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研究成果の概要（和文）：牛受精卵由来栄養膜細胞を用いて、有望な胎盤剥離誘導シグナル候補であるオキソア
ラキドン酸（KETE）の反応を調べた。栄養膜細胞コロニーにKETE（40μM）を添加すると細胞のシート状剥離が
誘導され、その際ＭＭＰ活性化とアポトーシス誘導が観察された。ビボの胎盤剥離においても同様の現象が見ら
れており、KETEが胎盤剥離誘導シグナルとして働くことが強く支持された。一方、低濃度（５-10μM）のKETE添
加では粒状変形と剥離浮遊が起き、この反応はプロテアーゼ阻害剤で抑制された。このことは低濃度のKETEが栄
養膜細胞のプロテアーゼを活性化する事を示しており、分娩時の胎盤剥離において新しい機構を提供する。

研究成果の概要（英文）：The response of trophoblast cells derived from bovine blastocyst against 
12-KETE (a candidate of signal for placenta release at delivery) was investigated. Addition of 
12-KETE (40μM) to the cell colony of trophoblast induced a rapid exfoliation into a cell sheet. In 
this process, matrix metalloproteinase (MMP) activation and apoptosis induction were observed. These
 results are consistent with in vivo observations, and strongly support the idea that 12-KETE is a 
placenta releasing signal. On the other hand, a low concentration (５-10μM) of 12-KETE addition 
induced a spheronization and subsequent floating of trophoblast. This reaction was suppressed by 
protease inhibitor. Activation of protease by low 12-KETE may propose the new idea on the placenta 
releasing mechanism at delivery. 

研究分野： 牛の分娩管理

キーワード： ウシ　胎盤　オキソアラキドン酸　栄養膜細胞
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１．研究開始当初の背景 
 畜産の生産現場では繁殖成績の低下に苦
しんでおり、繁殖障害の克服、受胎率の向上
が今最も求められている技術である。繁殖障
害は分娩前後に頻発するが、そのひとつに分
娩後不要になった胎子胎盤が排出されない
病態である胎盤停滞がある。胎盤停滞が発生
すると、胎子胎盤は子宮内に留まりゆっくり
軟化分解するため子宮内膜炎を誘発し、泌乳
量の低下、子宮回復の遅延による受胎率の低
下等により畜産農家に大きな経済的損失を
与える（一般農家において 7～15％の確率で
発生）。試算では１例あたり３万円強の損失
が出るとされる。その原因は種々想定されて
いるが、分娩後に胎子胎盤と母胎盤の分離が
正常に行われないことが主因であり、何らか
の原因で分離メカニズムが働いていない事
が予想される。また農家を深夜早朝の分娩介
護から解放し、適切な分娩介護の実施により
子牛の損耗率を低減する目的で分娩誘起に
より昼分娩を達成する技術があるが、その際
頻発する胎盤停滞の防止技術が求められて
いる。 
一方、胎盤剥離メカニズムに関するこれま

での知見は乏しい。胎盤は母体にとって免疫
的に異物である胎子を一時的に母体の異物
排除機構から保護し育む器官であり、胎子が
体外で生存できる状態になると役目を終え
て排出される。胎盤剥離にはマトリックスメ
タロプロテアーゼ（ＭＭＰ）系の関与が推定
されているが詳細は不明であり、ＭＭＰ活性
化誘導シグナルも未知であった。申請者はこ
れまでの検討からすでに有望なシグナル伝
達物質（オキソアラキドン酸：12-oxoETE）
を世界に先駆けて発見しており、一定の条件
下ではあるがウシを使った動物実験で胎盤
の剥離排出誘導に成功している。 

 
２．研究の目的 
本課題では、ウシの分娩時胎子娩出後の胎

盤剥離排出機構を明らかにし、その知見を用
いた新しい胎盤剥離技術を開発する事を目
的とする。分娩時の胎子の娩出に関するメカ
ニズムはよく理解されているが、不要になっ
た胎盤の剥離排出に関する知見は乏しい。胎
子は娩出されるが胎盤が排出しない胎盤停
滞という病態が存在することやプロスタグ
ランジン（ＰＧ）等を用いた人為的な分娩誘
起でも胎盤停滞が頻発することから、胎子の
娩出とは別に胎盤剥離を誘導する未知のシ
グナルの働きが予想される。胎盤剥離機構の
解明と剥離誘導技術の開発は、ウシの繁殖成
績の向上及び農家の労働負担軽減に寄与す
ることが期待される。 
 
３．研究の方法 
(1)栄養膜細胞の調製 
妊娠末期の胎盤から調製した胎盤実質細

胞の培養が極めて困難と報告されているこ
と、胎盤の入手機会も限られていることから、

当研究所で入手しやすい受精卵由来の栄養
膜細胞を試験に用いた。培養液は 10％胎児血
清を含むＤＭＥＭを用い、５％炭酸ガス 95％
空気、38.5 度で培養した。 
(2)12-KETE に対する反応 
栄養膜小胞を播種し、フィーダー細胞（胎

盤由来線維芽細胞）のある場合（重層）、な
い場合（単層）についてそれぞれ栄養膜細胞
コロニーを形成させた。12-KETE を含む胎児
血清を含まない培養液に交換して形態変化
を観察した（胎児血清に含まれるＴＩＭＰは
ＭＭＰを阻害する）。ＭＭＰの活性を調べる
場合は蛍光標識したコラーゲンを混合した
培養液で 2時間処理した後、いったん洗浄後
12-KETE 処置し、経時的に蛍光顕微鏡観察を
行った（内部消光している蛍光がコラーゲン
の分解により観察できる）。初期アポトーシ
スの検出は YoPro-1 と Propidium iodide（PI）
の 2重染色で行った（12-KETE 処置 4時間後
に蛍光顕微鏡観察）。アポトーシス細胞は
YoPro-1で染色されるがPIでは染色されない。
後期アポトーシスの検出は12-KETE処理翌日
にＴＵＮＥＬ染色法で行った。遺伝子発現は
12-KETE 処理 4 時間後にＲＮＡを抽出し、逆
転写反応でｃＤＮＡを作成後ｑＰＣＲで測
定した。プライマーセットは以下を用いた。 
GAPDH：F, 5’-CAGCAATGCATCCTGCAC-3’ 

R, 5’-GAGTTGCTGTTGAAGTCACAGG-3’ 
Bax：F, 5’-GCCCCTGTCGTCGTCCTTTGTCC-3’ 

R, 5’-TGGCGAGGAGCTGGTGCTGG-3’ 
Casp-3：F, 5’- GAGCCTGTGAGCGTGCTTTT-3’ 

R, 5’-TGGTGCTGAGGATGACATGG-3’ 
Bcl-2：F, 5’-CGACTTTGCAGAGATGTCCA-3’ 

R, 5’-TAGTTCCACAAAGGCATCCC-3’ 
PAG：F,5’-ACGGCATCAACTACCCAGTG-3’ 

R, 5’-GGAGTGCCCAAAGTGTGAGT-3’ 
Cdx-2：F, 5’-GCCACCATGTACGTGAGCTAC-3’ 

R, 5’-ACATGGTATCCGCCGTAGTC-3’ 
阻害剤等は培養液中に12-KETEと混合して使
用した。 
(3)ハプトグロブリン 
ホルスタイン乳牛を用い分娩後２週間程

度毎日採血を実施し、血漿中のハプトグロブ
リン量を牛用 EIA キットで測定し、自然分娩
牛（n=5）、分娩誘起胎盤停滞牛（n=6）、自然
発生胎盤停滞牛（n=3）、胎盤剥離誘導牛（n=5）
について比較した。 
(4)経産牛の胎盤剥離誘導 
 対照区で確実に胎盤停滞が発生するよう
に、分娩予定 7日前にプロスタグランジンを
臀部筋肉内注射して分娩を誘起した（3 年間
で計 25 頭）。分娩の時刻を知るために、膣内
温度センサを用いた市販の分娩警報装置お
よび分娩監視カメラを用いた。基本的な試験
条件として胎子の娩出後 4時間に 12-KETE を
含む薬液を頸静脈から注入し、その後胎盤の
排出の有無を観察した。注入後カテーテルを
用いて連続採血し、血漿中 12-KETE を高速液
体クロマトグラフィー（HPLC）で分析した。
血漿をイオン交換水で希釈しｐＨを約3に合



わせた後、Sep-Pak C18 カートリッジカラム
に吸着させ、水洗浄後に酢酸エチル：メタノ
ール（9：1）で抽出し、窒素気流で乾固後メ
タノールに溶解して Symmetry C18 column に
供した。移動相は 85％メタノールを用い、検
出波長は 280nm で行った。 
 
４．研究成果 
(1)栄養膜細胞の調製 
ウシ受精卵をフィーダー細胞なしで培養液
ＤＭＥＭで培養すると接着せず数日で黒化
退行した。フィーダー細胞として子宮上皮細
胞を用いると、受精卵は上皮細胞の剥離浮遊
を誘導し培養を継続できなかった。フィーダ
ー細胞として胎盤由来の線維芽細胞を用い
ると、受精卵は接着しコロニー形成したが、
コロニーは次第に退行した。それに対し、子
宮上皮細胞と胎盤線維芽細胞の混合培養系
で受精卵を培養した場合は、接着・コロニー
形成し長期に維持できた。コロニーからは小
胞が形成され、浮遊再接着し再びコロニー形
成した。小胞を子宮上皮細胞（フィーダー細
胞）培養へ移すと、数日後孫小胞を形成し子
宮上皮細胞に接着、コロニー形成したが、重
層構造はできなかった。このコロニーも小胞
を形成し、胎盤線維芽細胞（フィーダー細胞）
培養に移すと、接着、コロニー形成した。形
成した栄養膜細胞コロニーは胎盤線維芽細
胞上に重層していた。培養が進むと盛んに小
胞を形成するようになり、これを用いてフィ
ーダー細胞なしで3年以上の継代が可能であ
った。また緩慢凍結容器を用いて凍結保存も
可能だった。得られた栄養膜細胞はギムザ染
色、ヘキスト染色により 2核細胞を含むこと
が観察された。また qPCR 解析により胎盤特
異的遺伝子である PAG、Cdx-2 が発現してい
た（対照として分析した子宮上皮細胞および
胎盤以来繊維芽細胞ではほとんど発現して
いなかった）。 
(2) 12-KETE に対する反応 
フィーダー細胞なしあるいは胎盤線維芽

細胞上に形成された栄養膜細胞コロニーに
対し、12-KETE を添加すると、高濃度（40μM）
では数時間後にシート状の細胞剥離が誘導
された。その際、蛍光標識コラーゲンの分解
が観察され、生体内コラゲナーゼであるＭＭ
Ｐが活性化されたことが示された。また初期
アポトーシスの指標である細胞膜の非対称
性の破壊が蛍光色素の取り込みで確認され
た。さらに後期アポトーシスの指標であるＤ
ＮＡの断片化もＴＵＮＥＬ染色法で確認で
きた。一方、ｑＰＣＲを用いて遺伝子発現を
調べたところ、12-KETE の添加でアポトーシ
ス促進因子である Baxの GAPDH に対する比の
上昇が示された。しかし Caspase-3 の発現に
は差がなく、転写後調節を受けるとする説を
支持した。一方、アポトーシス抑制因子であ
る bcl-2 の発現は 12-KETE 添加の有無にかか
わらず Bax の 1/500 程度と低かった。これら
の結果から高濃度12-KETEの添加は栄養膜細

胞のＭＭＰ活性化とアポトーシス誘導を引
き起こすことが示された。これらは分娩後排
出された胎盤で報告されている現象と一致
した。 
一方、低濃度（5-10μM）の 12-KETE を添

加した場合、栄養膜細胞はフィーダー細胞な
しの場合でも胎盤線維芽細胞に重層した場
合でも粒状に剥離浮遊した。この際蛍光標識
コラーゲンの分解は弱く、アポトーシス細胞
も少なかった。しかしプロテアーゼ阻害剤で
あるPefablocがこの反応を抑制した。従来、
胎子娩出後の胎盤剥離過程ではＭＭＰやア
ポトーシスが機能していると考えられてき
たが、低濃度の 12-KETE が栄養膜細胞のプロ
テアーゼを活性化したことは、胎盤剥離メカ
ニズムにおいて新しい可能性を示した。 
12-KETE による栄養膜細胞の剥離誘導は、

エストラジオール 17βあるいはエストリオ
ールの添加で抑制された。これは分娩末期血
中エストロジェンが高い期間に胎盤剥離が
起きないように寄与しているのかもしれな
い。 
(3)ハプトグロブリン 
これまでに胎盤剥離誘導に成功した初産

牛の血中ハプトグロビン（炎症蛋白）を、自
然分娩牛、分娩誘起胎盤停滞牛、自然発生胎
盤停滞牛と比較したところ、胎盤が停滞した
場合、胎盤が子宮内に残っている期間は血中
ハプトグロビン濃度が高く維持されている
事が示された。12-KETE 投与で胎盤が迅速に
排出されるとハプトグロビンの低下も早か
った。 
(4)経産牛の胎盤剥離誘導 
経産牛の場合初産牛と同じ条件では胎盤

の剥離排出は起こらなかった。注入時間を胎
子娩出後 2～8 時間に広げても効果はなく、
またシグナルの持続時間を長くする目的で
12-KETE１また２ｍｇを 1分おきに 30回投与
したが効果がなかった。自然分娩ではシグナ
ルは数時間持続するが、薬液の注入で再現す
ることは困難だった（薬剤単価が高いため）。
単回注入の12-KETEは数分で血中から代謝消
失するが、連続注入した場合血中濃度は単回
注入の 2倍程度に上昇した。また同量の注入
でも経産牛の血中最高濃度は初産牛より低
かった。 
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