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研究成果の概要（和文）：異所性妊娠の薬物療法としてメトトレキセート（methotrexate, MTX）が広く用いられてき
た。しかし、より効果が高く副作用の少ない薬物療法の開発が期待されている。本研究では、DNA microarrayを行って
絨毛発育に重要な細胞内シグナルを探索し、絨毛組織検査および異所性妊娠モデル動物を用いてその異所性妊娠の薬物
療法の分子標的としての有用性を検討した。その結果、3つの細胞内シグナルが同定できた。

研究成果の概要（英文）：Although methotrexate has been widely used for medical treatment of ectopic 
pregnancy, the development of more effective medical treatment with less adverse effects is anticipated. 
In this study, we performed DNA microarray analyses to find cell signaling pathway important for growth 
of villous tissues. Using villous tissue explants and an animal model for ectopic pregnancy, we evaluated 
their potential as candidates for molecular targeting therapy. We could find 3 targets with high 
potentials for development of novel medical therapies for ectopic pregnancy.

研究分野：産婦人科
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１．研究開始当初の背景 

異所性妊娠の薬物療法としてメトトレキセ
ート（methotrexate, MTX）が広く用いられ
てきた。しかし、MTX は進行症例には効果
が低く、口内炎、悪心嘔吐など様々な副作用
を示すため、より効果が高く副作用の少ない
薬物療法の開発が期待されている。 

 

 新たな薬物療法の候補となる物質の生体
内での有効性、副作用の有無の評価にはモデ
ル動物が必須であるが、異所性妊娠をひきお
こす実験動物は存在しない。ヒトの絨毛細胞
は他の動物と比較して組織への浸潤能が非
常に高いため異所性妊娠をひきおこすが、実
験動物には異所性妊娠は認められない。これ
まで、絨毛癌細胞株や不死化絨毛細胞株など
を用いて絨毛細胞の発育・生存に関する研究
はなされてきた。しかし、異所性妊娠では絨
毛細胞は「組織」を形成し、間質と分化した
３種類の絨毛細胞（ syncytiotrophoblast, 

cytotrophoblast, extravillous trophoblast）
からなるため、細胞株を用いた研究では薬物
の効果を正確に評価できないと考えられる。
また、薬物投与による副作用の発生の有無は、
モデル動物を使用して治療に有効な薬物投
与量と投与経路が確定されなければ検証す
ることが困難である。 

 

 申請者は、人工妊娠中絶時の子宮内容物を
患者の同意と倫理委員会の承認のもと採取
し、無菌的に顕微鏡下で絨毛組織を単離して
小断片化し、重症免疫不全マウスの腎臓被膜
下に移植することで異所性妊娠モデル動物
の作出に初めて成功した（Kawamura et al. 

Endocrinology, 2011）。移植したヒト絨毛組
織はマウス腎臓に正着し、３種類の絨毛細胞
からなる組織構造を保ったまま増殖を続け
た。本研究計画ではこのモデル動物を用いる
ことで、新たな薬物療法の候補となる物質の
生体内での有効性、副作用発生の有無を正確
に評価することが可能と考える。 

 

 既存の MTX による薬物療法は、MTX の葉
酸拮抗剤としての DNA 合成阻害作用に依存
しており、絨毛細胞特異的なものではなく、
口内炎、悪心嘔吐など様々な副作用が生じる。
絨毛細胞発育に重要な細胞シグナルを同定
し抑制標的とすることで、絨毛細胞に特異的
な副作用の少ない新たな薬物療法の開発が
可能と考える。 

 

 候補物質の探索には、絨毛細胞発育に重要
かつ特異的な細胞シグナルのマイクロアレ
イを用いた網羅的同定が有用である。申請者
はこの方法に習熟しており、これまで卵子成
熟を促進する多くの新規因子の同定を行っ
てきた（Kawamura et al. PNAS, 2005; Dev 

Biol, 2008; Dev Biol, 2009, J Mamm Ova 

Res, 2011）。また、マイクロアレイデーター
解析のためのツールを独自に開発し、インタ

ーネット上で公開している。 

 

 異所性妊娠は全妊娠の１％に認められ、我
が国における患者は年間 1 万人に上る。これ
まで有用なモデル動物がなく、新たな薬物療
法の開発は進んでいなかった。本研究は申請
者が確立したモデル動物と分子生物学的手
法により、有効かつ副作用の少ない分子標的
治療の開発に取り組む。 

 

２．研究の目的 

本研究は絨毛細胞発育に必須な細胞シグナ
ルを網羅的に同定し、その効果的な抑制方法
を探す。さらに、細胞シグナル抑制による絨
毛細胞発育阻害効果を、モデル動物を用いて
生体内で判定する。研究期間内には以下のこ
とを明らかにする。 

 

(1)DNA マイクロアレイを用いて絨毛細胞の
発育に重要な細胞シグナル(リガンド/受容体)

の候補を網羅的に同定する。 

 

(2)絨毛組織における細胞シグナル(リガンド/

受容体)の局在を明らかにし、候補因子を絞り
込む。 

 

(3)絨毛組織培養による候補因子の一次スク
リーニングの後、その細胞シグナルによる絨
毛発育制御機構を解明し、生体への投与が可
能なシグナル抑制方法を探る。 

 

(4)異所性妊娠モデル動物用いて、シグナル抑
制効果の判定を行う。 

 

３．研究の方法 

(1)絨毛細胞の発育に重要な細胞シグナル(リ
ガンド/受容体)の候補の網羅的同定 
 
 本研究では、DNA マイクロアレイを応用し
て絨毛細胞の発育に重要な細胞シグナルの
候補となるリガンド/受容体を網羅的に同定
する。 
 
①ヒト絨毛組織検体の採取 

 患者の同意と倫理委員会の承認のもと、人
工妊娠中絶患者から得られた子宮内容物か
ら実体顕微鏡下で絨毛組織を単離する。申請
者の所属する大学病院では人工妊娠中絶患
者が少ないため、当大学の関連病院にも検体
の採取の協力を仰ぐ。用いる絨毛組織の妊娠
週数による絨毛細胞発育シグナルの差異を
考慮する必要がある。そこで、異所性妊娠の
診断が可能で、外科的治療が必要となる卵管
破裂がおこる前の絨毛として、妊娠 6, 7, 8
週の各妊娠週数の絨毛組織を準備する。これ
らの週数の絨毛組織に共通な細胞シグナル
を見出すことで、どの妊娠週数の異所性妊娠
においても有効な薬物療法が開発できると
考える。 
 



 ②DNA マイクロアレイ比較解析 

 絨毛細胞発育に重要なリガンド/受容体は、
他の組織・臓器に比べ絨毛組織での発現が高
いものが候補となると考え、DNA マイクロア
レイによる比較解析を行うことで候補因子
を探索する。申請者らは既に他組織・臓器（脳、
肺、肝臓、腎臓、子宮内膜、子宮間質）での
DNA マイクロアレイを行い、そのデータを独
自に開発した解析ツールに保存している。ヒ
ト絨毛組織の DNAマイクロアレイを行う際に
は、患者の個人差をできる限り排除するため、
妊娠 6, 7, 8 週の各妊娠週数の絨毛組織をそ
れぞれ５人の患者から必要量集めてプール
した上で tRNA の回収を行い、DNA マイクロア
レイに供する。 
 
③マイクロアレイデータマイニングによる
絨毛細胞発育に重要なリガンド/受容体の網
羅的同定 
 絨毛組織の DNAマイクロアレイにより得ら
れたデータを他の組織・臓器の発現データと
比較して候補となるリガンド/受容体を見出
す。データ解析には申請者らが開発し、イン
ターネット上で公開しているツールを用い
る
（ http://bdi.stanford.edu/EDI/init/init
_A.asp）。これらの手法により絨毛細胞発育
に重要なリガンド/受容体の候補が網羅的に
同定できる。 
 
(2)絨毛組織におけるリガンド/受容体の局在 
 
 ３種類の絨毛細胞のうち、細胞増殖に関与
するのは cytotrophoblast と extravillous 
trophoblast であることから、候補の受容体
がこれらの細胞に局在しているかどうかで、
候補の絞り込みを行う。 
 
①絨毛組織におけるリガンド/受容体の免疫
染色 
 候補となったリガンド/受容体の絨毛組織
での局在を明らかにするため、特異的抗体を
用いた免疫染色を行う。 
 
②絨毛組織におけるリガンド/受容体の in 
situ hybridization 
 良い抗体が手に入らず免疫染色による解
析 が 困 難 な も の に 関し て は 、 in situ 
hybridization により局在を明らかにする。 
 
(3)候補因子による絨毛発育制御機構の解明
とシグナル抑制方法の探索 
 
 絨毛組織における受容体の局在を手がか
りに更に絞り込んだ候補に対して絨毛発育
制御機構を解明し、その細胞シグナルを抑制
する方法を探索する。その際には生体に投与
可能な方法を選択する。 
 
①絨毛細胞発育に必須な細胞シグナルの一

次スクリーニング 
 受容体の局在により絞り込んだ候補に対
して詳細な絨毛発育制御機構の解析を行う
前に、候補因子が実際に絨毛細胞発育に重要
であるかどうかを確認するため、申請者が確
立した絨毛組織培養を用いた一次スクリー
ニングを行う 
（Kawamura et al. Endocrinology, 2011）。
絨毛発育に必須なリガンド/受容体による細
胞シグナルを抑制するため、低分子化合物、
リガンドもしくは受容体の中和抗体、合成し
た受容体の細胞外ドメインなどを絨毛組織
培養下で添加し、その絨毛発育抑制効果を、
絨毛細胞 outgrowth、組織グルコース消費、
細胞増殖マーカー、アポトーシスマーカー、
の各定量により判定する。マイクロアレイを
ベースとする網羅的検索では非常に多数の
候補が同定されることが推測されるが、この
一次スクリーニングにより最終候補の絞り
込みが可能となると考える。 
 
②候補因子による絨毛発育制御機構の解明 
 一次スクリーニング後に得られた最終候
補による絨毛発育制御機構を明らかにする。
受容体の下流域の細胞増殖、生存に関与する
細胞シグナルについて、他の細胞で明らかに
されているシグナル経路を参考に、培養した
絨毛組織を用いた Western blot による酵素
リン酸化解析や Ca イオン、cAMP、 cGMP 定量
などを行い、重要なシグナルを同定する。 
 
③候補因子の細胞シグナル抑制方法の探索 
 最終候補のリガンド/受容体とその細胞シ
グナルが明らかとなった後、細胞シグナル抑
制方法を探索する。抑制に際しては生体に投
与可能な物質を使用する必要があることか
ら、受容体の細胞シグナルを抑制する小分子
化合物、リガンドおよび受容体の中和抗体も
しくは siRNA の利用が考えられる。既存のこ
れらの抑制物質の有無を検索し、存在しない
場合には比較的作製が容易で生体への投与
の実績のあるリガンドまたは受容体の中和
抗体の作製を行う。 
 
(4)異所性妊娠モデル動物用いたシグナル抑
制効果の判定 
 本研究計画では異所性妊娠モデル動物を
用いて、生体内での最終候補の細胞シグナル
抑制効果と副作用発生の有無を評価する。 
 
①異所性妊娠モデル動物の作製 
 シグナル抑制効果の評価解析ツールとし
ての異所性妊娠モデル動物を申請者が確立
した方法により作製する。重症免疫不全マウ
スの腎臓を麻酔下に小切開を施して体外に
牽引しておき、人工妊娠中絶患者より得られ
た一定量の絨毛組織小断片を腎被膜下に移
植し閉腹する。 
 
②シグナル抑制効果の判定 

http://bdi.stanford.edu/EDI/init/init_A.asp
http://bdi.stanford.edu/EDI/init/init_A.asp


 異所性妊娠動物にシグナル抑制物質を投
与し、その効果と副作用発生の有無を判定す
る。投与終了後にマウスを解剖して組織を摘
出し、絨毛組織の免疫組織学的検索、細胞増
殖マーカー、アポトーシスマーカー、hCG-
の定量により効果判定を行う。また、マウス
体重測定、各臓器の組織学的検査、行動異常
の有無、妊孕性・催奇形性の有無、について
次世代の動物まで調べ副作用の発生を検索
する。 
 
４．研究成果 
同意の得られた妊娠 6, 7, 8 週の人工妊娠中
絶患者（各 n=5）からそれぞれ子宮内容物を
採取し、実体顕微鏡下で機械的に絨毛組織を
単離した。プールした検体から tRNA を抽出
し、DNA マイクロアレイ解析を行った
（ Agilent Whole Hume Genome DNA 
microarray）。絨毛細胞発育に重要なリガン
ド/受容体は、他の組織・臓器に比べ絨毛組
織での発現が高いものが候補となり、上記の
週数の絨毛組織に共通な細胞シグナルを見
出すことで、どの妊娠週数の異所性妊娠にお
いても有効な薬物療法が開発できると考え、 
DNA マイクロアレイの解析結果をこれまで
我々が他組織・臓器（脳、肺、肝臓、腎臓、
子宮内膜、子宮間質）で得たデータと比較解
析して絨毛発育に重要なリガンド/受容体の
候補因子を探索した。 
 
 次に異所性絨毛組織の細胞増殖に関与す
る cytotrophoblast と extravillous 
trophoblast に候補因子の受容体が局在して
いるかを確認し、候補の絞り込みを行った。
特異的抗体を用いた免疫染色にてリガンド/
受容体の cytotrophoblast と extravillous 
trophoblastの発現が確認できたものは12候
補であった。現在、複数の候補で適切な抗体
が無く、in situ hybridization により局在
を確認している。 
 
 12 の候補因子に対して実際に絨毛細胞発
育に重要であるかどうかを確認するため、申
請者が確立した絨毛組織培養を用いた一次
スクリーニングを行った。それぞれの候補に
対し低分子化合物、リガンドもしくは受容体
の中和抗体、合成した受容体の細胞外ドメイ
ンのいずれかを用いて絨毛組織培養を行い、
そ の 絨 毛 発 育 抑 制 効 果 を 、 絨 毛 細 胞
outgrowth、組織グルコース消費、細胞増殖
マーカー、アポトーシスマーカー、の各定量
により判定した。 
 
 この一次スクリーニングにより最終候補
を絞り込み、３つの候補因子を得た。これら
の候補因子の受容体以降の細胞増殖、生存に
関与する細胞内シグナルの解析を in silico
アッセイにて解析し、その関与について特異
的抑制剤を用いた絨毛組織培養にて確認し
た。 

 
 最終候補のリガンド/受容体とその細胞シ
グナルを明らかにし、次に細胞シグナル抑制
方法を検討した。抑制に際しては生体に投与
可能な物質を考慮し、受容体の細胞シグナル
を抑制する小分子化合物、リガンドおよび受
容体の中和抗体、siRNA を用いた。 
 
3 つ の 候 補 の う ち 、 brain derived 
neurotrophic factor/Neurotrophine 
tyrosine kinase receptor 2 はリガンドが
分化した細胞である syncytiotrophoblast, 

cytotrophoblast で産生され、受容体は
cytotrophoblast と extravillous 
trophoblast に発現していた。絨毛組織培養
にて細胞シグナルを抑制する小分子化合物
(K252a)および合成した受容体の細胞外ドメ
インは cytotrophoblast と extravillous 
trophoblast の分化、増殖、生存を抑制した。
残りの２つの候補（特許出願準備中）に関し
ても、そのシグナル抑制により同様の
cytotrophoblast と extravillous 
trophoblast の分化、増殖、生存を抑制効果
が認められた。 
 
 重症免疫不全マウスの腎被膜下に人工妊
娠中絶患者より得られた一定量の絨毛組織
小断片を移植して作製した異所性妊娠モデ
ル動物にシグナル抑制物質を投与し、投与終
了後にマウスを解剖して組織を摘出し、絨毛
組織の免疫組織学的検索、細胞増殖マーカー、
アポトーシスマーカー、hCG-の定量を行っ
た。K252a による brain derived neurotrophic 
factor/Neurotrophine tyrosine kinase 
receptor 2 シ グ ナ ル の 抑 制 は
cytotrophoblast の分化と増殖を抑制するこ
とで移植した絨毛組織の発育を抑制した。そ
の効果は陽性コントロールとして用いた既
存の異所性妊娠の薬物療法である MTXより顕
著であった。残りの２つの候補も異所性妊娠
モデル動物においてシグナル抑制を行った
が、絨毛発育抑制効果を認めたものの、その
効果は MTX より劣った。 
 
 シグナル抑制剤投与後のマウス体重測定
では特に減少を認めなかった。今後は、各臓
器の組織学的検査、行動異常の有無、妊孕
性・催奇形性の有無、について次世代の動物
まで慎重に調べ副作用の発生を検索し、臨床
応用を目指した研究を行って行く予定であ
る。 
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