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　　　　　 abstract （29巴h 五ntemational 　Congress　on 　Pathophysio畳ogy 　of 　Pregn跚 cy ）

　　Endothelial　type　nitric 　oxide 　synthase （eNOS ）is　known 　to　exist 　in　blood　vessels 　 and 　also　in

placentae．　 Although　nitric 　oxide （NO ）produced　constitutively 　by　eNOS 　is　suggested 　to　regulate

microcirculation 　and 　suppress 　high　blood　pressure　during　pregnancy，
　the　rolc 　of　inducible　NOS

（iNOS ）in　placentae　is　not 　known ．　 We 　repolt 　here 血 at　cxpression 　of 　iNOS 　and 　apoptotic 　cell

death　were 　detected　in　placentae　from　patientS　suffering 　from　p蓋acental 　abnlption 　or　chorioamnionitis ．

To　elucidate 　the　relation 　between　fomation　of 　NO 　and 　cell　death　in　trophoblasts
，
　we 　treated

isolatcd　trophoblasts　with 　lipopolysaccharide（LPS ）in　primary　culture ．　Apoptosis　and 　expression

of　iNOS 　wel 。　enhanced 　by　LPS 　and 　peroxynitrite，
　a　cytotoxic 　potent　oxidant ，

　was 　 also 　formed　in

trophoblasts．

　　　　　　　　　　［緒言 ］

　絨毛羊膜炎は 、前期破水の 主要な 原因で あ り、

早期産 に見 られる 合併症の大 きな比率 を 占め る。

妊娠の 早期の 中断に よ り、低 出生体重児 を発生 さ

せ 、重症感染症が起 これば、母児 とも に予後が不

良 とな る。また 絨毛羊膜炎 は 、 妊娠 中毒症 と とも

に常位胎盤早期剥離の 誘因の 一
つ と考 え られて い

る 。常位胎 盤早期剥離の胎盤iに お いて apoptosis が

起 こ っ て い る こ とが 報 告 され 、そ の 発生機序に絨

毛細胞の apoptosis が関与 して い る こ とが推測され

る。

　 ま た 、絨 毛 羊膜 炎で は 、羊水 中の Lipopoly −

saecharide （LPS ）が上 昇 し て お り、種 々 の cytokines

の 産 生も亢進 して い る 。

一
般に細 菌感染で は 、

ilducible　nitric　oxide 　synthase （PtOS）の 発 現が誘導

され、大量の nitric・oxide （NO ）が 産生 され て お り、

絨毛 羊膜炎におい て も こ の よ うな こ とが起 こ っ て

いる可能 性 が ある。

NO は 、　 superoxide 　anion と反応 し、強力な oxi 〔lant

で あ るperoxynitrite（ONOO ）と な り、

細胞 傷害 的に 働 く こ と が知 られて い る 。 こ れ ら

NO や ONOO
’
は種々 の細胞 にお い て apoptosis を
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発 生 させ る こ と も報 告 され て い る 。

　　　　　　　　　 ［目的］

　 正常 妊 婦 、絨毛 羊 膜炎 症例、常 位胎盤早 期剥離

症例 に お ける NO 産生 に つ い て 検討 し 、 また、各

胎盤 にお ける iNOS の 発 現、局所 で の ONO σ 発生

お よび、 apoptosis の有無 を検討す る。

　 さ らに 、絨毛羊膜炎の モ デル と して 、絨毛細胞

培 養に LPS を 添 加 し、そ の NO 、　 ONOO
’
産 生 、

apoptosis の 発生 を観察 す る。

　　　　　　　　　 ［方 法］

1．血清nitrite！nitrate測定

　採血 は空腹時に同意の もと施行し、血 清分離後、

フ ィ ル タ ーに て 除蛋 白後、nitrate 　 reductase 処理
1｝

に よ り、nitrate を皿 itriteに還元後 、
　 Griess試薬に て

nitriteお よび nitrateの 総和 と し て測定 した
D
。

2．免 疫組織染色、免疫細胞染色

　
一

次 抗体 と して 、抗 iNOS 抗体、抗nitr α yrosine

抗体を使用 し、DAKO 　LSAB 　kitと DAB 色素に よ

り施行 した。

3．apoptosis の検 出

　胎 盤にお ける apoptosis は TUNEL 法 に よ り検 出

し、trophoblasts はHoechst　33258蛍光色素で 染色 し

形態 学的に apoptos 　isを証 明 し、 さ ら にTUNEL 法

によ り確認 した。

4，mphoblasls の 分離培養

　trophoblastsは合併症 の な い 正 常正期産症例で前

回帝王 切 開術等の た め選択的帝王切開術 を施行さ

れた症例 の胎 盤よ り同意の も と分離 した
ep
。

　　　　　　　　　 ［成績］

　絨毛羊膜炎症例 11例（妊娠 18−32週）の 分娩前 の 血

’tSnitrite！nitra重e値は 87．8± 25．9μM 　（mean ±S．D ．）で あ

り、正 常妊 婦6例（妊娠28 −32週）の 58．2 ± 10．9μM に

比 して 有意 に 高値で あ っ た　（PくO．Ol，　 Welch ’

s　 t−

test）。

　正 常妊婦胎盤で は iNOS の 発現は極僅かで あ っ
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た が、絨毛羊膜炎、常位胎 盤早 期剥離胎盤で は、

syncytiotrophoblasts や 間質 Hofbauer 細 胞に 強く

iNos の 局在が 認 め られ た 。ま た ONoo の 発 生 に

よ り特異 的 に 産 生 され る nitroty 　rosine は
4）
、や は り

iNos 陽性細胞 に強 く染色さ れ、　 iNos がoNoo1 の

発 生 に関与 して い る と考 え られ た。また apoptosis

も同様 の細胞 に発生 し て い た。

　 培養tmphob 　lastsで は 、
　 l　PS添加に よ りiNOS の 発

現は亢 進 し、NO 産生 も上 昇 した。　 nitrotyrosineも

強度 に染 色 された 。control で は ほ と ん どapoptosis

が見 られ な か っ たが 、 LPS を添 加 した 3−5日間 の

培 養で約 10％の 細胞が apoptOsis を起 こした 。また、

こ の apoptosis は iNOS に 比 較的選 択 的な阻害剤で

あ る aminoguanidine の 同時添加に よ り抑制され た。

　　　　　　　　　　［考察］

　 絨 毛羊膜炎で は、細菌の 及 ん で いな い部分の 胎

盤 にお い て も trophoblasts で iNOS が 誘導 さ れ、

apoptosis が発 生 して い る 。
　 trophoblasts培養 モ デル

で の 検討 に よ り、上PS に よ る NO また は ONO σ 産

生の 亢進 が こ のapoptosis に関与 し て い る こ とが示

唆された。
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