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研究成果の概要（和文）：妊娠初期に、胎盤の絨毛・脱落膜で完全長型TrkBタンパクおよびmRNAの発現が多いこ
とが確認された。また、胎児発育不全の症例においては、妊娠中期の重症SGA（small for gestational  age、
<-2.0SD）の胎盤にTrkBの全てのエクソンのmRNA発現が認められた。さらに、胎児発育にかかわらず、妊娠32週
以降TrkBのmRNA発現が減少する傾向がみられたが、多くの症例においてIG like ドメイン（BDNF（脳由来神経栄
養因子）結合領域）は発現していた。TrkBのリガンドであるBDNFは、胎盤において重症SGA群では軽症SGA群に比
較して有意に高かった。

研究成果の概要（英文）：In early pregnancy, the expression of full-length TrkB protein and mRNA was 
confirmed to be high in the villi and decidual membranes of the placenta. In addition, in cases of 
fetal growth restriction, mRNA expression of all exons of TrkB was observed in the placenta of 
severe SGA (small for gestational age, <-2.0SD) in the second trimester of pregnancy. In addition, 
regardless of fetal development, there was a tendency for TrkB mRNA expression to decrease after 32 
weeks of gestation, but the IG-like domain (BDNF (brain-derived neurotrophic factor) binding site) 
was expressed in many cases. BDNF, a ligand for TrkB, was significantly higher in the placenta in 
the severe SGA group than in the mild SGA group.

研究分野： 産婦人科学

キーワード： チロシンキナーゼ受容体TrkB　胎盤　母児間クロストーク

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の学術的意義は、妊娠初期の胎盤において、胎児側、母体側で完全長型TrkB発現が多く、妊娠週数が進む
につれてTrkB発現が低下する傾向がみられるが、胎児発育や妊娠週数に関わらずTrkBのBDNF結合領域の発現が多
く認められることが明らかになった点である。胎盤でのBDNF/TrkBシグナルを介した母児間クロストークにより
胎児脳の発育を維持する機構のさらなる解明は今後の課題である。また、胎児発育不全は出生後の児の発育にも
関わる重大な健康、社会的問題であるが、本研究の成果はBDNF/TrkBシグナルに着目した胎児発育不全、なかで
も胎児脳発達のモニタリングの可能性を示した点で社会的意義を有する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
胎児発育不全（FGR: fetal growth restriction）は全妊娠の 5-10%に生じる妊娠合併症であ

り、周産期死亡や出生後の発育にも関わるため病態の解明と治療法の確立は重要な課題である。
我々がこれまで研究対象としている神経栄養因子受容体（TrkB: tropomyosin-related kinase 
B）は、チロシンキナーゼ受容体であり、神経組織において細胞の生存、分化、増殖に関与する
ことが明らかにされている（Klein 1990）。TrkB にリガンドである脳由来神経栄養因子（BDNF: 
brain derived neurotrophic factor）が結合すると、BDNF の自己分泌が増加すること、細胞表
面の TrkB が増加することが明らかにされている（Chen 2011 等）。TrkB は Trk ファミリーの一
つであり、TrkB をコードする NTRK2 遺伝子は 590bp で、24 エクソンを含み、TrkB は細胞内にチ
ロシンキナー
ゼ（TK）部位を
持つ完全長型
TrkB-TK と、TK
部位を持たな
い TrkB-Shc、
TrkB-T1 の主
に 3 つのアイ
ソフォームが
知られている
（ Stoilov 
2002）（図１）。
一方、神経組織
以外でも、婦人
科領域では卵胞発育や受精卵発育に関与することや（Kawamura 2005）、子宮内膜、胎盤での TrkB
発現が報告されている（Fujita 2011 等）。 
我々は、「神経組織の生存、分化、増殖に関わる TrkB はなぜ胎盤に存在し、胎盤では BDNF/TrkB

シグナルはどのような働きをしているのか」という点に着目した。FGR の胎盤では TrkB 発現が
増加すること（Mayeur 2010）や、FGR の妊娠中期の羊水中で BDNF が増加することが報告されて
いる（Antonakopoulos 2018）。一方、FGR でもその約 70%は胎児脳の発育は保たれ、いわゆる非
対称性 FGR と称される。そこで、「FGR において胎児脳の発育を維持する機構に胎盤の BDNF/TrkB
シグナルが重要な働きを担っている可能性」および「胎盤で母児間の血液・栄養素・酸素の交換
が行われる絨毛間腔において BDNF/TrkB シグナルを介した母児間のクロストークが行われてい
る可能性」を考えた。胎盤における母児間のクロストークに関しては様々な分子について研究が
されているが（Tenorio 2019 等）、胎盤 BDNF/TrkB シグナルを介した母児間のクロストーク機構
はまだ明らかではない。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、「胎盤における BDNF/TrkB シグナルを介した母児間のクロストーク、すなわ

ち胎盤の BDNF/TrkB シグナルを介した胎児脳の発達レベルのモニタリング機構について明らか
にすること」である。その目的を達するため、具体的には胎盤の胎児側、母体側で発現する TrkB
アイソフォームを同定し、胎盤の絨毛管腔での BDNF/TrkB シグナル伝達の実態を解明するほか、
アイソフォーム特異的な TrkB モノクローナル抗体作製を行なう。 
 
３．研究の方法 
（１）胎盤における TrkB の局在に関する研究 
インフォームドコンセントを得た胎盤（東海大学医学部付属病院、四国こどもとおとなの医療

センター）は、妊娠初期、中期、満期に手術または経腟分娩時に採取した。胎盤は RNA レーター
およびホルマリンにて保存した。検討した 15 症例の内訳は、8 週 1 例、9 週 1 例、28 週 2 例、
32 週 2 例、36 週 1 例、37週 3 例、38 週 2 例、39 週 2 例であった。妊娠初期 2例を除いた 13 例
のうち、FGR は 4 例（28 週 2 例、32 週 1 例、36 週 1 例）に認めた。 
① 免疫組織化学染色した検体について、細胞内の TK 部位を認識する抗体（ab18987, abcam）
とすべてのアイソフォームに共通する細胞外の部位を認識する抗体（sc377218, SantaCruz）を
用いた。 
② 胎盤組織から胎児側と母体側についてそれぞれ RNA、タンパク質を抽出し、リアルタイム PCR、
ウェスタンブロッティングにより TrkB の発現量と TrkB アイソフォームの種類を解析した。 
 
（２）胎盤に発現する TrkB アイソフォームの構造および BDNF 発現に関する研究 
① FGR 症例の胎盤において、発現する TrkB mRNA の分子構造を明らかにするため、先行研究で
既に設計した TrkB の主要なエクソンを認識するプライマーを用いて RT-PCR を行なった。検討
した 33 例の内訳は、妊娠中期 2例（24 週、27 週）、後期 12 例（29 週から 36 週）、満期（37週



以降）であった。FGR は 15 例に認め、重症 SGA（small for gestational age）群 9例と軽症 SGA
群は 6 例に分類した。 
② FGR 症例の胎盤における BDNF 発現を確認するため、同様に既に設計した BDNF を認識するプ
ライマーを用いて RT-PCR を行なった。 
③ 正常および FGR 妊娠例で BDNF と TrkB 発現の相違を解析した。 
 
（３）アイソフォーム特異的な TrkB モノクローナル抗体に関する研究 
TrkB アイソフォームの構造の違いを識別するために、現在市販品のないアイソフォーム特異

的モノクローナル抗体を作製する。特に細胞外ドメインでも BDNF 結合領域に当たるエピトープ
を認識するクローンが必要とされる。BALB/c 系統のマウスリンパ腫の細胞株 A20 およびヒト胎
児腎細胞由来の細胞株 HEK293 に TrkB のプラスミド DNA（OHu24187D, GenScript）を導入し、
BALB/c マウスに免疫した。同じプラスミドを導入した HEK293 を用いて抗体価の上昇を確認し、
免疫マウス脾臓細胞とミエローマ細胞 P3X の融合によりハイブリドーマを形成した。これらを
抗 TrkB 細胞外ドメイン抗体で染色し、一次スクリーニングを行ったのち、BDNF エピトープに相
当するペプチドで二次スクリーニングを行なった。 
 
４．研究成果 
（１）胎盤における TrkB の局在に関する研究 
① 妊娠初期に、胎盤の絨毛（胎児側）・脱落膜（母体側）で完全長型 TrkB タンパクの発現が多
いことが免疫組織化学（図２）によ
り確認された。検討した 15 症例の
うち、妊娠初期の胎盤は 2例（8 週、
9週）であった。 
② ウェスタンブロッティングに
おいても、妊娠初期について同様の
結果が得られた。リアルタイム PCR
では、妊娠初期（8週、9週）で胎児
側、母体側ともに TrkB mRNA 発現量
が多く、妊娠 32 週から 37 週にかけ
てTrkB mRNA 発現量が減少する傾向
が見られた。TrkB ドメイン別の発現
については、細胞内チロシンキナー
ゼドメインである Exon22-23（図１）
は、胎児側、母体側ともに妊娠初期に多く検出され、その後の妊娠週数では発現量は低下し、再
度妊娠 38 週から 39 週に発現量が増加した。妊娠後期の発現量は妊娠初期より少なく、母体側で
は胎児側より少ない発現量であった。 
 
（２）胎盤に発現する TrkB アイソフォームの構造および BDNF 発現に関する研究 
① 妊娠週数が早い 24 週の SGA（＜-2.0SD）の胎盤において、TrkB のすべての mRNA 発現が認め
られた。TrkB の発現は週数が進むにつれて発現が低下する傾向がみられた。また、胎児発育に
関わらず多くの症例（29 例/33 例）において IG like ドメイン（BDNF 結合領域、図１）は発現
していた。また、既知の主要な TrkB アイソフォーム（完全長型、Shc、T1）の他に、さらに異な
るアイソフォームが存在する可能性が示唆された。 
② TrkBのリガンドであるBDNFについては重症SGA群においては軽症SGA群と比較して有意に
発現上昇を認めた。 
③ TrkBのアイソフォームや発現量については正常発育およびFGRで大きな相違は認めなった。
BDNFについてはFGRで正常発育例と比較して発現量が低い傾向があるものの有意差はなかった。 
 
（３）アイソフォーム特異的な TrkB モノクローナル抗体に関する研究 
３つの有力なクローンを得た（図 3）。現在限界希釈法を用いて引き続き BDNF 結合領域を認識

するモノクローナル抗体の作製を目指している。 
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