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ヒ ト胎盤 の形成発達にお い て繊毛細胞 は中心 的役割を果 たす｡ 械毛細胞に は主 に 2 つ

の 分化 の方向性がある｡ 前駆細胞で ある cytotr o p h o bla st ( C T) が合胞体を形成 し繊毛表

面 を被覆する s y n cyti otr o ph o b]a st (S T) を形成する方向性と ､
C T が付着械毛先端で増殖

し
､

c eII c ol u m n を形 成 し つ つ 浸潤能獲得 して 子 宮壁 内 - と浸潤す る e xtr a - vi‡1o u s

t r o ph o bJa st(E V T) - の 分化 の 方向性 で あるo 特に ､
E V T の 浸潤は脱落膜内 - 子宮筋層内

腔側約1/3 の深 さ の血管壁 に及び
､
子宮壁 の 血管構造が再構築され

､
それ に伴い 繊毛 間

腔 - と流入する母 体血事夜量が飛躍 的に増大する｡ こ の E V T の働き はfirst tri m e st e r か ら

s e c o n d tri m e st e r 前半にお い て 胎盤形成の 大きな原動力とな っ て い る ｡ また ､ 妊娠高血

圧症候群
､

子宮内胎児発 育不全､ 習慣流産な ど の異常妊娠で は E V T の 細胞機能異常を

背景と した胎盤形成不全が示唆されて い る｡

胎盤局所で純毛細胞をとりまく酸素濃度は妊娠週数 ､ 胎盤内で の位置に より変化する｡

そ して
､

こ の 局所酸素濃度が E V T の 増殖､ 浸潤を制御する重要な因子 とな っ 七い る こ



とが 明らか とな っ てき て い る ｡

一

般的に創傷治癒 ､ 腫癌発育にお い て 知 られるように低

酸素刺激 は 血管新生 を促進する要素で あ る｡
E V T の 重要 な役割で あ る子宮壁 内 の 血管

構造 の 再構築に お い て は種々 の 血管新生因子 の 関与が想定される ｡ しか し､ 局所酸素濃

度が E V T の 血管新生因子 の発 現に どの ような影響を与 え
､

血管構造変化に関与する か

に つ い て は全く未解明で あ っ た ｡

こ の ように E V T の細胞機能 の研究は胎盤形成 ､ 発達に つ い て の 生理 的､ 病理 的機構

解明 に深く結び つ い て い る｡ しか し
､

E V T 研究に おける障害と して 初代培養の 困難が

あり
､

定量的解析を行うに足 る安定した培養系が確立 して い ない ことが挙げられ る｡

そ こ で本研 究の 目的と して まず ､ ①初代 C T 分化培養 モ デル を確立 し
､ そ の培養 モ デ

ル を用 い て②培養酸素濃度が E V T の 細胞機能 (増殖 ､ 分化) に与 える影響に つ い て調 べ
､

さらに ③血管新生で の 中心的機構 で ある v a s c ul a r e n d oth elial g r o w th fa ct o r( V E G F) フ ァ

ミリ ー

分子 の C T にお ける低酸素刺激に対する発現変化 の 検討を行 っ た｡

①c T 分化培養モ デル の確立

妊娠初期の 人工妊娠中絶例よりイ ン フ ォ
ー ム ド コ ン セ ン トの 上入手 した胎盤組織より

密度勾配遠心法と C D 9 抗体で コ ー

テ ィ ン グ した磁気 ビ ー ズに よる n e g ativ e s e一e ctio n

と の組み合わせ に より高純度 の未分化な C T を分離 した｡ 細胞接着性の安定と E V T -

の 統
一

的 な分化 を生 じさせ る こ と を目標 と して
､ 培養条件 の 至 適化 を行 っ た｡ 培 養

m e diu m の カル シ ウム 濃度に よる培養状態 の違 い を検討 し ､ 培養器 に コ ー

テ ィ ン グする

細胞外基質と して La m ini n
､
fib r o n e cti n

､
c ol(a g e n ty p e 4 で細胞接着性を比較 した.

つ づ

い て ､ 培養 C T か ら E V T - の 分化状況 を
､
E V T の 分化 マ ー カ ー で ある C D 9

､
H L A - G 及

び発 現す るi nt e g rin の種琴に つ い て フ ロ
ー サイ トメ トリ ー 法 ､ 細胞免疫染色法 で確認 し

た｡

低カ ル シ ウム 濃度の m e diu m を用 い て c ol】a g e n ty p e 4 上 で分離 した C T を培養する こ

とで 1 4 4 時間まで の 単層で安定 した接着状態を維持 できる系 を確立 したD こ の 方法で

培養 した C T で は 分離直後に は C D 9
､

H L A - G が低発現 で あり
､ 培養時間とともに発現

上昇を認 めた. また表面 に発 現する i nt e g rin は α 6 が低発現 ､
α 5 β1 が高発 現で あり

､

α 1 の 発現 は分離直後には検出され なか っ たが ､ 培養時間に伴い 急激に増加 した｡ 培養

C T の こ れら の 変化は付着械毛先端 で C T か ら E V T - の 分化と 一

致 した変化で あ っ た｡

②低酸素刺激が培養 C T の 増殖 ､ 分化に与える影響に つ い て

まず ､ ①に お い て確立した C T 分化培養モ デル を利用 して ､ 同 一 の胎盤か ら分離 した

C T を 2 0 % ､
8 % ､

2 % の 3 つ の 異なる酸素濃度条件下で培養 し
､

7 2 時間後 の細胞数を

比較 した｡ 酸 素濃度 の低下に従 い細胞数が増加 し
､ 培養 C T は低酸素濃度下で は増殖が

促進 され る こ とが確認 され たo

酸素濃度が C T 分化に 与える影響を調 べ るため同 - の胎盤から分離 した C T を異なる



酸素濃度条件下で 7 2 時間培養 し ､ H L A - G
､

C D 9
､
i nt e g ri n α 1 の 発現をフ ロ

ー サイ トメ

トリ ー 法で検討 した. C D 9
､
i nt? g rin α 1 の 発現 は 2 % 酸素濃度条件下で は1

2 0 % 条件と

比 べ て滅弱 した ｡

一

方で H L A - G は酸素濃度の 影響を受けな い ことが判明 した.

③低酸素刺激 と V E G F シ ス テ ム バ ラ ン ス の 変化

低酸素刺激が C T で の V E G F 関連分子 の発 現に どの ような影響を与 える か に つ い て検

討す るため
､

V E G F フ ァ ミリ
ー

の 代表的リ ガ ン ドで ある V E G F
､ pl a c e nt a g r o w th f a ct o r

( PIG F) とそれ ら の 生理的ア ンタ ゴ ニ ス トで ある s olu b[e f m s
-lik e ty r o si n e kin a s e l (s FLt -1)

の 発現 を中心 に実験を進 めた c C T の みならず比較の た め胎盤構成細胞で ある villo u s

fib r o bla st( V F) ､ h u m a n u m bi[ic al v ei n e n d oth e = al c ell(H U V E C) に つ い て も検討 したo 蛋

白レ ベ ル で の発現変化は､ 培養細胞 の免疫染色ある い は m e di 叩 内の濃度を E LIS A 法

に て計測する こ とに より解析 したo m R N A レ ベ ル で の発現変化は re a トti m e P C R 故に よ

り確認 した｡

低酸素刺激により C T 培養上清中で は s Flト1 の 濃度が増加 し
､
C T 内の･ m R N A 畳 も上昇

した ｡ それ に対 して V F
､

H U V E C で は s Flt - 1 発現変化 は生 じなか っ た｡ 低酸素刺激 に

ょ る V E G F の m R N A 発現増加 は C T
､

H U V E C
､

V F に共通 して い た｡ 低酸素刺激で V F

培養上清中で は fr e e V E G F ( s F 托-1
~ と結合 して い な い V E G F)濃度が上昇 した｡ C T 培養

上清中で は t ot a[ V E G F (V E G F の総量) が増加 して い たが
､
fr e e V E G F は検出されな か っ

た｡
こ れは同時に存在する s Flt -1 の 濃度上昇に より V E G F の 増加が打ち消 された ため

と考えられた｡
fre e P] G F は低酸素刺激により C T 上清中で濃度が低下 し

､
H U V E C 上清

中では変化を認 め なか っ た｡ C T 細胞内の P K; F の m R N A 量 は酸素濃度の 変化 を生 じて

お らず ､ 上清中の fre e PI G F の 低下 は同時に産生 される s F】I - 1 が低酸 素刺激に より増加

した こ とによる 2 次的変化と考えられた ｡

本研 究に お い て ､ 妊娠初期胎盤か ら高純度 の C T を分離 し
､ 低カ ル シ ウム の m e diu m

と c oll ag e n ty p e 4 を コ ー

テ ィ ン グ した培養容器を用 い る ことで安定 した培養状態を維

持する こ とが可能とな っ たo 培養 C T は時間経過 ととも に e xtr a - viIlo u s ty p e - の 分化を

示 し､ C T の 分化培養モ デル を確立 できた o

低酸素刺激により培養 C T の 増殖能は克進 した ｡ 付着繊毛先端で C T が増殖 して 生 じ

る c ell c ol u m n の 形成は妊娠初期には活発で あるが
､ 中期以降は減少する ｡ こ れが胎盤

内の 酸素濃度の 変化に伴う現象で ある こ とが本研究の 結果から示 唆された ｡ E V T
■

の 分

化マ
ー カ ー

である C D 9
､
i nt e g ri n α 1 は E V T の 浸潤に重要な働きを有する こ とが知ら

れ て い る ｡ こ れ ら の 分子 の発 現が酸素濃度による制御を受ける こ と を確認 した｡ E V T

はそ の浸潤過程にお い て ､ 酸素濃度の 高 い母体側 へ 方向 - と移行する｡ その 酸素濃度変

化に より こ れら の 浸潤関連分子 の発現が影響を受けて い る こ とが示 された ｡ しか し
､
同

じく E V T へ の分化に伴 っ て発現が増加するH L A - G に つ い て は酸素濃度 の影響 を認 めず ､



酸素濃度に依存 しない 分化制御因子 も存在する と考えられ るo

低酸素刺激 に対 して の 胎盤構成細胞 の V E G F シ ス テ ム バ ラ ン ス の 検討で は ､ 低酸素

刺激により s Flt - 1 の発現を増加する こ とは C T に特徴的な反応で あ っ たo こ の s FIト1 の

増加 に よ,り C T 培養上清中で 臥 2 次的にfre e V E G F は抑制され｣ fr e e PIG F が低下 し

て い た ｡ こ の C T の
一

連の 反応は低酸素による血管新生促進
■
と い う 一 般的概念と矛盾 し

て い る ように思われる ｡ C T が E V T - と分化 し脱落膜内 - と浸潤 し
､
子宮壁 内の 血管構

造を再構築する過程は通 常の血 管新生とは異な っ た現象で あるが
､

これは C T にお ける

酸素濃度に対する特殊な V E G F シ ス テ ム バ ラ ン ス の 調節に起因する可能性が ある o ま

た ､ 妊娠高血圧症候群 の妊婦末梢血 で s Flト1 の 上昇､
PIG F の低下が近年報告され て い

る｡
これ に つ い て は

､ 今回 の研 究より妊娠高血圧症候群で の 重要 な病理機序で ある胎盤

内低酸素状態に より C T で の s Flt -1 の 産生増加 ､ および fr e e P IG F の 2 次的減少 に起因

する こ とが示唆され ､ 胎盤内低酸素に対する C T の反応に起因 した V E G F シ ス テ ム バ ラ

ン ス の 変化が妊娠 高血圧症候群の病理機序と深く 結び つ い て い る こ とが示された｡




