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研究成果の概要（和文）：可溶型エンドリン（sENG）は妊娠高血圧症候群（PE)の血清中で増加し、抗血

管新生作用をもつことが知られている.本研究により絨毛外栄養膜細胞(EVT)細胞における低酸素下で

のオートファジー活性化を、sENGが抑制することがわかった.また、p62タンパクはオートファジー欠損株

において蓄積を示し、PEにおけるEVT細胞においてもp62の蓄積を認めたことから、sENGはEVTのオー

トファジー抑制を介して、胎盤形成不全の一因になることが示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）：Soluble endoglin, which antagonizes vascularization, is elevated in serum in 

preeclamptic women. This study showed soluble endoglin inhibited hypoxia-induced autophagy in 

extravillous trophoblasts. Additionally, p62 protein, which is a selective protein degraded by 

autophagosome, accumulated in extravillous trophoblasts in placental bed biopsy samples of 

preeclampsia as well as autophagy-deficient EVT cell lines. Taken together, soluble endoglin-mediated 

autophagy inhibition in extravillous trophoblast was involved in pathophysiology of preeclampsia. 
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１．研究開始当初の背景 

妊娠高血圧症候群 (PE)の病態生理として

2step therory が有力で,初期に絨毛外トロホブラ

スト(EVT)が浸潤不全を起こし .後期で可溶型

Endoglin(sENG)および可溶型 Flt-1 を介して血

管内皮障害が引き起こすとされる.筆者らは,オ

ートファジー（AtP）欠損 EVT を作製し,低酸素下

における EVT 浸潤能亢進に AtP が必須である

ことを証明した.これまで,可溶型 Endoglin および

可溶型 Flt-1 が PIH 発症に関与することが報告
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されているが,その機序は血管新生の抑制メカニ

ズムのみであった.本研究では、ｓENG, sFlt-1お

よび PE関連サイトカインが EVTにおけるAtPに

如何に作用するかを明らかにすることで、今まで

にない新しい観点でPIH病態解明を目指すもの

である. 

 

２．研究の目的 

低酸素下における EVT 浸潤能に必須である

AtP が PE 関連因子（sENG および sFlt-1, TNF-

α, TGF-β等）によって影響を受けるのか？ま

た、影響が出た場合には胎盤形成に必須である

EVT 機能（浸潤および血管リモデリング）に如何

なる影響を与えるのか？を検討する。さらに、そ

れを発展させ実際の PE 胎盤におけるオートファ

ジーの役割および PE 関連因子の影響を明らか

にすることを最終目的とした。 

 

３．研究の方法 

 １）In vitro 実験系：EVT 欠損セルライン 2 種類

における サイトカイン等によるオートファジーへ

の影響の検討  

PE 発症に関わるサイトカインや血管阻害因子

（TGF-β,TNF-α,sEndoglin, sFlt-1）を作用さ

せ、オートファジーの活性を LC3ドット数（AtP活

性化でドット数増加）およびウエスタンブロットに

よるLC3-II/LC3-Ⅰ比（AtP活性化で比が増加）

で評価する。 

2) in vitroEVT 機能評価 

 EVT 浸潤能は Invasion chamber を用い、浸

潤細胞数にて評価を行った。血管リモデリング

能はマトリゲル上での HUVEC 細胞共培養モデ

ルにて検討し、HUVEC（緑色色素）から EVT セ

ルライン（赤色色素）への置換率で評価した。 

3) in vitro 病態モデルへ EVT 浸潤能の評価法

として、実際の脱落膜に類似した環境としてマト

リゲル内への浸潤にて評価した.Invasion 

chamber と違い、EVT 細胞の浸潤の深さを 3 次

元で評価することで、EVT 浸潤を数ではなく深さ

で評価できる点が新しい点である.  

4）in vitro病態モデルから in vivoへ 筆者らは、

これまで流産検体において浸潤表層の細胞と

比較し、深層まで浸潤した EVT 細胞に AtP

（LC3の発現を用いて）発生が観察される結果を

免疫組織学的に確認してきたが、今回 p62（AｔP

抑制にて細胞質内に蓄積する）染色により、妊

娠中期あるいは後期の妊娠高血圧症候群、

IUGR,常位胎盤早期剥離などの胎盤床 EVT に

おける、AtP 活性を評価した. 

４．研究成果 

1．絨毛外栄養膜細胞浸潤におけるオートファジ

ーの役割 

まず初めに Primary EVT 細胞が生理的低酸

素（約 2％酸素）下において、オートファジーが

活性化することを確認した。次に、ATG4B 遺伝

子変異体を発現するレトロウイルスベクター（大

阪大学 吉森保教授より分与）を導入することで、

恒常的オートファジー欠損 EVT セルライン（以

下、AtP 欠損細胞）を作成した。その結果、以下

に示すように通常のオートファジーが起こる細胞

（以下、野生型細胞）では 20%酸素と比較し 2%酸

素刺激によって、浸潤能が亢進するのに対し、

AtP 欠損細胞では 2%酸素刺激による浸潤細胞

数が有意に減少することが分かった。 

 

同様に浸潤の深さを３次元培養にて評価した

ところ（下写真）、AtP 欠損細胞では 2%酸素下で

の浸潤深度が野生型に比し有意に減少すること

が分かった。 



 

また、血管リモデリング能を評価したところ、図

5Bの如く、EVTによるHUVEC細胞の置換率(12

時間）は、AtP 欠損細胞において有意に低下す

ることが明らかとなった。

 

 

これらのことは、低酸素刺激によって活性化

する EVT 機能（浸潤、血管リモデリング）にオー

トファジーが重要な役割を持つことを示している

。 

 

2．可溶型エンドグリン(sENG)によるオートファジ

ー抑制と臨床病態への影響 

PE とオートファジーの関係を検討するため、

PE 関連因子（TNF-α、TGF-β、可溶型エンド

グリン、可溶型 Flt-1）のオートファジーへの影響

を検討した。 

 

上図の如く、野生型細胞におけるオートファジ

ーは低酸素で活性化したが、sENG 存在下で有

意にオートファジーが抑制された。機能解析に

おいて、 

 

低酸素下で亢進する野生型細胞の EVT浸潤

は、低酸素下 sENG 存在下では、浸潤が有意に

抑制された（上図左）。一方で、AtP 欠損細胞の

浸潤に sENG は影響を与えなかった（上図右）。 

 

さらに、野生型細胞の血管リモデリングは、

sENG 存在下で有意に抑制された（上図）。 

次に、臨床検体とオートファジーの関与を検

討するため、胎盤床（胎盤が付着している子宮

筋層）の EVT 細胞における p62 タンパク発現を

検討した。p62 はオートファジーによって分解さ



れる基質で、オートファジー抑制により蓄積する。

その発現を解析したところ、PE 症例の EVT にお

ける p62 陽性細胞率は、正常妊娠に比し有意に

高値を示した。 

 

これは、PE の EVT 細胞においてオートファジ

ーが抑制されていることを間接的に示唆してい

る。尚、Villous trophoblast では、このような差異

は認められなかった。 

PE の病態形成は、様々な因子が関与すると

考えられている。その中で、第二ステップに関し

ては、近年血管新生阻害因子が非常に注目さ

れ、それらが原因であることが明らかとなってき

ている。一方で、第一ステップは胎盤形成に重

要と言われながらも、不明な点が多かった。今回

の検討の結果、オートファジーが第一ステップに

関与することが明らかとなった 
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