
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

８２６１２

若手研究(B)

2016～2014

妊娠高血圧症候群の発症機序の解明－患者臍帯由来iPS細胞を用いた解析－

To uncover the pathogenesis of preeclampsia.

３０４２００６１研究者番号：

網田　光善（Amita, Mitsuyoshi）

国立研究開発法人国立成育医療研究センター・周産期・母性診療センター・医員

研究期間：

２６８６１３０８

平成 年 月 日現在２９   ８ １４

円     2,900,000

研究成果の概要（和文）： 妊娠高血圧症候群は、妊娠初期の栄養膜細胞（trophoblast）の母体子宮脱落膜への
浸潤不全が病因の一つと考えられている。しかし、本疾患の診断は妊娠２０週以降になされるため、妊娠初期の
疾患発生のメカニズムに対する研究は困難である。本研究の目的は、妊娠高血圧症候群の患者自身の臍帯を用い
て、人工多能性幹細胞（iPS細胞）を樹立したのち、trophoblastに分化させる事で、最終的には妊娠高血圧症候
群に代表されるtrophoblast関連妊娠合併症の疾患モデルを確立し、疾患の発生メカニズムを明らかにする事で
ある。

研究成果の概要（英文）： One of the cause of preeclampsia is thought to be poor placentation 
developed in early pregnancy. Understanding the pathogenesis of the diseases has been hampered by 
inaccessibility to the early stages of human placental tissue. In this study, we examined to derive 
iPSC from human umbilical cord and differentiate into trophoblast. Longer term goal is to generate 
iPSC from umbilical cords of preeclampsia patients to generate abnormal placental models to uncover 
the mechanisms of the disease.
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１．研究開始当初の背景 
 妊娠高血圧症候群は全妊婦の約３～４％に
発生するが、重症化すると、母体の肝機能障
害、腎機能障害や呼吸循環障害を引き起こし、
また、児に対しては、子宮内胎児発育不全や
常位胎盤早期剥離による早産・未熟児で分娩
となるリスクが上昇するなど、母児共に致命
的となりうる重篤な妊娠合併症である。妊娠
高血圧症候群の病因は未だ不明であるが、妊
娠初期に trophoblastの子宮脱落膜への浸潤不
全が起こることにより、後の胎盤血液灌流が
減少し本症が惹起されると考えられている。
しかし、本症の診断は妊娠２０週以降になさ
れるため、臨床検体を用いた、妊娠初期にお
ける発症のメカニズムの研究は極めて困難
である。 
 ヒト胚性幹細胞（ES細胞）に対して、TGF-
ファミリー、とくに bone morphogenic protein 
4(BMP4)を作用させることにより、trophoblast
への分化が誘導されるという報告が、2002
年に Xuらにより初めて報告され（Xu RH, et 
al. 2002 Nat Biotechnol 20(12): 1261-1264）、以
後多くのグループにより、これを支持する結
果が報告されている(Golos TG, et al.(2006), 
Das P, et al.(2007), Schilz LC, et al.(2008), 
Sudheer S, et al.(2012))。我々もヒト ES細胞に
BMP4、ActivinA阻害剤（A83-1）、FGF2受
容体阻害剤（PD173074）を投与することに
よ り 、 多 核 の 合 胞 体 栄 養 膜 細 胞
（syncytiotrophoblast）に分化することを確認
した。 
近年、分化したヒトの線維芽細胞

(fibroblast)に、４種類の遺伝子、OCT4、SOX2、
KLF4、cMYC を導入することにより、ES 細
胞と同様に多分化能を有する、人工多能性幹
細胞（iPS 細胞）が樹立された。iPS 細胞は
ES 細胞と同様に非常に多くの細胞に分化で
きる多分化能（pluripotency）を有しているが、
ヒト ES 細胞がかかえる「ヒト妊卵を用いて
作成しなければならない」という倫理的問題
を克服できるばかりではなく、元の細胞のエ
ピジェネティックな記憶を引き継いでいる
と考えられるため、様々な疾病の病因究明、
新薬の開発、あるいは再生医療に用いること
ができるのではないかと期待されている。 
以上のような学術的背景があり、iPS 細胞
もヒト ES 細胞同様の方法を用いて、特定の
細胞に分化を誘導することができると考え
られるが、これまでのところ、BMP4 を用い
て iPS細胞から trophoblastを分化誘導したと
いう報告はない。 
臍帯は胎盤同様、胎児の付属物であり、妊
娠高血圧症候群の症例の臍帯から iPS細胞を
作成することにより、本症に伴うエピジェネ
ティックな変化を記憶しつつ、多分化能を有
する細胞を作成可能である。さらに、臍帯由
来の iPS 細胞に BMP を作用させることによ
り、妊娠高血圧症候群の疾患モデルとなる
trophoblast が作成できるのではないかと考え

た。 
 
２．研究の目的 
（１）ヒト iPS細胞にBMP4およびActivinA
阻害剤（A83-1）、FGF2 受容体阻害剤
（PD173074）を投与することにより、ES細
胞と同様に trophoblast に分化することを確
認すること。 
（２）妊娠高血圧症候群患者および、正常妊
娠のヒト臍帯由来の fibroblastから iPS細胞
を作成したのち、trophoblast に分化させる
ことにより、正常妊娠と妊娠高血圧症候群患
者における trophoblast の違いを検討するこ
と。 
 
３．研究の方法 
（１）倫理委員会の承認後、患者から書面で
の同意を得た後、大学病院（University of 
Missouri）にて分娩した患者から臍帯を採取
し、ヒト臍帯由来の fibroblastを培養した。
Okita らが確立したプロトコールを用い
(Okita K, et al. 2011 Nat Method)、得ら
れた fibroblastにエレクトロポーション法を
用いて plasmid遺伝子を導入し、iPS細胞を
作成し以下の実験を行った。 
①ヒト胚性幹細胞（ES 細胞）および iPS
細胞に BMP4、および BMP4＋A83-1、
PD173074（BAP）を投与し、形態学的変化
を観察した。 
②BMP4、BAP 投与時の培養液中の、

syncytiotrophoblastのマーカーである、ヒト
胎盤絨毛性ゴナドトロピン（hCG）とプロゲ
ステロン（P4）の濃度を ELISA法を用いて
計測した。 
（２）倫理委員会の承認後、2014 年 2月 1日
～2015 年 5 月 31 日までに山形大学医学部附
属病院で分娩した患者のうち、書面での同意
を得られた正常妊娠 57 例と妊娠高血圧症候
群 11 例から分娩後臍帯を採取し培養を行っ
た。臍帯採取後、1日以内に 48well 組織培養
ディッシュで5mm大にカットした臍帯を培養、
1～3週間継続した。Fibroblastの発生が確認
されたら、組織培養用 25ml フラスコ、つい
で 75ml フラスコへと順次継代し、十分量の
fibroblast が得られたものは凍結保存した。
正常妊娠由来、および妊娠高血圧症候群由来
の臍帯で fibroblast発生までの日数、発生数、
最終的に fibroblastの保存に至った症例の割
合を比較検討した。 
 
４．研究成果 
（１）作成した iPS細胞における、多分化能
のマーカーである、POU5F1、NANOG、
SSEA-4、TRA-1-60が発現を、免疫蛍光染色
法にて検討した。ES 細胞と同様に、iPS 細
胞でも均一にこれらのマーカーの発現を認
め、今回作成した iPS細胞が多分化能を有し
ていると考えられた。 
次に、ES細胞、および iPS細胞に BMP4、

BMP4＋A83-1、PD173074（BAP）を投与



し、形態変化を観察した。形態変化は BAP
投与開始後２日目から、BMP4単独投与では
3日目から観察され、BAP投与では６日目に
は、多核で大型の細胞が確認できるようにな
った（図 1）。この細胞は、免疫蛍光染色で
torophoblastマーカーである、絨毛性ゴナド
トロピン（CGA）、サイトケラチン 7（KRT7）
が陽性であること、また、核は GATA2 が陽
性であることが確認された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1 BAP 投与 6 日目の ES 細胞および iPS 細胞 
 
次に、これらの細胞が胎盤性ホルモンを産
生しているかを確かめるため、培養液を連日
採取し、培養液中の hCGおよび P4の濃度を
ELISA法で測定した（図２）。iPS細胞、ES
細胞とも、BMP4、BAP 投与により、hCG、
P4を産生した。iPS細胞と ES細胞を比較し
た場合、BAP投与では hCG、P4ともに投与
5 日目から検出されたが、両ホルモン産生の
ピークは iPS細胞では投与 7日目、ES細胞
では投与 8日目と、iPS細胞のほうが早くピ
ークを迎えた。一方、BMP4を単独投与した
場合、ES細胞、iPS細胞ともに、hCGと P4
産生のピークは投与 8日目で両者に差は認め
られなかった。ES 細胞、iPS 細胞ともに、
ホルモン濃度は BMP4 単独投与時に比べ、
BAP投与時に高値となった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2 BMP4、BAP 投与による ES 細胞と iPS 細胞の
胎盤性ホルモン産生の推移 
 
以上の結果から、ヒト臍帯 fibroblastから

産生した iPS 細胞は、ES 細胞と同様に、
BMP4 あ る い は BAP 投 与 に よ り 、
trophoblastに分化することが示唆された。 
 
（2）正常妊娠および、妊娠高血圧症候群の
患者由来の臍帯を採取した。研究期間内に正
常妊娠（NP）57 例と妊娠高血圧症候群（PIH）
11 例から臍帯を採取した。それぞれの年齢、
分娩週数、分娩方法を示す（表 1）。年齢、分
娩週数は両群間で差は認められなかった。分
娩方法（帝王切開（CS）、自然分娩（NVD））
を比較すると、NP群 22/57(38.5%)に対して
PIH群9/11(81.8％)とPIH群で帝王切開分娩
が多かった。 

 
表 1 正常妊娠群（NP）と妊娠高血圧症候群（PIH）
の比較 
 
臍帯採取後、１日以内に培養を開始し、培
養開始日から fibroblastが発生するまでの日
数を比較したところ、NP群では 11.63±1.89
日で発生するのに対し、 PIH 群では
13.45±2.58日と約 2日発生が遅く、統計学的
に有意差を認めた。 
 また、1 症例あたりの培養ディッシュ
48well中の fibroblastの発生がみられたwell
の数を比較したところ、NP 群 10.21±7.47、
PIH群 6.63±5.98と、有意差を認めないもの
の、NP群で多い傾向が認められた。 
 更に、最終的に fibroblastを凍結保存でき
た割合を比較すると、NP 群では 46/57
（80.7％）の症例で凍結保存が可能であった
のに対し、PIH 群では 6/11(54.5%)の症例で
凍結保存できたのみで、およそ半分の症例で
は fibroblastが発現しないか、十分な細胞数
が得られなかった（図 3） 

図 3 NP 群、PIH 群それぞれの fibroblast 獲得症
例数 
 



（３）以上の結果から以下のことが明らかと
なった。 
①ヒト臍帯由来の fibroblast から作成し
た iPS 細胞は、ヒト ES 細胞と同様に、BMP4
あるいは BAP を投与することにより、
trophoblast へと分化することが示唆された。 
②正常妊娠、および妊娠高血圧症候群患者
の臍帯を比較すると、fibroblast の発生率は
妊娠高血圧症候群由来の臍帯で低値となり、
また発生までの日数も妊娠高血圧症候群由
来の臍帯で長くなった。 
 本研究期間内には、妊娠高血圧症候群由来
の臍帯が十分に獲得できなかったこと、およ
び、獲得できた臍帯からの fibroblast の発
生率が低かったことから、妊娠高血圧症候群
の臍帯由来からのiPS細胞を利用した疾患モ
デル作成には至らなかった。しかし、
fibroblast 発現の段階で、すでに正常妊娠由
来の臍帯と差を認めたことを考えると今後
症例を蓄積し、十分量の疾患由来の
fibroblast を得ることができれば、妊娠高血
圧症候群の特徴を有したtrophoblastの作成
すなわち疾患モデルの作成ができるのでは
ないかと期待される。 
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