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研究成果の概要（和文）：胎盤形成不全による高血圧を誘導した妊娠高血圧腎症（preeclampsia; PE）モデル動物を用
いて、PEの血管内皮機能障害の機序解明を確立するための研究を目的とした。
妊娠ラットの胎盤形成期に、一酸化窒素（NO）合成酵素阻害薬であるNω-Nitro-L-arginine methyl ester（L-NAME）
を持続投与することにより、PEモデル動物を作成した。このモデル動物では血圧は上昇し、脱落膜内血管へのトロホブ
ラスト侵入不全がおこり、胎盤形成不全、胎仔発育不全を認めた。子宮動脈内皮細胞のNO産生は亢進していたが、細胞
内Ca濃度や活性酸素種産生に変化はみられなかった。

研究成果の概要（英文）：Preeclampsia is characterized as an increased peripheral vascular resistance. It i
s found that administration of the NOS inhibitor L-NAME at early pregnancy developed hypertension in rat s
imilar to preeclampsia. Furthermore, we found action of endothelial nitric oxide (NO) was reduced due to p
ossibly reactive oxygen species (ROS) in preeclamptic women. We investigated whether this administration m
odulates NO and ROS production in uterine artery endothelial cells at late pregnancy in rat.
Blood pressure was higher and birth body weight was smaller in L-NAME-treated rats than in control rats. T
rophoblast invasion was reduced in L-NAME-treated rats. ACh-induced endothelial NO production was higher, 
while endothelial cell ROS production and Ca increase was similar, in L-NAME-treated rats when compared wi
th those in control rats. It is suggested that the increased endothelial NO production in uterine artery s
een in L-NAME-treated rats may function to protect the development of hypertension.
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１．研究開始当初の背景 
妊娠高血圧腎症（preeclampsia）は、高血

圧を主症状とする症候群で、脳血管障害（子
癇、脳出血、脳梗塞）や DIC により妊婦死亡
に至ることもある。一方、児はしばしば子宮
内発育不全を呈し、時に神経学的後障害や児
死亡に至る。母体同様、将来の生活習慣病の
ハイリスク因子ともいわれている。 
preeclampsia に関して多くの病因・病態研

究がおこなわれてきたが、未だ不明な点が多
い。preeclampsia は高血圧を主症状とし、血
液凝固異常も発生していることから血管内
皮機能障害が病態形成の中心とされている。
我々は preeclampsia 患者血管を用いて、内
皮機能異常として、1）一酸化窒素（NO）の
機能異常は主に血管平滑筋での NO の反応性
の減少、特に NO による cyclic GMP 生成以降
の情報伝達系の down regulation であること、
2）内皮でのプロスタサイクリン産生が低下
すること、3）膜過分極因子は維持され代償
的に働いていること、を明らかにした。 
妊婦血管を得ることは侵襲性が高く、血管

内皮機能障害の機序の検討をすすめていく
ためには動物モデルの作成や NO 測定系の確
立が必要と考え、ニトログリセリン（NTG）
連続投与による血管内皮機能障害動物を作
成した。NO の測定は、NO が短寿命のラジカ
ル種であり、かつ、その放出がわずかである
ことから、摘出した血管標本から遊離した NO
を測定することは困難である。NO 感受性蛍光
色素である diaminofluorescein-2（DAF-2）
を用い、ex vivo の条件下で個々の内皮細胞
内の経時的な NO 濃度測定を可能とする
digital imaging 法を確立した。この方法に
より、内皮細胞での詳細な NO 産生が観察で
きるようになった。NTG 連続投与動物では、
血圧は変化しないものの、血管内皮の NO 産
生減少ならびに血管平滑筋の NO-cyclic GMP
反応の減弱を認めた。この血管内皮機能異常
は、血管壁に局在するアンギオテンシン II
の活性化や内皮型 NO 合成酵素（eNOS）の
uncoupling［補酵素であるテトラヒドロビオ
プテリン（BH4）が低下した状態では eNOS の
機能不全が生じ NO よりむしろ活性酸素を産
生するようになる］による活性酸素の発生増
加によることも明らかにした。 
 
２．研究の目的 
我々は preeclampsia 妊婦の大網抵抗血管

を用いて、形態および内皮由来弛緩因子とし
て NO、プロスタサイクリン、膜過分極因子の
特性変化の研究を行ってきた。この研究では
繰り返し多量の標本の入手が必要であるが、
その入手は不可能である。 
preeclampsia の病因として、妊娠初期のト

ロホブラストの母体血管への侵入不全によ
り、母体での血管内皮機能障害が発生すると
の仮説が提唱されている。すなわち、子宮胎
盤血流が減少した結果、血流を増加させるた
めに血管内皮機能が活性化（endothelial 

cell activation）されるが、代償できない
と血管内皮機能障害に至り、母体での血管抵
抗の増加や胎児における血液循環障害が発
生する。microparticle、接着因子、サイト
カイン、活性酸素種や angiogenic factor
［ soluble vascular endothelial growth 
factor（VEGF）receptor-1 や endoglin］が
その標的分子とされるが、詳細は明らかでは
ない。 
子 宮 胎 盤 循 環 不 全 を 発 症 し た

preeclampsia モデル動物を作成し、その血管
内皮機能の特性変化を解明することを目的
とした。胎盤形成期に NO 合成酵素阻害薬で
あ る Nω-Nitro-L-arginine methyl ester
（ L-NAME ） を 投 与 す る こ と に よ り 、
preeclampsia モデル動物を作成し、子宮動脈
の血管内皮における NO 産生や活性酸素種産
生を ex vivo下で直接的に測定し、血管内皮
機能の検討を行った。 
 
３．研究の方法 
対象は生後 10 週齢の妊娠 Wistar-ST ラッ

トとした。NO 合成酵素阻害薬である
Nω-Nitro-L-arginine methyl ester（L-NAME）
を、胎盤形成期である妊娠 8日から、浸透圧
ポンプを用いて皮下持続投与（60mg/kg/day）
を開始した（L-NAME 投与群）。対照群は生理
食塩水を投与した（Control 群）。妊娠 15 日
に浸透圧ポンプを抜去し、投与を中止した。
血圧測定は、無加温型非観血式血圧計を用い、
Tail cuff 法にて行った。妊娠 20 日に麻酔下
に子宮および子宮動脈を摘出した。胎仔体重
および胎盤重量を測定した。胎盤標本のサイ
トケラチン染色を行い、トロホブラストの脱
落膜内血管への侵入を観察した。 
子宮動脈を長軸方向に切開し、内皮温存標

本を作製した。生体内内皮刺激物質であるア
セチルコリン（ACh）投与による内皮細胞内
の NO 産生、Ca2+濃度の変化、活性酸素種（ROS）
の産生を観察した。標本に NO 蛍光指示薬
（DAF-2 DA）、Ca2+蛍光指示薬（Fura 2-AM）、
ROS 蛍光指示薬（CM-H2DCFDA）をそれぞれ負
荷し fluorescence imaging system を用いて
ex vivo条件下で測定した。標本を倒立蛍光
顕微鏡下に固定し、ACh 投与による蛍光変化
を CCD カメラにて検出し経時的に測定した。
記録された画像は解析ソフト にて画像処理
を行った。 
本研究は名古屋市立大学動物実験倫理委

員会の承認を得て施行した。 
 
４．研究成果 
L-NAME 投与群において、収縮期血圧は

L-NAME 投与開始後より有意に上昇し、妊娠
15 日に投与を終了した後も収縮期血圧は高
値を継続した。 
胎盤重量と胎仔体重は L-NAME 投与群で有

意に減少しており、胎盤形成不全、子宮内胎
仔発育不全を認めた。胎盤標本のサイトケラ
チン染色にて、トロホブラストの脱落膜内血



管への侵入を観察した。Control 群では脱落
膜内血管へトロホブラストが侵入し、血管内
腔が拡張していた。一方、L-NAME 投与群では、
脱落膜内の血管へのトロホブラスト侵入は
少なく、内皮細胞が保たれている部位が多く
観察され血管内腔の拡張が阻害されていた。 
子宮動脈内皮温存標本における内皮細胞

の NO 産生を観察した。両群とも ACh 刺激に
より内皮細胞内蛍光強度が上昇し、NO 産生が
みられた。L-NAME 投与群では NO 産生が
Control 群より亢進していた。ACh 刺激によ
り Ca2+濃度は速やかに上昇したが、上昇の程
度に両郡で差は認められなかった。ACh 刺激
により、内皮細胞内の ROS の産生がみられ、
L-NAME投与群とControl群で差を認めなかっ
た。 
胎盤形成期に NO 合成阻害薬である L-NAME

を投与したラットでは、脱落膜内血管へのト
ロホブラスト侵入が阻害され、胎盤形成不全
を発症し胎仔発育が抑制された。子宮動脈に
おいて NO 産生は障害されておらず、むしろ
産生が亢進していた。細胞内 Ca2+濃度上昇に
差はみられず、活性酸素種産生も差はなかっ
た。これは、Ca2+/CaM 増加を介した NO 産生制
御系とは異なる、Ca2+ 濃度非依存性の
PI3K-Akt 系を介した eNOS の活性調節系が関
与している可能性が考えられた。L-NAME 投与
中止後も高血圧が持続しており、何らかの化
学伝達物質が局所で産生された結果、
preeclampsia と同様に（NO 産生障害ではな
く）NO 機能が低下し、血管トーヌスの増加に
よる高血圧が惹起された可能性が考えられ
た。 
このモデルではNO産生は減少しておらず、

NO 反応性の減少が示唆された。単なる NO 供
給薬の投与では、この病態は改善しないと考
えられ、改善する方法の一つとして、これま
で行った研究で示唆された L-アルギニンと
葉酸の投与が有用かもしれない。この研究は
きわめて有用であることは間違いないが、妊
婦血管を得ることは侵襲性が高く、動物モデ
ルを作成することで、病態の解明だけでなく、
予防・治療に発展させていくことが必須であ
り、長年の研究にも関わらず、そのハードル
は高い。このモデル動物の特性変化を同定す
るのでさえ、そのハンドリングは容易でない
のが現状である。本検討において、予防・治
療の検討に入るには不十分な状態であり、さ
らにいくつかの研究課題をのりこえて研究
を進める必要がある。 
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