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研究成果の概要（和文）：　初代栄養膜細胞安定培養系（dCTB）には二本鎖RNAを認識する自然免疫系受容体が
特異的に発現しており、dCTBを合成二本鎖RNAであるPolyI:Cで刺激すると抗ウイルス作用を持つサイトカイン
と、母児免疫寛容に働く分子が産生された。さらにPolyI:C刺激によりdCTBにはミトコンドリア経路の活性化に
よるアポトーシスが誘導された。
　今後この現象と疾患との関係を探っていくことで、妊娠合併症の新たな病因を明らかに出来る可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Term human placenta derived primary cultured cytotrophoblasts 
(differentiated CTB: dCTB) predominantly expressed innate immune receptors for double stranded RNA. 
Stimulation with poly I:C (synthetic double stranded RNA) induced production of anti-viral cytokines
 and immune regulatory molecules in dCTB. Moreover, Stimulation with polyI:C decreased dCTB survival
 rate; pan-caspase inhibitor abrogated the cell death, suggesting that the dCTB cell death by polyI:
C is likely to be apoptosis via mitochondria pathway. 
Further studies about the relationship between these phenomena and pregnancy complications will 
possibly elucidate the unknown etiology of pregnancy complications.

研究分野： 妊娠と免疫
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 胎盤最大の機能である母体・胎児間のガス
交換・栄養輸送は絨毛で行われており、その
表面には機能細胞である合胞体栄養膜細胞
（Syncytiotrophoblast:STB）と、その前駆
細 胞 で あ る 細 胞 性 栄 養 膜 細 胞
（Cytotrophoblast:CTB）が存在する（Fig.1）。 

 CTB、STB とも胎児由来の細胞であり、特
に STB は母体血と直接接し、母体にとって
最大の非自己である。しかし STB は免疫寛
容状態にあるために母体から拒絶されない。
その理由として例えば免疫細胞が非自己や
感染細胞を認識するための分子である HLA 

class I は全身の大部分の細胞に発現してい
るが、STB では発現していない。また STB

は母体免疫細胞の apoptosis を誘導する Fas 

ligand や TRAIL を内包した exosome を母体
血中に放出し、母体免疫細胞を apoptosis さ
せ免疫能を調節する。そしてこの母児免疫寛
容機構の破綻や炎症が、早産や妊娠高血圧症
候群、常位胎盤早期剝離及び small for 

gestational age (SGA)の原因となっている
可能性が示唆されている。 

 一方でこの STB は母児免疫寛容と同時に
母体血を経由した様々な感染や炎症刺激か
ら胎盤・胎児を保護する生体防御機構も備え
ている。例えば初代培養 STB は、抗ウイル
ス作用を持つ miRNA を内包する exosome

を分泌する。特に局所における免疫寛容と生
体防御の一部は相反するものであるが、STB

ではこれが共存している。しかしこの母児免
疫寛容・生体防御機構の全貌や調節機構は明
らかになっていない。 

 

２．研究の目的 

 上記背景から、STB が母児免疫寛容・生体
防御両方の機能を有し、そのバランスの破綻
が STB の障害・機能不全ひいては胎盤機能
低下を引き起こし、妊娠合併症の原因となっ
ているという仮説を立てた。本研究は、これ
を元に STB における母児免疫寛容・生体防
御機構を明らかにすることで、妊娠中期以降
合併症の機序の一端を解明することを最終
目標とした。 

 

３．研究の方法 

 STB の実験モデルとして、初代培養を用い
た。満期胎盤から CTBを分離し、パーコール
法、免疫磁気ビーズ法を用いて混入している
間質細胞や免疫細胞を除去した。これまで胎
盤から分離した CTBを安定的に培養すること
は困難であったが、独自に開発した ROCK 阻
害薬を用いた培養によって、安定的に CTBを
STB 様細胞に分化・培養させることが可能と
なった（Fig.2 differentiated CTB: dCTB）
（Motomura, PLOS ONE, 2017）。この実験モ
デルを使用し、以下の検討を行った。 

（１）dCTBにおける母児免疫寛容・生体防御
分子の発現解析 
 dCTBに実際に発現している免疫寛容・生体
防御に関わる分子をマイクロアレイを用い
て網羅的に同定した。 
 
（２）dCTBに発現する自然免疫系受容体に関
する解析 
①dCTB に発現する自然免疫系受容体の発現
解析 
 自然免疫系受容体は局所の免疫反応の担
い手として重要である。胎盤にもこの自然免
疫系受容体が発現しており、その発現の程度
が妊娠合併症の発症と関連があるとする報
告もある。そのため、STB にどのような自然
免疫系が発現し、それが実際に機能するのか
を dCTBを用いて調べた。具体的には dCTBの
mRNAを抽出し、リアルタイム PCR で自然免疫
系受容体の中でも特に代表的な toll-like 
receptor(TLR)の発現を検討した。また、そ
の TLR を刺激できるリガンドで dCTB を刺激
し、共通して下流で産生される IL-6 の産生
を ELISAで測定し、実際に機能するかを確認
した。 
 
②dCTBの二本鎖 RNAに対する反応の解析 
 ①の検討によって dCTB は二本鎖 RNA に反
応する自然免疫系受容体には実際に機能す
る TLR3 が発現していることが明らかとなっ
た。そのため、dCTB を二本鎖 RNA（Poly I:C）
で刺激し、それによって誘導される現象の解
析を行った。 
②-a遺伝子発現の変化の網羅的解析 
 dCTB を PolyI:C で刺激して、mRNA を抽出
しマイクロアレイを用いて遺伝子発現変化
を網羅的に解析した。 
②-b細胞死の解析 



 dCTBをPolyI:Cで刺激すると細胞死が誘導
された。この細胞死の経路やメカニズムをリ
アルタイム PCR、ウエスタンブロッティング、
カスパーゼ活性化アッセイを用いて検討し
た。 
 
（３）ヒト胎盤のマイクロアレイ解析 
 正常胎盤(4 例)と SGA の胎盤（９例）の遺
伝子発現の違いをマイクロアレイを用いて
網羅的に解析し、dCTBを用いた検討によって
得られた結果が胎盤内でも見られるかを確
認した。 
 
（４）母児免疫寛容・生体防御機構の破綻と
全身への影響の検討 
①感染・炎症刺激による dCTB 産生蛋白の変
化の検討 
 感染・炎症刺激によって STBが母体にどの
ような影響を及ぼすかを検討するため、同刺
激により dCTB が放出する液性因子がどのよ
うに変化するかを検討した。具体的には、
dCTB を（２）で使用した TLR ligandや TNF、
IL-1β などのサイトカインで刺激し、培養上
清中のホルモン産生の変化や、妊娠高血圧症
候群発症への関与が指摘されている血管新
生因子産生の変化（sFlt１、sEng など）、炎
症性サイトカインの変化を ELISAで評価した。 
②マウスモデルによる二本鎖 RNA刺激が妊娠
に与える影響の検討 
 母児免疫寛容・生体防御の破綻が実際に胎
児、母体に影響を与えるかを検討するために、
妊娠マウスを用いた解析を行った。具体的に
は、マウスの妊娠 10.5〜12.5日目に PolyI:C
を尾静脈から静脈内投与し、胎仔マウスおよ
び胎盤に起こる変化を検討した。 
 
４．研究成果 
（１）dCTBにおける母児免疫寛容・生体防御
分子の発現解析 
 96 時間培養し、分化した dCTB の遺伝子発
現をマイクロアレイで検討した。まず生体防
御に関与する因子としては、後述する自然免
疫系受容体のうち、TLR3が特異的に発現して
いた。 
 また、免疫寛容に関わる因子としては、既
に報告のある分子（Fas ligand や TRAIL、
Galectin-1）を含め、あまり発現は見られな
かった。 
 
（２）dCTBに発現する自然免疫系受容体に関
する解析 
①dCTBに発現する自然免疫系受容体の発現
解析 
 多くの組織の細胞が様々なタイプの TLR
を発現するのに対し、dCTB は TLR3 の mRNA
の発現が高く、他のタイプの TLR の発現は
TLR3と比較して低値であった。さらに、各
TLRのリガンドで dCTBを刺激したが、TLR3
のリガンドである PolyI:C で刺激したとき
のみ IL6 を産生し、他のリガンドでの刺激

ではほとんどIL6の産生は見られなかった。
以上の結果から、dCTB には機能する TLR3
が優位に発現しており、ウイルス感染に対
して生体防御的役割を担っている可能性が
示唆された。また、他の TLR が発現してい
ないことは、過剰な免疫反応を抑制する上
でも重要な所見であると考えられた。 
 
②dCTBの二本鎖 RNAに対する反応の解析 
②-a遺伝子発現の変化の網羅的解析 
マイクロアレイ解析の結果、 dCTB は

PolyI:Cで刺激されることにより、IFNを初
めとする抗ウイルス作用を誘導するサイト
カインの遺伝子発現が上昇した。さらにこ
のマイクロアレイの結果を Ingenuity 
Pathway Analysis により解析したところ、
感染に対する防御に関連する経路、細胞死
に関連する経路が活性化していることが明
らかとなった。 
 このうち、培養上清の IL6、IL8、IFN-β
の濃度を ELISA で測定して上昇しているこ
とを確認できた。 
 さらに、免疫寛容に関与する分子の発現
に関しても検討したところ、刺激無しでは
ほとんど発現が見られなかったのに対し、
PolyI:C 刺激により IDO や Fas ligand, 
TRAILの mRNA発現が見られた。以上から、
免疫寛容を誘導する分子はもともと発現し
ているものではなく、何らかの刺激により
誘導される可能性が示唆された。 
②-b細胞死の解析 
 PolyI:Cで dCTB を刺激したときのみ鏡検
で細胞死が観察された。また、マイクロア
レイの結果から、細胞死に関連する因子の
変動が見られた。この詳細を解析したとこ
ろ、この細胞死はカスパーゼの活性化が関
わっておりカスパーゼの阻害剤によって完
全に抑制されたため、アポトーシスであっ
た。さらにこのアポトーシスには、ミトコ
ンドリアを介した内因性経路を調節する
BCL2ファミリー蛋白の変動が関わっており、
それによって調節されているカスパーゼ 9
の活性化が起こっていることが明らかとな
った。 
 上皮系の細胞が自然免疫系受容体の刺激
によってアポトーシスを起こすことは、感
染を感知して自ら細胞死を誘導し感染をそ
の場に留めるという生体防御機構の一部と
考えられている。STBにおける生体防御にも、
この機構が関与していることが示唆された。 

 
（３）ヒト胎盤のマイクロアレイ解析 
  正常胎盤と SGA 胎盤の比較で、これまで
報告のあった遺伝子の変動が認められた。
さらに、一部のケモカインの発現が、dCTB
を PolyI:C で刺激した際に発現増強したも
のと一致していた。これは SGA の原因の一
部に TLR3 を介したシグナルの関与の可能
性を示唆する所見であるが、因果関係の解
析には更なる検討が必要であると思われた。 



（４）母児免疫寛容・生体防御機構の破綻と
全身への影響の検討 
①感染・炎症刺激による dCTB産生蛋白の変
化の検討 
 TLR ligand の刺激に関しては、 TLR3 
ligandである PolyI:Cによって前述の IL6、
IFN-β に加えて炎症性サイトカインである
IL-8 や TNRα の産生が見られた。ホルモン
産生能としてはhCG-βを測定し刺激により
低下が認められたが、炎症刺激自体ではな
く細胞のアポトーシスによる影響も考えら
れた。妊娠高血圧症候群に関与する血管新
生因子等に関しては、現在検討中である。 
②マウスモデルによる二本鎖 RNA 刺激が妊
娠に与える影響の検討 
 妊娠中に PolyI:C を静脈内投与しても、
早産や胎仔死亡は変化しなかった。しかし、
胎仔の体重は PolyI:C 投与群で有意に低値
であった。これは二本鎖 RNA による胎盤障
害が SGA を引き起こす可能性を示唆してい
る。さらに、胎盤自体の変化について現在
解析中である。 

 
 以上の成果から、胎盤内の最大の機能細胞
である STBは特に二本鎖 RNAに対して反応し
て生体防御を担っている可能性が示唆され
た。また、その際同時に免疫寛容に関与する
サイトカインの産生を行っていた。 
 今後はこれらの現象が起こっているかを
正常胎盤と疾患胎盤で比較するなど臨床検
体を使用した解析をさらに進めていくこと
で、STB の持つ生体防御と免疫寛容という役
割がどのように妊娠合併症の形成に関わっ
ているのかを明らかにできると考えられる。 
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