている[8]	 [9]	 (Figure3)。	 
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	 elafin と secretory leukocyte peptidase inhibitor (SLPI)は AMPs として分類される

分泌蛋白である。それらの大きな特徴として、抗菌作用に加えて強い抗プロテ

アーゼ作用を持つことが挙げられる[10] [11] [12] [13] [14] [15] (Table1)。elafin、

SLPI はその蛋白構造から whey acid protein (WAP)ファミリーに属する。この分子

群はセリンプロテアーゼの阻害作用を持つ WAP モチーフと呼ばれる構造を持

ち、protease inhibitor として働く。分子構造上は elafin と SLPI は約 40％の相同性

があり、elafin が一つの WAP モチーフを有するのに対し、SLPI には 2 つの WAP

モチーフが存在する[16] [17] [18]。好中球エラスターゼは炎症が生じた際に好中

球から放出されるプロテアーゼで、微生物、異物を分解し、生体を防御する。

しかし基質特異性が少ないため、過剰に放出されると自己の組織障害を引き起

こす。特に妊婦の子宮頸管の炎症においては、過剰な好中球エラスターゼは子

宮頸管や卵膜を構築するコラーゲン繊維を分解し、頸管の熟化や破水の誘因と

なり、ひいては早産の原因となり得る。elafin と SLPI はその抗プロテアーゼ作

用により炎症に伴う過剰なプロテアーゼによる組織傷害を防御する働きを持つ

ことが指摘されている[17]。またこれらのタンパクは炎症関連因子の発現制御に

重要な転写因子であるNF-κB (nuclear factor-κB)の発現を抑制する作用があり、
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炎症性サイトカインの産生とそのシグナル経路を減弱することで抗炎症作用を

発揮する[16]。 

	 本研究は、子宮頸管、卵膜の感染防御機構における AMPs の役割を明らかに

することを目的とし、特に、抗菌作用、抗プロテアーゼ作用、抗炎症作用を持

つ elafin と SLPI に着目して、それらの AMPs の生理的意義および早産機序との

関連について検討した。 
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実験方法 

	 

	 本研究は東京大学医学部研究倫理委員会より承認を受けている （承認課題

名：妊婦の子宮頸部における感染症・早産に対する粘膜免疫応答に関する研究	 

(承認番号：3434)、脱落膜リンパ球と絨毛細胞が、胎盤血管系発達に果たす生理

学的、病理学的役割に関する研究 （承認番号：3129））。 

 

1. 妊婦の子宮頸管細胞の採取 

	 文書によるインフォームドコンセントを取得した上で、外来にて妊婦健診を

行っている母児共に合併症の無い正常妊婦 144 名（初期 n=36、中期 n=41、後期

n=36、産褥期 n=31：それぞれの検体は独立した妊婦のものとした）の子宮頸管

細胞を採取した。検体採取は、内診時に綿棒にて子宮頸部を擦過し、綿棒を RNA

抽出液 2ml （FARB Buffer, Blood / Cultured Cell Total RNA Purification Mini Kit: 

FAVOGEN）内で約 5 秒撹拌した後に頸管細胞を回収し、mRNA 発現の解析を

行った。また、切迫早産の診断で入院治療を要した妊婦(n=42、妊娠週数 20-35

週)からも同様に検体を採取し、elafin と SLPI の発現について正常妊婦との比較
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を行った。更に、正常妊婦 22 名（初期 n=7、中期 n=8、後期 n=7）から同様に綿

棒で採取した子宮頸管擦過細胞をスライドグラスに塗抹し、細胞固定液（日本

メディポート）にて固定し免疫染色に用いた。	 

	 

2. 切迫早産の診断 

	 下記症状の内で一つ以上に該当する場合に切迫早産と診断し、入院管理を行

った。	 1) 妊娠 28 週以前に経腟超音波にて子宮頸管長が 25mm 以下となった場

合、	 2) 妊娠 35 週以前において、子宮収縮を伴い子宮頸管の開大がみられる場

合。本研究では PROM の症例は除外した。切迫早産に対する入院治療は症状に

応じて、下記が施された; a) 腹緊計で子宮収縮が確認された場合、子宮収縮抑制

薬の経静脈的投与、b) 採血データで白血球上昇または CRP の上昇を認めた場合、

抗生剤の投与。 

 

3. ヒト子宮頸管細胞由来株の炎症性刺激実験 

	 内子宮口細胞株：End1 / E6E7 (End1)、外子宮口細胞株：Ect1 / E6E7 (Ect1)は

SPI 社より入手し、培養液は Keratinocyte-Serum Free Medium (Gibco)を用いた。
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すべての実験は 3-5 回の継代回数の範囲の End1、Ect1 を用いて行い、培養細胞

が 80%コンフルエントの状態で human recombinant TNFα (1, 10, 50 ng/ml, Life 

Technologies)、IL-1β (1, 10, 50 ng/ml, Becton-Dickinson and Company Japan)、

lipopolysaccharide (LPS (100ng/ml, Sigma) )を括弧内の濃度で添加し、24 時間後に

培養上清を回収し、さらに下記の方法で細胞内の RNAを抽出した。 

	  

4. ヒト卵膜の初代細胞培養と炎症性刺激実験 

	 卵膜サンプルの採取は合併症の無い選択的帝王切開術の症例 (n=6)から文書

による説明同意のもとで行った。卵膜を 10cm 角となるように採取し、前処置と

して phosophate buffered saline （PBS, Gibco）で洗浄し、付着していた血液など

取り除き、PBS に hyaluronidase (Sigma)を 1mg/ml の濃度となるよう添加したも

のに入れ 4℃で 30 分ほど置き、卵膜組織を分離しやすくした。その後卵膜をピ

ンセットで羊膜、絨毛膜、脱落膜の 3層に分離し、それぞれハサミで細断した。

0.25%trypsin＋EDTA (Gibco) 40ml を加え、撹拌用のフラスコに移し stirrer で撹拌

した（37℃、羊膜 60 分、脱落膜・絨毛膜 45 分）。途中 DNase (Invitrogen)を適

宜入れて細胞同士が塊化しないようにした。その後細胞溶解液をそれぞれ 100μl
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フィルターで濾過し、濾過液に fetal bovine serum （FBS (Gibco) ）を少量加えト

リプシンを失活させた。続いて遠心 (400G、15 分)にかけ上清を吸引し細胞ペレ

ットにメディウム（DMEM/F12＋10%FBS、antibiotic-antimycotic 10ml/L (Gibco)）

10ml を加えてよく撹拌したものを再度遠心し細胞ペレットを 1ｘ10^5~6cells/ml

の細胞濃度となるように同メディウムに溶解し 12 well プレート上で培養を行っ

た。培養細胞が 80%コンフルエントとなった所で、End1、Ect1 と同様に TNFα (1, 

10, 50 ng/ml)、IL-1β (1, 10, 50 ng/ml)、LPS(100ng/ml)を括弧内の濃度で添加し、

24 時間後に培養上清を回収し、さらに下記の方法で細胞内の RNAを抽出した。	 

 

5. RNA の抽出と reverse transcription （RT）法	 

	 子宮頸管細胞の検体、培養細胞からの total RNA の回収は Blood / Cultured Cell 

Total RNA Purification Mini Kit （FAVOGEN）を用いて行った。分光光度計	 (Epoch 

Micro-Volume Spectrophotometer System: Bio-Tec)による RNA の純度の確認を行

い、吸光度比 260nm/280nm が 1.7〜2.1 となる検体を使用した。Rever Tra Ace Kit 

(TOYOBO)を用いて total RNA を cDNA に逆転写した。反応液は総量 40μl (5xRT 

buffer 8μl、deoxynucleotide triphosphate 4μl、10U/μl RNase inhibitor 4μl、Rever Tra 
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transcriptase 2μl、randome primer 2μl、サンプル RNA 22μl)とし、サーマルサイク

ラーの設定は 30℃10 分→42℃20 分→99℃5 分とした。	 

	 

6. Real time polymerase chain reaction (real time PCR)法	 

	 培養細胞内の elafin と SLPI の発現を real time PCR 法にて比較検討した。各分

子の mRNA 特異的 primer の配列を Table2 に示す。	 測定には Light Cycler 480 

SYBR Green I （Roche）を使用した。PCR 反応液は総量 20μl とし内容はサンプ

ル 5μl (cDNA5ng)、CYBR Green master mix 10μl、RNase free water 3μl、forward お

よび reverse primer (10μM)をそれぞれ１μl とした。PCR のプロトコールは 95℃10

分間の denature に続いて、95℃10 秒→annealing10 秒→72℃product size/25bp 秒の

PCR サイクルを 40 サイクル行った。それぞれの primer pair における annealing、

extension の条件は Table2 に示す。サンプル間の mRNA 量補正のため β-actin 

mRNA の含有量を内部コントロールとした。	 

	 

7. Enzyme-linked immuno-sorbent assay （ELISA）法	 
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	 培養細胞上清中の elafin と SLPI タンパク濃度はサンドウィッチ ELISA 法を用

いて測定した。elafin の測定には Duoset ELISA Development System (R&D system)

を使用し、SLPI の測定には Quantikine ELISA kit (R&D system)を使用した	 (測定

可能濃度:elafin〜2000pg/ml、SLPI〜1000pg/ml)。基準曲線はスタンダードサンプ

ルを使用して吸光度計による 450nm 波長の測定値を用いて作成した。それぞれ

のサンプルを測定してこの基準曲線を用いて濃度を算出した。	 

	 

8. 免疫染色	 

	 子宮頸管細胞は綿棒で採取後スライドグラスに塗抹し、細胞固定液	 （日本メ

ディポート）にて細胞固定した。卵膜組織はパラフィン包埋標本を作成して切

片にした。パラフィン切片は前処置としてキシレン、エタノールを用いて脱パ

ラフィン処理を行った後、10mM クエン酸緩衝液	 （pH6.0）による micro wave

処理を行い、抗原賦活化を行った。その後は細胞塗抹標本、組織検体ともに

Envision kit (DAKO)を用いて共通の方法で免疫染色を行った。内因性 peroxydase

の除去のため peroxidase blocking solution 内で 20 分浸した後 tris-buffered saline 

(TBS)で洗浄した。非特異的反応のブロッキングのため protein block serum free
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に 20 分間浸した後 TBS で洗浄した。一次抗体には elafin (Atlas Antibodies、希釈

率 1: 400)	 、SLPI (Hycult biotech、希釈率 1: 50)を、それぞれの negative control

として Rabbit Immunoglobulin Fraction (Dako) と Normal Mouse IgG1 (Dako)を同

様の希釈率で使用した。希釈した 1 次抗体と 4℃で一晩反応させた後 TBS で 3

回洗浄し、2次抗体希釈液 Dako Envision Dual Link System-HRP と室温で 1時間

反応後、TBS で 2回洗浄した。diaminobenzidine （DAB）で発色し、マイヤーヘ

マトキシリン溶液にて核染色を行った。脱水、透徹、封入し、光学顕微鏡下で

観察した。染色の強度を比較するために、免疫染色スコアによる評価を行った 

(0:	 染色されず、1:	 弱程度染色あり、2:	 中等度染色あり、3:	 強度染色あり) 

[19]。検体に関する臨床情報を知らされていない３人でそれぞれスコアリング

を行いその平均を各検体の染色スコアとして統計解析を行った。	 

	 

9. 統計解析	 

	 統計解析には JMP pro9.0 (SAS)を使用した。免疫染色スコアの比較、妊婦の子

宮頸部における elafin と SLPI の mRNA発現の比較には Kruskal-Wallis 検定、培

養細胞の炎症刺激実験では Bartlett 法による等分散性の検定をした上でノンパラ
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メトリックな多重比較検定として Steel-Dwass 法により各群の比較を行った。p

値<0.05 の場合に有意な違いがあるとした。各 figure 内のデータは平均値±標準

誤差 (S.E.)で表示した。	 
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結果 

 

1. 子宮頸管細胞における elafin と SLPI の発現 

	 綿棒による擦過細胞標本を用いて、子宮頸管上皮細胞における elafin と SLPI

の発現を免疫染色法にて確認した (n=22: 初期 n=7、中期 n=8、後期 n=7)。子宮

頸管の内部の上皮は、一層の円柱上皮に覆われ、外子宮口から外側（腟側）は

重層扁平上皮に覆われた構造となっている（Figure4）。頸管擦過細胞検体にはそ

れらの扁平上皮と円柱上皮が混在しており、その比率は妊娠時期に関わらず約

4:1（扁平上皮：円柱上皮）程度であった。細胞の種類の判断は顕微鏡による形

態的特徴により容易であり、頸管扁平上皮は直径約 20-30μm 程で、多角形、核

細胞質比が低く(Figure5 A, B, E, F)、頸管円柱上皮は円形の細胞が集塊状となっ

て存在し、細胞の直径は約 8-10μm と扁平上皮に比べて小さく、核細胞質比は

扁平上皮に比べて大きいのが特徴である(Figure5 C, D, G, H)。扁平上皮、円柱上

皮ともに免疫染色にて elafin (Figure5 A, C)、SLPI (Figure5 E, G)の特異的染色が確

認された。また、非特異的 IgG を用いた negative control では染色されなかった 

(Figure5 B, D, F, H)。｢実験方法｣で記述した免疫染色スコアによりその染色強度
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の比較を行ったところ、elafin の免疫染色スコア平均値は円柱上皮に比べ扁平上

皮で有意に高く（扁平上皮:2.9±0.1、円柱上皮:2.3±0.2 mean ± S.E.、p<0.05）、

一方 SLPI の方は扁平上皮より円柱上皮で有意に高かった(扁平上皮:2.1±0.1、円

柱上皮:2.9±0.1  mean ± S.E.、p<0.05) (Table3)。 

 

2. 妊娠時期による elafin と SLPI の生理的発現変化 

	 elafin と SLPI の子宮頸管上皮における発現について、妊娠中の生理的変化を

評価するために、妊婦の子宮頸管上皮細胞の擦過検体を妊娠初期 (n=36)、中期 

(n=41)、後期 (n=36)、産褥期 (n=31)の異なる時期の女性より採取し、real time PCR

法により mRNA 発現を比較検討した。elafin と SLPI はいずれも妊娠中、産褥期

を通して子宮頸管上皮細胞で発現していた。elafin の発現量は妊娠期間中には変

化が見られなかった (Figure 6 A)。一方で SLPI の mRNA 発現量は妊娠初期に比

べ、妊娠中期と後期に有意な上昇が見られた (Figure 6B)。産褥期については

elafin と SLPI ともに妊娠経過中に比べて顕著に発現が上昇していた (Figure6 A, 

B)。 
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3. 切迫早産症例における elafin と SLPI の発現変化 

	 早産と elafin、SLPI との関連を検討する目的で、切迫早産の診断で入院を要し

た症例 (threatened preterm birth: TPB 群、n=42)と正常経過の妊婦 (control 群、

n=26) の子宮頸部における elafin と SLPI の mRNA 発現の比較を real time PCR 法

にて行った。control 群の頸管上皮細胞の採取時期は TPB 群と一致させた。TPB

群の検体は、切迫早産の診断（「実験方法」参照）のもとで入院となった直後に

採取した。TPB 群を更に早産（37 週未満での分娩）となった群 （preterm-TPB

群:p-TPB 群、n=19）と、正期産となった群 (term-TPB 群:t-TPB 群、n=23)に分け

て比較検討した。p-TPB 群、t-TPB 群ともに同じ治療方針のもとでの管理が行わ

れた。p-TPB 群、t-TPB 群、control 群の検体採取時期と、t-TPB 群、control 群の

分娩時期に有意差は認めなかった (Table4)。 

	 elafin と SLPI ともに、t-TPB 群、control 群と比べ、p-TPB 群で有意に高発現で

あった。t-TPB 群と control 群に発現の有意差は見られなかった (Figure7 A, B)。

一方で elafinとSLPIとの発現量の間に明らかな相関関係は認めなかった(Figure7 

C)。 
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4. 子宮頸管上皮細胞株における炎症性刺激に対する elafinとSLPIの発現の変化 

	 子宮頸管細胞由来の２種類の細胞株 End1、Ect1 を用いて、炎症性サイトカイ

ン TNFα、IL-1βとグラム陰性菌の内毒素 LPS による炎症性刺激に対するそれら

の細胞内での elafinとSLPIの発現変化を評価した。mRNA発現量を real-time PCR

法、分泌蛋白量を ELISA 法によりそれぞれ測定した。elafin の mRNA は IL-1β、

LPS 刺激で control に比べ発現が上昇し、この結果は３回の独立した実験におい

て同様の結果であった (Figure8 A, C)。一方で、SLPI の mRNA 発現、分泌量は

End1、Ect1 ともにいずれの炎症性刺激に対しても変化を認めなかった(Figure8 B, 

D)。TNFαについては明らかな変化は認められなかった。続いて elafin の分泌量

について検討したところ Ect1 では mRNA 発現の結果と一致して IL-1β、LPS 刺

激で分泌量の上昇を認めた。一方で End1 では Ect1 よりも無刺激での分泌量が

多かったが、IL-1β、LPS刺激後の分泌量の増加は明らかではなかった (Figure9 A, 

B)。 

 

5. CAM 症例と正常例の卵膜における elafin と SLPI の発現の比較 

	 卵膜における elafin と SLPI の発現を免疫染色法により検討した。正常妊娠の
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卵膜 (n=6)と CAM が病理学的に確認された症例の卵膜(n=6)における違いを評

価した。正常卵膜では、elafin は羊膜、絨毛膜、脱落膜間質に発現を認め、一方

でSLPIは主に脱落膜間質に発現していた (Figure10 A)。Figure10 Bは同一の stage 

3 の CAM（最終的な絨毛膜羊膜炎の確定診断は胎盤病理組織学検査により行わ

れ、Blanc らの分類では白血球の浸潤の程度により以下のように stage1～3 に分

類される; stage1：母体白血球が絨毛膜下にとどまる、stage2：母体白血球が絨毛

膜にとどまる、stage3：母体白血球が羊膜に達する[20])症例の卵膜において、

炎症細胞浸潤、構造破壊の程度の異なる 2 箇所を選択して示している。炎症進

行が高度な部位（Figure10 B 下）では軽度の部位（Figure10 B 上）に比べ、elafin

では全体的に染色強度が増加しており、SLPI では脱落膜間質の染色強度が増加

することに加えて、正常卵膜で染まっていなかった羊膜、絨毛膜においても発

現が誘導されるという変化を認めた。免疫染色スコアに基づいて評価したとこ

ろ、elafin については正常例よりも CAM 症例でスコアの平均が高かったが有意

差には至らなかった。一方で SLPI においては、CAM 症例で有意にスコアが高

かった (Table5)。	 
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6. 卵膜培養細胞における炎症性刺激による elafin と SLPI の発現の変化 

	 卵膜から羊膜、絨毛膜、脱落膜細胞をそれぞれ分離培養し、頸管上皮細胞株

の場合と同様に、炎症性刺激を与えて elafin と SLPI の発現変化を調べた。培養

細胞はその種類ごとに異なる形態を呈していた。羊膜細胞は円形に近い形状で

細胞質の透明度が高かった。絨毛膜細胞は多角形で、核細胞質比は他の細胞に

比べやや高く、敷石状に配列して接着した。脱落膜細胞は細長い紡錘形を呈し

た（Figure11）。 

	 卵膜培養細胞の炎症性刺激に対する elafin と SLPI の mRNA の発現量の変化を

real-time PCR 法により解析した。elafin の発現は羊膜細胞では刺激による変化は

認めなかった。絨毛膜細胞では IL-1β刺激に対して有意な発現の上昇が見られた

が、TNFαと LPS に対する有意な変化は認めなかった。脱落膜細胞では IL-1β刺

激に対して著明な発現上昇が確認され、LPS 刺激でも発現が上昇する傾向が見

られた(Figure12 A-C)。SLPI の発現については、羊膜細胞と絨毛膜細胞では３種

類の刺激のいずれに対しても有意な発現変化は認めなかった。一方で脱落膜細

胞では LPS 刺激に対してのみ有意な発現の上昇が確認された (Figure12 D-F)。培

養上清中の elafin 分泌量について ELISA 法にて計測したところ、絨毛膜では
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IL-1β刺激に対して有意な濃度上昇を確認し、脱落膜では IL-1βと LPS 刺激に対

し有意な濃度上昇を認め認めた。これは mRNA の変化と一致した結果であった

(Figure13 A, B)。 
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考察 

 

	 本研究における重要な知見は以下である。①子宮頸管細胞と卵膜に生理的に

elafin と SLPI が発現していることを示した。②妊娠子宮の頸管上皮において、

これらの AMPs が早産に至った群 (p-TPB 群)では、結果的に早産とならなかっ

た群（t-TPB 群）や正常妊婦（control 群）と比較して、発現が有意に高いことを

示した。③CAM 症例の卵膜では正常卵膜に比べ、elafin、SLPI の発現増強が示

唆された。④頸管上皮細胞、卵膜細胞構成細胞では炎症性サイトカイン、LPS

に対する elafin の産生増強が確認されたが、一方で今回検討した３種類の炎症性

刺激に対する SLPI の変化は乏しかった (Table 6)。 

	 AMPs が女性生殖系器官における自然免疫系で重要な役割を果たしているこ

とは報告されてきたが、それらの妊娠中の意義や早産との関連についてはまだ

知見が乏しい[13]。本研究では elafin、SLPI ともに正常妊婦の子宮頸管上皮細胞

に妊娠中、産褥期を通して恒常的に mRNA が発現していることを確認した。こ

れは、Stock らの妊婦の頸管粘液に elafin が含まれるとの報告[21]や、Helming ら

の妊婦の頸管粘液に高濃度の SLPI が含まれているとの報告と一致していた[22]。
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本研究では更に卵膜にも elafin と SLPI が発現していることを見出した。卵膜に

elafin[23]と SLPI[24]が発現しているとする過去の報告と一致した結果が得られ

た上、本研究では更に卵膜を羊膜、絨毛膜、脱落膜に分けて炎症性刺激による

それらの発現変化を確認し、免疫染色により CAM 症例でそれらの発現が増強し

ている可能性を示した。	  

	 本研究では elafin と SLPI の妊娠時期別の発現に関して、正常妊娠では SLPI

は妊娠初期に比べ、妊娠中期と後期で発現が上昇し、一方 elafin は妊娠期間中の

発現が一定していることを確認した。頸管における SLPI の発現が妊娠進行とと

もに変化する原因は不明である。既報において乳腺の細胞株の培養実験で、プ

ロゲステロンの刺激により SLPI の発現は上昇し、抗プロゲステロン薬によりそ

の作用が阻害される一方、elafin の発現は変化がなかったということが示されて

いる[25]。そのため、SLPI の発現上昇は妊娠中に分娩まで上昇するプロゲステ

ロンのようなホルモンが関与している可能性が考えられる。アカゲザルの子宮

内膜を用いた DNA マイクロアレイ実験で、SLPI がプロゲステロンにより調節

される遺伝子であるとの報告もある[26]。本研究ではさらに elafin と SLPI の

mRNA 発現が妊娠期に比べ、産褥期で有意に高くなることが示された。分娩は
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一種の生理的な炎症状態であると考えられる。分娩に先駆けて子宮頸部にマク

ロファージや好中球が遊走し、それらの放出する炎症性シグナルが matrix 

metalloproteinase (MMP)や好中球エラスターゼ等のプロテアーゼを産生し、頸管

熟化といわれる胎児が子宮頸部を通過するための組織特性変化を誘導する[27] 

[28] [29]。分娩後、子宮頸管は速やかに固く閉鎖した状態に戻り、産褥１ヶ月程

度の期間に妊娠前の状態に回復する。elafin と SLPI はそれらが有する抗プロテ

アーゼ作用、抗炎症作用の分子特性により創傷治癒に関与していることが知ら

れている[17]。そのため、産褥期の子宮頸部では elafin、SLPI の発現が増加する

ことで、分娩時の炎症、各種プロテアーゼにより生じた子宮頸管細胞外マトリ

ックスの構造破壊を修復する過程が促進されている可能性がある。また、分娩

後は子宮口が開大しており容易に外来病原体が子宮内に侵入できる状態にあり、

そうした時期に抗菌作用を有する elafin、SLPI の産生が亢進していることは免疫

防御の観点から合目的的であるとも考えられる。 

	 また本研究では、早産症例では elafin、SLPI の頸管上皮における発現が高いこ

とを示した。これと一致した報告として Abbott らは、頸管長短縮や自然早産に

至った妊婦の頸管粘液に elafin が多く含まれていることを示している[30]。早産
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症例でこれらの AMPs の発現が上昇する機序は本研究では未解明である。しか

し早産の主要な原因である子宮内感染が腟炎や子宮頸管炎から上行性に起こる

と考えられていることと[4] [5]、elafin と SLPI が抗菌作用、抗プロテアーゼ作用

と抗炎症作用を持つこと[16] [17] [18]を考慮すると、早産となった群 (p-TPB 群)

では子宮頸部に局所的な感染が生じ、炎症性サイトカインや好中球エラスター

ゼが誘導され (Figure2)、反応性にこれら AMPs の発現が増強されたと推察され

る。そして本研究ではこれらAMPsが上昇しても結果的に早産となった事より、

elafin と SLPI の上昇は早産の予防としては十分な効果を示さないかもしれない

が、早産予知マーカーとして有用である可能性が考えられる。他科領域ではelafin

が乳癌の予後評価のバイオマーカーになり得るという研究もある[31]。一方で妊

娠 20 週未満の妊婦の頸管粘液を調べた実験で、正常妊婦に比べて細菌性腟炎が

ある妊婦では、頸管粘液中の elafin と SLPI のタンパク濃度が減少していたとい

う報告がある[21]。細菌性腟炎は早産に先行する上行性感染のリスクファクター

であることを考慮すると一見するとこの報告は本研究の結果と矛盾するように

見える。しかし、これらの AMPs の生理的な発現が減少していることが細菌性

腟炎自体の誘因であり、頸管炎、CAM などの子宮内に病原菌が侵入した場合に
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生じる elafin、SLPI の産生変化を見ているわけではないという解釈も成り立つ。

事実その報告では妊婦の早産の罹患率は検討されておらず、早産との直接的な

関連は不明である。 

	 更に、早産の中心的な先行病態である CAM において、その卵膜では elafin の

発現上昇が生じているという過去の報告がある[32]。本研究でも、CAM 症例の

卵膜では elafin、SLPI の発現増加が示唆され、一致した結果であった。本研究で

は、過去に病理検査によりCAMが確認された検体を用いて elafinとSLPIのCAM

における発現変化を免疫染色法により評価したが、その結果に染色条件等によ

る影響が生じている可能性は否定できず、より定量的な評価を行うことが更な

る課題である。また、本研究の卵膜細胞の培養実験において、IL-1β、LPS はこ

れらの AMPs の発現誘導因子であることが示された。子宮内に侵入した病原菌

の菌体成分やそれに反応して産生される炎症性サイトカインにより抗菌ペプチ

ドである elafin、SLPI の産生増加が生じることは生体の防御反応であると推定さ

れる。CAM はその病理学的診断基準にも含まれるように好中球の卵膜組織浸潤

が生じる。活性化した好中球からは各種のセリンプロテアーゼが分泌されるが、

それに伴い卵膜構造の破壊が進行して PROM に至ることが指摘されている[5]。
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この点に関して、早産の卵膜中でセリンプロテアーゼに拮抗する elafin と SLPI

が好中球浸潤と並行して産生増加が生じていたことは、卵膜機能を維持しよう

とする生体反応の結果とも考えられる。 

	 本研究では、早産群で確認された子宮頸部の elafin と SLPI の発現上昇の背景

機序を探索する目的で、子宮頸管上皮細胞株を用いた検討を行った。elafin では

IL-1β と LPS 刺激で発現が上昇したが、SLPI については有意な発現変化は認め

なかった。elafin が炎症性刺激により発現変化を生じるという結果は Stock らの

頸管上皮細胞に関する過去の報告と一致していた[21]。更に本研究では CAM 症

例の卵膜における elafin、SLPI の発現増強の機序の解明のため、卵膜の初代培養

細胞を用いた炎症刺激実験を行った。絨毛膜・脱落膜細胞では頸管上皮細胞の

場合と同様に elafin の発現が IL-1β、LPS の刺激に対して上昇していた。一方で

SLPI の発現は脱落膜細胞においてのみ LPS 刺激に対する反応が認められるにと

どまった。さらに本研究の頸管上皮細胞検体中の elafin と SLPI の mRNA 発現に

互いの相関関係が認められなかったことも考慮すると、elafin と SLPI が異なる

機序のもとで発現が制御されていることが推定される。急性肺疾患においても

気管支肺胞洗浄液中の elafin と SLPI の濃度上昇が報告されており[33]、また肺
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胞上皮細胞で IL-1β刺激に対して elafin は発現が上昇したが、SLPI の発現変化

は乏しかったという報告がある[34] [35]。これは日常的に外来病原体の曝露を受

ける、肺胞上皮細胞、頸管上皮細胞において共通した elafin と SLPI の発現制御

に関する性質が存在していることを示唆している。 

	 転写因子に関する過去の研究では、炎症性サイトカインに対する elafin の転写

調節には NF-κB が関与していることが明らかになっている[36]。SLPI の発現に

ついては喫煙者の鼻粘膜細胞において STAT1 (signal transducers and activator of 

transcription1)の活性化により促進されることが近年報告された[37]。こうした発

現制御に関わる転写因子の違いが頸管上皮細胞や卵膜細胞における elafin、SLPI

の発現状況にどのように関係しているのかについては将来の検討課題である。 

	 その他に、elafin と SLPI の実用性としてそれらの治療的役割も注目されてい

る[17] [38]。例えばそれらの AMPs の投与が慢性閉塞性肺疾患(COPD: chronic 

obstructive pulmonary disease)の治療となり得るという報告がある[39]。COPD の

成因には、気道粘膜におけるプロテアーゼとそれに対する生体側の防御因子の

不均衡が関与していると言われており、具体的には喫煙等による長期的な気道

の炎症により気道粘膜上皮が障害され、elafin や SLPI 等のプロテアーゼ阻害物
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質の産生が減少し、炎症細胞から放出されるプロテアーゼが相対的に過剰な状

態となり、気道における炎症や組織傷害をさらに増悪させることで換気障害の

症状が進行すると考えられている[30]。そのため、それら AMPs の補充が COPD

の治療となり得ると推論され、実際に肺気腫や肺線維症の患者において、SLPI

エアロゾル投与が有効であったという報告もある[40]。この事は産科領域にも応

用出来る可能性がある。例えば、若年女性の子宮頸部の腫瘍性病変に対し、そ

の診断または治療のために病変部を含めて子宮頸部を円錐状に切除する子宮頸

部円錐切除術という方法があるが(Figure14)、円錐切除術後の妊婦は早産のリス

クが高くなることが知られている[41]。その原因として、頸管上皮が欠損する事

による AMPs の減少が関与していると仮定すると、その補充により早産のリス

クを軽減出来るという仮説が考えられ、この可能性についても今後検討される

価値があると思われる。 

	 早産の抑止は周産期臨床において重要な課題であるが、有効性の高い予知マ

ーカーや、予防手段が乏しい現状にある。細菌性腟炎に代表される腟内細菌叢

の悪化は経頸管的な上行性感染のリスクファクターになることが知られている

が[42]、腟炎自体は正常妊婦において比較的頻度の高い現象である。さらに、早
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産予防策として妊娠中の腟炎の検査やその積極的な治療を行うことの有効性は

低いとされている[43]。一方で子宮内に病原体が侵入した場合に臨床症状に基づ

いて判断することは困難であり、母体発熱や炎症反応などの臨床症状の出現に

至った時点 (臨床的 CAM：Table 7 参照)では、抗生物質投与などの治療によっ

て早産を回避することは不可能でありかつ新生児予後も極めて不良となる[44]。

一方で臨床症状が乏しい場合であっても分娩後の病理学的検討において組織学

的に CAM が診断されることも多い。こうした初期 CAM の診断の難しさが早産

の予防、治療における障害となっている。このような臨床における現状を踏ま

えると、本研究により示された頸管上皮細胞や卵膜における elafin、SLPI の発現

上昇と早産の関係性は、それらの AMPs 自体やその発現制御に関わる因子に着

目した早産予知マーカーや治療法の開発の可能性を示唆している。今後その有

用性の評価のために、本研究で示された SLPI の発現が妊娠中に時期的な変化を

示す機序の解明や、同一人物における妊娠中の経時的な変化についての検討を

行うことは更なる課題である。 

	 まとめると、本研究では妊婦の子宮頸部と卵膜には elafin と SLPI が恒常的に

発現しており、どちらも早産や CAM を発症した症例でその発現が増強すること
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を証明した。更に elafin の発現制御には IL-1βと LPS が関与し、SLPI はそれと

は異なる機序で発現が調整されている可能性を示した (Figure 15)。elafin と SLPI

は妊娠中に胎児を感染から守るべく恒常性の維持と自然免疫機構に寄与してい

ると考えられる。また、これらの AMPs は早産抑止のための新たな予防、治療

戦略構築のための有望なターゲットとなり得る。 
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図表 
 

 
 
 

Table1  Elafin、SLPIの機能 
（文献［15］より引用、一部改変) 
 
 
 
 
 

 
 

Table2	 real time PCRで使用した primer 
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Table3    
子宮頸管細胞における elafin、SLPIの発現の免疫染色スコア	 
 

免疫染色スコア(0: 染色されず、1: 弱程度染色あり、2: 中等度染色あり、3: 強
度染色あり)を用い、子宮頸部の扁平上皮と円柱上皮における elafin と SLPI の染

色強度を扁平上皮と円柱上皮で比較した。統計解析には検体に関する臨床情報

を知らされていない３人でそれぞれスコアリングを行いその平均を各検体の染

色スコアとして用いた。 
正常妊婦 n=22（初期 n=7、中期 n=8、後期 n=7） 
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Table4  	 	 	 	 	 	 検体採取時期と分娩時期 
 

切迫早産の診断で入院を要した症例(threatened preterm birth: TPB 群)を 37 週未満

の早産となった群（preterm-TPB 群: p-TPB 群、n=19）と、37 週以降に分娩（正

期産）となった群 (term-TPB 群: t-TPB 群、n=23)に分け、それらと妊娠週数を釣

り合わせた正常経過の妊婦(n=26) を control 群とし、検体採取時期と分娩時期を

比較した。 
n.s. : no statistical significance 

*: p-TPB 群と t-TPB 群、また p-TPB 群と control 群に p<0.001 の有意差を認めた。 
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Table5	  
正常卵膜と CAM症例の卵膜における elafinと SLPIの免疫染色	 
スコア	 

 

免疫染色スコアを用いて、正常卵膜 (n=6)と CAM 症例の卵膜 (n=6)の elafin と

SLPI の発現強度を羊膜、絨毛膜、脱落膜に分けて比較した。 
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Table6	  elafin、SLPIの炎症性刺激による発現変化のまとめ 
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Table7   臨床的絨毛膜羊膜炎の診断基準 
（文献[45]より引用、一部改変） 
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Figure1	      妊娠子宮の構造 
 

妊娠子宮において、子宮頸管及び卵膜は胎児を外来微生物から守る防御機構と

しての役割を果たしている。子宮頸管は外界に向かって閉鎖した適度な長さを

持ち、卵膜は胎児と羊水を包む構造をとり、それぞれ物理的なバリアとして機

能し、さらにそれらの自然免疫機構は化学的バリアとして感染防御に貢献して

いる。 
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Figure2     子宮内感染から早産へ至る機序 
 

子宮頸管炎や CAM を生じると局所的にマクロファージ、好中球などの免疫担当

細胞が集簇する。TNFαや IL-1βを中心としたサイトカインの働きにより炎症が

進行し、病原体の排除が行われると同時に、過度な炎症は頸管、卵膜の組織構

造の破壊を生じることとなる。更に組織が活性化して産生された IL-8 によって、

好中球の組織局所への遊走、浸潤が促され、好中球エラスターゼが分泌され、

組織コラーゲンの変性を引き起こすために子宮頸管では頸管熟化が進行する。

卵膜では膜の脆弱化が起こり PROM の引き金となる。また TNFαや IL-1βのそ

れ自身の細胞傷害性が細胞のアポトーシスを誘導し、卵膜を脆弱化することも

破水の原因となる。更に TNFαや IL-1βは脱落膜細胞に作用して PG 誘導酵素で

ある COX2 を増加し、一方で PG を分解する PGDH の活性を抑制する。これに

よって子宮収縮の促進因子である PG の局所的な作用が増強して陣痛を生じる

ことが指摘されている。 
(図は文献［5］より引用、一部改変) 
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Figure3    Antimicrobial peptides  構造と抗菌活性	 
 

抗菌ペプチドの構造的特徴として、プラス電荷のアミノ酸を多く配列する一方

で、親水性と疎水性の両面を有する両親媒性という特徴がある。AMPs の多くは、

陰性荷電、酸性脂質に富んだ 細菌細胞膜に直接的に作用し、細菌の細胞膜電位

を消失させることで抗菌作用を発揮すると言われている。 
（図は文献［9］より引用） 
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Figure4	 子宮頸部の構造	 
	 

子宮頸管の内部の上皮は、一層の円柱上皮に覆われ、外子宮口から外側（腟側）

は重層扁平上皮に覆われた構造となっている。 
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 Figure5 子宮頸管細胞免疫染色	 

 
合併症の無い正常妊婦 22 名（初期 n=7、中期 n=8、後期 n=7）から綿棒で子宮

頸管細胞を採取し、免疫染色法にて妊婦の子宮頸管細胞における elafin、SLPI
の発現を調べた。 
扁平上皮: A)elafin、B) elafin NC、E)SLPI、F）SLPI NC、円柱上皮: C)elafin、
D) elafin NC、G)SLPI、H）SLPI NC 
NC: negative control 
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Figure6  
正常妊婦の子宮頸管における elafin、SLPIの mRNA発現の比較	 
正常妊婦の子宮頸管細胞の検体を、妊娠初期(n=36)、中期(n=41)、後期(n=36)、
産褥期(n=31)に分け、real time PCR 法により mRNA 発現を比較検討した。  
(A) elafin の mRNA 発現、(B)SLPI の mRNA 発現 
バー:平均値、*: p<0.05、**: p<0.01、***: p<0.001 
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Figure7	  
子宮頸部における elafin、SLPIの mRNA発現の切迫早産群と正常妊
娠群との比較	 

 

切迫早産の診断で入院を要した症例(threatened preterm birth: TPB 群	 n=42)を更

に分娩時期に応じて、37 週未満の早産となった群（preterm-TPB 群: p-TPB 群、

n=19）と、37 週以降に分娩（正期産）となった群(term-TPB 群: t-TPB 群、n=23)
に分け、それらと妊娠週数を釣り合わせた正常経過の妊婦(n=26) を control 群と

し、real-time PCR 法で子宮頸部における elafin と SLPI の mRNA 発現の比較を行

った。 
 

A)elafin mRNA の発現、B)SLPI mRNA の発現、C)elafin、SLPI mRNA 発現の相関

図: p-TPB 群における elafin、SLPI の mRNA 発現を dot plot で表記。r2=0.0003。 
バー: 平均値、*: p<0.05 、**: p<0.01、NS: no statistical significance 
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Figure 8    End1、Ect1における elafin、SLPIの発現変化	 
	 

End1、Ect1 の培養細胞（n=3）に TNFα (1, 10, 50 ng/ml)、 IL1β (1, 10, 50 ng/ml) 、
LPS (100ng/ml) による炎症性刺激を 24 時間与えた後、real time PCR 法を用い

mRNA の発現変化を比較した。この結果は３回の独立した実験において同様の

結果であった。データは平均値±S.E.で表示。 
A) End1 における elafin の mRNA の発現、B) End1 における SLPI の mRNA の発

現、C) Ect1 における elafin の mRNA の発現、D) Ect1 における SLPI の mRNA の

発現 
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Figure 9	 End1、Ect1の培養細胞上清における elafinの発現変化	 
	 

End1、Ect1 の培養上清中 (n=3)における elafin のタンパク濃度を ELISA 法によ

り比較した。データは平均値±S.E.で表示。 
A)End1 における elafin のタンパク濃度、B)Ect1 における elafin のタンパク濃度 
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Figure10     	 	 卵膜における elafin、SLPIの免疫染色	 
	 

卵膜組織に elafin、SLPI の免疫染色を行いその発現を調べた(それぞれ n=6、代

表的な写真を提示した)。 
A)正常卵膜：elafin は羊膜、絨毛膜、脱落膜に発現を認め、一方で SLPI は主に

脱落膜に発現していることが確認できた。 
B）、C)CAM 症例の卵膜：同一の stage 3 の CAM 症例の卵膜において、炎症の程

度の異なる 2 箇所を選択して示した。炎症進行が高度な部位（C）では軽度の部

位（B）に比べ、elafin では全体的に染色強度が増加しており、SLPI では脱落膜

の染色強度が増加することに加えて、正常卵膜で染まっていなかった羊膜、絨

毛膜においても発現が誘導されるという変化を認めた。 
NC: negative control 
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Figure11 	 	 	 卵膜初代培養細胞 
 

卵膜組織を羊膜、絨毛膜、脱落膜に分離した際の組織の写真と、卵膜初代培養

細胞の写真を示した。左側の「卵膜組織の構造」の写真は文献[46]より引用。 
 

AEC: amniotic epithelial cells 羊膜上皮細胞 
AS: amniotic stromal layer	 羊膜間質細胞 
CS: chorionic stromal layers 絨毛膜間質細胞 
CT: chorionic trophoblast cells 絨毛膜栄養芽細胞 
DC: decidual cells 脱落膜細胞 
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Figure 12 	 卵膜の初代培養細胞における mRNA発現の変化	 
 
羊膜、絨毛膜、脱落膜細胞に分けて培養した初代卵膜培養細胞を TNFα、IL-1β、 

LPS で 24 時間刺激し、mRNA 発現の変化を real time PCR 法を用いて観察した(n=12)。 

データは平均値±S.E.で表示。 

A) 羊膜培養細胞における elafin mRNA の発現変化、B) 羊膜培養細胞における SLPI	 

mRNA の発現変化、C) 絨毛膜培養細胞における elafin mRNA の発現変化、D) 絨毛膜培

養細胞における SLPI mRNA の発現変化、E) 脱落膜培養細胞における elafin mRNA の発

現変化、F）脱落膜培養細胞における SLPI mRNA の発現変化    *: p<0.05、**: p<0.01、

***: p<0.005 
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Figure13  卵膜細胞培養上清中の elafinタンパク濃度の変化 
 

卵膜培養細胞刺激による mRNA の発現変化が見られた elafin について、培養上

清中のタンパク量を ELISA 法にて比較検討した(n=12)。羊膜上清には elafin は検

出されなかった。データは平均値±S.E.で表示。 

A)絨毛膜細胞培養上清中の elafin タンパク濃度の変化、B)脱落膜細胞培養上清中

の elafin タンパク濃度の変化	 *: p<0.05 
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Figure14 子宮頸部円錐切除術について 
 

子宮頸部円錐切除術とは、子宮頸癌等の子宮頸部の腫瘍性病変に対し、診断ま

たは治療のために病変部を含めて子宮頸部をレーザーメスまたは超音波メスに

て図のように円錐状に切除する方法を指す。
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Figure15  本研究のまとめ	 
	 

本研究では妊婦の子宮頸部と卵膜には elafin と SLPI が恒常的に発現しており、

どちらも早産や CAM を発症した症例でその発現が増強することを証明した。更

に elafin の発現制御には IL-1βと LPS が関与し、SLPI はそれとは異なる機序で

発現が調整されている可能性を示した。 
（図は文献［47］より引用、一部改変） 
 


