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[研究紹介]

ウマの着床期の子宮内膜における interleukin1 receptor 

an臼gonist(IL 1 RN)の発現とその機能の検討

羽田真悟

帯広畜産大学 臨床獣医学研究部門(干080-8555帯広市稲田町西2線11)

背景と目的

着床において様々なサイトカインが座と子宮のコミュ

ニケーションに必要であることが報告されており、 h

terleukin 1 (IL 1 )もその 1つとして知られている。 IL

lにはアゴニストである IL1 alpha (IL 1 A)とIL1

beta (IL 1 B)、そしてレセプターに結合することでア

コゃニストの作用を阻害する IL1 receptor叩.tago回目

(IL 1 RN)が存在する。 IL1Aは着床直前の子宮におい

てマウスで[1]、 IL1Bは着床直前の圧において発現が

上昇することがマウス[2Jとブタ[3Jで知られている。し

たがって、 IL1は、着床過程における匹と子宮内膜の相

互作用や栄養膜細胞の伸長に重要であると考えられてい

る。一方、IL1RNmRNAの発現は、マウスにおいては

発情期に上昇L[4J、ブタにおいては発情期に上昇するが

着床時期には上昇しないことが報告されている[3]0マウ

スにおいては、着床時期の前から IL1RNを複数回連

続投与すると着床が阻害されることから[5J、IL1RNは

着床過程において抑制作用を示すものと考えられる。

母体の妊娠認識(MRP;matema1 recognition ofpreg-

nancy)は各種動物によって大きく違い、ブタでは目玉由

来のエストラジオール 17s(E2)がMRPにおいて重要

なシグナルであることが知られている[6J。ウマにおい

ても E2がMRPに関係する可能性がある。しかし、ウ

マ座の卵黄嚢内の総E2量は妊娠10日頃から上昇し始め、

18日頃に最大レベルに達した後、 26日またはそれ以降高

値を保ち続ける [7Jことから、ウマ圧における E2の発現

はブタと違って MRPの時期特異的な現象ではないと考

えられる。また、駈の存在にかかわらず、子宮内膜中の

E2濃度やE2による遺伝子発現の情報はなく、目玉のE2に

よる黄体退行の抑制を含めたMRPへの関与は明らかに

されていない。

本研究では、ウマの着床過程において IL1RNが着床

成立に果たす役割を理解するために、子宮内膜中 IL1 
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システム関連の遺伝子 IIL1A、IL1B、IL1RN、ILl

陀 ceptortypeJ (IL 1 R J)、 type2(IL1R2)!と、 IL1 

に誘導される因子の 1つとして IL6の経時的変化およ

び子宮内膜組織における局在を調べた。さらに、駆と子

宮内膜中のステロイドホJレモンの測定およ 7f'IL1RN

遺伝子の発現におけるステロイドホJレモンの影響を明ら

かにすることで、症のステロイドホルモンによる子宮内

膜への影響を検討した。

ヰオ 事4

実験にはサラブレッド種の雌ウマ8頭を用いた。排卵

日を DayOとし非妊娠13日 (cyclic13 ; C13)、妊娠13

日 (pregn皿 03;P13 ;匹の遊走期)、 19日 (pregn阻 t

19; P19 ;庄の固着後)、 25日 (pre伊田t25;P25;カ

プセJレ融解後)にそれぞれ2頭ずつから子宮を回収した。

子宮は左角、右角、体部それぞれを長軸方向に3等分し、

それぞれ頭側、中部、尾側とした。 P19、P25の子宮で

は目玉の存在するほうを妊娠角 (gravidhom ; G)、反対

側を非妊娠角 (ωno削o田冊I

の一部は組織学的検索のために4% paraforma1dehyde 

(ωPFA)-干PBS中で困定し、パラフィン包埋した。また、

RNAとタンパク質の抽出、凍結切片作製のために、子

宮内膜を剥離し液体窒素中で速やかに凍結後一70"Cで保

存した。以降、説明のない限りサンプルには子宮角尾側

を使用した。さらに、ステロイドホルモン測定のために

妊娠25日の症から卵黄嚢液を、母体から血液を採取し、

子宮内膜から抽出液を得た。

結 果

1.妊娠早期の子宮内膜における ιlRNmRNAおよび
空ンパウ質発現の変化

C13とP13において、子宮内膜中のmRNAの発現は

左 (L)子宮角と右 (R)子宮角で有意差が見られなかっ

たため結果を合わせたものと Lて表示した。 IL1RN

.r ) 
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図1 子宮内膜における ιIRNmRNAの発現と局在
以下図表においてP19とP25における非妊娠角は (N)、妊娠
角は (G)とする。

A Real-time PCRを使用したILIRNmRNA発現の解析。
以下子宮内膜中の各因子の発現は、 C13とP13の左角と右
角では発現に差がなかったため同角の値を平均Lてーっと

し、 Pl9とP25は妊角と不妊角を別々に表示した。また、
Cl3とP13および妊娠群を別々に比較した。発現量は P13
を1として比里史した。ATNB; s-actin ホキpくO.OIBar=
平均士SEM

B in situ hybridizationを使用したILIRNmRNAの局
在の解析。 a、bはアンチセンスプロープ処理したP13お
よびP25G、cはセンスプロープ処理したP25G。
le ;子宮内膜上皮、 ge;腺上皮、 Bar=l00μm

mRNAの発現は、非妊娠および妊娠のいずれの子宮内

膜においても認められ、 P25G(pく0.01)において他群

と比較して顕著に上昇していた(図 1A)。また、有意

差は認められなかったものの P19Gにおける発現は P13、

P19NおよびP25Nと比較して高い傾向が見られた。さ

らに、 P19NおよびP25Nにおける発現は、 P13より高

い傾向が見られた。insitu hybridizationの結果から、

ILIRNmRNAはP19とP25の腺上皮において発現し

ていることが認められたが、子宮内膜上皮や間質では認

められなかった(図1日)。また、 C13とP13の腺上皮に

シグナルは認められなかった。

pro-IL1RN 

IL1RN 

ATNB 

図2 子宮内膜における 1L1RN $Zンパクの発現と局在

A Western blottingを使用したIL1 RNタンパク質の解析。
C13およびP13の左角と右角は別々に解析した。
ATNB ; s-actin 
B 免疫染色を使用したILIRNタンパク質の局在の解析。
a、bは抗ILlRN抗体で処理したP13およびP25G、cは
normal goat IgGで処理LたP25Gole;子宮内膜上皮、
ge，腺上皮、 B町 =100!!m

Western blottingの結果、 ILIRNタンパク質はreal

time PCRの結果と一致して P25Gにおいて豊富に存在

していた (図 2A)。また、検出された ILIRNタンパ

ク質には前駆体と考えられるバンドと活性型と考えられ

るパンドが存在していた。免疫組織学的検索より、 IL

lRNタンパク質は insitu hybridizationの結果同様、

腺上皮細胞に局在していることが認められ、さらに子宮

腺の内腔にも存在が認められた (図 2B)。

2 妊娠早期の子宮内膜における ιIA、此18、ι1R1、

ιIR2および IL6mRNA発現の変化

IL1A mRNAの発現はP25Gにおいて他群と比較し

て顕著に上昇していた (pく0.05)。また、 C13およびF

13においてILIAmRNAの発現は検出できなかった

(図 3A)0ILIB mRNAの発現には、有意差が認めら

れなかった (図 3B)0ILIRl mRNAの発現は、 P25G

において上昇していた(図3C)0ILIRlに対して、 IL

lR2 mRNAの発現は P19N、P19GおよぴP25Nにお

いて P13と比較して有意に減少していた(図3D)。ま

た、 P25Gにおいても有意な差は認められなかったが、

その発現は減少する傾向が見られた。IL6mRNAの発

現はILIRNmRNAの発現と同様のパターンを示し、

• 
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妊娠25日における卵黄嚢、子宮内藤および血中の

E2濃度
表 1
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妊娠25日における卵黄髪、子宮内膝および血中の

P4濃度
表2
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子宮内膜における IL1A、IL1B、IL1R1、IL1R2

および ι6mRNAの発現

Real-time PCRを使用して各物質のmRNA発現を調べた。

PCRで40cycle!'目隠させた後、その因子に特異的なパンドが

見られなかったものは不検出 (notdetected ; n.d.)とした。

A ILIA 、B ILIB、C ILIRl、D ILIR2、
E IL6、'pく0.05、村p<O.Ol Bar=平均土SEM

図3
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P25Gにおいてその発現が顕著に上昇し、 P19Gにおい

ても上昇する傾向が見られた(図 3E)。各国子とも C

13とP13の聞に有意な差は認められなかった。

3.卵黄髪、子宮内膜および血中のステロイドホルモン

濃度

子宮内膝の組織培養において E2およひ1p4がι1
RN、IL1A、IL1Bおよび IL6mRNAの発現にお

よぼす影響

Real-戸timePCRを使用して各物質のmRNA発現を調ベた。
匿R
o ng/llll E2をlとして上比七車較虫し丈たこ。 'p<O.05
A ILIRN、B ILIA 、C ILIB、D IL6 
SEM 

Bar=平均土

図4

の発現はlOng/n~の E2で処理した場合に Ong/1II1 と比較

して有意に発現が上昇した (pく0.05)(llil!4A)。それに

対して、 P4非添加群ではどの淡度においても E2処理に

よる ILIRNmRNA誘導の効果は得られなかった。 IL

妊娠25日の2個体における卵黄媛中のE2淡度は、それ

ぞれ366.0および1875.0pg/1II1で、血中の濃度はそれぞれ

17.9および31.6pg/1II1であった(表 1)。子宮内膜中のE2

淡度は応存在部位 (592.5および1709.3pg/ g )で他の部

佼(非妊娠角頭側126.5および89.2、非妊娠角尾側102.9

および132.3、妊角頭側82.8および99.Opg/ g)に比べ高

値を示した。一方、卵黄畿中 P4i陸度は、 13.3および22.9

ng/n~、血中濃度は 11.1および5.4ng/meであり、子宮内

膜においては、 l圧存在部位でも他の部位に比べて極端に

高いといった所見は見られなかった(非妊娠角頭側16.1

および8.8、非妊娠角尾側16.。およひ'11.2、妊角援組017.5

および6.7、!応存在部佼24.6および11.8ng/g) (表2)。

4.子宮内膜での ι1RN、此 1A、ι1Bおよび ι6

mRNA発現におけるステロイドホルモンの彩懇

P4添加群において、子宮内膜における ILIRNmRNA

53 (2∞9) 誌会凶:1ヒ
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図5 子宮内膜における ιIAおよびι6mRNAの局在
in situ hybridizationを使用してILIAおよびIL6の
mRNAの局在を解析Lた。
A ILIA mRNAの局在。a、bはアンチセンスプロープで
処理した P13およびP25G、cIJ:センスプロープで処理し
たP25Gobの枠内は間質部の拡大像。
B IL6 mRNAのa、bはアンチセンスプロープで処理し
たP13およびP25G、(，)はセンスプロープで処理した P25

Go le; 子宮内膜上皮、 ge : 線上皮、 Bar~ lOO~m

lA、IL1BおよびIL6mRNAの発現は P4添加群、非

添加群どちらにおいても E2処理による影響はなかった

(図4B-D)。

5.ι IAおよび ι6mRNAの局在

IL1A mRNAは、 P25Gの子宮内膜の間質領域におい

て散在性のシグナルとして検出された(図5A)。これ

らのシグナlレは、センスプローブで処理したものでは認

められなかった。IL6mRNAは、 P25Gの子宮内膜上

皮の一部分においてのみに限局して認められた(図5日)。

考 察

7 ウス[8]およびブタ [3]の着床前の匹が、それぞれILl

17 

B とIL1RNおよびILIBmRNAを発現することが知

られている。さらに、マウス [2]、ウシ[9]およびブタ [10]

の妊娠子宮においてILIAもしくはIL1Bが発現する

ことが報告されている。着床期の子宮では、 7ウスにお

いて IL1 Aの発現の上昇が見られるが[1]、マウス [2]、

ウシ[11]およびプタ [3]においてIL1BmRNAの発現は

上昇しないことが知られていることから、着床期には、

匪からの IL1 Bにより着床反応の 部が誘導されるも

のと考えられる。ブタの着床期の子宮内膜において、 IL

1 RNmRNAの発現が上昇しないこと [3]もIL1 B刺激

の必要性を支持するが、本研究において、ウマの着床期

にIL1RNの発現が上昇していたことから、ウマに特

異的な着床の制御が存在するものと考えられる。

脹が固着した後の子宮内膜の妊存在部において、 IL

lRNの発現が上昇していたことは、 ILlRNは臨もし

くは妊の分泌物によって誘導されていることを示してい

る。卵黄嚢中に E2が高濃度で存在していたことと、子

宮内膜の培養において 日存在下でE2がIL1RN を誘導

したことから、子宮内膜における IL1RNは佐からの

E2.こよって誘導されることを示唆している。このこと

は、血中の E2濃度が低いにもかかわらず匹存在部の子

宮内膜において E2の含有量が高かったことによって支

持される。 E2と違い、卵黄嚢、子宮内膜および血中の p，

濃度は、黄体期レベルにとどまった。しかし、子宮内膜

の培養における IL1RNmRNAの発現には、 E2および

P4両方が必要であったことから、Ilf存在部の子宮内膜に

おける、 IL1RNを含む着床に関わる遺伝子の発現には

母体の 町、匪の E2、その他Ilfによる因子が必要である

と考えられる。上記の結果により、ウマの着床期の子宮

内膜において、 sfから分泌される E2が特定の遺伝子発

現を誘導するということが示された。

過去の報告[7]に見られるように、妊娠25日の脹の卵

黄嚢中のE2は、高濃度で検出された。ウマの症は妊娠

10日頃から、ブタの匪同様に E2を産生し始める。プタ

の妊による E2の産生は、 MRPの時期である妊娠12日を

中心に作用するように制御されている [12]が、ウマの目玉

による E2の産生は、そのような制御下にはなく、卵黄

嚢中の E2の総量は、妊娠10日頃から上昇し始め、妊娠

18日頃にピークに達し、妊娠26日まで高濃度で維持され

ている [7]。ウマの子宮内膜におけるエストロジェンレ

セプター (ER)およびプロジェステロンレセプター

(PR)の発現は、排卵日に高く、黄体期が進行するに

つれ減少する。しかし、減少はするものの、 E2はER量

が低い妊娠11-13日に子宮内膜のオキシトシンに対する

北獣合誌 53(2∞9) 
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反応性を上昇させていること [13]から、黄体期後期およ

び妊娠早期の子宮内膜における ERを介した E2に対す

る反応性は維持されているものと考えられる。データは

示していないが、本研究に使用した子宮内膜中のER

mRNAは非妊娠13日および妊娠13-25日を通して変化

はしなかったものの、 定に発現していたことからも子

宮内肢がE2に対する反応性を維持していることが考え

られる。しかし、脹による E2の分泌はウマのMRPの

時期(妊娠15日以前)に認められるものの、 MRPに関

わるかどうかは定かでない[14]0 

in situ hybridizationと免疫染色の結果から、 ILIRN

mRNAおよびタンパク質はそれぞれ腺上皮および腺上

皮と子宮腺の内腔に認められた。つまり、 ILIRNは子

宮の管腔内に分泌されているものと考えられる。 IL1 

システムは2つのアゴニストである ILlAおよびIL1 

B、2つのレセプターである ILlRlおよびILlR2、

そしてレセプターアンタゴニストである ILIRNから

なる。 ILlRlは妊娠25日の妊角において発現が上昇し

ていたが、残りの部位では一定して発現していたのに対

し、 ILlR2は妊娠19日および25日において非妊娠13日

および妊娠13日と比較して減少していた。 IL1 RlはIL

1と結合して細胞内にシグナルを伝達するのに対し、 IL

lR2はIL1と結合するもののシグナル伝達は起こら

ない[l5]。その性質ゆえに ILIR2は“decoyreceptor" 

と呼ばれる。Ilfの固着以降“decoyreceptor"の発現が

減少していることから妊娠19日および25日の子宮内膜は

IL 1シグナルに対して感受性が上昇しているものと考

えられる。

Real-time PCRおよびinsitu hybridizationの結果か

ら、 ILIAmRNAの発現は妊娠25日の目玉存在部の子宮

内膜間質において上昇していた。子宮内膜の組織培養に

おいて、 ILIAmRNAはステロイドホルモンの影響を

受けなかったことと、ウマにおいてもマクロファージが

IL lAを発現すること [16]、さらにマウスにおいて着床

期の子宮内膜にマクロファージが集積することから、妊

娠25日にILIAmRNA発現が上昇したことはマクロ

ファージのような免疫細胞の集積によるものではないか

と考えられる。一方、 IL6mRNAの発現は妊娠19日か

ら上昇が見られ、妊娠25日では子宮内膜上皮の一部分に

限局して発現していた。 IL6はヒトの子宮内膜上皮細

胞において IL1によって誘導されることが知られてい

るが[l7]、妊娠19日の時点で子宮内膜における IL1の発

現の上昇は見られなかった。ウマではHEがIL1を産生
するかどうかは報告されていないが、他の動物種におい

て匹がILlBを産生することが知られていることから、

ウマの脹も ILlB産生能を有するものと考えられる。

ウマの佐がILlBを分泌すると仮定すると、妊娠19日

および25日の脹存在部ではILlBとILIRNが共存す

ることになる。 Insitu hybridizationにおいて妊娠19日、

および25日の大部分の子宮内膜上皮にIL6mRNAの発

現は認められなかったことから、基本的には、 ILlB 

のレセプターへの結合は ILIRNによって競合的に阻

害されているものと考えられる。それに対して、妊娠25

日の脹存在部の一部の子宮内膜上皮に見られたIL6

mRNAの発現は、 HEの栄養膜細胞と子宮内膜上皮が接
着することにより効率良<IL 1 Bシグナルを伝えるこ

とができるようになった結果であることが可能性の っ

として考えられる。また、妊娠19日では脹は、まだカプ

セJレに覆われていて、栄養膜細胞と子宮内膜上皮の距離

があるため、妊娠25日に見られたようなIL6mRNAの

強い発現は見られないものと考えられる。これらのこと

から、匹存在部の子宮内膜のある特定の部位ではIL1 

シグナルを必要とし、別の部位では ILIRNがIL1シ

グナルを抑制しているというシステムが考えられる。

.r • 

まとめ

本研究の結果から、 P4存在下で症による高濃度の E2

が子宮内膜におけるILIRNの発現を誘導することが

示された。また、 ILIRNは子宮の管腔内に分泌されて

いることが示された。 ILIRNの作用はIL1がそのレ

セプターに結合することを措抗的に阻害することである

が、子宮内膜からのIL1は管腔に存在するような傾向

拐さなかったため、 IL1聞は脹からの IL1を阻害 .1. 
しているものと考えられる。 IL1は着床を促進し、 IL

lRNは固着後の脹存在部でその作用を阻害することか

ら、 ILIRNは着床反応を抑制しているものと考えられ、

このことにより、妊娠36日頃まで子宮内膜への侵入およ

び胎盤の形成反応を示さないウマの着床機構を説明する

ことができる。しかし、 IL1に誘導される因子として

調査したIL6mRNAの発現パターンから、ある特定の

部位では着床反応が進行していることが示唆された。
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