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研究成果の概要（和文）：エンドセリン-1(ET-1)は強力な血管収縮作用をもつ血管作動性物質で

ある。本研究は、ET-1 のウシ妊娠中の胎盤機能の局所調節機構における生理的役割を明らかに

することを目的とした。本研究では、胎盤組織における ET-1 前駆体、変換酵素および受容体の

タンパク質発現局在および妊娠期間中の末梢血中 ET-1 分泌動態の解析とともに胎盤組織遺伝

子発現に及ぼす ET-1 の効果を検証した。その結果、ウシ胎盤局所で産生された ET-1 は母体末

梢血中に分泌されるとともに、胎盤機能や血管緊張の調節において、他の血管作動性物質や血

管新生因子との相互作用や胎盤ホルモン産生に関与することにより重要な役割を担う可能性が

示された。 

 

研究成果の概要（英文）：Endothelin-1 (ET-1) is known as a most potent vasoconstrictor and 
participates in feto-placental growth and development during pregnancy. The aim of this study was to 
investigate physiological role of ET-1 in the regulation of placental function during pregnancy in cattle. 
The results of present study demonstrate that ET-1 is locally produced in bovine placenta and secreted 
into maternal circulation during pregnancy. In addition, ET-1 interacts with various vasoactive peptides, 
angiogenic factors and placental hormones within bovine placenta. These findings suggest a crucial role 
of ET-1 in the regulation of placental function and involvement of vasoactive substances including ET-1 
on maintenance of bovine pregnancy. 
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１．研究開始当初の背景 

哺乳動物では、受精した胚が子宮に着床して

胎盤が形成され、胎盤を介して胎仔の発育が

維持される。現在、乳牛および肉牛の生産現

場において受胎率低下が深刻な問題となっ

ており、受胎成立および受胎後の胎仔成長を

維持するための子宮・胎盤機能は、繁殖成績

に大きく影響する要因の一つと考えられて

いる。したがって、種に特異的な胎盤の生理

メカニズムを解明する基礎的研究は、早産や

流産を防止し正常な妊娠を維持するための

新たな知見と新規技術の開発基盤の提供に

不可欠である。胎盤は発達段階において非常

に高度な血管網を構築する。近年、ウシの胎

盤発達における血管系の重要性が注目され、

血管網構築に様々な血管新生因子が作用し

ていることが明らかとなった。一方で、血管

作動性物質を中心とする、血管の収縮や拡張

などの血管機能の調節を司る因子の妊娠期

間を通した胎盤機能調節における役割は不
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明である。強力な血管収縮作用をもつ血管作

動性物質であるエンドセリン-1（ET-1）は、

ウシ胎盤において妊娠期間を通じて二核細

胞に mRNA が発現している。ウシなどの反芻

類胎盤に特異的な細胞集団である二核細胞

は、全栄養膜細胞数のうち約 20%を占め、様々

なホルモンや成長因子に加えて胎盤特異的

ホルモンである胎盤性ラクトジェン(PL)、妊

娠関連糖タンパク質(PAG)やプロラクチン関

連タンパク質(PRP)を産生し、妊娠維持や胎

仔成長のための胎盤機能の中心を担う。した

がって、ET-1 はウシ胎盤において血管機能調

節のみならず、胎盤局所で産生される生理活

性物質や成長因子と相互作用することで、内

分泌機能調節などにも関与していることが

強く示唆される。 

 

２．研究の目的 

本研究は、主要な血管作動性物質である ET-1

に着目し、ウシ妊娠中の胎盤機能の局所調節

機構における生理的役割を、以下の生体レベ

ルおよび組織レベルでの生理機能の解析を

行うことで明らかにする。（１）ウシ胎盤に

おける ET-1 系の発現局在を明らかにするた

め、ET-1 前駆体、変換酵素および受容体のタ

ンパク質発現局在を免疫組織化学法により

解析する。（２）ウシの妊娠経過に伴う ET-1

を含む血管作動性物質の分泌動態を明らか

にするため、妊娠期間中の末梢血中における

血管作動性物質分泌濃度を測定する。（３）

ウシ胎盤における ET-1 の胎盤機能調節機構

に及ぼす影響を検証するため、ウシ生体から

摘出した胎盤外植片への ET-1 および受容体

アンタゴニスト処置による胎盤組織の遺伝

子発現の変化を解析する。受胎成立と正常な

妊娠を維持するための胎盤機能の生理的メ

カニズムの解明に寄与する新たな知見と、受

胎率向上に向けた新規技術の開発基盤を提

供することを目的とする。 

 

３．研究の方法 

（１）ウシ胎盤における ET-1 系のタンパク

質発現局在の解析 

食肉処理場より採取した胎仔頭臀長約 100cm 

（妊娠約 250 日齢）のウシ胎盤を、ホルマリ

ン固定の後にパラフィン包埋し、7μm厚の切

片を作成した。免疫組織化学法により ET-1

前駆体 (PreproET-1)、ET 変換酵素 (ECE)、

ET 受容体 A (ETAR)および ET 受容体 B (ETBR) 

のタンパク質発現局在を解析した。 

（２）ウシ妊娠期間中の末梢血中における血

管作動性物質分泌動態の解析 

人工授精により受胎させたホルスタイン種

未雌牛 8 頭、および胎盤形成に異常が多発す

ることが報告されている、体細胞クローン胚

を受胎したホルスタイン種雌牛 5頭から、妊

娠期間（約 9 ヶ月）を通して月に一度採血を

行い、市販の ELISA キットを用いて 3種類の

血管作動性物質（ET-1、アドレノメデュリン

(AM)、アンジオテンシン II（AngII））の血中

濃度の変化を測定した。 

（３）胎盤外植片培養を用いた、ET-1 がウシ

胎盤機能調節機構に及ぼす影響の検証 

強力な血管収縮因子である ET-1 が、ウシ胎

盤局所の血管作動性物質および胎盤ホルモ

ンの遺伝子発現に及ぼす効果を検証するた

め、妊娠 150 日齢のウシ 4頭から採取した胎

盤を裁断した外植片に、ET-1 単独(0, 1, 10, 

100nM)、ET-1 (100nM) + ETAR アンタゴニス

ト (BQ123, 1000nM)、ET-1(100nM) + ETBR ア

ンタゴニスト (BQ788, 1000nM)をそれぞれ添

加し、12 時間培養した。リアルタイム PCR を

用いて、胎盤外植片における、5 種類の血管

作動性物質（AM、AngII、一酸化窒素(NO)、

プロスタサイクリン、トロンボキサン）のリ

ガンド、合成酵素および受容体、2 種類の血

管新生因子（血管内皮増殖因子(VEGF)および

塩基性線維芽細胞増殖因子）および 3種類の

胎盤ホルモン（PL、PAG1、PRP1）の遺伝子発

現の変化を解析した。 

 

４．研究成果 

１）ウシ胎盤における ET-1 系のタンパク質

発現局在の解析 

ウシ胎盤において、ECE は血管内皮細胞と胎

仔胎盤の栄養膜二核細胞にのみ発現が見ら

れた。一方、PreproET-1、ETAR および ETBR

は血管内皮細胞、胎仔胎盤の栄養膜細胞およ

び母体胎盤の子宮内膜上皮細胞に局在する

ことが明らかとなった（図 1）。この結果は、

申請者がこれまでに in situ ハイブリダイゼ

ーションにより解析した mRNA 発現の局在と

一致しており、ウシ胎盤において ET-1 は二

核細胞において前駆体から変換され、栄養膜

細胞や子宮内膜上皮細胞に作用しているこ

とが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1：妊娠 250 日齢ウシ胎盤における、(A) 

preproET-1、(B) ECE、(C) ETARおよび(D) ETBR

のタンパク質の発現局在。 
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（２）ウシ妊娠期間中の末梢血中における血

管作動性物質分泌動態の解析 

ウシ妊娠期間中の末梢血中における ET-1 濃

度は妊娠前期から後期にかけて増加し、AM 濃

度は妊娠後期で増加した（図 2）。これらの血

管作動性物質の血中動態は胎盤における遺

伝子発現動態とほぼ一致しており、胎盤由来

の血管作動性物質が末梢血中に反映してい

ることが示唆された。さらに、体細胞クロー

ン胚受胎牛における妊娠中の血中 AM濃度は、

通常の妊娠牛と比べて妊娠前期および中期

で高いことが明らかとなり、体細胞クローン

胚受胎牛では胎盤の血管作動性物質分泌に

変化が生じている可能性が示された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2：ウシ妊娠期間中の末梢血中におけるエ

ンドセリン-1(ET-1)およびアドレノメデュ

リン(AM)濃度の変化。 

 

（３）胎盤外植片培養を用いた、ET-1 がウシ

胎盤機能調節機構に及ぼす影響の検証 

胎盤外植片において、ET-1 処置は血管作動性

物質である AM とその受容体および内皮型 NO

合成酵素 (eNOS)の mRNA 発現を刺激した。

eNOS mRNA は ET-1 と BQ123 の共添加では発現

が刺激されたが、ET-1 と BQ788 の共添加では

発現が刺激されなかったことから、シグナル

は ETBR を介していることが示唆された。ま

た、血管新生因子 VEGF と胎盤ホルモンであ

る PLおよび PRP1 の mRNA 発現を刺激した（図

3）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3：ウシ胎盤外植片における、ET-1 処置に

よる eNOS、AM、PL および PRP1 mRNA 発現の

変化。 

 

これにより、ウシ胎盤局所における血管緊張

や胎盤機能の調節において、1）血管作動性

物質は相互作用をしている、2）ET-1 は胎盤

ホルモン産生に関与している可能性が示さ

れた。 
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