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研究成果の概要（和文）： 
妊娠高血圧症候群(PIH)の病態形成には胎盤循環不全による絨毛の低酸素、酸化ストレ

スが関与する。低酸素負荷、酸化ストレスを受けた妊娠初期の絨毛細胞は、FLT1 や ENG
などの抗血管増殖因子の産生を増やし、それが絨毛間腔に分泌され、母体循環中で増加す

ることが母体血管内皮障害の原因となり、PIH の臨床症状の発現につながると考えられて

いる。 
そこで、まず、我々は、妊娠 11 週に絨毛染色体検査を行った症例で、その後に PIH を

発症する症例の絨毛細胞と正常に経過する絨毛細胞で遺伝子発現量に差はないかを検討し

た。結果は、妊娠 11 週の段階で正常妊娠例に比べて FLT1、endoglin、VEGF、TGF-β1
の遺伝子発現量が有意に上昇していた。一方、PlGF、heme oxygenase-1 (HO-1)、
superoxide dismutase (SOD)の遺伝子発現量は有意に低下しており、胎盤形成期の妊娠 11
週にその後に PIH を発症する症例の胎盤にすでにその病態が形成されていることを確認

した。 
次に、我々は、母体血を用いて胎盤の機能的変化を評価する方法を開発しているが、そ

の方法を用いた妊娠高血圧症候群の発症予知の可能性について検討を行った。最初に、妊

娠 15-20 週の臨床症状がない妊婦から末梢血を採取し(n=683)、その後に PIH を発症した

症例(n=62)としなかった症例で、母体血中 cell-free RNA、cellular RNA から血管増殖因

子関連遺伝子である FLT1、ENG、TGF-β1、PlGF などの遺伝子発現量を定量し、発症予

知の可能性を検討した。その結果、cell-free RNA では 7 種類の遺伝子発現量の組み合わ

せで妊娠高血圧症候群の 84％が、疑陽性率 5％で予知できることが分かった。さらに、

cellular RNA においてもほぼ同等な結果を得た。そこで、絨毛で変化を認めた妊娠 11 週

頃の母体血でも同様な検討が可能かを検討した。その結果、FLT1、ENG、TGF-β1 発現

はコントロールに比較し高値、PlGF、placenta specific-13 がコントロールと比較し低値

と、有意な変化を示した。さらに、PIH 発症予知について ROC を描いて検討した結果、

AUC（SD）は、FLT1 で 0.872(0.064)、ENG で 0.966 (0.019)と抗血管増殖因子が特に優

れた発症予知マーカーであり、さらに、それらの組み合わせで、5％疑陽性率水準で 72.3％
の PIH 発症予知が可能なことが分かった。 

これらのことから、母体血中 RNA を分析することで、いままで”Black Box”であった胎

盤の機能的な変化が real-time にモニターできることを示した。また、本法は妊娠高血圧
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症候群やその他の妊娠合併症の病態形成メカニズムの研究にも応用できることが示された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Increased production of placental anti-angiogenic and anti-oxidative factors are 
considered to play a crucial role in the pathogenesis of preeclampsia(PE). These 
placental alterations in women who develop PE in later gestation are thought to begin 
during the first trimester when extravillous trophoblasts remodel into the endothelial 
cells of the spiral arteries. We have observed the in vivo alteration of gene expressions 
in the 1st trimester-trophoblasts from pregnant women who destined to develop PE 
later. This study prospectively collected tissue samples of villous trophoblasts at the 
time of fetal karyotype analysis through chorionic villous sampling (CVS), and 
assessed the mRNA expression of these genes. The results revealed that the expression 
levels of FLT-1, ENG, VEGF, and TGF-β1 were significantly higher in the CVS tissues 
from pregnant women who later developed PE whereas the levels of PlGF, HO-1, and 
superoxide dismutase (SOD) were lower. These findings suggest that the expression of 
genes associated with angiogenesis and anti-oxidant stress have crucial roles in the 
pathogenesis of PE, and that measurement of the expression of these factors in the 
maternal blood may enable the prediction of the onset of PE. 
Fetal/placental RNA circulates in the plasma or cellular compartment of maternal 
blood and it has enabled the development of several promising approaches for 
non-invasive evaluation of placental function. Therefore, to prove the possibility of 
predicting PE by cell-free or cellular RNA in maternal blood, the expression of 7 genes 
including FLT-1, ENG and VEGF were assessed in the blood of pregnant women 
between 15 and 20 weeks. We found that this panel of plasma RNA allows an 84% 
prediction rate for PE with a 5% false positive rate at gestational week 15-20 by means 
of a discriminant analysis model. The same results were detected in the cellular RNA 
in maternal blood. Next, to determine whether the combined distribution of a panel of 
cellular messenger RNA markers at 1st trimester can detect PE long before onset, we 
assessed cellular RNA levels in the pregnant women between 11 and 14 weeks. As 
results, higher values than expected were found for ENG, FLT-1, and TGF-β1, and 
lower values were found for PlGF and placental protein 13. The panel of cellular RNA 
allows an 72.3% prediction rate for PE with a 5% false positive rate at gestational week 
11-14.  
These findings indicate that the analyses of cell-free or cellular RNA obtained from 
pregnant women at early gestation are highly promising methods to evaluate 
alterations in placental function. 
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１．研究開始当初の背景 
 妊娠高血圧症候群(PIH)では、絨毛細胞の
脱落膜への侵入障害、ラセン動脈の血管壁へ
の置換(remodeling)障害により、ラセン動脈
の血管抵抗が十分に低下せず、絨毛間腔への
母体血の流入が阻害され、絨毛が低酸素環境
に曝されることが主要な発症要因となって
いる。また、子宮収縮の影響で絨毛間腔は酸
素分圧の変動が大きく、絨毛は酸化ストレス
を受けることにもなる。その結果、絨毛細胞
は各種サイトカインを産生し、それが母体循
環中に移行し、母体の血管内皮障害を引き起
こし、それが高血圧・蛋白尿などの臨床症状
に繋がると考えられている。近年、絨毛細胞
が分泌する因子の中で特に注目されている
のが、血管増殖因子の Vascular Endothelial 
Growth Factor (VEGFA) や Placental 
Growth Factor (PlGF)の受容体である FLT1
と、同様に血管増殖因子である TGFβ1 の受
容体の endoglin (ENG)である。PIH では、
胎盤での FLT1 や ENG の産生増加に伴い、
母体循環で soluble FLT 1 濃度が増加するこ
とで free VEGFA や free PlGF 濃度は低下す
る。また、母体血中の soluble ENG 濃度が増
加することもあり、母体の血管内皮障害が惹
起される。事実、FLT1 濃度は、PIH の臨床
症状発現の 5 週間前から、ENG は 2-3 ヶ月
前から増加する。また、ラットに FLT1 遺伝
子を導入して過発現にすると PIH の臨床症
状が出現する。また、ENG 遺伝子を導入す
ると血管透過性亢進、高血圧が起こり、ENG
と FLT1 の両者を過発現させると高度な血管
障害、腎症、高度な高血圧、HELLP 症候群
様の病態、胎仔の発育障害が起こることが報
告されている。このように、胎盤で産生され
る ENG と FLT1 の両者が、妊婦の血管内皮
障害の原因となり、PIH の病態形成に中心的

な役割を果たすと考えられる。 
 一方、2002 年、母体血漿中に胎盤の絨毛
細胞に由来する cell-free mRNA が比較的安
定な状態で循環していることが明らかにな
った。我々は胎盤に特異的と考えられる hPL
と hCGβを標的として、母体血漿中でその遺
伝子発現量を測定した。その結果、hPL は妊
娠経過に伴い漸増し妊娠後期にピークを形
成し、分娩後は、急減し 24 時間以内に消失
した。また、hCGβ発現は、妊娠 10 週にピー
クを形成し、以降、漸減した。さらに、それ
らの発現量は、その血漿中蛋白濃度と極めて
よく相関することも分かった(JMG, 2006)。
このことより、母体血漿中 cell-free mRNA
を用いて胎盤機能が評価可能と考えられた。 
 さらに、我々は母体血中細胞成分中にも絨
毛細胞や絨毛細胞の断片が存在し、それを用
いた胎盤の機能評価法を開発し、報告してい
る(JMG, 2006)。これらの cell-free RNA や
cellular RNA を用いた PIH の発症予知は、
FLT-1 や ENG の蛋白濃度に比べ、高感度で
あり、妊娠早期から予知可能と考えられる。 
 以上のような妊婦末梢血漿中に絨毛細胞
に由来する mRNA が定量でき、それを用い
ることで絨毛における遺伝子発現が安定的
にリアルタイムに評価できるという報告は
我々の他にはない。今回の研究では、PIH に
絞り、その胎盤で起こっている病態変化を評
価するために、どの遺伝子をマーカーとして
検査するべきか、また、発症予知にはどのマ
ーカーが最適かを明らかにすることは重要
である。さらに、この方法は、PIH 以外の他
疾患にも応用可能であり、胎盤機能を無侵襲
に評価する方法として周産期医療全体の更
なる発展に大きく寄与する検査法になると
考えられる。 
 



２．研究の目的 
 妊娠高血圧症候群(PIH)の病態を母体血中
の絨毛由来 RNA の発現変化を用いて評価す
ると共に、より妊娠初期に PIH の発症予知を
行うために、どのような遺伝子発現をターゲ
ットにするかを検討し、PIH 発症予知システ
ムを開発することを目的に研究を行う。 
 
３．研究の方法 
A．Cell-free RNA での検討 
①妊娠 15-20週の臨床症状のない妊婦での検
討： 
 
妊娠 15週から 20週の臨床症状がない時期

に妊婦末梢血を採取し(n=683)、その後に妊
娠高血圧症候群を発症した症例としなかっ
た症例で、FLT1, ENG, PAI-1, tPA, VEGFA, 
CRH, PLAC1, Selectin P の遺伝子発現量を
定量し、発症予知の可能性を検討した。この
研究は、インドネシア大学で倫理委員会承認
の下、患者から同意を得て血液を採取した。
血液から血漿成分を分離後、凍結保存し、日
本に輸送後、昭和大学でヒトゲノム倫理委員
会の承諾の下、RNA 解析を行った。 
 
B. Cellular RNA での検討 
①妊娠 15-20週の臨床症状のない妊婦での検
討： 
妊娠 15週から 20週の臨床症状がない時期

に妊婦末梢血を採取し(n=683)、その後に妊
娠高血圧症候群を発症した症例としなかっ
た症例で、上記の遺伝子発現量を定量し、発
症予知の可能性を検討した。この研究は、イ
ンドネシア大学で倫理委員会承認の下、患者
から同意を得て血液を採取した。血液から血
漿成分を分離後、凍結保存し、日本に輸送後、
昭和大学でヒトゲノム倫理委員会の承諾の
下、RNA 解析を行った。 
 
②妊娠 11-14週の臨床症状のない妊婦での検
討： 
 臨床症状のない妊娠 10-14 週(中央値 12 週
3 日)の妊婦を対象に採血を行った。後に PIH
を発症した PIH 群 11 例と正常に経過したコ
ントロール 88 例について、母体血細胞成分
から RNA を抽出し、抗酸化因子、抗血管増
殖因子などの遺伝子発現を定量した。 
 
 
C. 絨毛組織の遺伝子発現変化について 
母体の年齢が 35 歳以上であることを理由

に、絨毛採取を行った妊婦を対象に、余剰絨
毛を凍結保存した(n=90)。この研究のサンプ
ルは、ボローニャ大学病院で倫理委員会承諾
の下、患者の同意を得て採取した。サンプル
から RNA を抽出後、日本に凍結下で輸送し、
昭和大学倫理委員会の承認の下、遺伝子発現

解析を行った。標的とした遺伝子は、血管増
殖因子関連遺伝子である VEGF、FLT-1、
PlGF 、 transforming growth factor-β1 
(TGF-β1)、ENG と、抗酸化因子である heme 
oxygenase-1 (HO-1)、superoxide dismutase 
(SOD)である。 
 
４．研究成果 
A．Cell-free RNA での検討 
①妊娠 15-20週の臨床症状のない妊婦での検
討： 
妊娠 15-20週の合併症のない 683人の妊婦

から血液を採取し、妊娠高血圧症候群をその
後に発症した症例(n=62)と合併症なく正常
に妊娠経過した症例のうち、統計学的に 1:5
マッチでランダムに選んだ310例で遺伝子発
現量を定量した。8 種類の遺伝子発現の中で、
CRH 遺伝子は発現が検出できない症例が多
くあったことから除外し、7 種類の遺伝子に
ついて検討した。その結果、その後に妊娠高
血圧症候群を発症した症例(n=62)で PAI-1、
tPA は、それぞれ 8.9 倍、8.0 倍と増加して
いた。さらに、全ての遺伝子でこの時期に既
に有意に遺伝子発現量が増加していた。そこ
で、ROC curve を用いて、それら 7 種類の遺
伝子発現量による妊娠高血圧症候群の発症
予知の可能性について検討した。その結果、
単一マーカーとしては、FLT-1 が、次いで、
ENG が優れた妊娠高血圧症候群の予知マー
カーであることが分かった。さらに、単一の
遺伝子による予知精度に比較し、7 種類全て
を組み合わせることで、その精度が最大限に
高まることが分かり、その組み合わせで妊娠
高血圧症候群の 84％が、疑陽性率 5％で予知
できることが分かった。 
 
B. Cellular RNA での検討 
①妊娠 15-20週の臨床症状のない妊婦での検
討： 
 妊 娠 高 血 圧 症 候 群 を そ の 後 に 発 症
し た 症 例 (n=62)と 合 併 症 な く 正 常 に
妊娠経過した症例 (n=310)で細胞成分
RNA の 発 現 量 を 比 較 し た と こ ろ 、
FLT1、 ENG、 P-selectin、 PLAC1は
妊 娠 高 血 圧 症 候 群 を そ の 後 に 発 症 し
た群で高値を示し、逆に、PlGFと HO-1
は低値を示した。TGF-β1、VEGF、SOD
に は 有 意 な 変 化 は 見 ら れ な か っ た 。
ROC curveを 用 い て 妊 娠 高 血 圧 症 候
群 の 発 症 予 知 の 可 能 性 に つ い て 解 析
したところ、 ENGが、次いで、 FLT1
が 特 に 優 れ た 妊 娠 高 血 圧 症 候 群 の 予
知マーカーであることが分かった。さ
らに、ENG、FLT1、PlGFと経産か否
かの 4因子の組み合わせで、妊娠高血
圧症候群の 66％が、疑陽性率 10％で予
知可能であることがわかった。  



 
②妊娠 11-14週の臨床症状のない妊婦での検
討： 

PIH 群の各遺伝子発現量の MoM 値（SD）
は、FLT1：2.18 (0.36), ENG：3.26 (1.16)、
PlGF：0.64 (1.04), TGF-β1：1.82 (0.48), 
placenta specific-13：0.70 (1.02)と対照と比
し、有意な差を示した。PIH 発症予知につい
て ROC を描いて検討した結果、AUC（SD）
は、FLT1 で 0.872(0.064)、ENG で 0.966 
(0.019)と抗血管増殖因子が優れた発症予知
マーカーであることが分かった。さらに、そ
れらの組み合わせで、5％疑陽性率水準で
72.3％の PIH 発症予知が可能であった。 
 
C. 絨毛組織の遺伝子発現変化について 
 妊娠 11 週の段階で既に絨毛細胞の
VEGFA、FLT1、TGFβ1、ENG の遺伝子発
現量が有意に高値を示すこと、及び、PlGF
の遺伝子発現が有意に低値を示すこと、さら
に、抗酸化ストレス因子である heme 
oxygenase (HO)-1, HO-2, superoxide 
dismutase (SOD)などの遺伝子発現が全て有
意に低値を示すことが分かった。このことは、
PIH 発症の 6-7 ヶ月前の妊娠 11 週の絨毛で、
抗血管増殖因子の発現が有意に亢進し、また、
抗酸化因子の発現が低下して酸化ストレス
を受けやすい状況になっていることを示し
ている。さらに、PIH の病態がこの時期の絨
毛細胞で既に形成されていることを直接証
明するものである。 
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