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研究成果の概要（和文）：本研究ではヒト絨毛細胞株HTR-8/SVneo細胞を用いて各細胞系列における新規分化制御遺伝
子の解析を行った。HTR-8/SVneo細胞より栄養膜幹細胞群、合胞体栄養膜細胞そして絨毛外栄養膜細胞へ、各々の機能
を持ち備えている細胞を単離した。さらに各細胞で高発現する遺伝子をマイクロアレイ解析の結果より選択し、栄養膜
幹細胞群へ遺伝子導入を行った。結果として、各分化細胞特有の遺伝子マーカー（HLAGやHCGB)の発現上昇が認めれ、
これらの遺伝子が栄養膜幹細胞群の分化を誘導することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the new gene for regulating the differentiation of human trophoblast 
lineage using HTR-8/SVneo cells. We isolated the 3 trophoblast lineages including each functions; human 
trophoblast stem/precursor(hTS) cells, syncytiotrophoblast(ST) and extravillous trophoblast(EVT)from 
HTR-8/SVneo. DNA microarray analysis showed that IFIT2(interferon induced protein with tetratricopeptide 
repeats 2) was up-regulated in ST cells or TRIB3（tribbles pseudokinase 3）was up-regulated in EVT cells. 
We transfected its into hTS cells. Upregulation of each gene expression was increased trophoblast 
differentiated cell markers such as HLAG or HCGB.

研究分野：分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
以前よりヒト栄養膜幹細胞の単離は多く
研究者により試みが行われていたが成功に
は至っていなかった。我々はすでに報告され
ているマウスの栄養膜幹細胞の単離方法
（Oda. M et al. 2006）で単離を試みたが、
同様の方法ではヒト栄養膜幹細胞の単離・同
定は出来なかった。そこで組織幹細胞の同定
で使用されているDNA結合色素Hoechst33342
の 取り込みの低い分画の細胞（ side 
population cells, 以下 SP 細胞）を単離す
る方法を用いて、正常ヒト初期絨毛細胞、ヒ
ト絨毛細胞株（HTR-8/SVneo）を用いて SP 細
胞 の 検 出 を 試 み 、 初 期 絨 毛 細 胞 と
HTR-8/SVneo細胞にSP細胞が存在する事を見
出した。このことから HTR-8/SVneo 細胞株が
多彩な細胞集団から構成される細胞株であ
り、多分化能を持つ幹細胞を含んでいる可能
性が考えられた。 
SP 細胞は組織幹細胞の定義である、①自己
複製能、②多分化能の保有、③長期増殖能を
有していた。さらに SP 細胞と非 SP 細胞(以
下 NSP 細胞)を用いた DNA マイクロアレイ解
析により絨毛幹細胞のマーカーと考えられ
る膜蛋白質受容体 IL7R と IL1R2 を同定した。
HTR-8/SVneo-SP 細胞においては約 85%、初期
絨毛 SP 細胞においては 100%IL7R 及び IL1R2
両陽性であることを見出し、IL7R/IL1R2 両陽
性細胞が SP 細胞と同等の幹細胞能力を持ち
うる事を報告した。 
ヒト栄養膜幹細胞の同定は成熟細胞であ
る合胞体栄養膜細胞や絨毛外栄養膜細胞へ
の分化・増殖制御機構を知る上で基盤となり、
胎盤絨毛の生物学的意義を知る上で重要な
研究である。さらに栄養膜幹細胞から合胞体
栄養膜細胞、絨毛外栄養膜細胞への分化に関
する分子メカニズムの解明はこれまでに治
療法のなかった胎盤機能不全や妊娠高血圧
症候群(PIH)に対する分子標的治療開発の大
きな誘因となると考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究はヒト栄養膜細胞のまだ解明され
ていない栄養膜幹細胞から合胞体栄養膜細
胞、絨毛外栄養膜細胞への分化の分子機構を
明らかにし、分化制御因子を利用した治療薬
開発の臨床応用を展開する為の基盤研究を
行う。 
 
３．研究の方法 
A)不死化ヒト絨毛細胞HTR-8/SVneo細胞よ
りヒト栄養膜幹細胞、合胞体栄養膜細胞及び
絨毛外細胞性栄養膜細胞の3系列の細胞を各
細胞特異的に発現する抗体（絨毛外栄養膜細
胞：HLA-G、合胞体栄養膜細胞：HER2+/HLAG-）
を用いて BD MACS 及び Aria3 により単離した。
これらが各々の機能を持ち得るかをHCG分泌
能や浸潤能を用いて解析を行った。 
 

B)各種ヒト栄養膜細胞系列のRNAを抽出後、
各種細胞系列間（栄養膜幹細胞―絨毛外栄養
膜細胞、－合胞体栄養膜細胞）で DNA マイク
ロアレイ解析を行った。 
 
C)各種ヒト栄養膜細胞系列間でのDNAマイ
クロアレイ解析の結果から、それぞれの細胞
間で特異的に発現する分化制御候補遺伝子
を選択し、Aria3 法で単離した栄養膜幹細胞
に p3×FLAG8.1CMV 発現ベクターを用いて未
分化条件下で発現誘導を行い、栄養膜幹細胞
の表現型の変化をマーカー遺伝子を用いた
リアルタイム RT-PCR、ウエスタンブロット法
を用いて解析を行った。また各種分化細胞に
おいてCRISPR-Cas9を用いて遺伝子の発現抑
制を誘導し、その時の個々の栄養膜細胞の表
現型変化をマーカー遺伝子を用いたリアル
タイム RT-PCR、特異的抗体を用いたウエスタ
ンブロット法を用いて解析を行った。 
 
４．研究成果 
ヒト栄養膜幹細胞から個々の栄養膜細胞
系列分化に特異的な発現遺伝子を検索する
ために、HTR-8/SVneo 細胞より、栄養膜幹細
胞集団（以下 TS 細胞）、合胞体栄養膜細胞（以
下 ST 細胞）、絨毛外栄養膜細胞(以下 EVT 細
胞)を単離した。ST 細胞の表面マーカーとし
てEVT細胞には発現するが細胞性栄養膜細胞
(以下 CT 細胞)には発現しないとう報告より
HER2 を使用した。まず HTR-8/SVneo 細胞より
HLAG(-)細胞を MACS 法により分離し、その後
HER2 陽性または陰性細胞を単離し、栄養膜細
胞マーカーにより免疫染色で確認した。HLAG
陰性 HER2 陽性細胞は ST細胞のマーカーであ
る HCGB が発現しており、陰性細胞には発現
していなかった。HLAG 陰性 HER2 陽性細胞に
はその他の栄養膜細胞マーカーは発現して
いなかったが、HER2 陰性細胞では CT 細胞マ
ーカーである PHLDA2 や TS細胞マーカーであ
る IL7R の発現を一部認めた（図１）。 

 
HTR-8/SVneo 細 胞 よ り 、
IL-7R(+)/IL1R2(+)/HLAG(-)細胞が TS 細胞、
FSC/SSC high/HLAG(-)/HER2(+)細胞が ST 細
胞、HLAG(+)細胞が EVT 細胞として単離した
(図 2及び表１)。 
 
 



 
 
FSC/SSC high/HLAG(-)/HER2(+)細胞は、
HLAG(-)/HER2(-)細胞と比べて HCG 分泌能が
高いことが明らかとなり、ST 細胞の能力を持
っていることを確認した。HLAG(+)細胞は
HLAG(-)細胞と比べて浸潤能力が高いことか
ら、EVT 細胞能力を持っていることが確認で
きた。(図３、４) 

 
次にこれらの細胞を用いて DNA マイクロ
アレイ法を行った。その中から ST 細胞また
は EVT 細胞分化誘導候補遺伝子は何個か挙
がったが、有力な転写因子の候補は認められ
なかった。そこでその周辺遺伝子群で検索を
行った。既に報告のある遺伝子に関しては除
外し、一方、胎盤や栄養膜細胞に関する論文
報告がない遺伝子群も多数存在したが、その
中でも HTR-8/SVneo 細胞で mRNA 及び蛋
白質レベルで発現確認のできるものが存在
した。一部の候補群ではヒト絨毛組織におい
て一部のEVTやST細胞において陽性を認め
た。そこで分化誘導候補遺伝子群の中から、
EVT 細胞分化候補遺伝子として TRIB3
（tribbles pseudokinase 3）、ST 細胞分化候
補遺伝子として IFIT2（interferon induced 
protein with tetratricopeptide repeats 
2 ）に着目することとした。 
 

次に IL-7R(+)/IL1R2(+)/HLAG(-)細胞を単離
し、これらを ST 細胞分化誘導方法として従
来より用いられているFolskolin誘導法にて、
またEVT細胞誘導法として用いられると考え
られたマトリゲルコート培養法を用いて 48
時間培養を行った。Folskolin 誘導により
IFIT2が、マトリゲルコート培養法ではTRIB3
の mRNA 発現が上昇することが明らかとなっ
た(図 5)。 

 
次に TRIB3 を IL7R/IL1R2 細胞に遺伝子導
入するとHLAGのmRNAレベルの発現が上
昇しており(図 6)、さらに pAktの発現上昇が
認められ(図 7)、このことは既存の浸潤シグ
ナル（MMP 転写活性を上昇させる )を
up-regulationする結果となった。次に IFIT2
を IL7R/IL1R2 細胞に遺伝子導入すると
HCGBのmRNAレベルでの発現上昇が認め
られた(図 6)。さらに、pSTAT3(Tyr705)の上
昇とAKTのリン酸化抑制が認められた(図 7)。
STAT3のリン酸化については Ser727のリン
酸化上昇に伴い浸潤能の向上が報告されて
いるが、Tyr705 についてはまだ報告がない
ため現在解析中である。また AKT のリン酸
化は既報で BeWo 細胞の fusion 誘導時に抑
制される報告もあり、IFIT2 が AKT シグナ
ルを介して fusion を誘導することが示唆さ
れた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ノックアウト実験について IFIT2は ST細胞
における発現が落ちず、TRIB3は EVT細胞
においてクローンが取れなかったことから、
ノックダウンの系として用いた。しかし著し
い結果は認められなかった。現在、他の KD
プラスミドを用いて解析を行っている。また、
その他の候補遺伝子についても解析を行っ
ている。分化制御候補遺伝子に関連するイン
ヒビターによる分化制御については現在解
析中である。 
これまで、これらの遺伝子は胎盤や栄養膜



細胞における報告はほとんどなかったこと
から、新たな分化制御機構を見出す一助とな
ると期待できる。 
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