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論 文 内 容 要 旨

哺乳動物の妊娠は,受 精,着 床,胎 子発育および分娩の過程を経過する。妊娠に伴う内分泌環

境の変化については,性 腺刺激ホルモンおよび性ステロイドホルモンを中心に論 じられてきたが,

このほかにまだ同定されない物質や,生 理作用が明 らかでないホルモンの関与も推察されている。

リラキシンもその一つである、

本物質は,「[926年 にHisawに よって発見された妊娠期に出現するペプチ ドホルモ ンである。

発見当初は,妊 娠モルモッ トの血清中に存在 し,分 娩に際 して骨盤の恥骨 じん帯を弛緩させ産道

を広げ る物質であると考えられていたが,そ の後の研究によって,ラ ッ トを始め恥骨 じん帯を欠

く多くの動物 においても妊娠時の生殖器,主 に卵巣で産生されることが示され,ま た,雌 性生殖

道に対して多彩な生物学的効果を発現する可能性が示唆されてきた。 しか しなが ら,妊 娠時にお

ける役割や分泌源については十分な検討がなされなか った。 しかし,最 近は,生 理活性物質 とし

ての リラキ シンに注目する機運が芽生えており,特 に生化学面からの研究が進展 している。

本研究はラットを角い,ま だ全ぼうが知 られていない リラキシンの分泌および作用の解明を目

的として着手 した。

リ ラ キ シ ン の 分 泌 源 と 動 態

1)リ ラキシンの生物検定法(マ ウス恥骨 じん帯計測法)を 確立 して,妊 娠期の生殖器および

胎子中における リラキシンの生物活性を調べた。 その結果,本 活性 は卵巣で検出されたが,卵 巣

以外の生殖器系諸器官には認められなかった(Table1)。

2)卵 巣内におけるリラキシンの分布を調べた結果,生 物活性は黄体組織中で検出されたが,

黄体以外の組織中には認められなかった。

3)妊 娠期を通 じて黄体組織中の リラキシンの動態を調べ た。その結果,リ ラキシン生物活性 ・

は,妊 娠ユ0日頃か ら検出され,妊 娠15日 以降急激に上昇 し,妊 娠20に ピークに達 した。その後は

急速に低下 し,分 娩後1日 には低値 に戻った(Fig.1)。

4)以 上の結果か ら,リ ラキシンの分泌源は妊娠期卵巣の黄体組織で,産 生組織中の含量は妊

娠末期にピークとなることが示 された。

黄 体 の リ ラ キ シ ン 分 泌

黄体 は,受 精 卵 の着 床 や妊 娠 の 維 持 に必 要 な 性 ス テ ロ イ ドホ ル モ ン(特 に プ ロ ジ ェ ス テ ロ ン)

の 分泌 器 官 と して知 られ て い る。 しか し,こ の 組 織 は リ ラキ シ ンの分 泌 源 で もあ る こ とが 明 らか

と な った の で 、 芭 体 の リラキ シ ン分泌 様 式 に つ い て 調 べ た。

1)妊 娠 期 に お け る黄 体 細 胞 の 超 微 形 態 を観 察 した。 その 結 果 ,妊 娠 期 を通 して,黄 体 細 胞 に

は 常 に ゴ5-3β 一hydroxysteroiddehydrogenaseの 活性 が み られ,細 胞 質 は管 状 ク リス テを

もつ ミ トコ ン ド リア,よ く発達 した滑 面 小胞 体 な ど,ス テ ロ イ ド分 泌 細 胞 特 有 の 小器 官 で 占め ら
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れていることが観察 された。 しかし,リ ラキシン含量が最大となる妊娠末期の黄体では,暗 調穎

粒(一 層の限界膜で囲まれた内腔に高電子密度の暗い物質を含む直径200～300㎜ の円形の穎

粒)の 著しい増加が認められた(Fig.2)。

2)暗 調頼粒について,Acidphosphatase(ACPase)の 電顕細胞化学的検出を行った。そ

の結果,ACPase活 性は少数の暗調穎粒で見いだされただけで,大 多数の穎粒では検出されなか

った(Fig,3)G

3)暗 調穎粒分画のリラキシン生物活性について調べた。その結果,暗 調穎粒は11,000rpm

の画分に集ま り(Fig.4),こ の画分から強い リラキシン生物活性が検出された(Fig.5)。

4)暗 調穎粒について,リ ラキシンの免疫電顕的検出を行った。その結果,リ ラキシン免疫活

性は大部分の暗調穎粒に認められ,暗 調穎粒は リラキシン穎粒であ ると同定 された(Fig。6)。

5)リ ラキシン穎粒の形成と放出について免疫細胞化学的検索を行 った。その結果,リ ラキシ

ンは,初 めに粗面小胞体で前駆体として合成され,次 いでゴルジ装置に運ばれてプロセシング

(修飾)を 受け,さ らに暗調穎粒 として成熟 して貯留された後,開 口分泌様式によって黄体細胞

か ら放出されることが明示 された(Table2,Fig.7)。

6)妊 娠期における黄体細胞の リラキシン分泌活動について解析 した。その結果 黄体細胞 は

妊娠中期か ら粗面小胞体,ゴ ルジ装置 分泌穎粒の形態を備え,リ ラキシンを分泌するタ ンパ ク

分泌細胞としての機能を獲得することがわかった。また,妊 娠20日 に向けて,こ れらの小器官の

体積比 は増加 し,リ ラキシンの合成活動は活発となった。 しか し,妊 娠20日 から分娩に至るまで

の短期間のうちに,穎 粒の体積比は激減 し,リ ラキシンの放出活動は充進 した(Table3)。

7)以 上の結果か ら,ス テロイ ド分泌器官として定義されてきた黄体細胞において,リ ラキシ

ンは一層の限界膜で囲まれた直径200～300㎜ の暗い穎粒 として存在 し,そ の合成 ・放出は

Paladeに より提唱されている分泌タンパクの細胞内輸送系に基づ くことが明らかとなった。さ

らに,分 泌活動については,妊 娠20日 までは合成優位(合 成型)を 示すが,合 成型分泌活動が頂

点に達する妊娠20日 において,放 出優位に変わることがわかった。

分 娩 時 を 中 心 と した リ ラ キ シ ン の 生 理 作 用

産生細胞 において,妊 娠20日 以降 リラキシンの分泌活動が活発となることが明らか となったの

で,分 娩現象に焦点を当て,リ ラキシンの生理作用について解明を試みた。

1)妊 娠期における血中 リラキシンの消長について調べた。その結果,血 中 リラキシン濃度は

妊娠20日 か ら21日にかけて急激に上昇 し,妊 娠21日 にピークに達 したが,分 娩後1日 には検出で

きない値とな った(Fig.8)。

2)妊 娠 末期から分娩 に至るまでの子宮頸管の性状変化について調べた。その結果,妊 娠21日

か ら22日にかけて,子 宮頸管は物性面で伸展性(creeprate)が 急激に高まり,著 しく軟化 した。

この変化は分娩終了時に最大となった(Fig.9)。 重量についても同様の変化がみられた。その
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時 の 子 宮 頸 管 の 組 織 学 的 性 状 に つ いて は,コ ラー ゲ ン線維 束 の 分枝 化 並 び に切 断 が著 し く充 進 し

て いた 。 コラ ーゲ ンtype別 に み る と,伸 展 性 に乏 しいtypeIコ ラー ゲ ンが分 解 ・減 少 し,逆 に,

伸 展性 に富 むtype皿 コ ラー ゲ ンが 網 目状 に 発 達 して いた 、 さ らに,コ ラー ゲ ン線 維 束 の 間 げ き

(間 質)は,拡 大 浮 腫 化 し,ピ ア ル ロ ン酸 を 中心 と した プ ロテオ グ リカ ンが増 量 して いた 。

3)血 中 リ ラ キ シ ン濃 度 の 上 昇 を認 め る正 常 分 娩 例 と,妊 娠 末 期 に卵 巣 除 去 を行 い 血 中 値 の上

昇 を 欠 い た 場 合 の分 娩 例 に つ い て,胎 子 娩 出 に要 す る時 間(分 娩 所 要 時 間)を 調 べ た。 そ の結 果,

血 中 リラ キ シ ン濃 度 の 上昇 を欠 く卵 巣 除 去 動 物 の 分 娩 所 要 時 間 は,妊 娠 維 持 の た めに 用 い た性 ス

テ ロ イ ドホル モ ンの投 与 量 と関 係 な く,平 均5～6時 間の 範 囲 に あ った。 この値 は,正 常 時 の そ

れ と比 べ て,著 明 に 延 長 して いた(Table4)。

4)リ ラ キ シ ンの 血 中 値 に上 昇 が み られ な い妊 娠 末 期 卵 巣 除 去 ラ ッ トを 用 いて,リ ラキ シ ン抽

出 液投 与 に よ る影 響 を調 べ た。 そ の 結 果 正 常 妊娠 時 に見 られ るよ うな 分娩 前 の 血 中 リラ キ シ ン

濃 度 の 上 昇 が 引 き起 こ され た 場 合 に のみ,正 常 時 と同 様 に,子 宮 頸 管 は伸 展 性 が 著 し く高 ま って

十 分 に軟 化 し(Fig.10),組 織 構 築 面 で も,コ ラーゲ ン線 維 束 は大 き く変 ぼ うを とげ,typeI

コ ラ ーゲ ンの 分 解 とtype皿 コ ラー ゲ ンの網 目状 の 発 達,線 維 束 の 間 隙 を埋 め る ヒァル ロ ン酸 の

増 加 が 顕 著 であ った 。 ま た,分 娩 所 要 時 間 につ い て も,著 し く短 縮 され,正 常 時 と変 わ らな くな

った(Fig.10,Fig,11)。

5)妊 娠 末 期 か ら分娩 に至 る まで の血 中 リラキ シ ンの経 時 的 分泌 動態 に つ いて 調 べ た。 その 結

果,リ ラ キ シ ンの分 泌 パ タ ー ン に は個 体 差 か み られ た が,妊 娠21日 ま た は22日 に リ ラキ シ ン濃 度

の ピー ク が認 め られ た。 ピー クが 妊 娠21日 に 出 現 した個 体 で は,分 娩 は 妊娠22日 に,一 方 ピー ク

が 妊 娠22日 に 出 現 した もの で は,分 娩 は23日 に起 こ っ た。 さ ら に,ピ ー クの 出現 か ら平 均24時 間

後 に,分 娩 が 開 始 され た(Fig,12)。

6)以 上 の 結 果 か ら,妊 娠20日 以降 認 め られ る血 中 リ ラキ シ ン濃 度 の上 昇 は,Fig.13に 模 式

化 した よ うに,子 宮 頸管 の 結 合 組 織 の 構 築 を 変化 させ,分 娩 に そ なえ て頸 管 を十 分 に軟 化 させ る

こ とが 明 らか とな った 。 そ の 結 果,子 宮 頸 管 は,娩 出 器 官 と して の機 能 を獲 得 し,胎 子 は 頸 管 部

を 容 易 に,か つ速 や か に通 過 で き る ため に,分 娩 所要 時 間 は短 縮 され る もの と考 え られ た 。 さ ら

に,血 中 値 が 上 昇 して ピー クに 達 す る と,約24時 間 で 分 娩 が 始 ま る こ とが わ か った。

以上,本 研究は,リ ラキ シンがステロイドホルモン分泌組織として知 られる黄体か ら分泌され,

子宮頸管を軟化 させることによって分娩現象,と くに胎子の娩出に必須の役割を果た しているこ

とを明 らかに した。本研究の成果は,分 泌面では,黄 体細胞の形態と機能に新たな概念をもたら

した と考え る。 また,作 用面では,リ ラキシンによる分娩調整 の可能性を示 した もの と考える。
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審 査 結 果 の 要 旨

リラキシンは哺乳動物の妊娠期に出現するペプチ ドホルモンで,モ ルモットなど恥骨じん帯を

有する動物では分娩時にこれを弛緩させ,産 道を広げる作用がある。一方,ラ ットなど恥骨 じん

帯を欠 く動物でも,妊 娠期の血清中に本物質の出現が認められているが,分 泌部位や役割にっい

ては,ま だよく知られていない。

本研究はラットを用い,リ ラキシンの分泌源と動態および分娩時を中心とした リラキシンの生

理作用について解明を試みた。

まず,マ ウス恥骨 じん帯計測法により生物検定を行 った結果,妊 娠 ラットでは卵巣以外の生殖

器系諸器宮には生物活性が見いだせなか った。また,卵 巣内では黄体組織にのみ検出され,そ の

活性は妊娠末期にピークに達することがわか った。性ステロイ ドの分泌細胞である黄体が リラキ

シンの分泌にも関与 していることが明 らかになったことか ら,黄 体のリラキシン分泌様式につい

て しらべた。特に妊娠末期の黄体に増加する暗調穎粒について リラキシンの免疫電顕的検出を行

うとともに,リ ラキシンの形成と放出について免疫細胞化学的検索を行 った。その結果,リ ラキ

シンは黄体細胞に出現する直径200～300nmの 暗調穎粒に含まれ ること,お よびその合成,放

出は分泌蛋自の細胞内輸送系に基づ くことが明らかになった。黄体細胞では妊娠20日 以降 リラ

キシンの分泌活動か明 らかになることがわか ったので,分 娩現象におけるリラキシンの関与を し

らべた。その結果,妊 娠末期における急激な血中リラキシン濃度の上昇に伴い,子 宮頸管結合組

織の構築が変化し,軟 化が起こることが明 らかになった。また,こ れにより胎児の娩出が容易に

なり,分 娩所要時間が短縮され,さ らに血中 リラキ シン値が ピークに達 したのち約24時 間で分娩

が開始 されることがわかった。

以上,本 研究は リラキシンがステロイ ドホルモン分泌組織と して知 られる黄体か ら分泌 され,

子宮頸管を軟化 させることによって分娩現象,特 に胎児の娩出に必須の役割を果たしていること

を明 らかに した。よって審査 員一同,著 者は農学博士の学位を授与するに値すると判定 した。
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