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研究成果の概要（和文）：絨毛外栄養膜細胞（EVTs）から上清に放出されたexosomeをExoQuick-TCで抽出するこ
とができた。EVTsにおけるHMGA1は胎盤形成に関与し，妊娠高血圧症候群（HDP）患者由来EVTsでは細胞外に放出
され遠隔臓器に運搬されることによって病態形成に関与している。抽出したexosomeに対してproteosome assay
を行ったところHMGA1蛋白の発現が増加していた。さらにPrincipal component分析・Protein-protein 
interaction ネットワーク解析によって複数個のハブ蛋白がHDPの病態形成に関与していることを発見した。

研究成果の概要（英文）：Exosomes released into the supernatant from extravillous trophoblast cells 
(EVTs) could be extracted by ExoQuick-TC, and HMGA1 in EVTs is involved in placentation, and in EVTs
 from HDP patients it is involved in pathogenesis by being released extracellularly and transported 
to distant organs. Proteosome assay of the extracted exosomes showed increased expression of HMGA1 
protein. Furthermore, we found that multiple hub proteins are involved in the pathogenesis of HDP by
 analysis of the principal component and the protein-protein interaction network.

研究分野： 周産期医学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によってHMGA1が妊娠高血圧症候群の病態形成に重要な役割を果たしていることが分かった。さらにHMGA1
は絨毛細胞の核から細胞質内・細胞外に放出されて病態形成に関与していることがわかった。これは世界的にも
報告のない発見であり，学術的に非常に重要な意味を持つ。
HMGA1が妊娠高血圧症候群の病態形成に関与しており，特にHMGA1の核外そして細胞外への放出が重要であり，こ
の過程をdeoxycholic acid（DCA）がWNT/Cat系を介して促進することが分かった。従って，これらの作用をさら
に解析することによって病態改善の手段を手に入れることができるかもしれない。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 
１．研究開始当初の背景 
 妊娠高血圧症候群（HDP）の病態形成は Two-stage theory によって理解される様になり，着
床期における 1st stage では絨毛外栄養膜細胞（EVTs）による脱落膜・子宮筋層への浸潤が障
害された結果，らせん動脈の remodeling が障害され，妊娠中期以降の 2nd stage において血流
障害に伴う胎盤形成不全によって胎盤から産生される sFlt-1 をはじめとする血管新生障害因子
や血管収縮因子が母体血中に放出されて多臓器不全が生じると考えられた。1st stage における
EVTs の増殖・浸潤は正常妊娠における胎盤形成において非常に重要な役割を果たしている。そ
して，HDP ではその過程が障害されていることが分かっている。しかし，そのメカニズムにつ
いてはよく分かっていない。我々は，転写因子であり癌の増殖に関与している high mobility 
group AT-hook 1 （HMGA1）に注目して研究を行ってきた。そして，先行研究によって HMGA1
が妊娠高血圧症候群で核外に移行することによって EVTs の増殖・浸潤が障害されていること
を発見した。最近，蛋白や DNA あるいは RNA が細胞外に放出され遠隔臓器に作用するには分
解・代謝を防ぐために exosome を含む細胞外小胞（EVs）に含まれた状態で輸送されるメカニ
ズムが知られている。HMGA1 も exosome に含まれた状態で遠隔臓器に運搬されている可能性
がある。 
 
２．研究の目的 
HMGA1 を含む蛋白が遠隔臓器に作用するには直接組織に運ばれて作用するか，もしくは，EVs
に含まれた状態で運ばれるかのいずれかの手段が必要である。しかしながら，全身の多くの臓器
に一斉に作用するには EVs によって運搬されるメカニズムが合理的である。我々は，HMGA1
が遠隔臓器に作用するメカニズムについて検討することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
1）HDP モデルマウスの改良作成：受精卵を卵管から採取し，培養することによって多数（100 個

前後/実験）の胚盤胞を得ることができる様になった。これにアデノウイルスを用いて免疫応
答を活性化させる CD40L を infect させ，HDP モデルマウスをコンスタントに作成できる様に
なった。 

2）HDP モデルマウスの受精卵移植後 3日目に屠殺し，子宮を取りだして受精卵周囲の状態を HE
染色し顕微鏡下に確認した。さらに免疫染色で HMGA1 の局在を確認した。 

3）HDP 患者胎盤組織を HMGA1 に関して免疫染色を行った。 
4）母体血漿中 HMGA1 濃度を ELISA によって測定した。 
5）2% O2 の低酸素環境（着床期の生理的な酸素濃度）で deoxycholic acid（DCA：0.5mM）を EVTs

（HTR8/SV40neo）に添加して 24 時間培養し，ELISA で上清中の HMGA1 濃度を測定した。 
6）2% O2 の低酸素環境（着床期の生理的な酸素濃度）で deoxycholic acid（DCA：0.5mM）を EVTs

（HTR8/SV40neo）に添加して 24 時間培養し，上清から exosome を抽出し，DIA-proteome assay
を行い HMGA1 の exosome における濃度変化を測定した。さらに，exosome における重要なハ
ブ蛋白を解析抽出した。 

7）DCA による EVTs への影響における細胞内 signaling pathway を解析するため，WNT/βcatenin
の変化について western blotting・RT-PCR を用いて検討した。 

 
 
４．研究成果 
1）HDP モデルマウスをコンスタントに作成できる様になった。以前のモデルマウスでは子宮内

から胚盤胞を抽出していたため一度に採取できる胚盤胞数が多くて 10〜20 個と少なく，実験
を定期的に行うことができなかった。現在は，卵管から受精卵を採取し，in vitro で培養す
ることによって一回の実験に 80〜100 個の胚盤胞をもちることができる様になり，定期的に
実験を行うことができる様にな
った。 

2）HDP モデルマウスの着床期にお
ける子宮に対して HMGA1 の免疫
染色を行った。その結果，HMGA1
は核内から細胞質，さらに，細胞
外にも放出されていた（Fig1）。 

3）HDP 患者の胎盤では EVTs の核内
から細胞質に HMGA1 が放出され
て い る こ と が 確 認 さ れ た
（Fig2）。この現象は正常妊娠胎
盤では認められないことから



HDP の病態に関与していることは
明らかだった。そこで EVTs の細胞
外への HMGA1 の移行について検討
を行った。 

4）正常妊婦と HDP 患者血漿における
HMGA1 濃度を ELISA によって測定
したところ，HDP 患者において
HMGA1 が有意に高値を示した。この
結果，胎盤内の HMGA1 は HDP にお
いて胎盤内から血管内にも放出さ
れていることが分かった。 

5）ヒト EVTs 細胞株（HTR8/SV40neo）
を sub confluency になるまで培養し，低酸素状態で DCA を添加した。（DCA は核外に HMGA1
を放出することを確認済み）培養上清の HMGA1 濃度を ELISA によって測定したが，低濃度で
あり control との間に差を認めなかった。 

6）同様にヒト EVTs 培養し，低酸素状態で DCA を添加し，培養上清から exosome を抽出した。表
面抗原によって exosome であることを確認し，exosome 内のタンパク質量を DIA proteome 
assay によって解析した。exosome 内の HMGA1 は著明に増加した。さらに，他の high mobility 
group 系タンパク質では HMGN1 が HMGA1 よりも著明な高値を示しており，HDP の病態形成に
関与している可能性が考えられた。 

7）上述の様に上清から抽出した exosome に対して DIA proteasome assay を行い，high mobility 
group 系以外の蛋白の解析を行い，ハブ蛋白を抽出した。 

8）HMGA1 による細胞内 signaling pathway を解析するために，細胞内 Wnt/βcat 系の変化に
ついて検討を行った。RT-PCR では HMGA1 siRNA によって Wnt5a mRNA が減少したこ
とから，HMGA1 の下流に Wnt5a が存在していることが分かった。また，western blotting
によってβcatenin の発現が DCA の刺激によって増加したことから，HMGA1 の作用には
Wnt5a/βcat が重要な役割を果たしていると考えられた。 
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