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研究成果の概要（和文）：近年のストレス社会と高齢妊娠の増加により、妊娠高血圧症候群（HDP）などの周産
期合併症の発症頻度は増加している。本研究では、疾患ヒト胎盤幹（TS）細胞を作成し、HDPなどの異常胎盤の
病態を再現させ、その細胞特性と疾患特異的なエピジェネティック変異を明らかにすることを目的とした。異常
胎盤組織の細胞性栄養膜細胞を分離、精製し、ヒトTS細胞の培養条件下に、疾患TS細胞の作製を試みた。まず胞
状奇胎より、疾患TS細胞を樹立した。この細胞は、雄核発生を示した。また、妊娠中期以降の胎盤から作製した
TS細胞の細胞特性と遺伝子特性は、妊娠初期の胎盤由来のTS細胞とは異なることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Recently, social stress and advanced maternal age have increased the 
frequency of perinatal complications including pregnancy-induced hypertension (PIH) and complete 
hydatidiform mole (CHM). However, the causes and effective treatments are still unclear. We have 
succeeded on establishing the human trophoblastic stem cells (TS cells), which show similar cell 
properties and gene expressions to those of corresponding primary trophoblast cells. In this study, 
we aim to establish disease TS cells as a PIH and CHM placenta model. We succeeded in establishing 
in vitro CHM model, which was higher proliferative. Next, we purified the undifferentiated 
trophoblast cells from the placenta tissues of second and third trimesters of pregnancy. Under the 
same culture conditions of human TS cells, we made disease TS cells. However, the cell properties 
and gene expressions were different from those of PIH placenta.

研究分野：産婦人科学、分子生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
疾患TS細胞は、in vivoでは不可能であったヒト胎盤形成における分子機構やシグナル伝達機構について詳細に
検討することが可能な胎盤細胞ツールとなる。そのため、妊娠高血圧症候群（HDP）などの病態解明などの基礎
的研究だけでなく、治療薬剤の開発に応用が期待できる。また、周産期異常となる胎盤異常の治療法の開発に貢
献するだけでなく、低出生体重、早産をもたらす他の疾患のモデル細胞作成や病態解明へと道を開くと予想され
る。これらの成果は、近年増加傾向にある高齢妊娠等を原因とする周産期合併症に対し効果的で、働き盛りの女
性の健康増進とQRLの向上に役立つ。
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１．研究開始当初の背景 

近年のストレス社会と高齢妊娠の増加により、妊娠高血圧症候群（HDP）は最も頻度
の高い周産期合併症である。また、母児の生命予後に関わる重大な疾患である。また、
胞状奇胎は、雄核発生で胎盤絨毛の異常増殖を特徴とし、年齢と伴に増加し、悪性度を
増す。これら疾患の発症機序は未だ明らかではないが、母体の加齢に伴う胎盤幹細胞ニ
ッチの脆弱化が、胎盤細胞の分化障害とエピジェネティック変異を引き起こすことが明
らかになりつつある。 

 
２．研究の目的 

本研究では、疾患ヒト TS 細胞を作成し、異常胎盤の病態を再現させ、その細胞特性と
疾患特異的なエピジェネティック変異を明らかにする。また、胎盤幹細胞ニッチを試験管
内で再構築し、疾患の病因、病態を解明することを目的とする。 

 
３．研究の方法 

(1) 妊娠中・後期の胎盤栄養膜細胞の純化と精製： 

①10 例の正常妊娠および HDP 症例の胎盤、6 例の胞状奇胎組織を収集した。また、重
症度、治療抵抗性など患者情報を登録した。 

②胎盤には主要構成細胞である栄養膜細胞に加え、母体血や胎児由来のストローマ細胞
などが含まれている。正常胎盤、HDPおよび胞状奇胎の胎盤より消化酵素を用い単一
細胞にし、FACS 及び磁気細胞分離法を用いて、細胞性栄養膜（CT）細胞を高純度
（>95%）に分離した。 

（2） 疾患 TS細胞の作製： 
ヒト TS細胞の培養技術を基に、疾患 TS細胞の複数株樹立を試みた。TS細胞を絨毛
外性（EVT）および合胞体性（ST）栄養膜細胞に分化誘導し、均一な細胞を FACS
にて分離した。細胞特性は、細胞増殖能、細胞分化能について“正常 TS細胞”と比
較した。 

（3）遺伝子発現解析： 
疾患 TS細胞より精製した poly(A) RNAを用いて、RNA-seq解析を行った。各サンプ

ルにつき 50 millionリードを取得した。マッピングおよび SNPコールには、TopHatお

よび GATKを用いた。 

（4）網羅的疾患エピゲノム解析： 

次世代シーケンサーを用い、DNAメチル化およびヒストン修飾（H3K4me3, H3K27ac, 
H3K27me3）の網羅的解析を行った。 
 
４．研究成果 

（1）ヒト疾患 TS細胞の作製 

雄核発生を示す胞状奇胎組織から分離、精

製した CT細胞を用い、TS細胞培養条件下

で疾患 TS細胞を作製した（図 1）。この細

胞は CTマーカー（TEAD、CDHI、ITGA6）

の発現を認めた。また、H19や CDKNICな

ど複数のインプリンティング遺伝子異常を

認めた（図 2）。しかし、胞状奇胎に特徴的

な異常増殖は認められず、倍加時間は正常の TS細胞と類似していた。また、正常な TS

細胞の培養に必須な WNT 活性剤が、無添加の状態においても、この疾患 TS 細胞は増

図 1 胞状奇胎（Mole）の細胞株の樹立 
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殖を続けることが可能であった（図 3）。つま

り、古典的なWntシグナル単独ではなく、複

数のシグナル伝達経路によって活性化されて

いることが示唆された。現在、HPDなどの複

数のヒト疾患TS細胞の樹立は進行中である。

これらの疾患 TS 細胞の増殖は遅く、安定し

た細胞として継代するのに時間を要する。ま

た、現在、複数の転写因子を遺伝子導入し、

疾患 TS細胞の樹立も試みている。 
 

（2）ヒト中期・満期胎盤より CT細胞の分離 
 ヒト妊娠胎盤には、細胞性（CT）・絨毛外性

（EVT）・合胞体性（ST）栄養膜細胞の 3種

類のトロフォブラストが存在する。CT は、

高い増殖能をもつ上皮細胞であり、EVT と

ST へと分化する能力をもつ。ヒト胎盤より

分離した CT細胞は、FACSを用い、95％以

上高純度で精製することを確認した（図 4）。 

 

（3）妊娠中期胎盤から TS細胞の樹立 

 妊娠中期胎盤から CT細胞を分離し、上記の

培養条件で培養を開始した。ところが、増殖

能は妊娠初期の CT 細胞より作製した TS 細

胞より低く、ST、EVT へ分化誘導は十分に

できなかった。増加時間は、約 3倍（72時間）

に遅延する結果であった（図 5）。 

 

（4）ヒト中期 TS細胞の遺伝子発現プロフィール 

 妊娠初期の CT 細胞より作製した TS 細胞と分

化誘導した EVT、STは、生体から分離、精製

したそれぞれの細胞と遺伝子発現パターンが類

似していた。特に CT特異的、ST特異的、EVT

特異的に発現が認められた遺伝子においては、

その発現の類似性を示した。しかし、中期胎

盤より作製した CT細胞と比較した場合、発

現量の大きく異なる遺伝子が見出された（図

6）。 

 

 

 

 

 

図 5 中期胎盤から樹立した TS 細胞株 
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図 6 満期 TS細胞の誘導に使用した遺伝子 
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図 3 Wnt活性剤による TS-Mole株の影響 
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（5）ヒト TS細胞の DNAメチル化パターン 

ヒト胎盤細胞は、以下に示すユニーク

な DNA メチル化のパターンを持つこ

とが知られている。①ヒトトロフォブ

ラスト細胞ではゲノムの約 40%が中

程度のメチル化の状態を示すこと②胎

児および胎児由来の細胞で高メチル化

されるプロモーター領域の一部が、ヒ

トトロフォブラスト細胞においては低

メチル化状態にある（例：EFL5 や

INSL4など）③ヒトトロフォブラスト細胞特異的にアレル特異的な DNAメチル化状態

を示す領域（胎盤特異的ゲノムインプリンティングとして知られている）が、多数存在

することなどである。これらの特徴が、ヒト TS 細胞において維持されているかどうか

を調べるため、全ゲノムバイサルファイトシーケンス解析を行った。その結果、TS 細

胞は、中程度のメチル化パターンを示した。さらに、EFL5 のプロモーターは、低メチ

ル化を示し、胎盤－胎児間でメチル化の相違を示す領域を明らかにした。胎盤特異的イ

ンプリント遺伝子のアレル特異的メチル化状態は、ほとんど同じパターンを示した（図

7）。妊娠中期の CT 細胞及び TS 細胞においても同様のメチル化パターンを保持してい

た。 
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