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研究成果の概要（和文）：侵入奇胎となった雄核発生奇胎と自然寛解した雄核発生奇胎由来の絨毛外栄養膜細胞の初代
培養細胞(EVTs細胞)の発現パターンを比較し、侵入奇胎特異遺伝子の同定を目指した。15例の雄核発生奇胎の初代培養
を行ったが、侵入奇胎になった症例は、1例のみであり、当初の目的には十分ではなかった。初代培養を行い純化したE
VTs細胞と培養前の絨毛における、key 遺伝子の発現を比較した。また、絨毛の分化制御に重要であるインプリント遺
伝子のメチル化状態を確認し、EVTs細胞では、p57KIP2の発現が増加しているが、発現増加機序としては、メチル化以
外の制御機構が関連していると考えられた。

研究成果の概要（英文）：We planned to identify the specific gene of invasive mole development, compared th
e expression pattern of primary culture cell of extravillous trophoblasts between the case of gestational 
trophoblastic neoplasia (GTN) development and the case primary remission. We purified 15 cases of EVTs cel
ls. Among them, only one case developed to GTN. The case that became the invasive mole was not enough for 
the original purpose.
We compared the expression of key genes in the villus differentiation between the purified EVTs and uncult
ured villous tissue. In addition, we confirmed a methylation status of the imprinted gene, KvDMR, which co
ntrolled the expression of p57KIP2. The increased expression level of p57KIP2 was regulated by the possibl
e mechanism except for the methylation of imprinted gene, KvDMR.
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１．研究開始当初の背景 
   
 全胞状奇胎の約 10-30％に続発症が生じる
が、部分胞状奇胎・流産ではほとんど発症し
ないため、真の全胞状奇胎；雄核発生奇胎を
正確に診断することは重要である。しかしな
がら、全胞状奇胎のどの症例が続発症になる
のかを予測する方法はない。 
 胞状奇胎組織の解析から､侵入奇胎の発症
が予測できれば、奇胎後管理に有用であり、
患者にも恩恵がある。侵入奇胎になった胞状
奇胎組織、侵入奇胎にならずに寛解した胞状
奇胎組織を比較によって侵入奇胎に特異的
な因子の探索を考えた。 
 胞状奇胎組織は細胞性栄養膜細胞、合胞体
性栄養膜細胞、絨毛外絨毛細胞、間質細胞な
どの多様な細胞組織で構成されるために、比
較による差が見えにくい。そこで、初代培養
し純化した絨毛外トロホブラスト様細胞
(EVTs)を解析対象に絞り込み侵入奇胎の成
因に寄与する遺伝子を抽出することを計画
した。絨毛外絨毛細胞は、母体に浸潤して行
く最前線の絨毛細胞集団であるため、この細
胞集団に、侵入奇胎になるかならないかの鍵
があるのではないかと予想した。 
 
２．研究の目的 
 遺伝学的に正確に診断された雄核発生奇
胎の奇胎組織および初代培養により得られ
た絨毛外トロホブラスト様細胞(EVTs)にお
ける遺伝子発現をマイクロアレイ法で検討
する。侵入奇胎となった雄核発生奇胎と自然
寛解した雄核発生奇胎、それぞれの EVTs間
の発現パターンを比較し、侵入奇胎特異遺伝
子(タンパク)の同定を目指す。また、侵入奇
胎特異タンパクに対する抗体を用いた免疫
染色法を確立し、胞状奇胎組織切片の免疫染
色による侵入奇胎発症予測の臨床応用を進
める。さらに、これを起点として、侵入奇胎
の成立機序解明を目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) Satoらの初期絨毛初代培養の報告(Blood 
106: 428-435, 2005)に準じて、胞状奇胎の初
代培養を行う。胞状奇胎は STR 多型診断を
行い、雄核発生奇胎のみを発現解析などには
用いる。培養開始 48 時間後に EVT 様細胞
(EVTs)を回収する。初代培養は、１検体を二
分し、通常酸素濃度条件下と低酸素濃度条件
(1% O2)下で並行して行う。回収した EVTs
は、RNA 抽出・タンパク解析用として、液
体窒素で急速凍結させた後に、-80℃の冷凍庫
で使用時まで保存する。また一部 EVTs は、
コラーゲン Iコートカルチャースライド上に
接着させ細胞の純度検定のための免疫染色
（HLA-G）に供する。  
(2)EVTsから RNAを抽出し、cDNAを個別
遺伝子（HLA-G, p57KIP2,  hCG, HIF-1）
の発現をリアルタイム PCR 法で検討する。
培養前の絨毛と純化したEVTs間で比較検討

する。また低酸素下培養と、通常の条件下で
培養純化した EVTs間で比較する。 
(3)純化したEVTsからゲノムDNAを抽出し、
p57KIP2 領域の発現をコントロールしてい
ると考えられる KvDMR 領域のメチル化を
methylation-specific MLPA法で評価した。 
 
４．研究成果 
(1)胞状奇胎の初代培養、EVTsの純化 
 本研究期間に 15 例の全胞状奇胎の初代培
養を行い、EVTs を純化回収した。全症例と
も雄核発生１精子受精奇胎であることを確
認した。15例の中で、侵入奇胎を発症した症
例は１例だけであった。６例では、通常の酸
素条件下での培養だけでなく、低酸素(2%O2)
下の培養を並行して行った。低酸素下の培養
でも、通常の培養条件と同じく、絨毛の初代
培養は可能であり、EVTを純化することが可
能であった。 
 
(2)侵入奇胎特異遺伝子の抽出 
 15例のEVTsからRNAを抽出し、HLA-G, 
p57KIP2, hCG, HIF-1 の発現をリアルタイ
ム PCR法で確認した。1例の侵入奇胎例と、
14例の自然寛解例で、明らかな発現レベルの
差は認めなかった。 
 
(3)EVTsと絨毛の発現比較 
 低酸素(2%O2)と、通常酸素条件下で培養し、
純化回収した EVTs、培養前の胞状奇胎絨毛
において、HLA-G, p57KIP2, hCG, HIF-1の
発現を比較した。hCGは EVTs・低酸素培養
EVTsにくらべて、絨毛で発現量が高かった。
HLA-Gおよび p57KIP2は培養前の絨毛に比
べて EVT・低酸素培養 EVTs で発現が亢進
していることが確認された。HLA-G および
p57KIP2 の発現は低酸素負荷の有無により
変わらなかった。また低酸素負荷により発現
が亢進すると考えられる HIF-1 の発現につ
いても検討したが、mRNAレベルでの変動は
認めなかった(Fig.1)。 

 
(4)p57KIP2 のインプリントコントロール領
域のメチル化解析 
 インプリント遺伝子である p57KIP2 はイ
ンプリントコントロール領域であるKvDMR
のメチル化状態により、その発現が制御され
ていると考えられている。これまでに、われ



われは、雄核発生奇胎では KvDMR領域は非
メチル化ホモ状態になっていることを報告
してきた。EVTsでは p57KIP2の発現が亢進
していたため、EVTsにおける KvDMR領域
のメチル化状態を評価したところ、絨毛細胞
と変わりなく、KvDMR領域は非メチル化ホ
モ状態であった。このことは、EVTs におけ
る p57KIP2 が発現には、KvDMR 領域のメ
チル化ではなく、別の転写調節機構が存在す
ることが推定された。 
 
(5)研究のまとめ 
年間 10例の雄核発生奇胎の初代培養を行い、
2０％が侵入奇胎になる､およそ６例の侵入
奇胎が発生すると見込んだが、この３年間で
胞状奇胎手術を行い、本研究へリクルートさ
れた症例は 15 例であり、侵入奇胎を発症し
た症例は 1例だけであった。このため、侵入
奇胎例と、自然寛解例の比較を十分に行うこ
とができなかった。時間はかかるが、今後も
リクルートを続け、マイクロアレイ解析を行
い、当初の予定であった、侵入奇胎特異遺伝
子の探索を行う予定である。 
一方、低酸素下の培養で EVTsの初代培養は
可能であること、HIF-1の発現に変化は見ら
れなかったことは新知見である。また、免疫
染色レベルで捉えられていた、EVTs での
HLA-G、p57KIP2の発現増加、hCGの発現
低下がmRNAレベルで確認された。 
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