
緒 言

子宮内膜症は，炎症反応の二次的なメディエ

ーターが病態に関与している慢性炎症性疾患で

ある〔１―４〕．炎症初期のメディエーターである

細菌性エンドトキシン（リポポリサッカライド，

LPS）は，骨盤内のマクロファージから二次的

炎症メディエーターである各種のサイトカイ

ン，ケモカインあるいは増殖因子の産生を亢進

させる〔５〕．Baileyらは，内膜症を有するアカ

ゲザルでは，腸管内細菌叢の性状が変化し，内

膜症の発症とグラム陰性細菌の増殖亢進が関連

している可能性があることを報告している〔６〕．

これらの報告から，腟内細菌叢に存在する大腸

菌（Escherichia coli, E. coli）などのグラム陰

性細菌の構成成分である LPSがヒト子宮内膜

症の病態に関与している可能性が示唆される．

ヒトの下部生殖器は常に各種微生物に暴露さ

れており，直接的な上行性感染が生じうる．私

どもは，これまでに腟常在細菌叢のなかのグラ

ム陰性細菌が子宮腔内へ上行性・潜在性感染を

生じることにより月経血中に混入し，結果とし

て月経血あるいは腹水中のエンドトキシン濃度

が上昇し，骨盤内炎症を惹起することを検討し

てきた．

本研究では，大腸菌由来の LPSが，子宮内

膜症の病態に関与していることが予想される各

種炎症促進分子〔３，４〕のマクロファージから

の産生を亢進させるかどうか検討した．また，

子宮内膜細胞に対する LPSの増殖促進作用を

検討し，LPSの受容体であるToll―like receptor４

（TLR４）が，マクロファージからの炎症促進分

子の分泌あるいは子宮内膜の増殖にどのような

関与をしているのか検討した．さらに，子宮内

膜における抗菌ペプチドの発現の月経周期によ

る相違を検討し，細菌増殖におけるプロスタグ

ランジン（PG）E２の作用を検討した．

対象および方法

本研究は施設倫理委員会の承諾を得て，各対

象女性にインフォームドコンセントを得てから

行った．良性婦人科疾患のため当科で腹腔鏡を

施行した，規則的な月経周期を有する５８例内膜

症女性（２０～４２歳）および２８例の非内膜症コン

トロール女性（１８～３２歳）から腹水を採取した．

内膜症の有無は腹腔鏡により診断した．

これまでに報告した無菌的操作を用いて，２０

例の内膜症および１５例の非内膜症コントロール

から月経血を採取した〔１１〕．月経血は大腸菌

の増殖に適した eosin-methylene blue（EMB）

アガー（Difco Laboratories, Detroit, MI）上で

培養した〔６〕．Limulus amoebocyte lysate（LAL）

法（エンドトキシン―シングルテストワコー，

和光純薬，東京）を用いて腹水および月経血中
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のエンドトキシン濃度を測定した〔１１〕．

これまでに報告した方法を用いて，腹水中か

らマクロファージを抽出し，また内膜症あるい

は非内膜症コントロールから正所性あるいは異

所性内膜を採取した〔１２―１７〕．マクロファージ

は初代培養後，血清非添加培地（RPMI）中に

１ウェルあたり１０５の濃度で２４時間培養したの

ち，種々の濃度の E. coli由来の LPS（serotype

０１１１：B４；Sigma, St Louis, MO）を添加した

うえでさらに２４時間培養した．また，マクロフ

ァージを，LPSの拮抗物質であるポリミキシン

B（Sigma）（１µg／mL）あるいは抗 TLR４抗体

（１０µg／mL）（HTA―１２５, HyCult Biotechnology）

で２０分前処置を行ったのちに，１０ng／mLの LPS

存在下に２４時間培養し，マクロファージから産

生される炎症促進性分子の変化を検討した．

培養上清中のhepatocyte growth factor（HGF），

vascular endothelial cell growth factor（VEGF），

interleukin（IL）―６，および tumor necrosis factor

alpha（TNFα）の濃度をELSAキット（Quantikine,

R&D system, Minneapolis, MN）を用いて測定

した．内膜組織における TLR４の発現局在を

HTA―１２５抗体（１：５０希釈，Santa Cruz Biotech-

nology, Santa Cruz, CA）を用いた免疫染色で

検討した〔１２，１８〕．

内膜組織から RNeasy Mini Kit（Qiagen, To-

kyo, Japan）を用いて RNAを抽出し，RNA（１

µg）を RT―PCRに供した．プライマーは既報

の方法のものを用いた〔１２，１４，１９〕．TLR―４，

HGF，および HGFの受容体である c―Metの発

現は β―actinの発現量で補正して評価した．

細胞の増殖性は５― Bromo ―２― deoxyuridine

（BrdU）の取り込み能を ELISA法（Amersham

Phamacia，Tokyo, Japan）で測定することによ

り評価した．ヒト β-defensin［HBD, mouse,mon-

oclonal（M１１―１４b―D１０），（ab１４４２５），abcam］お

よびsecretory leukocyte protease inhibitor［SLPI,

goat polyclonal（LS―B２１７４）, Lifespan Bioscien-

ces］の子宮内膜における発現局在を，異なる

月経周期で採取した内膜組織（増殖期，n＝１０；

分泌期，n＝１０；月経期，n＝５）での免疫染

色で検討した．また，これらの発現を６例の閉

経期あるいは３～６ヵ月間 GnRHaを使用した

女性から採取した子宮内膜で検討した．また，

PGE２の添加（１pg／mL～１００ng／mL）による大

腸菌の増殖性の変化を検討した．

結果は平均±標準誤差あるいは標準偏差で表

し，E. coli の月経血１mLあたりのコロニー形

成能（colony forming unit, CFU）は対数換算

し中央値と４分位間（interquartile range, IQR）

で表した．推計学的検討は，分散分析（analysis

of variance, ANOVA），Mann―Whitney U―test

および Student’s t―test用いて２群間の比較を

行い，複数群間の比較には Kruskal―Wallis test

を用い，p＜０．０５を有意差ありと評価した．

結 果

月経血１mLあたりの E. coli のコロニー形

成能（CFU／mL）は，非内膜症（中央値，Log１０，１．２

CFU／mL；IQR,０．８～１．９）に比して内膜症（中

央値，Log１０，４．５CFU／mL；IQR,１．４～７．２）で

有意に高値であった（P＜０．０１，図１Ａ）．さ

らに，E. coli のコロニー形成能は，血液の貯

留した非透明赤色病変を有する内膜症の月経血

では，卵巣内膜症のみで腹膜赤色病変を合併し

ない内膜症の月経血に比較して有意に高値であ

った（P＜０．０１，図１Ｂ）〔２０〕．

月経血あるいは腹水中のエンドトキシン濃度

は，それぞれコントロールに比して内膜症で有

意に高値であった（月経血，２８５．５±６４．５pg／mL

vs. １１４．９±１７．０pg／mL, p＜０．０１；腹 水，７１．５

±９．２pg／mL vs.４３．３±９．８pg／mL, p＜０．００１，

図１C）．腹水中のエンドトキシン濃度は，月

経期に採取された腹水において，その他の周期

に採取された検体に比較してもっとも高いこと

が認められた（図１D）．

マクロファージ培養上清中の HGF，VEGF，

IL―６および TNFαの濃度は，LPS添加群で，

非添加群に比して有意に高値で，内膜症では非

内膜症コントロールに比して有意に高値であっ

た（p＜０．０５）．これらの LPSの作用は，抗 TLR４

抗体でマクロファージを前処理することにより

有意に低下した（HGF，IL―６および TNFα，p
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＜０．０５；VEGF，p＜０．０１）．これらは HGFある

いは c―Met遺伝子の発現においても確認され

た〔２１〕．LPSの特異的作用は，同様の低下作

用が LPSの拮抗物質であるポリミキシン B添

加によって確認された（VEGF，IL―６，TNFα，
p＜０．０５；HGF，p＝０．０８）．これらの結果の詳

細は既報を参照されたい〔２１〕．

TLR４の蛋白およびmRNAの発現は，内膜症

あるいは非内膜症コントロールから採取された

正所性あるいは異所性子宮内膜組織から抽出し

た上皮および間質細胞，ならびに intactな組織

中の腺上皮および間質細胞いずれにおいても認

められた．マクロファージにおいても TLR４の

発現が確認された〔３，２２〕．

LPSは，内膜症女性から得られた正所性ある

いは異所性子宮内膜の上皮あるいは間質細胞の

増殖を濃度依存的に亢進させた．これら LPS

の内膜細胞増殖促進作用は，内膜症女性で非内

膜症コントロールに比較して有意に高いことが

認められ，また抗 TLR４抗体による前処置によ

りその亢進作用が有意に低下した（p＜０．０５）．

子宮内膜における HBDあるいは SLPIの発

現は，血中のエストロゲン濃度と関連すること

が示唆された（図２A）．すなわち，Q―Hスコ

アで評価した HBDおよび SLPIの正所性子宮

内膜組織での発現強度は，増殖期で高く，月経

期や閉経あるいは GnRHaで治療された女性で

低く，分泌期ではそれらの中間であった（図２

B，C）．

月経血培養で検出された E. coli と同系株（K

―１２, serotype０１１１：B４）を種々の濃度の PGE２

を添加して培養したところ，非添加群に比較し

て，PGE添加群では有意にコロニー形成能が

亢進することが認められた（図３A，B）．

図１ （A）子宮内膜症（赤）および非内膜症（コントロール，青）月経血１mLあたりの Escherichia
coliの Colony forming unit（CFU）を log変換した値で表した．コントロールに比して内
膜症では E. Coliのコロニー形成が有意に高い（P＜０．０１）．（B）赤色病変をもつ内膜症
と赤色病変（赤）では，チョコレート�胞のみの内膜症（緑）に比較してコロニー形成

が有意に高い（P＜０．０１）．（Cおよび D）内膜症および非内膜症（コントロール）におけ
る腹水中および月経血中のエンドトキシン濃度を示す．月経血（P＜０．０１）および腹水
中（P＜０．００１）のエンドトキシン濃度はコントロール（白）に比較して内膜症（黒）で
有意に高い（C）．腹水中のエンドトキシン濃度は増殖期あるいは分泌期に比較して月経
期で最も高く，コントロールに比較して内膜症で有意に高い（D）．結果は平均±標準誤
差で示す．
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考 察

私どもは，内膜症女性の月経血では，非内膜

症コントロール女性に比して大腸菌の混入が多

く，月経血中のエンドトキシン濃度が高く，ま

たそれらの経卵管的逆流により骨盤内腹水での

エンドトキシン濃度が高くなっていることを初

めて報告した．すなわち，LPSが子宮内膜細胞

の増殖を促し，その作用が抗 TLR４抗体により

抑制されることから，TLR４を介した内膜症の

増殖に関与していることが示唆される．これま

でに子宮内膜症の病態における感染の役割はは

っきりしていなかったが，私どもは，子宮内膜

症の病態における新たな仮説として，骨盤局所

の生得免疫機構における LPSと TLR４を介し

た子宮内膜症の増殖・進展に関する「bacterial

contamination hypothesis」を提唱したい．

私どもはこれまでに，内膜症では非内膜症（コ

ントロール）に比較して，正所性および異所性

内膜組織あるいは腹水でマクロファージの浸潤

が有意に亢進していることを報告してきた

〔１８，２３〕．本研究では，それら直接的な炎症反

応に加えて，内膜症の骨盤局所では，E. coli.

に由来するエンドトキシンによるマクロファー

ジあるいは TLR４を介した炎症促進反応が亢進

していることを示した．

卵巣ステロイドホルモンであるエストロゲン

（E２）は，呼吸器，尿路，内性器および腟上皮

あるいは好中球における抗菌性ペプチドの発現

を調節し，臓器局所における病原性微生物の侵

入防御に役割をもつと考えられる〔２４，２５〕．今

回の検討では，正所性内膜におけるヒト HBD

あるいは SLPIの発現は，エストロゲンレベル

が高い増殖期あるいは分泌期において，エスト

ロゲンレベルが低い月経期に比して高かった．

また，閉経女性あるいは GnRHa治療後の正所

性子宮内膜では月経期と同様にヒト HBDある

いは SLPIの発現が低かった．月経周期による

宿主局所の防御機構の変化により，月経血では

図２ 月経周期による血液中のエストロゲン（１７β―estradiol）とプロゲステロンの濃度を示し
（A），ヒト正所性子宮内膜におけるヒト β―defensin（HBD，B）と secretory leukocyte pro-
tease inhibitor（SLPI，C）の免疫染色による発現強度の子宮内膜症の有無および月経周
期による相違を示す．HBDあるいは SLPIの Q―Hスコアは増殖期で最も高く，月経期
で最も低く，分泌期でその中間を示した（B，C）．閉経女性あるいは３～６ヵ月 GnRHa
治療を行った女性から得られた正所性内膜での HBDあるいは SLPIの発現は月経期に比
してさらに低いことが認められた．
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細菌混入が誘起される可能性が考えられる．

PGE２は，HTLV―Iあるいは HIVの増殖を直

接的あるいは免疫抑制作用により間接的に促進

することが報告されている〔２６，２７〕．本研究で

は，PGE２が E. Coli. の増殖（コロニー形成）

を直接的に亢進させることが示唆された．内膜

症女性では，月経期に骨盤内あるいは月経血中

の PGE２あるいは PGF２αの亢進により疼痛症
状が発現することから，PGE２が子宮腔内に侵

入した E. Coli. の増殖に直接に関与している

可能性がある．一方で, E. Coliあるいはエン

ドトキシンの産生源が腸管由来である可能性は

否定できない〔２８，２９〕．

月経血中に存在する E. Coli. が骨盤への細

菌性エンドトキシンの恒常的な産生源であり，

TLR４を介した内膜症の増殖・進展に関与して

いると考えられる．つまり，E. Coliの月経血へ

の上行性混入が骨盤内炎症と TLR―４を介した

内膜症の増殖をを惹起する初期因子であると捉

えることができる．

これらの結果は，子宮内膜症の病態と臨床に

以下の２つの新たな知見を加える．

�LPS／TLR４経路を介した「bacterial contami-

nation hypothesis」を子宮内膜症の発生説とし

て提唱したい．

�TLR―４を標的とした分子治療が子宮内膜症

の治療の新たなストラテジーになり得る．

今後は「bacterial contamination」仮説の確証

と内膜症の病態における役割についてさらに検

討する必要がある．
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