
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成２２年６月６日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
  
 
 
 

研究成果の概要（和文）： 

胎盤を形成する絨毛細胞であるprimary human trophoblastと絨毛細胞癌の cell

 lineであるBeWo細胞を用いて、HO-1の合成抑制物質であるZnPP投与下に培養し、

soluble fms-like tyrosine kinase-1(sFlt-1)とsoluble endoglin(sEng)の発現変化

をRT-PCRを用いて確認したが、いずれもmRNAのレベルでは、変化を認めなかった

。  

 また、ヒト胎盤組織を用いたHO-1の蛍光免疫染色は、ヒト胎盤組織の収集中であ

り、現在検討中である。  

 

 
研究成果の概要（英文）： 

We cultured primary human trophoblast or BeWo cell with ZuPP (heme oxygenase-1 

inhibitor) and analized the mRNA levels of soluble fms-like tyrosine kinase-1 (sFlt-1) 

and soluble endoglin (sEng) by RT-RCR. These mRNA levels did not change. 
 We are now collecting human placenta tissues. In future, we will try 
immunohistochemical staining of heme oxygenase-1 in these placenta tissues. 
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１．研究開始当初の背景 

妊娠高血圧腎症（preeclampsia:以下 PE）

は血管内皮障害がこの病態を起こしている

主な因子と考えられており、2 つの可溶性血

管新生抑制因子 soluble fms-like tyrosine 

kinase-1( 以 下 sFlt-1) と soluble 
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endoglin( 以 下 sEng) が PE の発症前

（sFLt-1:5 週（Levine et al., 2004 N Engl 

J Med）、sEndglin:8 から 12 週）より増加し

ていて、内皮障害を起こす原因物質と考えら

れている。ラットに recombinant sFlt-1 や

VEGF 中和抗体を投与すると腎の糸球体内

皮細胞傷害を起こし、蛋白尿を認めたり、妊

娠ラットに sFlt1 発現アデノウィルスベクタ

ーを投与すると PE に似た症状を呈する

(Maynard et al., 2003 J Clin Invest)ことも

報告されえいる。また sEng 発現アデノウィ

ルスベクターを sFlt-1 発現アデノウィルス

ベクター共に投与するとより重症の症状を

呈することも報告されている。 

一方これらの因子を抑制する物質として

heme oxygenase-1（以下 HO-1）が注目され

つつある。これはニコチンアミドアデノシン

ジヌクレオチドフォスフェイト（NADPH）

cytochrome p450 reductase を触媒する小胞

体結合酵素であるが、抗炎症作用、抗酸化作

用をもち、虚血再還流傷害に対する保護作用

を持つ。 

正常妊婦に比べ、PE 妊婦では胎盤での HO

－１、－２発現が低いことが報告されており、 

また内皮細胞に HO-1 発現アデノウィルスベ

クターを transfect すると sFlt-1,sEng の発

現が抑制され、逆に HO-1siRNA にて増加し、

胎盤組織でＨＯ合成抑制物質を投与すると

sFLt-1,sEng 分泌が増加したことも報告され

ており、PE の病態解明やその治療のターゲ

ットとして大切な物質である可能性が非常

に高い。 

 

２．研究の目的 

PE では胎盤での HO-1 産生が低下してい

る。一方、血管内皮細胞では、HO-1 の低下

により 2 つの可溶性血管新生抑制因子 sFlt-1、

sEng の産生が増加することが知られている

が、in vitro での絨毛細胞を用いた検討はま

だ行われていない。本研究では、in vitro に

おいて primary human villous trophoblast、

HUVECsでのHO-1による sFlt-1/sEng制御

の存在、逆に sFlt-1/sEng による HO-1 制御

の可能性を検討する。また、PE 胎盤での

HO-1 の免疫染色はすでに報告があるが、蛍

光免疫染色での検討が行われていない。本研

究では、ヒト妊娠高血圧症候群症例における

胎盤での蛍光免疫染色法を新たに開発し、

HO-1 発現解析を行う。 

 

３．研究の方法 

まず、primary human villous trophobla

stはすでに当教室で購入してあり、これを使

用する。HUVECsを購入し、この2つの細胞

をそれぞれ80％から90％コンフルエントま

で培養後、HO-1合成抑制物質（SnPP）を、2

4時間投与した時のsFlt-1、sEngの発現変化を

cell lysateを用いてRT-PCR, real time PC

Rにて確認する。なお、primerはsFlt-1がsen

ce:5’-CATCACTCAGCGCATGGCAA-3’、ant

isence:5’-CAGCCTTTTTGTTGCAGTGC-3’

にて作成する。またsEngはsence:5’-CACAG

GATAAGGCCCAGCGCAC-3’、antisence:5’

-TCAGGCCTTTGCTTGTGCAACC-3’にて

作成する。real-time PCRはApplied Biosyst

em 7300 real time PCR systemを使用す

る。また各培養血清においてsFlt-1、sEngの

ELISA（R&D社）を用いて濃度を比較検討す

る。 

次にこの2つの細胞をそれぞれ80％から9

0％コンフルエントまで培養後、24時間starv

eし、recombinant HO-1 proteinを投与し12

時間後にcell lysate、培養上清を回収し上記

と同様にsFlt-1、sEngの発現変化をPT-PCR、

real time PCR、ELISAにて確認する。 

また逆にこれら２つ細胞をそれぞれ80％か

ら90％コンフルエントまで培養後、24時間st

arveし、recombinant sFlt-1 proteinまたはr

ecombinant Endoglin protein 12時間投与

した時のHO-1の発現変化をcell lysateにお

いてPT-PCR、real time PCR、Western bl

ottingを用いて比較検討する。なおHO-1のpr

imerはsence:5’-TGGTGATGGCCTCCCTGT

ACCACATCT-3’、antisence:5’-AGAGCTGG

ATGTTGAGCAGGAACGCAGTCT-3’にて作

成する。 

自治医科大学附属病院での経膣分娩または

帝王切開術にて分娩し、本研究に協力が得ら

れた妊娠25週から40週までの正常妊婦症例

または、妊娠高血圧腎症妊婦症例の胎盤を利

用させていただき、凍結標本を作製する。抗

HO-1抗体、抗CD31抗体（内皮細胞染色）、

抗HLA-G抗体（trophoblast染色）を使って二

重蛍光免疫染色を行い、胎盤組織でのHO-1

の蛍光免疫染色法を開発する。そして、HO-

1の発現部位の同定、量的変化の検討を行う。 

 
４．研究成果 

胎盤を形成する絨毛細胞であるprimary h

uman trophoblastを用いて、HO-1の合成抑

制物質であるZnPP投与下に培養し、sFlt-1

とsEngの発現変化をRT-PCRを用いて確認

したが、いずれもmRNAのレベルでは、変化

を認めなかった。このため、絨毛細胞癌のce

ll lineであるBeWo細胞を理化学研究所より

購入し、同様な実験系を用いて行ったが、い



 

 

ずれもmRNAのレベルでは、変化を認めなか

った。 

 また、ヒト胎盤組織を用いたHO-1の蛍光

免疫染色については、当研究機関の倫理委員

会の許可を得ており、現在協力を得られた患

者からのヒト胎盤組織の収集中である。採取

後検討する予定である。 
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