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マウス子宮内膜における

インスリン様成長因子結合タンパク質3の役割
Insulin-like growth factor binding protein 3 in the mouse endometrium 
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図 1 成熟ラ ッ ト子宮におけるインスリン様成長因子 1
UGFl) mRNAと上皮細胞と間質細胞における DNA合成細

胞数の割合。ゐf1mRNAは，半定aRT-PCR法により.DNA 
合成細胞はプロモデオキシウリヂンの綾への取込を免疫組織

化学的に検出して同定した。

材料と方法
子宮内膜上皮細胞と間質細胞の繕養

ICR系雌マウス (21・23日齢)を用いた。子宮か

ら子宮内膜上皮細胞と間質細胞を単離し，無血清培
養をおこなった[5，14]。単離した上皮細胞はコラー

ゲンでコ ー トした培養皿に，間質細胞は

poly-L-lysineでコーとした培養皿に蒔き， Dulb田沼O

改変 Eagle培地と HamF12培地の 1:1混合の培養

液で培養した[15]0
ホルモンおよびIGFlの投与

Estradio1-17s (E2)， progesterone (P4) は

Sigma-Aldrich侶t_Louis， MO， U:凶から購入し，培

養細胞には 24時間作用させた。 IGFl(recombinant 
human， Amersham Pharmacia Biotech， Uppsala， 

P 

はじめに
晴乳類の子宮内膜は，上皮細胞と間質細胞で構成

されている。ラットやマウスの子宮内膜上皮細胞と

間質細胞の増殖は，発情周期に伴い変化する。図 1
にラットの子宮内膜の上皮細胞と間質細胞の DNA
合成細胞数の割合の変化を示している。上皮細胞で

は，発情前期と発情間期 1日目に，また間質細胞で

は発情間期の 2日目にそれぞれ DNA合成細胞が増

加し，それにつづいて細胞分裂が起きることが分か

る。これらの子宮内膜細胞の細胞分裂は，卵巣から

分泌される発情ホルモンと黄体ホルモンによって制

御されている。すなわち，上皮細胞の糟殖は，発情

ホルモンによって，間質細胞の増殖は黄体ホルモン
と発情ホルモンの両ホルモンによって促進されてい

る[1]。この性ステロイドホルモンによる子宮内膜上

皮細胞増殖は，子宮内膜内で産生される成長因子に
よって担われていることが知られている[2]。また，

子宮内膜間質細胞の増殖も子宮内膜で産生される成

長因子によって制御される[3，4]。

インスリン様成長因子 1(IGF1)は，子宮内膜で

産生され，マウス子宮内膜の上皮細胞や間質細胞の

細胞槽殖を促進する[5，6].また， IGFlの発現は発

情ホルモンによって促進され[7，8]，発情周期にとも

ない子宮での遺伝子発現も変動する(図 1)。した

がって， IGFlは，子宮内膜上皮細胞や間質細胞の増

殖制御に重要な役劃を担っていると考えられる。

インスリン様成長因子結合タンパク質(IGFBP)は，
6種のサプタイプが知られている。その一種である

IGFBP3は，多くの組織で大量に発現している。

IGFBP3は， IGFlと結合し， IGFl作用を限害し，

IGFlの半減期を延長することが知られている[9]。
また，IGFBP3は， IGFBP3受容体(Lrpl)に結合

し，細胞増殖を直接的に抑制することも知られてい

る[10]0
マウス子宮においても IGFBP3は発現し，発情周

期にともない変動する[11-13]。したがって，子宮内

膜の IGFBP3は，性ステロイドホルモンの制御を受

けて産生が制御され，分泌された IGFBP3は IGFl
作用を制御していることが考えられる。そこで，我々

は子宮内膜間質細胞培養系を用いて IGFBP3の細胞

増殖に及ぼす作用を解析した。
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図 2 マウス子宮内膜の上皮細胞と間質細胞における IGFl
とIGFBP3投与による DNA合成細胞数の割合の変化。 DNA
合成細胞はプロモデオキシウリヂンの核への取込を免疫組織

化学的に検出して同定した。 a:p<O.05，対応する対照群

(・IGFl)と比較して有意の差;b， p<O.05，対応する IGFl
処理の対照群 (+IGFl)と比較して有意の差。
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S~den)， IGFBP3 (R & D Systems， Minneapolis， 
MN， USA)をもちいて，上皮細胞には 48時間，間質

細胞には 16時間作用させた。
DN"A合成細胞の検出

NA合成は， Cell Proliferation ELISA Kit 
(Roche Diagnostics， Mannheim， Germany)を用い

て検出した。培養液中にプロモデオキシウリヂン

(100μ附を 4時間投与し，その聞の DNA合成を測

定1た。
R.NA抽出と逆転写. PCR増幅

.NA は培養細胞からシングルステップ法により

抽出した [16]0 RNAは ThermoscriptReverse 
TrIplscriptase (Invitrogen， CA， USA)により逆転写

し，忌自，19fbp3， IGF1受容体(IGF1R，19f1r) mRNA 
を下に示す特異的プライマーを用いて TakaraTaq

何時karaBio， Otsu， Japan)により RT-PCR法により

増幅した。内部標準としてリボソームタンパク質

L1O (Rp119)を用いた。

h抱(FP，GTCGTCTTCACACCTCTTCTACCT; RP， 
T.MAAGCCCCTCGGTCCACACAC)， 19f1r (FP， 
T'I1CTTCTATGTCCCCGCCAAA; RP， 
AQCCTCGT円~CCGTC廿GAT)，ゐあ'P3(FP，
TMGCACCTACCTCCCCTCCCAACCT; RP， 
T明rGGG.A:τ'GTGGACGCCTCTGGGACT)，Rp119 
(F:t， GAAATCGCCAATGCCAACTC; RP， 
TC!rTAGACCτ'GCGAGCCTG必。

盤量処理
ずータは平均値と標準誤差で表し，分散分析法で

解析した。群聞の差はTukeyテストにより検定した。
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結果

マPス子宮内膜における IGF1による細胞増殖の促

進~ IGFBP3による阻害作用

仔宮内膜上皮細胞と間質細胞を， IGF1 (100 
nglml)の存在条件下または非存在条件下で培養し，

あわせて IGFBP3を作用させた。なお，各処理は上

皮細胞には 48時間，間質細胞には 16時間行った。

上院細胞と間質細胞の両細胞において， IGF1は

DNA合成を促進した。 IGFBP3(1， 100 mM)は，

IGF1の DNA合成促進作用を抑制した(図 2)。

IGFBP3単独では，抑制作用は認められなかった。 図3 マウス子宮内膜の上皮細胞仏)と間質細胞(B)における

E2とP4投与による Igf1， 易面bp3，与但rmRNA発現の変化。

各mRNAは，半定量RT'PCR法により測定し，Rpl19mRNA
を内部標準とした。*:p<O.05，対照群と比較して有意の差。

考察

IGFBP3は，様々な組織や細胞の増殖を阻害する

ことが知られている [17・1叫。本研究において，

IGFBP3は，マウス子宮内膜細胞に対する IGF1の

細胞増殖促進作用を阻害することが示された[15]。
その一方， IGFBP3単独の細胞増殖抑制作用は認め

られなかった。子宮内膜細胞において， IGF1 と

IGFBP3はともに発現しているので，子宮内膜内で

IGFBP3が傍分泌的に IGF1作用を調節する可能性

が示唆された。

マ伊ス子宮内膜における E2とP4による 19f1.， 主bp3，
19i1rのmRNA発現に及ぼす効果

子宮内膜の上皮細胞と間質細胞に E2(10'9 M)と

P4 (10・7M)を投与し， 24時間後の各遺伝子の発現

を半定量的 RT-PCR法により解析した。子宮内膜上

皮細胞においては， E2により主命'P3mRNA量が有

意lこ増加した。また， E2+P4投与により ，19fbp3 

m恥lAと昌也rmRNA量が増加した。子宮内膜間質

細胞においては. E2投与により 19f1mRNA量は増

加し.19fbp3 mRNA量は低下した。P4投与により，

おあIp3mRNA量は増加した。また. E2+P4投与に

より.18曲'P3mRNA量は低下した(図 3)。



kあ'p3mRNA発現は，子宮内膜上皮細胞において

は E2により促進されるが，間質細胞においては抑

制される。また，子宮間質細胞においてのみ， P4は

Igfbp3mRNA発現を促進することが分かり， 主tbp3

の転写は組織特異的な機構により制御されているこ

とが示唆された。

Igfl発現は，子宮内膜間質細胞において E2によ

り促進される。その一方，Igfbp3発現は抑制される

ので， IGFBP3の発現は低下し， IGFBP3の IGF1
抑制作用も減弱され， IGF1の細胞糟殖効果が高まる

ことが推察される。しかしながら，子宮内膜上皮細

胞においては， E2によ り忌tbp3発現は促進される

ので， E2による上皮細胞の増殖促進効果とは一致せ

ず，さらに検討を進める必要がある。

要約

マウス子宮内膜における IGFBP3の発現と，その

生理作用について解析した。 IGFBP3は， IGF1の子

宮内膜上皮細胞と間質細胞の増殖促進作用を限害す

ることが分かつた。また，子宮内膜の上皮細胞と間

質細胞とでは，Ig舟'p3の発現におよぽす E2効果が

異なり，Igtbp3の転写制御機構が組織により異なる

ことが示唆された。
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