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研究成果の概要（和文）：N-アセチルグルコサミン転移酵素 V（GnT-V）はヒト胎盤では

妊娠初期の絨毛外栄養膜細胞（ extravillous trophoblast, EVT）に発現するが、

EVT における GnT-V 発現調整に関与する因子を、 EVT 細胞株を用いた実験により検

索した。脱落膜培養上清添加により低下し、サイトカイン添加による検討の結果、

TGF-によって GnT-V 発現が抑制されることがわかった。酸素条件では低酸素下培

養により GnT-V の発現は増強した。GnT-V は integrinα5β1 の糖鎖修飾を介して

浸潤能を調節するが、 GnT-V shRNA 導入株ではフィブロネクチン刺激により FAK の

リン酸化が抑制された。妊娠高血圧症患者の胎盤における発現は、正常胎盤と比べ

て免疫組織染色および Western blot では差は認めなかった。  

 
研究成果の概要（英文）：N-acetylglucosaminyltransferase V (GnT-V) is expressed in 

extravillous trophoblast (EVT) of human placenta in the first-trimester. We investigated 

factors which regulate expression of GnT-V in EVT cells using EVT cell line, HTR-8/SVneo. 

The supernatant of decidual tissue culture made GnT-V expression reduced and we 

confirmed TGF-b was the factor in cytokines. Hypoxia (1% Oxygen) promoted GnT-V 

expression in mRNA and protein levels after incubation for 48 hours compared to normoxia. 

Because GnT-V regulates trophoblast invasion by glycosylation of integrina5b1, we 

investigated the affection on phosphorylation of FAK after incubation with fibronectin. The 

result was that phosphorylation of FAK was reduced in GnT-V shRNA transfectants 

copared to control cells. We also investigated the difference of GnT-V expression between 

normal placentas and pregnancy-induced hypertension’s ones, but there was no difference 

in immunohistochemistry and Western blot.    
 

交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2009 年度 1,600,000 480,000 2,080,000 

2010 年度 1,700,000 510,000 2,210,000 

年度    

年度    

  年度    

総 計 3,300,000 990,000 4,290,000 

 

 

研究分野：医歯薬学 

科研費の分科・細目：外科系臨床医学・産婦人科学 

キーワード：胎盤、Extravillous trophoblast、糖転移酵素、GnT-V、浸潤 

 

機関番号：13901 

研究種目：若手研究(B) 

研究期間：2009～2010 

課題番号：21791548 

研究課題名（和文） 

 胎盤形成関連分子の糖鎖修飾による機能制御の解明と胎盤形成不全の治療への応用 

研究課題名（英文）  

  Regulation of trophoblast invasion by N-acetylglucosaminyltransferase in human 

placenta    

研究代表者 

山本 英子（YAMAMOTO EIKO） 

名古屋大学・医学部附属病院・助教 

 研究者番号：10432262 

 

 



 

 

１．研究開始当初の背景 

胎盤は妊娠成立より児の分娩に至るま
で重要な役割を果たす臓器であるが、そ
の形成については解明されていないこ
と が多い。 中でも絨 毛外栄養 膜細胞
（extravillous trophoblast, EVT）の
浸潤制御メカニズムは依然として不明
な点が多い。EVT は母体子宮筋層に浸潤
し、らせん動脈の血管内皮細胞を置換す
ることにより母体から絨毛間腔への血
流を確保する。妊娠初期の EVT の浸潤不
全は妊娠高血圧症候群や子宮内胎児発
育遅延の病態に関与すると言われてい
る。現在、妊娠高血圧症候群に対する治
療は対症療法しかなく、時には分娩によ
る妊娠の中断が必要になる場合もある。
EVT 浸潤機構の解明は胎盤形成におけ
る生理学的意義のみでなく、妊娠高血圧
症候群の病態制御や治療にも結びつく
可能性がある。 
 

２．研究の目的 

N-アセチル グルコサ ミン転移 酵素 V
（GnT-V）はアスパラギン結合型糖鎖の
分 岐 鎖 構 造 の 決 定 に 関 与 し 、 β
1-6GlcNAc 鎖という特徴的な糖鎖構造
をつくり、癌の転移に関係が深い酵素の
１つである。ヒトの胎盤において、妊娠
初期の EVT に発現し、integrinα5β1
の糖鎖修飾を介して EVT の浸潤制御に
関与することをこれまでに明らかにし
てきた。GnT-V の発現調整および新たな
標的分子の発見や浸潤制御のさらなる
分子メカニズムを解明することを目的
とする。 
 
３．研究の方法 
(1)EVT における GnT-V 発現が付着絨毛
内の増殖型から浸潤型へ減弱するメカ
ニズムを解明するために、脱落膜上清添
加による GnT-V 発現の変化を RT-PCR お
よび Western blot にて確認する。変化
が見られた場合には、脱落膜で分泌され
るサイトカインのなかで GnT-V 発現に
影 響を与え るものを 同定する た め、
TGF- 、IL-6、IL- 、INF- などを添加
し、GnT-V 発現変化を検討する。EVT 浸
潤に影響を与える因子として、低酸素下
（1％）での培養による GnT-V 発現変化
を、妊娠初期絨毛の初期培養や EVT 細胞
株を用い、RT-PCR、Western blot、免疫
組織染色法を用いて検討する。 
(2) GnT-V 発現抑制によって絨毛細胞で
浸潤能が抑制されたメカニズムを、細胞
内シグナル伝達を中心に検討するとと
もに、α5β1integrin 以外の標的分子
の存在を明らかにする。細胞内シグナル

としては、絨毛癌細胞株 Jar に GnT-V 
shRNA stable-transfection 細胞を用い
て、フィブロネクチン添加による FAK、
Akt、ERK の発現およびリン酸化の変化
を Western blot にて検討する。 
(3)妊娠高血圧症候群は EVT 浸潤不全に
より発症すると言われているため、正常
妊娠および妊娠高血圧症候群の胎盤を
用いた免疫染色を行い、絨毛細胞に発現
する GnT-V の発現の差を検討する。 
 
４．研究成果 
(1)脱落膜を洗浄、細切し、1.7g に対し
て 2.5ml の培養液を加え、 24 時間培養
し、培養上清を回収した。 EVT 細胞株
HTR-8/SVneo の培養液中に、脱落膜上清
を 0%, 0.1%, 1%添加、48 時間培養し、
回収した細胞における GnT-V の発現を
RT-PCR および Western blot にて確認し
たところ、いずれの濃度においても、
mRNA レベル、タンパクレベルともに抑
制された。 
次に、脱落膜で分泌されるサイトカイン
のなかで GnT-V 発現に影響を与えるも
の を 同 定 す る た め 、 HTR-8/SVneo に
TGF-、IL-6、IL-、INF-を 1ng/ml 添
加し、48 時間培養後に回収した細胞に
おける GnT-V 発現変化を検討した。
TGF-添加では発現が抑制されたが、そ
の他のサイトカイン添加では変化は認
めなかった。 

 
 
さらに、 TGF-を 0, 0.1, 1, 10ng/ml
の濃度で HTR-8/SVneo に添加し 48 時間
培養したところ、全ての濃度において
GnT-V の発現は、mRNA レベル、タンパク
レベルともに抑制された。 
EVT 浸潤に影響を与える因子として、低
酸素下（1％）での培養による GnT-V 発
現変化確認した。妊娠初期絨毛による初
代培養から得られた培養 EVT に、TGF-
を 0 または 1ng/mlにて添加し 48時間培
養 後に固定 し、免疫 組織染色 法にて
GnT-V の 発 現 の 変 化 を 確 認 し た が、
TGF-添加による発現変化は認めなか
った。 
HTR-8/SVneo を酸素濃度 20%および 1%に
て培養したところ、通常酸素下（20%）
に比べて低酸素下（1％）では、24 時間、
48 時間後ともに、 mRNA およびタンパク



 

 

レベルでの GnT-V 発現の増強を認めた。 
 

 
 
 
(2)フィブロネクチン添加刺激による
FAK, AKT, ERK のリン酸化の変化を検討
した。Jar, mock 株, KD 株(shRNA 導入
株)を FCS フリー培養液で培養し、フィ
ブロネクチン（ 50ng/ml）を添加後、 0
分、10 分、30 分後に回収した細胞より
タンパクを抽出し、Western blot を行
った。FAK のリン酸化は、KD 株では Jar
および mock 株に比べてリン酸化が抑制
されていたが、AKT および ERK のリン酸
化には差は認められなかった。また、接
着に関与する因子として paxillin およ
び PY20 の発現変化も検討したが、差は
認められなかった。妊娠初期胎盤におけ
る EVT の 浸 潤 制 御 に は 、 GnT-V が
integrin51 の糖鎖修飾を行うことに
より、FAK のリン酸化を介して細胞遊走
能を変化させるメカニズムが関与する

ことが示唆された。 
(3)妊娠高血圧症は EVT 浸潤不全が原因
と言われているため、妊娠高血圧症患者
の胎盤における GnT-V の発現を免疫組
織染色にて正常胎盤と比較したが、明ら
かな変化は認められなかった。胎盤組織
よ り 抽 出 し た タ ン パ ク を 用 い て
Western blot においても、GnT-V の発現
の変化は認められなかった。 
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