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〈要 約〉

　胎盤は胎児の発育に欠かすことのできない重要な器官である．胎盤において主要な機能を担う細胞は栄養膜細胞とよばれ，栄養膜幹細胞より分化する．マウスにおいて栄養膜幹細胞を培養する技術が確立されて20年近くがたったが，これまで，ヒトにおいて栄養膜幹細胞は樹立されていない．この研究において，筆者らは，ヒトの胎盤より分離した栄養膜細胞において遺伝子の発現を解析し，栄養膜細胞の増殖を促進するシグナルをつきとめた．この結果をもとに培養の条件を検討することにより，栄養膜細胞の長期培養系が確立された．得られた細胞株は多分化能を維持したまま5カ月以上にわたり培養することが可能で，生体の栄養膜細胞とよく似た遺伝子の発現パターンおよびDNAメチル化のパターンを保持していた．さらに，ヒトの胚盤胞からも同様の性質をもつ細胞株が樹立された．以上より，栄養膜細胞および胚盤胞より樹立した細胞株はヒトの栄養膜幹細胞であると結論づけられた．ヒトの栄養膜幹細胞は胎盤の分化および機能を研究するうえですぐれたモデルとなるとともに，流早産や妊娠高血圧症候群など胎盤の形成不全によりひき起こされる疾患の病態の解明に役だつと期待される．

はじめに

　胎盤は母体と胎児とをつなぐ重要な器官であり，胎児の呼吸器，消化器，内分泌器としてはたらくとともに，母体の免疫系から胎児をまもる役割を担う．胎盤において主要な機能を担う細胞は栄養膜細胞とよばれ，ヒトの場合，細胞性栄養膜細胞，絨毛外性栄養膜細胞，合胞体性栄養膜細胞の3種類に大別される（図1）．細胞性栄養膜細胞は高い増殖能をもつ上皮細胞であり，絨毛外性栄養膜細胞および合胞体性栄養膜細胞へと分化する能力をもつ．絨毛外性栄養膜細胞は子宮内膜に浸潤し，らせん動脈を再構築することにより母体血の流れを制御する．合胞体性栄養膜細胞は細胞性栄養膜細胞の融合によりつくられる多核の細胞であり，栄養およびガスの交換やホルモンの産生にはたらく．

　胎盤を構成するすべての栄養膜細胞は胚盤胞期の栄養外胚葉に由来する．マウスにおいては，栄養外胚葉あるいは着床後胚の胚体外外胚葉をFGF4の存在下において培養することにより栄養膜幹細胞が樹立されることが報告されている1)．マウスの栄養膜幹細胞は半永久的に増殖が可能で，胚盤胞に注入すると胎盤を構成するすべての栄養膜細胞に分化する能力をもつ．マウスにおける栄養膜幹細胞の樹立をうけ，これまで，多くの研究者がヒトにおいて栄養膜幹細胞の樹立を試みたが成功したという報告はない．

1．栄養膜細胞の増殖を制御するシグナルの同定

　細胞性栄養膜細胞は生体においては高い増殖能をもつが，汎用の培地にて培養するとすみやかに増殖を停止し，合胞体性栄養膜細胞へと分化することが知られている．生体において細胞性栄養膜細胞の増殖がどのように制御されているのかを理解するため，妊娠初期のヒトの胎盤より細胞性栄養膜細胞，絨毛外性栄養膜細胞，合胞体性栄養膜細胞を高純度で分離した．これらをRNA-seq法により解析したところ，それぞれの細胞種に特異的に発現する遺伝子が同定された．細胞性栄養膜細胞に特異的に発現する遺伝子に着目してパスウェイ解析を行ったところ，WntシグナルやEGFシグナルに関与するシグナル伝達経路が濃縮されていた．

2．ヒトの栄養膜幹細胞の樹立

　パスウェイ解析の結果をもとに，Wntシグナルを活性化するGSK3阻害剤およびEGFの存在下において細胞性栄養膜細胞の培養を試みたが，この条件においては長期の培養はできなかった．そこで，上皮系の幹細胞の増殖を促進する増殖因子や小分子化合物をさまざまな組合せで培養液に添加した．その結果，GSK3阻害剤，EGF，TGFβ阻害剤，ヒストン脱アセチル化酵素阻害剤，ROCK阻害剤を用いることにより，細胞性栄養膜細胞は5カ月以上にわたり培養が可能であった．これは，約150回の細胞分裂に相当した．GSK3阻害剤およびEGFは細胞性栄養膜細胞の生存および増殖に必須であり，ROCK阻害剤は細胞性栄養膜細胞の培養プレートへの接着に重要であった．また，TGFβ阻害剤およびヒストン脱アセチル化酵素阻害剤は細胞の増殖を有意に促進した．得られた細胞性栄養膜細胞株は栄養膜細胞の特異的なマーカーであるKRT7に陽性かつHLAクラスI分子に陰性であった．
　ヒトの胚盤胞より細胞性栄養膜細胞株に類似した細胞株が樹立されるかどうか検討した．計16個の胚盤胞をさきと同じ培養液を用いて培養したところ，細胞性栄養膜細胞株と非常によく似た8系統の細胞株が樹立された．以下に示すように，細胞性栄養膜細胞株および胚盤胞より樹立した細胞株は絨毛外性栄養膜細胞および合胞体性栄養膜細胞への分化能をもっていたことから，これらの細胞株はヒトの栄養膜幹細胞であると結論づけた．

3．ヒトの栄養膜幹細胞の選択的な分化

　ヒトの絨毛がん細胞株を用いた研究により，合胞体性栄養膜細胞への分化においてcAMPが重要であることが知られていた2)．そこで，cAMPの濃度を上昇させるフォルスコリンによりヒトの栄養膜幹細胞を処理したところ，細胞融合が起こり大部分の細胞が多核の合胞体性栄養膜細胞様の細胞へと分化した（図2）．この細胞は合胞体性栄養膜細胞の特異的なマーカーであるSDC1に陽性であり，妊娠中に産生されるホルモンのひとつであるヒトの絨毛性ゴナドトロピンを大量に放出していた．さらに，RNA-seq法による解析により，合胞体性栄養膜細胞様の細胞と生体の合胞体性栄養膜細胞とは非常によく似た遺伝子の発現パターンをもつことが明らかにされた．

　ヒトの栄養膜幹細胞の培養の条件を検討する過程において，TGFβ阻害剤が細胞性栄養膜細胞から絨毛外性栄養膜細胞への分化を促進することが見い出された．これにくわえ，ヒトの胎盤絨毛の体外培養系を用いた研究により，NRG1およびマトリゲルが絨毛外性栄養膜細胞への分化を促進することが示唆されていた3,4)．そこで，TGFβ阻害剤，NRG1，マトリゲルの存在においてヒトの栄養膜幹細胞を培養したところ，上皮間葉転換が起こり紡錘形の絨毛外性栄養膜細胞様の細胞へと分化した（図2）．この細胞は絨毛外性栄養膜細胞の特異的なマーカーであるHLA-Gに陽性であり，さらに生体の絨毛外性栄養膜細胞と非常によく似た遺伝子の発現パターンをもっていた．

4．ヒトの栄養膜幹細胞におけるDNAメチル化の解析

　ヒトの栄養膜細胞は以下に示すユニークなDNAメチル化のパターンをもつことが知られている．1）通常，体細胞のゲノムはプロモーター領域やエンハンサー領域を除いて高メチル化の状態にあるが，ヒトの栄養膜細胞はゲノムの約40%が中程度のメチル化の状態を示す5)．2）胎児および胎児に由来する細胞において高メチル化の状態にあるプロモーター領域の一部が，ヒトの栄養膜細胞においては低メチル化の状態にある．3）ヒトの栄養膜細胞においてのみアレルに特異的なDNAメチル化を示す領域が多く存在する6,7)．これらの特徴がヒトの栄養膜幹細胞において維持されているかどうかを調べるため，バイサルファイトシークエンス法により解析した結果，一部に例外はあったものの，これらの特徴はヒトの栄養膜幹細胞においておおむね維持されていた．

5．ヒトの栄養膜幹細胞の免疫不全マウスへの移植

　ヒトの栄養膜幹細胞が生体においても機能するかどうか解析するため，免疫不全マウスであるNOD-SCIDマウスの皮下へと移植した．ヒトの栄養膜幹細胞は移植されたマウスの真皮および皮下組織に浸潤し，辺縁部の細胞の一部はHLA-Gに陽性の絨毛外性栄養膜細胞様の細胞やSDC1に陽性の合胞体性栄養膜細胞様の細胞へと分化した．一部の合胞体性栄養膜細胞様の細胞には空胞が生じ血液が流入していた．この構造は，ヒトの胚盤胞が子宮に着床する際につくられる原始合胞体性栄養膜細胞と酷似していた8)．さらに，移植されたマウスの血中には多量のヒトの絨毛性ゴナドトロピンが認められた．以上より，免疫不全マウスにヒトの栄養膜幹細胞を移植することにより，着床の現象の一部が再現されることが明らかにされた．

おわりに

　この研究においてもっとも苦労したのは，ヒトの栄養膜幹細胞の樹立そのものではなく，樹立した細胞株が栄養膜幹細胞であることをいかに証明するかということであった．マウスの場合，胚盤胞に注入した細胞が胎盤に寄与するかどうかを解析することにより栄養膜幹細胞であることは簡単に証明される．一方，ヒトの胚を用いたキメラの作製は倫理的に許されない．そのため，この研究においては，樹立した細胞株をさまざまな角度から解析することによりヒトの栄養膜幹細胞であることが“ほぼ”証明されたと考えている．ヒトの栄養膜幹細胞がキメラの形成能をもつかどうかという問題は残されたままであるが，今後，異種間のキメラの作製や非ヒト霊長類における栄養膜幹細胞の樹立などにより解決される可能性がある．
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〈図説明〉
図1　ヒトの胎盤の構造

図2　ヒトの栄養膜幹細胞における未分化性の維持および分化

ヒトの栄養膜幹細胞は自己複製能をもつとともに，効率的かつ選択的に絨毛外性栄養膜細胞あるいは合胞体性栄養膜細胞へと分化させることが可能である．
HDAC：ヒストン脱アセチル化酵素．
