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研究成果の概要（和文）： 
近年、妊娠高血圧症候群の病態として、妊娠初期における絨毛の子宮への浸潤不全による胎盤の

循環不全を根本とし、絨毛間腔の低酸素状態によって発現が増加した各種血管新生因子阻害物質

が血管内皮障害を引き起こすという”Two Step Theory”が注目されている。本研究において、

着床期において絨毛の子宮脱落膜への浸潤調節に関与しているとされるTIMP-3を、HVJ-E vector

を用いた生体内一過性遺伝子導入法を用いてマウス妊娠初期子宮に遺伝子導入したところ、妊娠

高血圧症候群モデルマウスを作成し得た。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Recently, “Two Step Theory” has received a lot of attention as pathological condition 
of preeclampsia, concretely speaking, reduced placental perfusion due to insufficient 
chorionic invasion to the uterus at early pregnancy is postulated as the root cause and 
maternal systemic endothelial dysfunction is induced by some over-expressed inhibitor 
of angiogenesis factor due to hypoxic status at placenta. In this research, we transferred 
TIMP-3 which is known as related factor of regulation of chorionic invasion to the decidua 
into the uterine cavity during implantation window, thus we successfully developed a mouse 
of preeclampsia. 
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１．研究開始当初の背景 
 
妊娠高血圧症候群は、妊娠中に発症した高血
圧を主体とし、蛋白尿などの腎機能障害をき
たす疾患であり、その発症頻度は全妊婦の約

10％を占める代表的な産科合併症の一つで
ある。重症化すれば、母体側には、全身の血
管内皮障害によって肝機能障害・腎機能障
害・呼吸循環障害・凝固線溶系の異常・中枢
神経系の異常を認め、脳内出血・胎盤早期剥



離などで母体死亡に至る重篤なケースも存
在する(Sibai B et al., Lancet 2005; 365: 
785-799)。胎児側には胎盤血流減少に伴う子
宮内胎児発育不全・低出生体重児などの異常
を来たし、母児の重症度によっては人工早産
も余儀なくなされるため、このことは現在の
周産期医療の問題点である NICU の満床化の
一端を担っている。つまり、現代医学の進歩
にも拘わらず、妊娠高血圧症候群は未だ母児
双方の生命予後を脅かす極めて重要な疾患
である。妊娠高血圧症候群の病態の本質は、
長い間“学説の疾患”と揶揄されてきたよう
に未だ確たる原因は突き止められていない
が、近年の研究ではその病態には“Two Step 
Theory”と言われる二つの段階を経て発症
するという仮説が主流と成りつつある。具体
的には、妊娠初期において遺伝的・環境的・
免疫学的な要因によって起こった胎盤の子
宮への浸潤不全が胎盤血液還流の減少をも
たらし(First Step)、妊娠の進行に伴う絨毛
間腔の低酸素状態などが原因で発現が増加
した soluble VEGF receptor-1 (sVEGFR-1, 
sFlt-1)や soluble Endoglin といった液性因
子が、VEGF や PLGF といった血管新生因子を
阻害することで血管内皮障害をもたらす
(Second Step)という仮説である(Lam C et 
al., Hypertension 2005; 46: 1077-1085) 
(Venkatesha S et al., Nat. Med. 2006; 12: 
642-649)。 
 
２．研究の目的 
 
我々は、当研究室においてこれまでに確立し
てきた HVJ-E vector を用いた妊娠マウス子
宮局所へのin-vivo 遺伝子導入法(Mol. Hum. 
Reprod. 2003; 9: 603-609. J. Reprod. 
Immunol. 2006; 70: 59-69)を用いて、妊娠
高血圧症候群の治療戦略の研究を行い、VEGF
が妊娠高血圧症候群治療における標的分子
の一つになりうると報告した(Horm. Metab. 
Res. 2006; 38: 619-624)。本研究では、妊
娠高血圧症候群の病態解明を目的として、妊
娠高血圧症候群の First Step とされる病態、
胎盤の子宮への浸潤不全の過程に着目した。
着床期に胚が脱落膜に接着・侵入する過程に
おいて、細胞外マトリックスを分解する
Matrix Metalloproteinases (MMPs)と MMPs
活性を制御する Tissue inhibitor of matrix 
Metalloproteinase (TIMPs)のバランスのと
れた制御が着床過程に大変重要であるとさ
れている。予備実験において胎盤浸潤の制御
に TIMP3 の関与が示唆されたため、着床期の
子宮脱落膜において TIMP3を過剰発現させる
ことで胎盤の子宮脱落膜への浸潤が不十分
となり、妊娠高血圧症候群で認められる胎盤
浸潤不全を再現出来るしいては妊娠高血圧
症候群モデルマウスを作成することが出来

るのではないかと考え、実験を行った。 
 
３．研究の方法 
 
我々の開発した HVJ-E vector を用いた妊娠
マウス子宮腔内への高効率・一過性の遺伝子
導入システムは、妊娠の各時期に応じた病態
解析を目的とした遺伝子を導入することが
可能であり、世界的にも他に類をみない技術
である。本研究ではこの遺伝子導入システム
を用い、生殖医療に携わりながら分子生物学
を専門とする研究者グループ（木村・筒井・
中村・香山・熊澤）が共同・協力して研究を
行った。妊娠高血圧症候群の病態解明・発症
予知・さらには治療戦略を最終目的とするが、
まずは TIMP3遺伝子導入マウスの作成とその
解析を行った。 
 
(1) 着床期子宮における TIMP3 
 
ウェスタンブロット法と免疫染色法を用い、
TIMP3 の正常妊娠マウス子宮における発現と
局在を調べたところ、胎盤形成期では発現が
認められず、胎盤形成後の交配後 10.5 日目
の子宮脱落膜において強い発現が認められ
た(図１・図２)。TIMP3の基質の１つの Matrix 
metalloproteinase 9 (MMP9)は、逆に胎盤形
成期に子宮脱落膜で強い発現を認めたが、
TIMP3 の発現が認められる時期にはその発現
が減弱した(図１)。このことは、胎盤が必要
以上に子宮脱落膜の深部にまで浸潤しない
ように TIMP3の制御機構が働いていることを
示唆している。 



４．研究成果 (2)TIMP3 in vivo 遺伝子導入マウスの作成 
  
(1)TIMP3 遺伝子導入マウスの作成 TIMP3 遺伝子を発現 vector である pcDNA3 に

サブクローニングした後に、pcDNA3-TIMP3 / 
HVJ-E vector (GenomONETM-Neo、石原産業
(株))懸濁液を作製し(図３)、胎盤形成期に
あたる交配後 6.5 日目の ICR マウス子宮に導
入した(図４)。 

 
交配後 6.5 日目の ICR マウス子宮内に TIMP3
遺伝子を導入したところ、導入 24 時間後の
子宮脱落膜において TIMP3の強い発現を認め、
MMP9 発現の減弱を認めた(図６・図７)。 
これにより、TIMP3 遺伝子が子宮局所に適切
に導入されていることが示され、また当初の
目的であった TIMP3-MMP9 の発現バランスを
変化させることが出来た。 

TIMP3 遺伝子導入マウスの子宮における導入
遺伝子発現を確認するため、交配 7.5 日目に
子宮を摘出し、TIMP3 と MMP9 の蛋白発現量を
ウェスタンブロット法にて確認した。コント
ロールには ICR マウス子宮に pcDNA3 / HVJ-E 
vector のみを遺伝子導入したものを用いた。 

(2)TIMP3 遺伝子導入マウスの血圧の変動 
 
交配後 6.5 日目に TIMP3 遺伝子を導入した後、
マウス血圧を産褥 1－2日目まで毎日測定し、
コントロールマウスと比較検討したところ、
妊娠 14.5 日目以降、TIMP3 導入マウスの収縮
期血圧に有意な上昇を認めた(図８)。尿蛋白
も有意差はないが増加傾向を認めた(図９)。 

(3)TIMP3 in vivo 遺伝子導入マウスの解析 
 
TIMP3 遺伝子導入マウスに対して、妊娠中の
血圧測定、尿アルブミン/尿クレアチニン比
の測定、血中の sFlt-1・soluble Endoglin
といった妊娠高血圧症候群発症との関与が
示唆されている液性因子の測定、妊娠予後と
して胎児数・児出生体重、胎盤重量をそれぞ
れコントロールマウスのものとを比較・検討
した。実験スケジュールを下に示す(図５)。 

 



(3) TIMP3 遺伝子導入マウスの妊娠予後 
 
TIMP3遺伝子導入マウス14匹とコントロール
マウス 10 匹とで妊娠予後の検討を行った。
胎仔数と流産率には有意差を認めなかった。
胎仔体重と胎盤体重の検討では、分娩直後に
測定することは困難であるため、交配後 17.5
日目に開腹して測定した。TIMP3 遺伝子導入
マウスの胎仔体重と胎盤重量はコントロー
ルマウスと比較して有意に低下を認めた
(p<0.05)(図１０)。 

(5)研究成果のまとめ 
 
TIMP3 遺伝子導入マウスでは、妊娠 14.5 日目
以降に収縮期血圧は有意に上昇し、尿蛋白も
有意ではないものの増加傾向を認めた。また、
胎仔体重と胎盤重量は有意に低下した。この
病態はヒト妊娠において妊娠高血圧症候群
と子宮内胎児発育不全が併発しやすい事実
と一致している。また、血中 sFlt-1 濃度と
血中 soluble Endoglin 濃度はともに有意な
減少を認めたが、これもヒト妊娠においての
妊娠高血圧症候群で認められる所見である。
つまり、妊娠中の子宮における TIMP3 の発現
制御機構の破綻が、妊娠高血圧症候群の発症
を誘導しうることが証明され、このマウスが
妊娠高血圧症候群モデルマウスとして有用
であると考えられた。現在は Subtraction 
Suppressive Hybridization (SSH)法を用い、
正常妊娠マウスと比べて子宮・胎盤における
遺伝子発現量の差のある遺伝子の網羅的な
スクリーニングを行っており、これによって
妊娠高血圧症候群の発症や成因に関与する
新たな候補遺伝子の同定作業を進めている。 

(4) TIMP3 遺伝子導入マウスにおける血中の
sFlt-1・soluble Endoglin・VEGF の測定 
 
分娩後 12 時間のマウスから血液採取して、
血中 sFlt-1・soluble Endoglin・VEGF を ELISA
法で測定した。TIMP3 遺伝子導入マウスでは
コントロール群と比較して有意に血中
sFlt-1 と血中 soluble Endoglin が低かった
(図１１・図１２)。血中 VEGF 濃度は有意差
を認めなかった(図１３)。 
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