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【目的】絨毛外 トロ フ オブラス ト （EVT ）の 血管内皮 （EC）様分化は正常な胎盤形成に必須で ある．われわれは TNF ，　 VEGF が 細

胞外マ トリクス とともに EVT に血管内皮特異的 integrln発現を誘導しEC 様分化に関与する こ とを報告した．本研究で は その 機

構解明 を 目的と して，EC 様分化にお い て特．異的に発現が 変化する遺伝子 と して Hypoxia−inducible　factor　l　a且pha （HiFIA ）を抽出

し，その 分化誘導に 与える 影響を検討した 【方法】1）ヒ トEVT 不死化細胞株 TCLI ，ヒ ト臍帯血管内皮細胞株HUVEC −C にお け る

matrigel 上 での微小1血管形成 （tube　formation　
；
　T’F）過程の 遺伝子発現 変化の 差異を m 三crg

−
array 法で，2）TCLI の matrigel 上 で

の TF 能及 び 1％ 酸素濃度下 の HIFIA 発現 に HIFIAsiRNA 導入 （一過性発現，48時聞），同 阻害剤 rapamycin が与える影響をそ

れぞれ位相差顕微鏡 （400倍），間接蛍光抗体法を用い て検討した，硬定には unpaired
−t　testを用い た．【成績】1）matrl 墓el 上 で 3

時 問，6時 問培養 した HIFIA 遺伝 予発 現 （対   時 間比〉は TCLI で は 6．05，4．78倍，　 HUVEC −C で は O．78，1．07倍で あ っ た．2＞TCL

1で は 6時間の 1％ 酸素暴露にHIFIA 発現が亢進 したが，　siRNA 導入時，　rapamycin 添加時は 亢進はみ られ なか っ た．　 matrigel

上 で 6時閲培養後に 形成され た TF 数 （mean ± SD）は 1視野中 12．3 ± 2．9 で あっ た が siRNA 導入時に は Z3 ± 0，6，50pM の rapamy ・

cin 存在下 で は 0 と有 意 に減少 した （p 〈 ．05），【結論】1）matrigel 上で の TF 時の 発現が HUVEC では亢進せ ず TCL1 で 亢進する

遺伝
．
予として HIFIA が抽出 され た．2）TCLI にお い て 低酸素下 で の HIFIA 誘 導及 びマ トリゲ ル 上で の TF が siRNA ，　 rapamycin

に よ り押制されたこ とか ら，EVT の EC 様分化剃御 に MFIA 遺伝子が重要な役靆を有するこ とが示唆された．
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【目剃 1・リ プ トフ ァ ン代謝酵素で あ る 至DO は胎盤 トロ ホ ブ ラ ス トや 騰落膜マ ク ロ フ ァ
ージ．樹状綱胞 に 存在 し，局所の トリ

プ トフ ァ ン 枯渇 を介して母t｝；　T　cell や NK 　cell を抑制し母児免疫寛容に関与す る，今 厠 ヒ ト extravillous 　trophoblast （EVT ）

に お け る mo の 発 現調節 につ き検討 した．【方法】1，イ ン フ t 一ム ドコ ン セ ン トを得 て採取 した初 期 絨 毛 （妊娠 6〜11週 ）を

細切，1 型 コ ラーゲ ン コ ートデ ィ ッ シ ュ 上 で培養 し，付着絨毛 よ りoutgrowth した EVT を CK7 染色 で 確認 した 後，王FN 謬

を 24− 48時 問負荷 （0− 100ng／ml ）して IDO の 発 現 を 免疫組 織染色 と RT −PCR で 検討 した．2，ヒ ト正WT 細胞株 ｝ITR −8／
SVnee を用 い て IFN−Y を負荷 （〔）一一・iOOng／ml ）培養 し，　 IDO の誘導を RT −PCR，　 Westerll　blot．　 FACS ，酵素活性 に て検討

し，他 の 脱落膜山来サ イ トカ イ ン 負荷時 と比 較 した．又 脱 落膜組織培養上 清添加 に よ る IDO の 発現誘導につ い て も検討した．

【成績】初期織毛培養に おい て IDO は EVT に 存在しIFN一γ負荷 で 容量依存性に発現が 誘導 され た．同様 に HTR −81SVneo
に お い て も工1）0 の 蛋白及 び mRNA 発現 は 1FN一γの 負荷 で 容量，時間依存性 に 増強 され る が，　TNF

一
α ，　 IL−1，　 LIF に よ る 発

現増強は 認め なか っ た，一方初期脱落膜培養 ヒ清の 添加で も IDO 発現が 誘導され，抗 IFN−Y中和抗体 の 同 時添加 に よ り抑制

さ れ た．【結論】胎盤形成期 の EVT に，脱落膜免疫細胞由来の IFN 　
・
V 　1：　S　b　H ）0 が発現誘導され る こ とが 明 らか とな り，EVT

自身の IDO が 母児免疫寛容機構 に 役割を果 たす可能性が 示唆 された．
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婚 醐 妊娠初期の 胎盤形成過程に おい て ，絨毛外栄養緇胞 （EVT ）周囲の 環境 は，低酸索
・
低栄養状態で あ る こ とが知られ

て お り，その よ うな環境 に おい て も，なぜ 細胞 の 恒常性が保持され る か は 未だ不明で ある．今回我 々 は，細胞恒常性 保持機

構 で あ る autophagy （AP ）に着目 し，そ の 誘導につ い て検討 した．【方法】EVT の 細胞株 と して HTR8 ／SV40neo及び 絨毛癌

の 細 胞 株で あ る BeWo ，上皮系羊膜初 代培養細鞄 を用 い て 比 較 した．　 AP に特異的に 発現 する LC3 を可 視化す るため，　 GFP −

LC3 ア デ ノ ウ イル ス ベ ク タ
ー

を細胞 に transfectionした．低栄養条件下（Hanks 　so！utiol1 ：HS ），及 び低酸素条件
．
ドで培養 し，

LC3 の 細胞内局在を蛍光顕微鏡 で確認 し，細胞質内 に斑点状 に LC3 が出現 した際 AP 陽姓 と した．【成績1HS培養 にお い て の

経時的な AP 誘導率 は．　 HTR8 で は 24時間で 53± 3．596，羊膜細胞 で は 60時間で 38± 2．2％ で あ っ た が，　 BeWo で は 短時問

（4 時間）で 59± 4．7％ で あ っ た，低酸素培養 に お い て は，HTR8 で は 16時間で 45 ± 3．0％ が AP 陽性 とな っ たが，　BeWo で は

短時間 （4時間 ）で AP 腸性率が5  ± 4．2％ に なっ た．また AP 掬髑躙 （3MA ＞の 投与 に よ りAP が揮制 され，よ 珍早 く綱胞

死 に陥い っ た．【結謝 い ずれの 胎盤の 細胞 にお い て も，低栄養だけ で なく低酸素条件下で 培養す る と，ともに AP が誘導され

る こ と を初めて 証明した が，EVT で は絨毛癌 に比 し，長時間の ス トレ ス の 後に AP が鵬現 した．脱落膜 と類似 した環境にお

い て AP が 誘導 され る こ とを示唆す る 結果で あ っ た ．
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