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研究成果の概要： 

母体のインスリン感受性・抗炎症サイトカインであるアディポネクチン(Adn)が、絨毛

細胞の浸潤に影響を及ぼしていることから妊娠糖尿病など低 Adn 血症の妊婦の高い流産

率や子宮内胎児死亡の原因となっている可能性や、妊娠高血圧症での高 Adn 血症は胎盤に

対し保護的に働くものの、プロテアーゼ産生低下については代償できないことなど、これ

まで不明であった妊娠中のいくつかの悲劇的な合併症の病態の一環が明らかになった。 

 

亣付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2007 年度 1,290,000 0 1,290,000 

2008 年度 1,310,000 393,000 1,703,000 

総 計 2,600,000 393,000 2,993,000 

 
 

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： 妊娠、アディポネクチン、インスリン抵抗性、絨毛細胞、胎盤、 

脂肪細胞、サイトカイン、プロテアーゼ                

 
１．研究開始当初の背景 
 
 ヒト妊娠の成立は未だ数多くの謎に満ち
ているが、昨今の分子生物学の研究技術の発
展により、妊娠の成立と母児間の免疫寛容、
クロストークの秘密が明らかになりつつあ
る。 

 受精卵に由来する絨毛膜栄養膜細胞(EVT)

は着床の過程で、母体側の子宮内膜と子宮筋
層に妊娠の前半を通じて次第に浸潤してゆ
く（Bischof P, et al. Int J Biochem Cell Biol 

37, 1-16, 2005）。この過程は EVT の母体側
への侵入（8～10 週）と、胎盤血流抵抗を減
尐させるための子宮ラセン動脈の分解・再構
築（12～14 週）という厳密に制御された過
程の組み合わせであるが、それぞれの仕組み
と制御のメカニズムについては、未だ定説が
ない。EVT そのもののプログラムであるとも、

母体脱落膜内の要因が重要であるとも、組織
中の低酸素状態の影響であるともされる
（Pijnenborg R, et al. Placenta 27, 939-958, 

2006）。 

他方、母児に重篤な結果をもたらしながら
未だ原因の不明な疾患である妊娠糖尿病、妊
娠高血圧症候群および子宮内胎児発育遅延
といった妊娠合併症には、着床の異常と母児
免疫の異常が重要な病因・病態であるとされ
る。これには妊娠初期の不全な着床による酸
素濃度の不足、過度な母児間免疫応答や各種
のサイトカインが関与すると言われている
が、未だ定説はない。しかし臨床的には、妊
娠糖尿病や軽症妊娠高血圧症候群の発症は
肥満妊婦に多く、逆に重症妊娠高血圧症候群
は痩せた妊婦にも多く発症することから、こ
れら疾患の成立に対する肥満・脂肪細胞とイ
ンスリン抵抗性の関与が推察されてきた
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（Solomon CG, et al. Hypertension 37, 

232-239, 2001）。そして近年、脂肪細胞から
高濃度に血中に分泌される強力なインスリ
ン感受性サイトカイン、アディポネクチンが
同定されたことから、この関与についての基
礎的検討が期待されている。 

アディポネクチンは大阪大学の松澤らに
より 1996 年に同定された脂肪細胞、特に内
臓脂肪から分泌されるサイトカイン（アディ
ポサイトカイン、またはアディポカイン）で
あり、ヒト血中に高濃度(～30µg/mL)に存在
する。その動態は脂肪細胞の自己抑制作用と
考えられ、肥満、2 型糖尿病、心血管疾患で
低下し、インスリン抵抗性と反比例すること
が分かっている。PPAR-αと AMP kinase の
upregulation によるインスリン感受性の亢
進が主たる機能であるが、これに加えて
TLR-(IκB)-NFκB pathway 阻害～TNF-α
抑制による抗炎症作用が重要である。２種の
レセプター（Adipo-R1, Adipo-R2）を持つこ
とが知られており、活性にはこれらの発現が
関与していると考えられてきたが、最近、高
活性型（多量体）の存在が同定され、新たに
検討が為されるようになった。 

我々は非妊婦と正常妊婦のうち、基礎値の
違いを除外するため妊娠前 BMI25 以下の症
例につき、RIA 法で血中アディポネクチン濃
度を測定し、正常の妊娠で血中アディポネク
チンが低下することを世界で初めて発表し
た（Naruse K, et al. J Reprod Immunol 65, 

65-75, 2005）。また妊娠高血圧腎症(PE)妊婦
については正常妊婦に比し上昇することが
明らかとなった。この高値は一般的な成人の
高血圧とは正反対の変動であり、パラドック
スとして指摘されると同時に、特に重症の
PE が、インスリン抵抗性に由来する一般の
高血圧とは病態として異なることを示し、PE

の病態の大部分は Acute inflammation であ
るという、産科臨床医が経験的に感じていた
知見をサポートするエビデンスとなった。 

このように、アディポネクチンの血中の存
在は正常・異常妊娠双方で証明されつつある
が、このヒト血中にふんだんに存在するアデ
ィポネクチンが、実際に妊娠初期の着床に与
える影響については、これまで検討されたこ
とがなかった。研究代表者は予備実験として、
まず子宮内の着床部位をパンチ生検したサ
ンプル (Robson SC, et al. Am J Obstet 

Gynecol 187, 1349-1355, 2002)を用いてア
ディポネクチンおよびそのレセプターの発
現を免疫組織染色法で検討したところ、アデ
ィポネクチンが子宮筋層にびまん性に分布
していることと、アディポネクチンのレセプ
ターが脱落膜細胞と EVT の分化型である巨
細胞表面に強く局在していることを発見し
た。さらに、前述の純粋分離 EVT を、濃度
の異なるリコンビナント・アディポネクチン

を加えた培養液で培養すると、非添加(図２
-B)に比し、1 ng/ml の低濃度で EVT の活性
は亢進するのに対し、100 ng/ml の高濃度で

は強く抑制される(写真)ことを発見し、この
実験結果を世界産婦人科連合総会の招請講
演 に お い て 発 表 し た (Invited Speaker, 

XVIIIth FIGO World Congress of 

Gynecology and Obstetrics. Malaysia, 2006

年 11 月)。 

 

２．研究の目的 
 

 これらの予備実験の結果をふまえ、我々は
母体のアディポネクチン濃度が着床のプロ
セスに影響を与え、これが低値（妊娠糖尿
病）・高値（妊娠高血圧症候群）となる症例
では後の流早産や子宮内胎児死亡、子宮内胎
児発育遅延の原因となるという仮説を立て
た。そしてこれを解明するために、純粋な方
法にて分離された胎盤由来絨毛細胞におい
て、異なるアディポネクチン濃度や酸素濃度
環境下で培養することでその浸潤能、プロテ
アーゼ活性、サイトカイン産生やアディポネ
クチン・レセプターの発現がどのように変化
し、着床に関わる因子が亢進・阻害されてい
るのかを検討することを目的とした。 

日本において、肥満は妊娠の高齢化・食生
活の欧米化により現在増加の一途にある。ア
ディポネクチンが妊娠の成立に深く関与し
ていることが明らかになれば、糖尿病を合併
した妊婦については尐なくとも血中アディ
ポネクチン濃度をマーカーとした厳重な血
糖・インスリン管理を行うことで、胎児死亡
や周産期合併症を減らすことに貢献できる
であろうし、他方、妊娠高血圧症候群につい
ては未だにその病態について明らかな指標
がなく、その病態の主因を明らかにすること
で、本疾患に合併しやすい早産、子宮内胎児
遅延、常位胎盤早期剥離といった悲劇的な結
果につながることの多い疾患について更な
る早期診断および治療への道を開くことを
最終的な目的とする。 

 

３．研究の方法 



 

 

 
(1) 妊娠高血圧腎症および妊娠糖尿病妊婦に

おける多量体アディポネクチンおよび脳
性利尿ペプチド（BNP）濃度の測定 

 
まず予備的な実験として、高活性型である

多量体アディポネクチンを正常・妊娠高血圧
および妊娠糖尿病妊婦血清を用いて測定し、
生体内でのアディポネクチンが活性をもっ
て病態に関与している可能性を示す実験を
行った。同意を得た重症妊娠高血圧腎症妊婦
と同時期の正常妊婦から採血を行い、直ちに
血清を分離し凍結した。また妊娠糖尿病妊婦
の数症例からは妊娠期間中に経時的に採血
を行い、妊娠同時期の１０～９０パーセンタ
イル値と比較することとした。血清中の総ア
ディポネクチン濃度と多量体アディポネク
チン濃度をプロテアーゼ前処置併用 ELISA

法（第一化学薬品㈱）にて測定し、総アディ
ポネクチン中に多量体アディポネクチンの
占める割合（HMW 比）を算出し、比較した． 

さらに、本研究期間のうちに、心不全患者
において血中アディポネクチン濃度が血清
中の脳性利尿ペプチド（BNP）と相関するこ
とが内科領域の研究より明らかとなってき
た。このことから、本研究でも血清中の BNP

濃度を EIA 法にて測定した。この測定結果に
ついては妊娠高血圧腎症・正常妊婦双方の結
果を合わせ、総アディポネクチンおよび多量
体アディポネクチンとの相関を検討した． 

 

(2) 脂肪細胞培養系を用いた BNP によるアデ
ィポネクチン分泌亢進作用の基礎的な証
明（(1)の追加実験） 

 
BNP のアディポネクチン分泌に与える作

用をより明らかにするため、以下の方法で追
加実験を行った。 

ヒト皮下脂肪前駆細胞（CA802s05a・東洋
紡㈱）を 96 ウェルプレート上で 0.5×104 個
/ウェルで培養し、分化培地（東洋紡㈱）にて
脂肪細胞へと分化させた。血清微添加培地に
変更し、BNP を異なる濃度で添加して４時間
および２４時間培養した。また BNP の阻害
剤 A71915 添加の効果も検討した。上清中の
総アディポネクチン濃度を ELISA 法（第一
化学薬品㈱）にて測定した． 

 

(3) 満期胎盤絨毛細胞の低酸素・高アディポ
ネクチン培養における細胞活性・細胞死
とサイトカイン・プロテアーゼ産生に関
する検討 

 
同意を得た正常妊娠の満期予定帝王切開

症例から胎盤を採取し、血液や血管、脱落膜
などを十分除いた上で細切した．Trypsin で
分解した後、Percoll 法にて Cytotrophoblast

分画（絨毛細胞）を抽出した． 

分離された絨毛細胞を fibronectin プレー
ト上で一晩培養後、5%・0.1%の低酸素環境
下と、100ng/ml～10µg/ml のリコンビナン
ト・アディポネクチン添加下でそれぞれ 24

時間培養した． 

培養後の細胞の活性を MTT アッセイにて、
また細胞死の発生を LDH cytotoxicity アッ
セイにて検討した。上清中の IL-1β、IL-4、
IL-6、IL-8、IL-10、MMP-2、MMP-9、TIMP-1、
TIMP-2、PlGF、Total / Active PAI-1 濃度に
ついて、 SearchLight® Multiple ELISA 

assay (Thermo Fisher Scientific, MA) にて
検討した． 

 

(4) 絨毛癌細胞系を用いた絨毛細胞の浸潤
能・分化能に与えるアディポネクチンの
影響に関する検討 

 
絨毛癌細胞系 JAR および JEG-3 をコンフ

ルエントになるまで培養した後、下層にリコ
ンビナント Adn を 10μg/mL～1ng/mL で添
加した 8μm 孔の MatrigelR 塗布トランスウ
ェル（Invasion Assay kit, BD Inc.）で 24 時
間培養した。下面に浸潤した細胞数をカウン
トし、浸潤能につき比較検討した． 

また、絨毛癌細胞系 BeWo を用い、フィブ
ロネクチン・コートされた 24 ウェルプレー
ト上で Confluent になるまで培養した後、
Wound Healing Assay を行って 24 時間観察
し、その Migration を検討した． 

 
４．研究成果 
 

(1) 妊娠高血圧腎症および妊娠糖尿病妊婦に
おける多量体アディポネクチンおよび脳
性利尿ペプチド（BNP）濃度の測定 

総アディポネクチンは既報同様、正常妊娠
で著明に低下し、妊娠高血圧腎症で有意な上
昇を認めた。妊娠前の肥満に基礎値の違いを
除外するため、妊娠前 BMI が 25 以下の症例
に限定しても、同様の傾向を示した。 

多量体アディポネクチン比は、正常妊娠で



 

 

低下したが、肥満のない症例に限定するとこ
の有意差は消失し、アディポネクチン活性の
違いが、妊婦でも脂肪細胞により能動的にコ
ントロールされている可能性が示唆された。
妊娠高血圧腎症では多量体アディポネクチ
ンの比率も上昇していることが示され、分泌
量だけでなくその活性も上昇していること
がわかり、病態における作用がより強く推察
された。 

BNP については妊娠高血圧腎症で上昇傾
向を示し、特に肥満例を除いた検討では有意
な上昇を認めた。相関を検討したところ、総
アディポネクチン濃度は BNP と相関しなか
ったが、HMW-Adn 比は BNP と正の相関を
示すことが明らかとなり、尐なくとも脂肪細
胞の機能の面で、BNP がアディポネクチン産
生に影響を与えていることが強く示唆され
た。 

 

妊娠糖尿病妊婦において、総アディポネク
チン値(μg／mL)はコントロール不良の妊娠
初期には異常低値をとり、良好なコントロー
ルとなってからは正常妊婦の 90 パーセンタ
イル下限値をとることが明らかとなり、妊娠
中のインスリン抵抗性をよく反映している
可能性が示された。 

 

(2) 脂肪細胞培養系を用いた BNP によるアデ
ィポネクチン分泌亢進作用の基礎的な証
明（(1)の追加実験） 

 

 ４時間培養された脂肪細胞において、BNP

の1nMおよび100nMの添加は有意にアディ

ポネクチン濃度(ng/mL)を上昇させた。この
上昇は阻害剤により阻害されたことから、こ
の作用が BNP によることが確認された。こ
れに対し、２４時間の培養では同様の傾向は
あるものの、有意差は認められなかった。
BNP の作用が速効性・短時間であることが考
えられ、また脂肪細胞が通常の状態でアディ
ポネクチン産生能を持っていることを示し
ている。 

 この基礎的検討から、妊娠高血圧腎症にお
いて認められる BNP とアディポネクチン分
泌の相関は、脂肪細胞レベルでも直接起こっ
ている可能性が明らかとなり、妊娠高血圧腎
症におけるアディポネクチン濃度上昇の機
序の一つが初めて示唆された。 

 

(3) 満期胎盤絨毛細胞の低酸素・高アディポ
ネクチン培養における細胞活性・細胞死
とサイトカイン・プロテアーゼ産生に関
する検討 

 

MTT アッセイ：アディポネクチン添加によ
り、細胞活性は亢進する傾向を示した．この
変化は添加濃度によって変動した。 

 

LDH アッセイ：低酸素環境での培養は細胞
死を抑制する傾向にあった．またアディポネ
クチンの添加濃度によっては、細胞死はさら
に有意に抑制された． 

 

マルチプル・サイトカインアッセイ：微好気
環境での培養により、IL-1βが有意な産生上
昇を示した．これに対し、嫌気性培養では



 

 

IL-6、IL-10、PlGF といったサイトカインの

抑制を認めた．プロテアーゼでは MMP-2／
TIMP-2 系の抑制を認めたが、MMP-9／
TIMP-1 系は変動しなかった．アディポネク
チン添加による影響については、今回有意な
ものは認められなかった． 

低酸素培養により、満期胎盤絨毛細胞の細
胞死は抑制され、いくつかのサイトカイン産
生は低下し、IL-1βのみ上昇を認めた。低酸
素よりもむしろ生理的でない高酸素や活性
酸素が影響する可能性もあり、各種病態にお
ける実際の胎盤環境については更なる検討
を要する。またアディポネクチンはこれらサ
イトカイン産生には直接影響を与えなかっ
たが、細胞活性を上昇させ細胞死を抑制する
効果が示唆された。 

 

(4) 絨毛癌細胞系を用いた絨毛細胞の浸潤
能・分化能に与えるアディポネクチンの
影響に関する検討 

 

Invasion assay：絨毛癌細胞系 JAR は高濃度
のアディポネクチン添加で浸潤能の有意な
亢進を認めた．他方、JEG-3 はむしろその浸
潤能を抑制される傾向にあったが、有意では
なかった． 

 

Migration assay：絨毛癌細胞系 BeWo にお
いて、中等量のアディポネクチン添加で

Migration が有意に抑制された． 

細胞種によりアディポネクチンへの反応
性が異なり、またその濃度についても検討の
必要があるが、細胞の分化・浸潤にアディポ
ネクチンが影響を与える可能性が示唆され
た． 

 

(5) まとめ 
 

正常妊娠では非妊婦に比し、アディポネク
チン値の低下が認められ、生理的インスリン
抵抗性の発現に関与している可能性が考え
られた。特に高活性型多量体アディポネクチ
ンは良い指標となる可能性がある。また、妊
娠糖尿病ではアディポネクチン濃度がイン
スリン抵抗性の臨床的なマーカーとなりう
る可能性が示された。 

さらに、正常・異常の妊娠で Adn の分泌量
と活性の変化が脂肪細胞に起因しているこ
とが強く推測され、血中 BNP 濃度が
HMW-Adn 比と正の相関を示すことが示さ
れ、脂肪細胞培養系による基礎的検討により、
BNP に即時的な Adn 分泌促進作用を確認し
た。このことから、PE における Adn 分泌亢
進は BNP の作用によるものであることが示
唆された． 

また、アディポネクチンの直接的な作用と
して、胎盤の着床部位で初期絨毛細胞につい
てアディポネクチン濃度の変化が着床の過
程に影響を及ぼす可能性が示され、かつ正常
妊娠の満期胎盤ではアディポネクチンの保
護的な作用が明らかとなり、妊娠の正常経過
におけるアディポネクチンの必要性が明ら
かになった。現在のところその作用は濃度や
細胞種により一定せず、さらなる検討が必要
であるが、これらの事実をより詳細に解明で
きれば、今後、妊娠高血圧腎症に加えて妊娠
糖尿病や肥満などに関連する妊娠の不幸な
転帰の一因が明らかにできるかもしれない。 

本研究によるこれらの成果は、妊娠高血圧
症候群におけるアディポネクチン上昇の機
序や、妊娠糖尿病における不妊・不育症の原
因を説明するための重要な基礎的知見を提
供したといえる。 
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