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要 旨　妊娠中毒卅1（中・毒旻静 の病態形成に お い て 胎盤 の 果たす役割が 大きい と 考え，中毒症胎盤 で起こ っ て

い る変化を明 らか に す る こ とで 中毒症 の 病態解明 を 試み た．

　まず，GerieChip〔Mfyinet ，rix ）を用 い て 妊娠中毒症胎盤 に お け る 遺伝 予発現 の 変化を解析し た．その 結果，
中毒症 胎盤 で は低酸 素に よ っ て誘導さ れ る HIF −1 の 遺伝 了発 現 が有意 に 亢 進 し

， それ が転写囚了 とな っ て

誘導する e嘩 hropoiet1n．　 P．M −L　p21 ，　 IGF −1［，　 IGFBP −1
，
　 heme　oxygenase −1 な ど の 遺伝子発現 が亢進 し

て い た．また，1・1
．
r毒症胎盤で bax

，　 bak，　 bim などの pl
・
o −apop1 〔〕tie な遺伝了

一
が 批nti−apoptotic な遺伝子に比

較 して 優位 に 発現 して い た．こ れ らの こ とか ら．低酸素 ・ア ポ トーシ ス が 中毒症 胎盤 を特徴 づ け る 重要な

因予で あ る と 考え られた．次 に，Laser　Micmdissectlon 法 で 胎盤 か ら純粋 に Syllcyti〔，lr・ephoblasts （S−c 〔，ll）
を分離 し，BD 　Atias　hllman 　L2Karr乱y　I （Clontech）に て そ の 遺伝子発現 の 変化 を検 討した とこ ろ，中毒症

症 例 で PAI−L，　 Heme 　Ox：
rgenase −1 の hypoxia 関連 遺伝子．じ 正spase −3．4，8 の ア ポ トー シ ス 関連 の 遺伝

子，Ileai／　shoc ：k　protein　70，
90 な どの 遺伝了

・
の 発現が亢進 して い た．

　また，胎盤 よ り粘製し た絨毛細胞 を 伽 薗 ？η に低1悛素培養し た 結耒，時間依存性 に TUNEL 陽性細胞数

が増加 した．また ， IIIF−1，　 PAI −1，　 TNF 　aipha の 遺伝子発現 は増加 して い た．さらに，ア ポ ト
ー

シス 関連 の

p53 ，　 baX の 発現 も増強 した．細胞周期関連 の PCNA の 発現 は 著 しく抑制 さ れ た．免疫 染 色 で も i．1」毒 症 胎盤

の C｝totmphobl としsts 優位に p53 ．　 p21，　 PAI−1，
　 bax が 発現 して い た．また，　 Caspase　3 染色，　 TUNEL 陽牲

細胞は S−cell 優位 で あ り，「1：丁毒症胎盤 の S−c：ell に ア ボ トーシ ス が頻発 して い る と考え られ た．

　次 に，胎盤 で 起 こ っ て い る 絨毛傷害を オη ・励 r丿 に 評価する 目的 で 母体 lflL中 の 胎 児 DNA を測定し た．中毒

症患者 母体 醗中に は絨毛由来の 浮遊 DNA が高濃度 で 循環 して お り，絨毛傷害の 強い こ と が証明 さ れ た．こ

の 変化 は 中毒症 が 顕症化す る 以 前 か ら 認め られ ，絨 毛 傷害 が，妊 娠 の 早い II“fvjに す で に起 こ っ て い る こ と

を確認 した．

　以 一Lの こ とか ら，中毒症 で は 絨 毛細 胞 が 慢性 的 な 低 酸 素環 境 1こ曝 さ れ る こ と に よ り， 絨毛細胞に ア ポ

トーシ ス が 起 こ る と考え られ，絨毛細胞の 低 酸素 お よ び そ の 傷害が Ill毒症病態形成 の 重要な ス テ ッ プ で あ

ると考
．
え られた，

　　　　　　　　　 目　　的

　妊 娠 中毒症 （中 毒症）に は 母児 間 の 免疫応 答異

常，遺伝 的 な背景 ， 環 境 因 r一が 病態 形成 の first

step と して 闃 与して い る と考え られ る
11’／／／，

．それ

らが絨毛細胞の 脱落膜へ の 侵人 を阻害し，さ らに ．

絨毛細 胞の ラ セ ン 動脈 の ．1「旺管壁 へ の
．
翻 奐（rem （．）d一
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図 1Laser 　Mi （：mdishectiol1 （LMD ） を用 い た viHous 　trophobla2gt．g の 分離

eling ）も阻害する ため ， 結果 として ，ラ セ ン動脈の

血 管抵抗が低下せ ず ， 絨 毛問腔 へ の rfn流が 障害 さ

れ，胎盤循環障害 と呼べ る よ うな病態が 形成 され

る と考 え られる
1 ．

。こ の 胎盤 に お け る変化が 中

毒症の 病態形成に 重 要な影響を及ぼ して い る と考

え， 中毒症胎盤 に お ける変化 を遺伝
’
r一レベ ル で解

明す る こ とを本研 究 の 課題 と した．

　　　　　　　　　方　 法

　1）GeneChip お よび RT −PCR によ る遺伝子発

現の評価

　重 症 中毒症で そ の 重症化 に よ り妊 娠中断 を要 し

た 3 症例 （HpE ：36 迥 ，
　H ；36 週，　Ilp；30 週｝と正

常 コ ン トロ
ール 3例 （陣痛 未発米の 選択帝王 切開

症例 ：median 　37 週，　 range ：37〜38 週）を対象に

胎盤か ら t〔〕ta1　RNA を扣1出 し ，
　 mRNA を精製 した

後 ，
mRNA 量 を定量 し

， 各症 例 1．5μg ずつ を とっ

て 各群 で 3症 例分 の mRNA を 混和 した ．　 mRNA

は逆転写 した後 ， cRNA を再合成 して GelleChip

（Atl
’
ylnetlix　U95A 　at

’
i
・
ay ）に hyb【

・idizationを　行 ・
二）

た．Hybridizatlon後，　 GeneChip を 洗 浄 し，　 Af

fym 献 428TM血 ray 　Sc  er に て 約 12，000 種 類

の 遺伝子発現
一
量の 解析 を行い ，中毒虹 胎盤 と正常

胎盤 と の 遺伝子発現 の 変化 を比 較 した．発覗変化

の あ っ た遺伝子 に つ い て は TaqMah 　PI
・
obe を用 い

た 定 量 的 RT −PCR 　CABI　prism 　790〔〕T．　 Pll】Biosy　s−

tems）を行 っ た．

　 2）Laser　Microdissection（LMD ）を用 い た vil−

lous　trophoblasts（VT）の分離 ， お よび 遺伝子発現

の検討

　（1） MacroalTay に よ る遺伝 子発現 の 検討

　正 常 妊娠 （n ＝＝4， 37〜38 週）お よ び 重 症 中毒症

（n ＝5，
27〜：38 週）の 胎盤 を対象 と し，帝王 切開後

た だちに胎盤の 凍結包埋組織 を作 成 し，
− 80℃ に

て凍結保存 した．LMD の 当 口に凍結包埋 組織 よ り

8μnl の 厚 さの 薄 切標本 を作成 し，メ タ ノ ー ル 固

定 ， 1・ル イジ ン ブ ル ー染色 の 後，LMD を行 い VT

を回収 した．LMD は Cell　Robotics社製の 装 置を

使用 し，切断 した細胞は，1．asel ・pressure　cell　tr  s−

rer　method で マ イ ク ロ チ ュ
ーブ に 回収し （図 1），

そ こ か ら直接，フ ェ ノ ール ・ク ロ ロ フ ォ ル ム を用

い る
．
占典的な核酸抽出法で RNA 抽出を行 っ た．

mRNA は BD 　 Attas　 Smart 　 cDNA 　 synthesis   t

（Clontech）に て逆転写 し，
　Atlas　Smart 　DNA 　ampli −

fication　Kit（Cl｛〕ntech ）で 36 サ イク ル の DNA 増幅

を行 っ た後 ， 吸光 度計に て DNA 量を定量 した．正

常群 は 4 例か ら等
．
串ず つ 1）NA を混和 し，それを

コ ン トロ ール として 5 例の 中．毒症症例それぞれの

遉伝子発現の 変化を検討 した，Macroarray は BD

Atlas　hunian 　1．2K　array 　l（Clontech）を 使用 し た．

Macroarray の 結果，巾毒症 の 5症 例全例で 2 倍以

L発現が 増強 した遺伝子 を抽出 し， reai −time　PCR

を行 っ た．

　 （2） real −time 　PCR に よ る遣伝子発現の 検討

　 E記検 討で 変化 を確認 した遺伝 r一に つ い て 中毒

症 （n ＝6，
27〜38 週）お よ び 正 常 妊 娠 （ll ＝ 10

，
36

〜40 週）の 胎盤 か ら同 様 に LMD を 用 い て VT を

回 収 し，mRNA を 抽 出 し た 後，定 量 的 RT −PCR

法 （ABI　prism 　79｛〕｛〕T）で ， そ の 遺伝 子 発現 を測定
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し，MaCI’oarray の 結果 を確認 した ．各遺伝 子の 定

量　に　は Assay−on −Demand 　gene
’
cxpl

’
ession 　prod−

ucts （Applied　Biesystems）を用 い た．

　 3）VT で の低酸素負荷 に よる遺伝子発現の 評価

　 選択帝王 切 開時 に 無菌的 に 採取 した 胎盤 を用

い
， Kliman　eL 　aユ．の 方 法（

・
部 改変）に 準 じて VT

の 分離を行 っ た
／tl
。具体的に は胎 盤 を採取 後．卵

膜， r而管 ， 胎盤 母体面 を切除 し， 残 っ た胎盤組織

を生理食塩水で
一
卜分に洗浄 した後 ，

ミ ン ス し ， そ

れに collageiimse を加 え，4 時間培 養し
， 細胞を分

離 した。そ の 後 ， 磁 気 ビ ー
ズ で標 識 した 抗 CD9

抗体，抗 MHC 　class 　I ，
　 H抗休（Miltellyi　Biotec）と

反応 させ ，magnetic 　activateci 　cell　sorter （MACS ：

Miltenyi　Bh ｝Lec）に て 11egative 　selection 　l去で 上 記

の 陰性細胞を 回収 し，
VT として以 ドの 培養実験 に

供 した．

　 VT は 2 分 して 低酸素環境 下 （2％ O，，， 5％ CO 、，

93％ N ，，）お よび CO 、 イン キ ュ ベ ーター
で の 標準環

境 下で培養 し，低酸素負荷に よ る 遺伝 了発現 量の

変化お よび DNA の 断片化 （TIJNEL 染色，　Intergen

C 〔，lnpany ，に つ い て 検討 を行 っ た。

　 4）胎盤の免疫組織化学染色

　免疫組織学 的に中毒症お よび IE常胎盤 で 低酸素

に よ り誘導 される HIF−1（Novrus　Biologicals），PAI−

1（Biogenesis）の 発現 局在を検討 した。また，ア ポ

トー シ ス に 関連 し て
， bcl−2（Nov 〔，casha 　l、〔〕borato−

ries ），　 bax （DAKO ），
　 caspase 　3（Novo 　Castra　Labo −

ratorles ）の 発現局在およ び 1）NA 断片化 を TUNEL

法 （Tntergen　COinpany ）で 評価 した．さ らに ， 細胞

周期調節遺伝子 で あ る p53（Nichirei），
　p21 （BD 　Bi−

oscience 　Phamningen ）に つ い て も同様 に 検 討 し

た．

　 5）母体血漿 中絨毛 DNA の定量

　中毒症 を合併 した妊 婦 82 例 の 申に
， 男児を 妊娠

し て い た症例 が ：34 例 （31．〔1± 7」2 週 ）あ り，そ れ と

採 ltlL時，お よ び 妊 娠分娩経 過 中 に 異常 を認 め な

か っ た 〒E常妊婦 164 例 （：35．8 ± 2．72 週）を対象 に
，

illfOlmled　consellt の もと採 r血を行 っ た．母体 lflLは

EDTA 加で 採取 し，3 時間以 内に 3，000rPmで 面旺漿

成分 を分離 し ， 凍結保存 した．1．5ml の 面［漿 か ら

QIAanlp　DNA 　blood　mini 　kit（Quiagen）を用 い プ ロ

トコ ール に 準 じて （
一

部改変）DNA を抽出 し， 最終

的 に カ ラ ム か ら 50μ1の 精製水 に DNA を溶出 し

だ
丿』・
．Y 染 色 体 特 異 的 な DYS14 遺伝 子を マ ー

カ ー と して 定 量 的 PCR （LigN 　Cycler
，
　 Roche　Di−

agnostics ）を用 い
， 母体血L漿 中胎児 DNA 量 を定量

した
T）S）

．また ， 絨毛 DNA 濃度 と中毒症の 主要 な

症状 で あ る蛋 白尿お よび高血 圧 と の 関係 を多変量

解析 （Gene【
・
al　Lillear　Nlodel解析）を用 い て 検討 し

た．

　 さ らに
， 臨床症状 の な い 妊 娠巾期に ，その 後中

毒症 を発 症 する 症例で 絨 毛傷害が起 こ っ て い る か

どうか を検討す る 目的で ，妊娠 17−・2，1週 の 男児を

妊娠 した妊婦 （n ＝164）か ら採 ii吐を行 い
， 同様に胎

犯 DNA 量 を定量 した．

　本研究 は 当大学 倫埋 委員会の 承認 の もと ， in−

fornied　cotisent を得た うえ で 行 っ た、

　　　　　　　　 成　　績

　1）GeneChip によ る遺伝子発現の評価

　中毒症胎盤で は 3
，
418 種類 の 遺伝子 発現が正常

胎盤 に比 べ ，2 倍以 E増 加 もし くは減少 して い た

（図 2）。それ らの 発現 変化の み られ た遺伝子 の 中

で ， hypoxia に よ っ て 増加 する とされ る IIIF−1遺

伝子 の 発現 は 2．8 倍に 増加 し
，
HIF −1 が転写 因子 と

な っ て 発 現 誘 導 す る erytht
’
opoietin

，
　 PAI −1，

p21 ，　 IGF』 JGFBP −1，　 heme 〔exygenase −1 などの

遺伝子 発現 が 亢進 して い た．細胞周期調節遺伝 r一

で は p27，　 cyclin 　Dl の 発現が低 Fし，
　 checkpoint ，

suppressol
・1 発現が亢進す るな ど細胞周期 を停止

す る ノ∫向で 変化 して い た．ア ポ ト
ー

シ ス 関連 遺伝

子 で は pro −apoptotic な bax，　 bak，
　 bim ，

　 Ap 〔》p−

tosis　inducing　factorな ど の 発現 が ．ヒ昇 傾向 を示

す 一 方 で，anti −apoptotic な bel−2，　 b 〔
・1−Xi．，

FLAME ，　 IGF −1 な どの 発現 量 の 変 化 は 小 さか っ

た．RT −PCR の 結 果，　 HIF−1
，
　 P．4，1−1，

　 TNF 　alpha

の 遺伝 子発現 は ll三常 胎 盤 に比 較 し有意 に 増 加（p

＜ 0．〔〕5，Mann −“’himey 　U−test）し．　 GeneChipで の

結果 を裏づ け た．

　2） LMD を用 い た VT の 分離 ， お よび遺伝子 発

現の検討

　 1．MI ）で 純粋 に 分離 した VT に お け る 遺伝 r一発
現 を Macroarray で 評仙 した （図 3）．　 I　E常妊娠 4 例

N 工工
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　　 　　 図 2　GeneChip にて 解 析 した 妊娠 rl
『r育症胎盤で の 遺伝子発現の 変化

833

正常妊娠

　　　　　　

　　　　　
　　　　　　

　　　　　　
妊娠中髄

　　　　　　

　　　　　　
　　　　　

図 3Laser 　micrudissecti （川 一macr ・
oal

’
r
’
ay 解析 に よ る 妊

　 娠中毒症絨毛細胞 の 遺伝子発現 の 変化

か ら分離 した絨毛を コ ン トロ
ール と して ，中毒症

5 例 の 絨 毛で 発現 が 増強 し て い た の は ， PAI−1，

heme 　oxygenase −1 の hypoxia 関 連 遺 伝 子 ，

Caspase−3，4，8 の ア ポ トーシ ス 関連 の 遺伝 了
．
，

Heat　shock 　pt
’
otein 　70， 90 な ど の 遺 伝子 で あ っ

た ．こ の 結果 を， RT −PCR 法で確認 した結果 ，
　 PAI −

LHeme 　Oxygenase−1の 遺伝 子 発現 は中毒 症 で

高 い 傾 向 を認め た．また ，
Heat　sho 〔kproteill　70

は 有 意 に 発現 が 亢 進 し て い た （p＜ 0．05
，

Mann 一

丶Vhitney 　U −test）．

　 3）VT での低酸素負荷 に よる遺伝子発現の 評価

　胎盤か ら分離精 製 した VT に低酸素負荷 した結

果 ， 低酸素に よ っ て 誘導 され る IIIF−1，　 PN −1 の 遺

伝 r一発現 は増加 し て い た． また，炎症性サ イ トカ

イ ン で あ る TNFalpha の 発現 も増強 した．　 p53，

bax も発現 が 増強 した．　 PCNA 発現 は低酸素培養

で 著し く抑制 され ， 細胞周期 は停 1ヒして い る と考

え られた．培 養細胞 の TUNEL 陽性 率 は 低酸素培

養 した群で 高 く，その 陽性率は経時的に 増加 した．

また，
DNA 　Iadderingも経時的に増強 した．

　 4）胎盤の 免疫組織化学染色

　正 常 の 妊 娠 後 期 の 胎 盤 の 絨 毛 に は Cytotro−

phoblasts （C −cell ）がほ と ん ど消失 して い る に もか

か わ らず 中毒症胎盤 で は多 くの C −cell が 存在 して

い た．また ，
111毒症胎盤に は syncytiai  ots を多

く認め た．免疫染色の 結 果，低酸素に よ っ て 誘導

され る PAI−1，
　 p21 の 発 現 は 中毒症 の C −cell に優
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　 図 ・1 妊娠 中毒症 の 母体血 漿 1．1「絨毛 DNA 濃度

男 児 を 妊 娠 した 妊 婦 1「lr漿 中 で DYSI・1遺伝子 を 定量 し

た．黒 丸 は正 常 妊 婦，白ぬ き は 中毒症 妊 婦 を 表す．

シンポ ジウム

位に 認め られた．また ， bax ， 1〕5：3 も C −cell 優位 に

発現 して い た．Cuspase−3 は中毒症の Syncytiotro−

phoblasts （S−celD 優fL玩に発現 して い た．さ らに，中

毒症 の S−cell ， 特 に Syl／cytial　kllotsの 部分に 多 く

の TUNEL 陽性細胞 を認め た ．

　 5）母体血 漿中絨毛 DNA の 定量

　 図 4 に正常 妊婦 164例 お よび中赤症 34例 の絨

毛 DNA 濃 度 の 妊 娠経過に 伴 う変化 を示す．母体

1鮭漿中絨毛 DNA 濃度は 妊娠経過 に 伴 い 増加す る

こ とか ら，そ の 影響を除 くた め，そ の 濃度分布が

Kolmogorov −Smimov ｛e8t で正 規 分布 し て い る こ

とを確認 した うえ で Multiple　of 　Medla 亘≧（MoM ）値

に変換し ， 絨毛 DNA 濃度を比較 した．妊娠中毒症

を高lfiT．E の み の 中毒症 と高血圧 と蛋 白尿 を合併す

る 中毒症 に分 けて 絨 毛 DNA 濃 度 を比 較 し た 結

渠，コ ン トロ ール 群の MoM 値は 1で あ り， 高血．圧

の み の i11毒症 は 2．9，高1缸圧 と蛋 rl尿 を合併す る巾

毒症 は 4．3 で あ り． コ ン トロ ール 群に 比 し高lflr．圧

と蛋 白尿 を合併す る 中毒症 群 は 有意 に絨毛 DNA

濃 度 が ヒ昇 した（p〈 O．OOI ，
　 ANOVA 　alld　Bonfer−

roni 　post　hoc　test）．さ らに ，　General　Linear　Model

解析を行 っ た結果 ， 絨毛 DNA 濃度に対 し，　di　Fl尿

（p ＝0．001），高血 圧 （p
＝0．002）は それぞ れ独立 し

た因子 として相関 し て お り， そ れぞ れ が絨毛 DNA

の 一L昇 に 及ぼ す影 響 は蛋 白尿 で 2．38， 高 1配圧 で

1．97 で あ っ た．こ の こ とは蛋白尿がある場合 に絨

毛 DNA 濃度は 2．38 倍 に ， 高謝圧 が ある場合に は

日産婦 誌 55巻 8号

1．97 倍 に 一ヒ昇す る こ と，お よ び，蛋 白尿 が絨 毛

DNA 濃度の 上 昇に深 くか か わ っ て い る こ と を示

して い る．さらに ， 蛋白尿 と高1佃王を合併 した場

合 ， DNA 濃度は両者 の 利 の 4．35倍に増 加す る こ

とを示 して い る．

　 次 に ， 妊娠中期 （18〜22 週）に臨床症状 を認め

なか っ た 164 例 を 対象 に採血 を行 い
， 絨 毛 DNA

濃 度を定量 した。こ の 164 例 中に そ の 後中毒症 を

発症 した症例 は 6例あ り， そ の 6 例巾 3 例で 絨毛

DNA 濃度が 2MoM 以 一Lに ト昇 して い た ．

　　　　 　　　　 考 　 　察

　 rl
．
匚毒症は

一
次 的な病 因と し て 免疫学的因 ∫

」

， 遺

伝的因子，環境 閃千などが 関与 し， その 結果 ， 絨

毛細胞の 脱落膜へ の 侵 入障害や ラ セ ン動脈の 1肛管

内皮 の remodeling の 障害 が起 こ る こ とが 知 られ

て い る
1癌 ’

．そ の 結果，胎 盤 の ln［液循環 は 障害 さ

れ
， 胎盤 に い ろ い ろ な病態変化が起 こ り，そ の 変

化が中毒症の 発症に関 与す る と考え られ る．今回，

中毒症の 病態形成に胎盤が 深 く関 与する と考え，

巾毒症胎盤 に お ける 変化を分子生物学的に解析 し

た．

　最初に．GelleChip を用 い ，中毒症胎盤にお け る

12
，
000 種類 の 遺伝子発現の 変化 をプ ロ フ ァ イ リ ン

グ した結 果，hypoxla に よ っ て 誘 導 される HIF −1

遺伝子発現 が 有意 に 亢進 し，そ れ が 転写 因子 と

な っ て誘 導す る PAI−1，
　 p21，　 EI｝rt，hrop  ietinな ど

の hypoxia 関連遺伝子群が高発 現 で あ っ た こ とか

ら llypoxiaが 妊娠中毒症胎盤 を特徴づ ける重 要 な

因子 で あ る と 考え られ た．また， pro−apuptotic

な遺伝子 が anti −apOptOtiC な遺伝子 に 比較 して 優

位に発 現 して い た こ とか ら，胎盤に ア ポ トーシ ス

が起 こ っ て い る こ とが 示峻 され た．また
， 細胞周

期関連遺伝 r・も細 胞周期を停 【ltする方向に発現変

化 して い た ．

　 しか しなが ら， 胎 盤 は い ろ い ろな種類 の 細胞に

よ っ て 構成 され て お り，GeneChip で の 結果が ど

の 細胞 の 変化 に よる も の か は不明確で あ る，そ こ

で
，

LMD 法 を用 い て 絨毛細胞 （S−cell ）を純粋 に 回

収し，そ の 遺伝 f−／＆現の 評価 を行 っ た．その 結果，

PAI−1 や heme 　oxygenase −1の hypoxia に よ っ て

誘導 される遺伝子 の 発現が増強 して い た．また ，
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ア ポ トーシ ス 関連の Caspase 遺伝 J” （C・aSpase −3，

4，8）， Heat　sho （lk　pr〔〕te玉n 遺伝子 （Hsp70 ，
　 Hsp90 ）

な どの 発現が増強 してお り，中毒症胎盤 の 絨毛が

ilypoxia の 影響 を受 けて い る こ と，ア ポ トー シ ス

を起 こ し て い る こ とが示 された ，

　次に ， 低酸素に よ る絨毛細胞 の 影響を評価す る

目的で 胎盤か ら分離 した絨毛細胞を iiZ　Vit，・｝AOに低

酸素環境 ドで培養 し， その 影響 を検討 した．低酸

素培養 に よ り低酸 素が誘導 する HIF −1
，
　 PAI−1の

発現 や 炎症性 サ イ ト カ イ ン で あ る TNF 　alpha の

発現 は増強 した． さらに，p53 や Bax の 発現 も誘

導 されたが，PCNA 発現 は著 しく抑制 され，低酸素

培 養で は細胞周期は停止 して い る と考え られた．

また ， TUNEL 法で 評価す る と低酸素培養で は そ

の 陽性細胞数が 多 く， 経 時的に増加 したこ とか ら，

低 酸素環境 が p53 や bax の 遺伝 子発現 を介 して

絨 毛細胞 に ア ポ トー シ ス を誘 導す る と考 え られ

た．

　 免疫 染色 に よ り蛋白発現の 局在に つ い て も検討

を行っ た．PAI−1，　 p21，　 p5：3，　 bax は と もに 中毒症

の C−cell に 優 位 に 発 現 し て い た，　 S−cell に は

caspase −3 の 発現 を強 く認め ，
　 TUNEL 陽性細胞も

中毒症 の S−cell に多 く認め た こ とか ら，中毒症で

は絨 毛の S−ce11 に ア ポ トーシ ス の 頻発 して い る こ

とが確認 された．p53 ，　 bax の 遺伝子が C−cell　i憂位

に 発現 し て い る 理 由に つ い て は不明で ある ．S−cell

に比 べ ，C −ce ］1は低酸素環境下にあ るた め，　 C −cell

で こ れ ら の 遺伝子発現 が亢進 して い る r9能性が あ

る．また ， それ らの 発 現が C −cell か ら S−cell へ の細

胞分化
・
誘導に 関 与し て い る と い う報 告 もあ

る
”

『

　 最 後に，絨毛細胞が低酸素環境下で 傷害 され，

ア ポ トーシ ス を起こ して い る こ とを 加 1加 〔丿 に 母

体血中で 証明 す るた め ， 母体 1血［中胎児 DNA の 測

定 を行 っ た．母体血中胎児 DNA は妊娠 巾の 各種

病態 に深 く関 与して い る と考 えられて い る
1嚠｝曲

．

胎 児 DNA の origin と して は，現在，胎児 由来の絨

毛細胞が母丁49ifrtの 流れる絨毛 聞腔 に広 く接 し て い

る と い う解剖学的 な特徴か ら，そ の 大部分は 絨毛

細 胞山来で あ り ， そ れ は ， 母体 血 漿中絨 毛 DNA

と換言で きる と考 えられ て い る
9” t”’ttp

．

表 1　 妊娠 中毒症 の 臨 床症 状 と絨毛 DNA 量の 関 係

Proteinuria

absenL 　　　　 RIild　　　　severe

Hypcr しCl1＄ioll　　　absent 　　　　LO〔〕

　 　 　 　 　 　 mi 亅d　　　　　　l．74

　 　 　 　 　 　 severe 　　　　　2．88

2、G33
，  ’14

．08

3．52
・12 

4．77

胎 児 DNA 量 は MoM 値 に て表 示．　 r】 ＝］88

　今回 の 検討で は
， 絨毛 DNA 濃度は，高lilL圧 の み

の 妊 娠中毒症 で は 2．9 倍に増加 し，高血 圧 と蛋 白

尿 を合併す る症 例に お い て は 4．3 倍 に増加 した，

さ らに ， 個々 の 臨床症状 の 重症化に伴 っ て も絨毛

DNA 濃度は漸次増加 を示 した （表 1）．こ の こ と

は ， 臨床症状 の 重症化 に伴 っ て絨 毛傷害が進行 し

て い る こ とを 裲 翻 むo に 証 明 す る 結 果 で あ る．

General　Linear’　Medel 角皐析の 結果，蛋 白尿，高血圧

は絨毛 DNA 濃 度に 対 し独 Lk した 因
．
r・と し て 影 響

してお り，そ の 影響は蛋 自尿で よ り強 い こ とが わ

か っ た． また，中毒症 にお け る絨毛傷害は蛋 自尿

の 病因 と関連が深い こ と ， 中毒症で の 高 ln旺 と蛋

白尿 の 発症機転が異な る こ とが 初め て 示 され た．

　 さらに ， 妊娠巾期 の 母体血巾絨 毛 DNA 濃 度を

検討 した とこ ろ ， そ の 後中毒症 を発症する症例で

既 に絨毛 DNA 濃度が L昇 して い る こ と を見 出 し

た ．こ の こ と は ， 中毒症で は臨床症状 の 出現 す る

か な り前 か ら絨毛傷害 が既 に起 こ っ て い る こ とを

証明す る結果で ある．

　　　　　　　　　結 　 　論

　 中毒症で は妊娠初期に絨 毛細胞の 脱落膜へ の 侵

入傷害が起 こ り， そ の 結 果．絨 毛間腔が慢性的に

hypoxic な状態 に な っ て い る と考え られ る．中毒

症胎盤 における遺伝子 プ ロ フ ァ イ リ ン グの 結果と

低酸素培 養さ れ た絨毛細胞の そ れが類似 して い た

こ とは，低酸素が 中毒症胎盤を特徴づ ける 因 ．∫
・
で

あ る こ とを示唆する．また，低酸素培養に よ り絨

毛細胞 は細胞周期停止や ア ポ ト
ーシ ス を起 こ して

お り， 低酸素に よ る絨毛傷害が 妊娠中毒症 の 病態

形成の 重要なス テ ッ プ で ある と考え られ た，また ，

そ の 絨毛傷害は，母体血 中絨 毛 DNA が ， 妊娠 中毒

症で著 し く増加する こ とか らも証明され た．
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Abstract

  We  hypothesized  that  the  modifications  of  placenta h:rve a  stronsf  effecL  on  the  pathogenesis  of

preeclampsia. The  Aim  of  this study  is to clarify  whach  modifications  octcur  in preeclurnptic placenta aiid to

give a  contribution  to clarify  the pathogenesis  of  preeclaml}sia. First., we  asse,ssed  gcnc expressions  by

GeneChip(Affymetrix).  As  results,  HIF-1 regulated  genes, such  as  erythropoietin,  PAI-1, p21, IGF-  ll 
,

IGFBP-1,  heme  oxygenase-1,  were  up-regulated.  FurtheTniore pro-apoptotic genes such  as  bax, bal<, birn

were  also  up-regu]at,ed  when  compared  to the anti-apoptotic  genes, These rliidings indicate that hypoxia

aiid  apoptosis  are  specific  to preeclarnptic  placentas.  Sec:ond, we  used  ]tuser iriicredissec:i,ioll  1,o recover

piire syncytiotrophobltists  (S-cell) fi'ont the secLion  of  frozen placelita. In the S-cell of  preeclainptic placen-

tas, PAI-I, heme  oxygenase-]  (hM)oxia relat,ed  geries), ctispase-:S,  4, S(apopt,osis re]ated  genes), and  heat

shock  protein 70 were  up-regulaLed.  Third, i7z viero eLdture  of  isolated cytotrophoblasts(C･-cell)  
,
 gene ex-

pression efIIIF-1,  PAI-1, p21, and  p53  in C-c:ell was  enhanc:ed  by  hsu.)oxic c:ultiJre,  I]i t･he imrnuriestainirtg ef'

placenta, a  higher expressien  ofp21,  p53, bax, PN-1  was  observed  in the C-cell ot' preeclamptic placenta
when  c:oniparecl  i,e controls.  Cnspase ll s-'as  doniinani, in 1,he S-c'elL oi' pi'eec:lainpsia. TIJNEL si.aining  ",as

also  observed  in the S-cell in preeclampsia. These  resuLts  suggest,  that the characterist,ic  pattern ot' gene ex-

pression in preeclamptic  placentas may  be caused  by hypoxic condition.  Finally, i-re measured  fetal (pla-
cental)  DNA  conceritrations  iri maternal  plEisma to evaluate  the dainage of  trophoblasts  in v'ivo  . We  re-

v･ealed  that fetal DNA  c:oncentrations  in maternal  plasma  inct'etise acc:erding  te the presence  of  gestationa]
hypertension  and  preeclainpsia, Sinee fetal DNA  was  considered  to be  derived fr'om villoLts  Lrophoblasts,

N･ve {'ronllrnied  i,he presenc:e of a  datnage ol" 1,roph()blasl,s lhrough t,he analysis  o{' f'etal 1)NA  in ]naternal

plasma. In conclusion,  these results  coni'irni the hypothesis  that pathogenesis of  preeclanipsia is due  to a

hypoxic damage  of  trophoblasts.


