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要約

要約

　一酸化窒素（Nitdc　Oxide：NO）は生体内でNO合成酵素（Nitd、　Oxide

Synthase：NOS）によりL一アルギニンと酸素を基質として種々の細胞で産

生されており、極めて多様な作用を有している。妊娠中にはNO代謝産物

の尿中への排泄が増加することから、妊娠中にNO産生量が増加している

と考えられる。胎盤においてもNOSの存在が報告されており、血流量の

維持や血栓形成の防止などとの関連が示唆されているが、NO産生量の解

析が困難なこともあり、NO産生量やその調節機構は不明である。また、

胎盤におけるNO産生の生物学的役割についても不明な点が多い

　以上のことから、本研究では、妊娠ラットを用いて、胎盤におけるNO

産生とその調節機構を明かにするために、（1）ラット胎盤におけるNO産

生とNOSアイソフォームの発現、（2）NO産生に及ぼすステロイドホル

モンの影響、（3）NO産生と低酸素誘導因子（Hypoxia　Inducible　Factor：HIF－1

α）との関係、（4）NO産生と腫瘍壊死因子一α（Tumor　Necrosis　Facto卜α：

TNF一α）との関係、そして（5）NO産生と血管内皮増殖因子（vascular

Endothelia1　Growth　Factor：VBGF）およびグルコーストランスポー1（Glucose

Tans餌or　1：GLUT　1）との相互作用について、　NO産生を直接測定できる

スピントラップ・電子常磁性共鳴吸収（Elec加n　Pa㎜1agnedc　Resonance：

EPR）法とNOS阻害剤三一nibo－L－arginine　metyl　ester　hydrochlodde（L－

NAME）によるNO産生抑制モデルラット用いることにより明らかにした。
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要約

（1）ラット胎盤におけるNO産生とNOSアイソフォームの発現

　ラット胎盤においてNOSの存在は報告されているが、　NO産生の解析

についての報告は少ない。そこで、スピントラップ剤であるジチオカルバ

メイト鉄錯体（Fe－N一（dilhiocarboxy）sarcosine：Fe－DTCS）によりNOをスピ

ントラップした後、EPR装置によりNO産生量を解析した。さらに、　NO

産生に寄与するNOSアイソフォームをRT－PCR（Reverse　Transcdbed

Polymerase　Chain　Rea面on）により検討した。

　妊娠13日から21日のラット背部にFe－DTCS（500mglkg）を皮下投与し、

30分後に胎盤を採取し、EPR解析に供した。また、妊娠13日から21日

の無処置ラットの胎盤を採取し、RT－PCRを用いてiNOSmRNAおよび

eNOSmRNAの発現について解析した。

　胎盤におけるNO産生は妊娠13日から21日まで認められ、妊娠15日

に著しい高値を示した。次に、NOSアイソフォームを即一PCR法により

解析すると、iNOSmRNAの発現は妊娠15日に高値を示し、　NO産生パタ

ーンとよく一致していた。一方、妊娠期間を通じてeNOSmRNAの発現は

認められたものの、その発現量はほぼ一定であった。

　以上のことから、ラット胎盤におけるNO産生パターンとiNOSmRNA

の発現パターンがよく一致していたことから、胎盤におけるNO産生は主

にiNOSにより転写レベルで調節されているものと考えられた。また、eNOS

はNO産生に対する寄与が少ないと考えられた。
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要約

（2）ラット胎盤におけるNO産生におよぼすステロイドホルモンの影響

　（1）妊娠15日にNO産生量はピークを示し、この時期のNO産生は主に

iNosにより転写レベルで調節されているものと考えられた。子宮内膜で

ステロイドホルモンによりNOSアイソフォームの発現が影響されること

が報告されていることから、胎盤におけるNO産生に及ぼすステロイドホ

ルモンの作用を確かめるため抗ステロイド剤の影響を検討した。

　抗プロジェステロン剤（RU486）または抗エストロジェン剤（Raloxifene）

を妊娠12日から14日まで、それぞれ3日間（1mg！kg！day）投与し、

iNOSmRNAとeNOSmRNA発現量を検討したところ、対照群との間に発

現量に有意差はなく、抗ステロイド剤の影響は認められなかった。

　抗ステロイド剤投与によりiNOSmRNAおよびeNOSmRNAの発現が変

化しなかったことから、胎盤におけるこの時期のNOSアイソフォームの

発現はステロイドホルモンの影響を受けない可能性が示唆された。

（3）ラット胎盤におけるNO産生と低酸素誘導因子（HIF－1α）との関係

　（2）において妊娠15日にピークを示すNO産生がステロイドホルモンに

より調節されない可能性が示されたので、他の因子の関与について検討し

た。iNos遺伝子の転写調節に関与することの知られているHIF－1とNO

産生との関連を検討した。なお、HIF－1を構成する2量体のうちHIF－1α

について検討した。

　妊娠13日から21目のHIF－1αmRNA発現量とHIF－1αタンパク量を

RLPCRとウエスタンプロットにより解析した。次に、　NO産生のピーク
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要約

に当たる妊娠15日の胎盤においてL－NAMEを持続注入し、　NO抑制モデ

ルを作製し、NO産生量、　HIF－1αタンパク、HIF1αmRNAおよび

iNOSmRNAの発現量を解析した。

　HIF－1αmRNAとHIF－1αタンパクの発現は妊娠13日から21日まで認

められたものの、妊娠時期による有意な変化は認められなかった。次に、

L－NAMEを持続注入することにより、NO産生量を減少させるNO抑制モ

バァルでは、NO産生量の減少する時期と一致してHIF－1αタンパクは減少

し、その後、L－NAMEの注入を停止した24時間後には完全に回復した。

また、HIF　1αmRNAおよびiNOSmRNAの発現量はL－NAME注入後から

持続的に増加した。

　HIF－1αmRNAとHIF－1αタンパクはラットの胎盤において恒常的に発

現している。さらに、NOの産生を抑制すると、　HIF－1αタンパクが減少

し、NO産生の抑制を解除するとHIF－1αタンパクは急増すること、また、

NO産生が抑制されている時期にHIF－1αmRNAおよびiNOSmRNAの発

現量が持続的に増加し、HIF－1がiNosを介してNO産生量を制御してい

る可能性が示唆された。

（4）ラット胎盤におけるNO産生とTNF一αとの関係

　ラット胎盤において妊娠15日にピーークを示すNOは、主にiNosによ

り調整されており、この時期のiNosの発現はHIF。1αを介して誘導され

ている可能性が示されたが、さらに他の要因の関与も考えられる。そこで、

iNosを誘導することが知られている炎症性サイトカインの一つである
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要約

TNFαとの関係について検討した。

　NO産生がピークを示す妊娠15日と低値を示す妊娠21日のラットにお

いてL－NAMEによるNO産生抑制モデルを用いて、　NO産生量、　HIF－1α

mRNA、　iNOSmRNA、　TNF一αmRNAおよびHIF－1αタンパクの発現を解

析した。

　妊娠15日においてはし－NAME注入によりNO産生を減少させると、NO

産生量の減少と同時にHIF－1αタンパクは減少し、　HIF－1αmRNAおよび

iNOSmRNAは経時的に増加したが、　TNF一αmRNAに変化は認められなか

った。一方、妊娠21日においては、L－NAME注入後NO産生が減少して

も田F－1αmRNA、量NOSmRNA、　eNOSmRNA、　HIF－1αタンパクの発現に

変化は認められなかったが、TNFαmRNAは対照群に比べて約5倍に増

加した。

　以上のことから、妊娠15日の胎盤におけるiNosの発現は主にHIF－1α

を介して誘導されており、TNF一αの関与は認められなかった。一方、妊

娠21日の胎盤においては、HIF1αを介したiNOSの誘導機構はほぼ消失

し、TNF一αを介して誘導されている可能性が示唆された。

（5）ラット胎盤におけるNO産生とVEGFおよびGLUT　1との相互作用

　胎盤においては主にGLUT　1を介して細胞内へのグルコースの取込みが

行われている。また、VEGFとNOとの関連については、　NOがVEGFの発

現を誘導するという報告とVEGFがNO産生を促進しているという報告があ

り、胎盤においてはNOとVEGFが相互に作用している可能性がある。さら
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要約

に、VEGFとGLUT　1はともにHIF－1の標的遺伝子でもある。そこで、胎盤

で産生されるNOの生物学的意義を検討するためにNOとVEGFおよび

GLUT　1の相互作用を検討した。

　NO産生がピークを示す妊娠15日と低値を示す妊娠21日のラットにお

いてL－NAMEによるNO抑制モデルを用いて、経時的にNO産生量、

VEGFmRNAおよびGLUT　l　mRNAの発現量を解析した

　L－NAME注入により妊娠15日のNO産生を減少させると、　VEGFmRNAの

発現は一時的に減少し、その後、徐々に回復した。また、GLUT　l　mRNA

の発現はNO産生量の減少に伴って徐々に増加した。一方、妊娠21日にお

いてはし－NAMEによりNO産生を抑制しても、　VEGFmRNAとGLUT　lmRNA

の発現に変化は見られなかった。

　以上のことから、NO産生量：の多い妊娠15日においては、　VEGFの発現

にはNOが必要であること、　GLUT　1の発現にはNO産生抑制時の代償機

構が存在していることが示唆された。

　以上のことから、（1）ラット胎盤におけるNO産生、　iNOSInRNAおよび

eNOSmRNAの発現は観察した妊娠13同から21日にかけて恒常的にみら

れた。NO産生とiNOSmRNAの発現は妊娠15日にピークを示し、

iNOSmRNAの発現は、　NO産生パターンとよく一致していたことから、

この時期のNO産生は主にiNosにより転写レベルで調節されているもの

と考えられた。また、eNOSは寄与は少ないと考えられた。

（2）NO産生がピークを示す妊娠15βのラット胎盤において、抗ステロイ

6



要約

ド剤によりNOSmRNAの変化が認められなかったことから、胎盤におけ

るこの時期のNOSアイソフォームの発現はステロイドホルモンの影響を

受けていない可能性が示唆された。

（3）HIF－1αmRNAとHIF－1αタンパクはラットの胎盤において恒常的に発

現している。さらに、NOS阻害剤L－NAMEを用いてNO産生を抑制する

と、HIF－1αタンパクが減少し、　NO産生の抑制を解除するとHIF－1αタン

パクは急増すること、また、NO産生が抑制されている時期にHIF－1αmRNA

およびiNOSmRNAの発現量が持続的に増加していることから、　HIF－1α

タンパクがiNosを介してNO産生量を制御していると考えられた。

（4）NO産生が下値を示す妊娠21日の胎盤においては、　NO産生を抑制し

てもHIF－1αタンパクおよびHIF　1αmRNAに変動は認められないことか

ら、HIF　1αを介したiNosの誘導機構はほぼ消失していると考えられる。

一方、NO産生抑制後にTNF一αmRNAが急増し、　iNOSmRNAの発現量が

持続的に増加したことから、この時期におけるNO産生はTNF一αを介し

て誘導されていることが示唆された。

（5）NO産生量の多い妊娠15日においては、　VEGFの発現にはNOが必要

である。そして、GLUT　1の発現にはNO産生抑制時の代償機構が存在し

ていることが示唆された。
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1．緒論

1．緒論

　哺乳類のなかで分類学的に最も下等に位置するカモノハシが属する単孔

類〃∂切∫加〃鰯αは卵生である。次に続くカンガールなどの有袋類

物r54ρ励aは胎生で卵黄嚢胎盤を持ち卵黄嚢は著しく拡張していて胚を

完全に包み子宮壁に密着している。胎子は子宮内面に分泌される栄養分を

吸収して発生を続けるが、絨毛膜を持たず子宮内に長く留まることができ

ないため無胎盤類A卿。ε脚伽に分類される。これらより上位に属する大

部分の哺乳類は有胎盤類P耽εη匁伽である。このように胎盤の有無や種

類は哺乳類を特徴づけるものである。

　胎盤は母体にとって同種異個体の胎子の成長を維持する重要な器官であ

り、胚性組織と母体組織が緊密に接着し、胎子の栄養、呼吸および排泄を

代償した機能を有している。発生学的に胎盤は、胚盤胞の外壁を成す栄養

芽細胞層由来であり、将来、胚になる内部細胞塊とは本質的に異なる。

　卵と精子が卵管で受精し、受精卵は卵割を繰り返し35日から4日かげ

て卵管を下降して子宮に到着する。桑実胚が胚盤胞になるころ、子宮内膜

上皮はステロイドホルモンの影響により着床の準備を終了し、胚盤胞は子

宮内膜の窪みに落ち込む。その部位の子宮内膜において胚盤胞の栄養膜の

侵入により胎盤の形成が始まる。

　脱落膜形成動物において母体組織は内膜間質細胞がエストロジェンとプ

ロジェステロンの作用により細胞増殖と分化が起こり脱落膜が形成される。

脱落膜は着床期や胎盤形成期に母体組織は栄養膜細胞による侵入を受ける。

8



1．緒論

　　ラットを含むゲッ歯類は血絨毛迷路胎盤で栄養膜細胞層から生じた栄養

膜合胞体細胞が子宮内膜を破壊して母体血管を栄養膜合胞体細胞層の中に

取り入れる血絨毛胎盤である。この胎盤は母体血管が栄養膜の中で極めて

不規則に走り血管内皮細胞を失うので母体血液は直接に栄養膜の中にでき

た迷路を通る。この迷路を形成する栄養膜の壁は薄くなり、その壁の中に

墨引結合組織と三子血管が入ってきて胎子血管は栄養膜を介して母体血管

に近接する。（江口，1992）。

　このように胎盤は古くから形態学的に研究が行われてきたが、生理学お

よび生化学的には不明の点が多い。胎盤は神経支配を受けていない臓器で

あるため、胎盤の機能は神経以外のホルモンなどの液性因子により制御さ

れている。近年、胎盤においても一酸化窒素（NO）が血流調節、血栓形

成の防止そして免疫学的応答に関与しているという報告がある（Conradε’

砿1～梯；H・ll・砿1～脳；My・tt・砿1～税；R・m・ay・∫砿1～珍4）。

　胎盤と密接な関係にある子宮平滑筋においては、NOの基質であるレア

ルギニンが妊娠中期の子宮収縮を抑制し、レアルギニンーNO－cGMP系が妊

娠の維持に関与していることが報告されている（Izumiε∫砿，1993；Rosse11ε’

砿1998）。一方、L－NAMEを投与すると妊娠中期の子宮収縮の抑制を阻

害する（Y国1ampalli　8’砿1993）。このことはNOが妊娠中の子宮収縮を抑

制し、妊娠の維持、早産防止に重要な役割を果たしていると考えられる。

このように妊娠制御に関わるNOの作用についての報告が多数あるが、妊

娠はNOのみによって維持されているのではなくステロイドホルモンなど

様々な因子との調整により成り立っている。ラットではし－NAMEと少量

9



1，緒論

の抗プロジェステロン剤投与により早産が引き起こされる（Yallampalliε’

砿1996）。子宮筋のeNOSmRNAの発現は妊娠による影響を受けず、

iNOSmRNAの発現が妊娠中期に増加し妊娠末期に減少することから（Dong

ε’砿1996）、妊娠中期の子宮におけるLアルギニンーNo。cGMP系にはiNos

が深く関わっていると考えられる。また、受精卵の着床時期や脱落膜の形

成にNOが作用している（Barrrettθ砲ム，2002）。

　NOは、常温で気体のフリーラジカルである。　NOを生成する微生物が

存在することは古くから知られており（Zumft，1993）、また、高等な生物

との関わりという点では大気汚染の悪玉分子の一つとしてNOが注目され

てきた。しかし、1987年に独立した二つの研究グループによって、NOは

哺乳類の血管壁の内皮細胞で合成され、血管を弛緩させる因子（内皮細胞

由来血管弛緩因子：EDRF）であると報告された（Palmerε∫鳳，1987；Ignarro

6∫α乙，1987）。その後、NOは哺乳類の血管内皮細胞、神経細胞、マクロフ

ァージなどの細胞でNO合成酵素（Nitdc　Oxide　Synthase：NOS）の働きに

よりレアル凹凹ンから産生され、血管を拡張して血圧を調節し、中枢神

経では神経伝達物質として作用し、免疫系でエフェクター分子として作用

していることが明にされてきた（Fddmanθ’鳳，1993）。

　NOSはその局在、発現様式から構成型NOS（constitutive　NOS：cNOS）

と誘導型NOS（inducibleNOS：iNOS）に分類される。さらに発現組織およ

び分子生物学特徴により三種類のアイソフォームに分類される。すなわち、

神経型NOS（neuronal　NOS：nNOS，　NOS　I）、誘導型NOS（i血ducible　NOS：

iNOS，　NOS皿）そして内皮型NOS（endodlelial　NOS：eNOS，　NOS皿）であ

10
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る（Gh茄thε∫αム，1995）。　nNOSとeNOSは細胞内Ca2＋濃度が上昇するとカ

ルモデュリン（CaM）依存性に直ちに活性化される酵素であり、それぞれ

神経組織と血管内皮で構成的に発現していることからcNOSと呼ばれる。

一方、誘導型NOSはCa2＋非依存性であり、通常は発現していないが、エ

ンドトキシンやインターロイキンー1β（lnterleukin－1β：IL－1β）、インタ

ーフェロンー1γ（lnterferon一γ：IFN一γ）、腫瘍壊死因子一α（Tumor　Necrosis

Factor：TNF）などの炎症性サイトカインによって初めて誘導される（Morris

ε∫砿1994）ことから、iNosと呼ばれる。

　NOSにより産生される内因性のNOは多くの器官において多様な働き

を示している（Madnellaε∫砿1998）。生理的および病態生理的なNOの役

割の解明にはその濃度と分布を明かにすることが重要であるが、NOは不

安定で寿命の短いフリーラジカルである（Palmerε∫砿，1987）ため、研究

は困難であり未解明な点が多く残されている（Archer，1993）。

　NOはフリーラジカルであるので電子常磁性共鳴吸収（Elec往on

Paramagnedc　Resonance：EPR）装置でシグナルを観察できるが、気体のNO

および液相中の溶存NOのシグナルを観察するためには特殊な条件を設定

する必要があり、シグナルの強度も低い（吉村，1999）。この不安定で寿命

の短いフリーラジカルをスピントラップ試薬を用いて不安定なNOを補足

して安定なスピントラップ・NOとして観察する方法がスピントラップEPR

である。

　ジチ午下ルバメート鉄錯体の誘導体であるFe－N一（d量thiocarboxy）sarcosine

（Fe－DTCS）によりNOをスピントラップし、　NOを検出する方法が報告

11
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　されている（Suzuki　8’砿1998；Yoshimuraθ∫砿，1996）。　Takizawaら（2002）

はこの手法により、妊娠19日から21日のラット胎盤においてかなり多量

のNOが産生されていることを報告した。

　NOが分娩のシグナルではないかという仮説（Sladek　8∫鳳，1997）もあ

り、妊娠末期にはNO産生量が急激に減少するのではないかと考えられて

いたが、妊娠19日から21日の間でNO産生量に変動は認められなかった

　（Takizawaε’αZ．，2002）。

　また、NOは多様な作用を有し、血管系においては血管拡張作用のみで

はなく、血管内皮増殖因子（～勉scular　Endothelial　Growth　Factor：VEGF）を

増加させ、血管内皮細胞の浸透性を増進させるという報告がある（Dulakε∫

記．，2000；Jozkowiczε’α乙，2001）。胎盤は極めて血管に富んだ器官であるの

で、NOが血管新生に関与しているとすれば、胎盤形成期や発育期におけ

るNO産生量の挙動を検討することは極めて興味深い。

　子宮内膜においてはステロイドホルモンによりNOSの発現が調節され

ているという報告文があることから、胎盤におけるNO産生に対する抗ス

テロイド剤の影響は興味深い。

　iNOS遺伝子の転写調節領域には低酸素誘導因子（Hypoxia　Inducib1，

Factor：HIF－1）結合部位が存在するが、胎盤におけるNO産生への田F。1

の関与は報告されていない。また、iNosを誘導することが知られている

炎症性サイトカインの一つである腫瘍壊死因子一α（Tumor　Necrosis　Fa伽卜

α：TNF一α）との関係についての報告はない。

胎盤の形成期や成長時に胎子のために血流量の維持や胎子へのグルコー

12
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スの取込みが必要であり、胎盤においては主にグルコーストランスポー一1

　（Glucose　Tansprtor　1：GLUT　1）がグルコースの細胞内への取込みを行って

いる。また、VEGFとNOとの関連については、　NOがVEGFの発現を誘

導するという報告とVEGFがNO産生を促進しているという報告があり、

いずれにしてもNOとVEGFは相互作用をしている可能性がある。また、

VEGFとGLUT　lは両者ともにHIF－1の標的遺伝子であるので、胎盤にお

けるNOとVEGFおよびGLUT　lの相互作用は興味深い。

　以上のことから、本研究では、妊娠ラットを用いて、胎盤におけるNO

産生とその調節機構を明らかにするために、（1）ラット胎盤におけるNO

産生とNOSアイソフォームの発現、（2）NO産生におよぼす抗ステロイ

ド剤の影響、（3）NO産生と田F－1αとの関係、（4）NO産生とTNF一αと

の関係、そして（5）NO産生とVEGFおよびGLUT　1との相互作用につ

いて、スピントラップ・EPR法や種々の手法を用いて解析した。

13



2．NO産生とNOS発現

2．ラット胎盤における一酸化窒素（NO）の産生と一酸化窒素合成（NOS）

　遺伝子発現の解析

2．L序論

　NOは、　L一アルギニンを基質としてNOSによって生合成されている。　NO

は分子量が極めて小さく、脂溶性であるため細胞膜を自由に透過し、様々

な生理現象に関わっている。生殖生物学分野でNOは排卵を惹起し

　（Shukovski　and　Tsafhd，1994）、受精の際には低濃度で精子の運動率や生

存率を促進する（Zuniε’oム，1995）、妊娠初期の子宮内膜着床部位におい

てiNOSとeNOSの発現が増強している（Puecellε’鳳，1999）、妊娠中期お

よび後期の胎盤におけるNOSは栄養膜細胞に局在している（Baylis　8∫鳳，

1999；Lya118’砿1999）、などNOは妊娠の様々な生理作用に関与している。

　胎盤におけるNOの主な作用としては血流の調節、絨毛間腔での血栓形

成の防止、そして、母体免疫作用の抑制などが報告されている（Conradε’砿，

1993；Hu11ε’砿1994；Myatt　8∫砿1992；Ramsayε’鳳，1994）。そして、胎盤

はnon－i皿ervated　organである（Relly　and　Russe1，1977）ため、胎盤血流量

は神経由来の調節を受けず、胎盤で産生されるNOが注目され、　NOが胎

盤の血管に作用して胎盤の血流量を調節している（Ramsayε’鳳，1994）こ

とが報告されている。

　胎盤の絨毛間腔には母体血液がそそぎ、胎盤は胎子の呼吸と栄養分の吸

収および老廃物の排泄の場である。そのため、胎盤絨毛間腔では血栓形成

が防止され、常に流動性が保たれていなければならない。

14



2．NO産生とNOS発現

　　母体と胎子は免疫学的に異物であるにも関わらず、胎子が母体から拒絶

　されることなく子宮内で発育できることにもNOが関わっている（Gonzalez

8∫01．，2004）。

　電子常磁性共鳴吸収（EPR）法はマイクロ波と磁場を利用して不対電子

をもつ物質（フリーラジカル）を測定する装置である。電子の一つの軌道

には通常2個の電子が存在する。2個の電子スピンは互いに逆向き（右回

りと左回り）に回転し・これはパウリの法貝Uとよばれている．このため、

おのおのの電子のスピン角運動量の和は打ち消されてしまい、電子スピン

に基づく磁性は現れない。しかし、軌道に1個の電子のみが存在する場合、

つまり、不対電子がある等等は回転する電子スピンによる小磁石が形成さ

れ、常磁性の状態となりEPRによる観測が可能になる。

　周囲に磁場がないとき、不対電子は無秩序に配向しているため右向きと

左向きのスピン間にはエネルギー丁子はない。そこに磁場を一定方向にか

けると電子スピンは磁場の方向を中心軸として歳差運動を生じ、磁場の方

向に平行（βスピン）か逆方向（αスピン）に小磁石の向きをそろえて、

その結果、αとβスピンによるエネルギー状態に差が生じる。磁場の中で

分裂した2つのエネルギー状態はゼーマン準位、そしてこの現象をゼーマ

ン分裂とよぶ。

　このようなゼーマン分裂が生じている状態の時、この分裂に等しいエネ

ルギー差の電磁波（マイクロ波）を照射すると、磁場に平行な安定状態に

あったβスピンがそのエネルギーを吸収し、その結果、逆平行の不安定な

αスピンに反転する現象をEPRにより観察することによりEPRスペクト
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ルを描くことができる。すなわち、EPRスペクトルは磁場の中に置かれ

た不対電子が2つの準位に分裂し、その分裂に等しいエネルギー差の電磁

波を吸収した時に観察される。通常、目的試料と標準試料（MnO）を全

く同じ条件でEPRスペクトルを測定すれば、それを比較する相対的定量

法として用いることができる（桜井，2003）。

　NOもフリーラジカルであるためEPRでシグナルを観察できるが、　NO

は不安定で寿命が短いため測定は困難であった。そこで、スピントラップ

法を用いることにより不安定なラジカルを安定な化合物に補足し、安定な

ラジカルに変換することにより、EPR法を用いた測定が可能となってき

た。スピントラップ試薬の一つとしてNOに高親和性の鉄化合物（鉄錯体）

がある。鉄錯体はNOをトラップすると安定なNO一鉄（皿）錯体となる。

この鉄錯体にトラップされたNOも不対電子をもっているためにEPRに

より測定できる。近年、ジチオカルバメート鉄錯体の誘導体であるFe－N一

（dithiocarboxy）sarcosine（Fe－DTCS）をスピントラップ剤として用いて、　EPR

装置によりNOを検出する方法が報告されている（Suzukiθ’砿，1998；

Yoshimuraε’αム，1996）。また、　Takizawaら（2002）は、　NO産生を検出す

るだけでなく、NO量を定量できることを報告している。

　Fe－DTCSはNOをトラップして安定なNO・鉄錯体（Fe－DTCS錯体）を

形成する。このFe－DTCS錯体は明瞭な3本のEPRスペクトルを示す。　DTCS

の鉄錯体は水に良く溶けるので血液によって生体内の隅々まで運ばれるた

め組織内のNO測定に適している（吉村，1999）。

本章では前述したスピントラップ・EPR法を用いて妊娠13日、15日、

16
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17日、19日および21日のラット胎盤を用いてNO産生量を解析した。ま

た、得られたEPRスペクトルが胎盤のNOS由来であることを確認するた

めに、NOS阻害剤である1VG－nitro－L－arginine　methyl　ester（L－NAME）を注

入後のNO産生を解析した。さらに、　NO産生に寄与するNOSアイソフ

ォームを明らかにするためにiNOSmRNAおよびeNOSmRNAの発現を検

討した。

17



2．NO産生とNOS発現

2．2．材料と方法

2．2．L　供試動物および飼育環境

　c尊Wis血ラット（日本チャールズ・リバー，横浜）を自家繁殖させて

得た10から15週齢のFl動物を用いた。動物は室温24±2℃、55±10％、

換気回数15回1時間（オー・ルフレッシュ方式）に設定した一定の明暗周期

の生物科学総合研究所で飼育し、固形飼料（CE－2，日本クレア，東京）お

よび水道水を自由に摂取させた。妊娠動物を得るために雌雄ラットを一晩

同居させ、翌日膣スメア内に精子が認められた日を妊娠0日として起算し、

妊娠満期は21日とした。飼育には263×425×178㎜のポリカーボネー・ト

製ケージを用い、交配中は3匹ずつ、妊娠確認後は1匹飼育とした。

2．2．2．試薬の調製

（1）試薬

　スピントラップ剤の調製には、酔（dithiocarboxy）sarcosine（DTCS，和光

純薬，大阪）、塩化鉄（皿）（和光純薬，大阪）を用いた。NOS阻害剤とし

て八ρ一nitro↓arginine　metyl　ester　hydrochlodde（L－NAME，和光純薬，大阪）、

NOドナーとして　（4・methyl－2一［hydroxyimino】一5－ni伽。－6－me血oxy－3－he

xenamide　（NOR1，同仁，熊本）を用い、　L唖methyl　Sulfoxide　（DMSO，和

光純薬，大阪）をNORIの溶媒とした。

（2）スピントラップ剤の調製

　ジチオカルバメート鉄錯体としてDTCSとFeC1、からFe－DTCS錯体を

　　　　　　　　　　　　　　　　18
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作製して用いた。30分以上窒素ガスをバブリングして溶存酸素を低下さ

せたリン酸緩衝生理食塩水（pH　7．2～740．01M）にFeCl，を20．　lmg／mしの

濃度になるように溶解し、窒素ガスで20分以上バブリングした（Fe液）。

次にDTCSをリン酸緩衝生理食塩水で100mglmLになるように溶解した

（DTCS液）。　Fe液とDTCS液のモル比が3：1になるように等量ずつ混和

した。

2．2．3．NO－Fe－DTCSの標準サンプルの解析

　スピントラップ剤にはFe－DTCSを用いた。NOドナーには、10mgのNOR　l

を100μしのDMSOに溶解したものを使用した。　Fe－DTCSにDMSOで溶

解したNOR1を加えてNO－Fe。DTCSの標準サンプルを作製し、　EPR測定

に供した。

2。2．4．L－NAME投与液の調製と浸透圧ポンプの作製

　NOS阻害剤としてL－NAMEを用いた。使用直前にL－NAMEを秤量し、

生理食塩水に溶解し、浸透圧ポンプ（Alzet　MINI－OSMσrlC　PUMP　MODEL

2001D，室町機械，東京）に充填した。　L－NAMBの注入速度は、30μg！min

あるいは65μg／minとした。なお、浸透圧ポンプにL－NAME溶液を充填

する時にはAlzet社のマニュアルに従い、充填前後の重量を測定して200

μL以上入っていることを確認した。

19
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22．5．電子常磁性共鳴吸収（EPR）装置による解析

　NOのシグナルを検出、解析するため、電子常磁性共鳴吸収（EPR）装

置（JES－TE3X，日本電子株式会社，東京）を用いた。　EPR装置の測定条件

は、Temperature　77．00K，　Microwave　Power　l　O．00mW；Moduladon　100kHz

O32m℃C・nt・・Fi・1d　32αOm℃Sw㏄p　Wid山1αOmT，　Sweep　Tim，40　mi。，　Tim，

Constant　O．30　secで行った。また、　EPR解析の際に、同時に酸化マンガン

（MnO）の粉末のEPRスペクトルを測定し、　NO－Fe－DTCSのシグナルの

高さとMnOのシグナルの高さを求めた。

2．2．6．実験デザインとサンプリング

　胎盤の採取が可能な妊娠13日、15日、17日、19日および21日のラッ

トを用いた。作製したスピントラップ剤（Fe－DTCS液）は用時調製とし

た。サンプリングする時刻を12時と決め、その30分前にFe－DTCS

（5㏄㎞glkg）をラット背部に皮下投与した。サンプリングはラットにエーー

テル麻酔を施して開腹した後、子宮全体を取り出し、子宮壁を切開して胎

盤を採取した。眼科門下を用いてサンプルを細切し、石英のEPR試料管

へ最低0．5g充填した。　EPR試料管の最下部から液体窒素にゆっくりと浸

しながら凍結し、EPR解析に供した。

　RNA抽出用には無処置の母体ラットから上記と同様に胎盤を摘出し、

個別にサンプルチューブに入れ、液体窒素により急速凍結し、RNA抽出

まで一80℃で保存した。

20
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2．2．7．L－NAME注入後のラット胎盤におけるNO産生量の解析

　EPR装置により得られたNOのEPRスペクトルが胎盤のNOS由来であ

ることを確認するために、L－NAMEを浸透圧ポンプにより持続注入し、24

時間後のNO産生量を解析した。　L－NAMEの注入速度が30μglminおよび

65μg！minとなるように濃度を調整した浸透圧ポンプをサンプリングの24

時間前である妊娠14目の12時にラットの背部皮下に埋め込んだ。胎盤の

摘出からEPR測定までの方法は前述と同様である。

2．2．8．NO産生に寄与するNOSアイソフォームの解析

（1）試薬等の調製

1）電気泳動用緩衝液（TAE）

　電気泳動用緩衝液は、トリスヒドロキシメチルアミン（和光純薬、大阪）

4．8g、　EDTA（和光純薬、大阪）0．74g、酢酸（和光純薬、大阪）1．14mしに

超純水を加え10㏄㎞しにフィルアップして作製した。

2）電気泳動用アガロースゲル

　電気泳動用のゲルは、Agarose　STANDARD　O　1（プロテックメディカル、

東京）0．6gをTAE（40mL）に溶解して1．5％アガロースゲルを作製した。

（2）総RNA抽出法

　サンプル50mgに対し2mしのISOGEN（ニッポンジーン、東京）を加

え、ホモジナイズした。15秒のホモジナイズを氷冷しながら4～5回、目

21
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視により固形物がなくなるまで行った。2．OmLのマイクロチューブに移し

換え、4℃、15，000rpmで10分間遠心し、上層を取り、室温で5分間放置

した。それにクロロホルム（和光純薬、大阪）を加え15秒懸濁した

（ISOGENlmLにつきクロロホルム0．2mL）。2～3分室温で放置し、4℃、

15，000rpmで15分間遠心した後、再び上層を取りその上層と同量のクロ

ロホルムを加えた。15秒懸濁して、2～3分室温で放置した。4℃、15，0㏄ゆm

で15分間遠心した後、上層を滅菌チューブに取り上層と同量のイソプロ

ピルアルコール（和光純薬、大阪）を入れ、軽く転倒混和後、5～10分間

室温で放置した。その後、4℃、15，000fpmで10分間遠心を行った。ペレ

ットを落とさないように上清を捨て、水分を取り除き、75％エタノールを

1mL加えリンスした。4℃、10，0㏄睡pmで5分間遠心を行った。ペレット

を落とさないように上清を捨て、軽く乾燥後、DEPC処理水を100μL加

え、RNAを溶解し、一80℃にて保存した。

（3）RNAの定量

　分光光度計BioSpec－16㏄［

下した。

（島津製作所、京都）を用いて、RNA量を測

（4）DNAの除去

　抽出した総RNAに混入しているDNAをDNase処理により除去した。

RNAの濃度を測定し、5μgに対し10×DNase（Rr　Grade）buf后er　2　（ニ

ッポンジーン、東京）を2．5μL、Deoxydbonuclease　O．5μL加え、　DEPC滅

　　　　　　　　　　　　　　　　22
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菌水を加えて25μしとした。37℃で15分間インキュベートした後、反応

停止液2．5μLを加え、70℃で10分間インキュベートし反応を止め、一80℃

で保存した。

（5）First　Strand　cDNA合成

團Aサンプルとプライマーの混合液（t・田1㎜A∬μL、・1ig・（dT）1。1、

1μL、DEPC処理水6μL）を作製した。混合液は70℃で10分間インキ

コ．ベートし、氷水上に2分間以上おいた。この混合液に5×First　Strand　buf£er

を4μL・2（㎞MdMP㎡・をα5μL・0・1MDITを2μL、逆転写酵素（S。p。，

Scdpt　m、　invitrogen、東京）を1μL加え、チューブの内容物をよくピペ

ッティングした。50℃、50分間インキュベートした後、70℃、15分間イ

ンキュベートし反応を止めた。氷水上で2分間以上おき、スピンダウンし

て反応液をチューブの底に集めた。2unit　RNase　H（invitrogen、東京）を加

え、37℃，20分間インキュベートした。一30℃で保存するか、そのままPCR

に用いた。

（6）PCR

1）PCR試薬調製

　PCR反応液は以下の組成とした。10×PCR　buf£erを20μL、2．5mM　dNTP

mixtureを16μL（最終濃度、0．2mM）、　Foward　Pdm畷5μM）、　Reverse　Pdmer（5

μM）を各4μL（最終濃度、0．2μM）、TaqDNAポリメラーゼ（Takara，大

津）を1μL入れ（2．5U1100μL）、　DEPC処理滅菌水142μLを加えたPCR

23
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反応液を19μしに分注しcDNAを1μL加え、　PCR反応を行った。

　ハウスキーピング遺伝子の一つで解糖系の主要酵素である

Glyceraldehyde－3－mono　phosphate　dehydrogenase（GAPDH）をコードしている

GAPDH遺伝子に特異的なプライマーを内部標準として用いて実施した。

プライマーの配列は表1に示した。これらのプライマーの合成はテキサス

ジェノミクスジャパン（東京）に依頼し、作製した。

2）PCR反応条件

　PCR反応は、最初の熱変性を94℃で5分間した後に、各プライマーに

対して、PCR産物が指数関数的に増幅をしているサイクル数の範囲を決

定するために、プールしたcDNAサンプルを用いて、それぞれにおいて、

16～34サイクルでPCR反応を行った。各プライマーによるPCR産物が指

数関数的に増幅することが確認できたサイクル数の範囲を求め、さらに

r℃R反応液に加えたcDNA量に比例してPCR産物が増幅していることを

確認した。PCR増幅にはGene　Amp　PCR　System　2400装置（Perkin　Elmer，

Yokobama）を用いた。各プライマーによるPCR反応条件を表2に示した。

3）PCR産物の半定量的解析

　PCR反応後、　PCR産物を1．5％アガロースゲルを用いて、　TAEバッファ

ーで100V、約40分間電気泳動した。そしてTAEバッファーで1000倍希

釈したSYBR　Green　l溶液（BMA　50513，　Rockland　USA）で30分間染色し

た。染色後イメージアナライザー一装置（FLA－2000，島津製作所，京都）に
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より染色したアガロースゲルをスキャンし、取り込んだ画像は画像処理ソ

フトMacBas　v2．5（富士フイルム，東京）を用いて、　PCR産物量を数値化

した。iNOSmRNA、　eNOSmRNAの発現レベルは各サンプルごとに

GAPDHmRNA発現量を100として相対的な発現レベルを示した。

2．2．9．統計学的処理

　得られたデータから平均、標準誤差を求め、一元配置分散分析を用いて

統計学的に処理し、Sche飾s’testを用いて有意差を求め、　P」く0．05のとき有

意差ありとした。
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表1．各プライマー配列

遺伝子 酉己i　U（5’　to　3’　） PCR産物の塩基数
iNOS TTCACGACACCCTTCACCACAA

CC訂CαCCTGCCCA㎝CαC

912

eNOS TCCCGAGCArCAAATACCT

TGGGCAGCATCACCTACGA

373

GAPDH－1 TGAAGGTCGGTGTCAACGGATTrGHC

CArGTAGGCCArGAGGTCCACCAC

950

表2．各プライマーのPCR反応条件

遺伝子 変性反応　アーニリング　伸長反応　サイクル数

iNOS 94℃

（1min）

62℃

（1min）

72℃

（1min）

30

eNOS 94℃

（1min）

60℃

（1min）

72℃

（lmin）

30

GAPDH－1 94℃

（lmin）

60℃

（1min）

72℃

（lmin）

20
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2．3．結　果

2．3．1．NO－Fe－DTCSの標準シグナル

　はじめに、EPR解析で得られたスペクトルがNO－Fe－DTCSのシグナル

であることを確認した。NOドナーであるNOR－1を用いて∫ηv加。で作製

したNO－Fe－DTCSの騨サンプルのEPRスペクトルを図1ムに示した。

この標準物質のEPRスペクトルではYoshimuraら（1996）およびTakizawa

ら（2002）と同様なベースラインに対して線対称の3本の超微細構造が認

められ、このシグナルがNO－Fe－DTCSのEPRスペクトルであることが確

認された。

　図1．Bに示した妊娠15日の胎盤のEPRスペクトルでは、標準サンプル

と同じ場所に3本の超微細構造が認められ、この胎盤由来のEPRスペク

トルはNO－Fe－DTCSと同一であることが確認された。さらに、　L－NAME

を浸透圧ポンプにより24時間持続注入（65μg！min）後のEPRスペクト

ルを図LCに示した。図1．Cでは図1．Aと図1．Bで認められたNO－Fe－DTCS

のシグナルであるベースラインに対して線対称の3本の超微細構造が消失

し、cu－DTcsのシグナル（suzukiε∫砿1998）が認められた。

　以上のことから図lBに示した妊娠15日ラットの胎盤のEPR解析によ

り検出されたNO－Fe－DTCSのシグナルは胎盤のNOS由来であることが確

認された。
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2．3．2．胎盤におけるNO－Fe－DTCSシグナルの定量的解析

（1）定量的解析方法

　EPRにおけるNO－Fe－DTCSの定量は、　NO－Fe－DTCSシグナルの高さと

M・2シグナルの高さの比を求めて行った．両者のシグナルを図2に示し

た・ここで・鯉のシグナルは、同時に演掟している標準物質の酸化マ

ンガン（MnO）で観察される6本のシグナルを、高磁場から順に並べた時の

2番目のシグナルを示している。しかし、EPR解析時に液体窒素の酸素含

有量が増加すると・スペクトル全体が右下がりになりやすく、それにとも

ないMn2シグナルの高さに対するNO－Fe－DTCSシグナルの高さが変わっ

てくるため、ベースとなるMn2シグナルの高さとNO－Fe－DTCSシグナル

の高さを比較した際に、若干の誤差が生じる。この誤差を補正するために、

Mn2とMn4のシグナルの中心を直線で結び、これをベースラインとし、

NO・Fe－DTCSシグナルの2つの頂点からベースラインに対して垂直に直線

を引き（x、y）、その2つの直線の長さの合計値（a）をNO－Fe－DTCSシグナル

の高さとした。そして、補正したNO－Fe－DTCSシグナルの高さ（a）とMn2

シグナルの高さ（b）との比（a！b）を最終的なNOの産生量とした（図2）。

（2）胎盤におけるNO産生量

　妊娠13日から21日における胎盤におけるNO産生量を図3と表3に示

した。胎盤におけるNO産生は観察した妊娠13日から21日まで認められ、

妊娠15日にピークを示した。
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（3）NOS阻害剤L－NAME注入時のNO産生量

　L－NAME注入時のNO産生量を図4と表4に示した。そのL－NAMBの

注入によってNO産生量は濃度依存的に有意に減少した。

2．3．3．胎盤におけるiNOSmRNAとeNOSmRNAの発現量の解析

　妊娠13日、15日、17日、19日、21日の胎盤におけるiNosmRNAと

eNOSmRNAの発現量を解析し、　NO産生に寄与するNOSアイソフォーム

を検討した。実験に際しては、PCR産物が指数関数的に増幅しているサ

イクル数を予備実験で確認した。さらにそれぞれのPCR反応液中に加え

たcDNA量に比例してPCR産物が増幅されていることも予備実験で確認

した。結果は、図5、表5および図6に示した。

　胎盤におけるiNOSmRNAの発現は妊娠13日から認められ、妊娠15日

にピークを示し、その後、妊娠21日まで徐々に減少した。一方、eNOSmRNA

の発現は、妊娠21日で僅かに減少するものの妊娠13日から妊娠21日ま

でほとんど変化せずほぼ一定であった。
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図1．EPRスペクトル

A：NOR1とFe－DTCSを用いて作成したNO－Fe－DTCSの標準EPRスペクトル
B：Fe－DTCS投与（500mg！kg）30分後の妊娠15日の無処置ラット胎盤のEPR

　スペクトル
C：L－NAME（65μglmin）を24時間持続注入した後、　Fe－DTCS投与（500m…ソkg）

　30分後の妊娠15日のラット胎盤のEPRスペクトル

測定条件
Temperature　77．00K、　Microwave　Power　10．00mW、

　Moduladon　l　OOkHz　O．32mT、　Center　Field　320．OmT、

　Sweep　Width　10．OmT、　Sweep　Time　4．Onオn、

　Time　Constant　O．30sec
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図2．NO－Fe－DTCSのEPRスペクトル

Mn2、　Mn3、　Mn4：MnOの観察される5本のシグナルを高磁場から順に並べ
たときの2、3、4番目のシグナルを示す。

a：NO－Fe－DTCS由来のシグナルの高さ

b：MnO由来のシグナルの高さ
x，y：NO－Fe－DTCS由来のシグナルの2つの頂点からベースライン

　　に対してして垂直に引いた直線の長さ
　（x＋y）：垂直に引いた直線の長さの合計（a＝x＋y）

測定条件
　Temperature　77．00K、　Microwave　Power　10．00mW、

　Modulation　lOOkHz　O．32mT、　Center　Field　320．OmT、

　Sweep　Width　10．OmT、　Sweep　Time　4．Omin、

　Time　Constant　O．30sec
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図3．スピントラップ・EPR法による胎盤におけるNO産生量の変化

　　Fe－DTCS（500mglkg）投与30分後の無処置ラットにおけるNO産生量の平均は、

　　NO－Fb－DTCSのシグナルの高さ（α）とMnOのシグナルの高さ（β）の比α！βから

　　求め、平均値±S．Eで示した。
　　a，b；各胎齢ごとに異なる文字間で有意差あり（P＜0．05）。

表3．スピントラップ・EPR法による胎盤におけるNO産生量

　　の変化

妊娠日齢 13 15 17 19 21

平均 1．02 1．31a 0．88 0．59b 0．50b

S．E．

一丁

0．17

5

0．12

5

0．11

5

0．04

5

0．12

5

Fe－DTCS（5㏄㎞glkg）投与30分後の無処置ラットにおけるNO産生量の平均は、

NO一馬一DTCSのシグナルの高さ（α）とMnOのシグナルの高さ（β）の比α1βから

求め、平均値士S．E．で示した。

a，b；各胎齢ごとに異なる文字間で有意差あり（P＜0．05）。
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図4．NOS阻害剤L－NAMEを持続注入24hr後の胎盤における
　　NO産生量の解析

　　NO産生量の値は、　NO－Fe－DTCSのシグナルの高さ（α）とMnO
　　のシグナルの高さ（β）の比α1βから求め、平均値±S．Eで．示した。

　　a，b；異なる文字間で有意差あり（P＜0．05）。

表4．L－NAMEを持続注入後24hrの胎盤におけるNO産生量の解析

L・NAME
Saline 30μglmin 65μ91min

平均 1．30a 0．37b 0．21b

E
数

＆
例

0．11

5

0．06

5

0．05

5

NO産生量の値は、　NO－Fe－DTCSのシグナルの高さ（α）とMnO
のシグナルの高さ（β）の比α1βから求め、平均値±S．E．で示した。

a，b；異なる文字間で有意差あり（P＜0．05）。
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図5．胎盤におけるRT－PCRによるiNOSmRNAとeNOSmRNAの発現量
　　　の変化

A：iNOSmRNAの発現量

B：eNOSmRNAの発現量

グラフは各サンプルごとの（NOSmRNAIGAPDHmRNA）＊100
を求め、平均値士S．Eで示した。

a，b；各胎齢ごとに異なる文字間で有意差あり（P＜0．05）。
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表5．胎盤におけるRT－PCRによるNOSmRNAの発現量の変化

妊娠日輪 13 15 17 19 21

iNOSmRNA
　平均　　　12030a　176．63b　l37．50　124．76・　107．08・

S．E．

回数

12．19

5

3．21

5

9．52

5

7．94

5

16．99

5

eNOSmRNA
　平均　　　115．36　123．17　107．94　116．01　80．13

S．E．

暉暉

18．92

5

8．05

5

16．91

5

16．74

5

9．26

5

数値は各サンプルごとの（NOSmRNAIGAPDHmRNA）＊100を
求め平均値±S。Eで示した。

a，b；各胎齢ごとに異なる文字間で有意差あり（P＜0．05）。

iNOS（912bp）

eNOS（373　bp）

M 13 15 17 19 21

GAPDH（950　bp）

妊娠日齢

図6．胎盤におけるRT。PCRによるiNOS、　eNOS、　GAPDH発現
　　　のPCR産物のアガロース電気泳動像

　　　M：DNAサイズマーカー
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2．4．考察

　免疫組織化学的手法や生化学的手法を用いて、胎盤におけるNOSの発

現の程度や局在は報告されている（Myat惚∫αム，1997；Morris　8’α乙，1993）。

しかし、これらの報告でNO産生量を論じることは間接的であり、問題点

が多い。本章ではTaldzawaら（2002）の報告に従い、妊娠13日から21

日のラットを用いて、Fe－DTCSをNOトラップ試薬として用いたスピン

トラップ・EPR法により胎盤におけるNO産生を直接解析した。また、こ

のNO産生に寄与しているNOSアイソフォームを調べるために半定量的

Rr－PCRを用いてiNOSmRNAとeNOSmRNAの発現を検討した。

　スピントラップ・EPR法によりラット胎盤におけるNO産生を観察する

と妊娠13日から妊娠21日でNO産生が証明された。本実験で観察された

EPRによるNOシグナルは吉村（1996）やTaldzawaら（2002）の実験結

果と一致してること、また、標準シグナルとの比較からもNO－FeDTCS由

来のシグナルと考えられた。さらに、L－NAMEを注入することによりこ

のEPRスペクトルはほとんど消失したことから、このEPRスペクトルが

胎盤由来のNOをトラップしたNO－Fe－DTCS由来のシグナルであること

が明らかにされた。

　本研究によりNO産生が妊娠15日にピーークを示すこと、そして、この

NO産生が妊娠末期において有意に減少するという特徴的な傾向を直接的

に明らかにした。胎盤におけるNOSの存在は今までに数多く報告されて

いる（Myatt　8’砿1997；Mo㎡sε鳳，1993；Thalldaε∫砿，1996）が、妊娠期

間を通して胎盤におけるNO産生を定量的に解析した報告はなく、本実験
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は妊娠期間を通してラット胎盤におけるNO産生の変動を明らかにした最

初の報告である。

　さらに、このNO産生に寄与するNOSアイソフォームの発現を調べた

結果、妊娠15日のiNOSmRNAの発現は他に比べて有意に増加し、妊娠

末期に減少するというNO産生パターンと一致していた。一方、eNOSmRNA

の発現は妊娠末期に若干減少するものの妊娠期間を通して有意な変化はな

かった。

　iNOSの発現は、サイトカインや他の因子により転写レベルで調節され

ていてiNOSからのNO産生量は多い（Foste㎝annε’鳳，1998）。また、

iNOSmRNAの発現から、　NO産生までにはある程度の時間が必要である。

suzukiら（1998）によればLPsによりiNosを誘導されたラットでは血中

のNOレベルはLPS投与約7時間後にピークに達している。一方、　eNOS

は細胞内に構成酵素として存在し、化学的刺激や物理的刺激により細胞内

のCa2膿度が上昇するとカルモジュリン依存的に速やかに活性化されるが

eNOSからのNO産生量は少ない（Foste㎜an，ε∫砿，1998）。　また、1モ

ルのiNOSは1モルのeNOSに比べて2㎜倍以上のNOを産生する（吉

村，1996）ことも考慮すると、妊娠15日に観察されたNO産生のピーク

は主にiNOS由来によるものと考えられる。

　妊娠15日の胎盤におけるNO産生が妊娠末；期に比べて約2．6倍もあり、

妊娠中期のNO産生量が極めて高いことが示された。妊娠中期においてラ

ット胎子と胎盤は著しく成長することは、胎盤における旺盛な血流量の増

加を必要とする。ラット胎盤は迷路層と基底層により構成されており、双
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2．NO産生とNOS発現

方とも血管系が著しく豊富である（Bddgeman　1948；1949）。胎盤の栄養膜

細胞もしくは血管内皮細胞で産生されたNOがオートクラインあるいはパ

ラクライン的に胎盤の血管平滑筋を弛緩させている可能性が考えられる。

また、妊娠を通じて胎盤における血栓形成の防止と母体の免疫抑制にも他

の因子との相互作用によりNOが関与していることは十分考えられるもの

のさらに検討が必要である。
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2．NO産生とNOS発現

2．5．小括

　妊娠13日から妊娠21日のラット胎盤におけるNO産生量をスピントラ

ップ・EPR法を用いて解析した。胎盤におけるNO産生は妊娠13日から

認められ、15日にピークを示し、その後21日まで漸減した。

胎盤におけるNOS遺伝子発現をRT－PCR法により解析すると、iNOSmRNA

の発現は、妊娠13日から認められ、15日にピークを示し、その後21日

まで漸減した。このiNOSmRNAの発現はスピントラップ・EPR法により

解析したNO産生量と相関があった。一方、　eNOSmRNAの発現は妊娠13

日から19日まで変動せずほぼ・一定であり、その後21日に減少する傾向が

認められた。以上のことから、妊娠15日にヒ。一クを示す胎盤におけるNO

産生は、主にiNosによるものであると考えられた。
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3。抗ステロイド剤

3．胎盤におけるNO産生におよぼすステロイドホルモンの影響

3．1．序　論

　ゲッ歯類では受精卵の着床前に卵巣性ステロイドホルモンであるプロジ

ェステロンとエストロジェンの作用で子宮内膜の間質細胞が活性化されて

脱落膜の形成が準備される。

　プロジェステロンは主に卵巣の穎粒層細胞および黄体細胞で産生される。

また、エストロジェンは卵巣の穎粒層細胞および胎盤の絨毛細胞で産生さ

れる。しかし、両者とも胎盤での産生量は動物種により大きく異なり、ラ

ットの胎盤ではほとんど産生されず（高橋，2003）、胎盤におけるプロジェ

ステロンとエストロジェンは母体から供給されることになる。

　妊娠時のプロジェステロンは妊娠黄体の活性化に伴い、妊娠3日から増

加し、5日に一度ピークに達し、7日まで下降した後、15日に再度増加し

最大のピークを迎える。これが19日まで続き、その後速やかに減少し、

分娩に至る（Sanyal，1978）。一方、エストロジェンは妊娠4日に着床の引

き金となるサージを示し、その後は低いレベルに維持されていて、妊娠20

日から21日の妊娠末期にかけて急激な上昇を示す（Shaiki，1971）。

　このようにプロジェステロンとエストロジェンは着床、胎盤形成期そし

て妊娠の維持に重要な役割を果たしている。

　ラット妊娠中期には血中プロジェステロン濃度が高くなり、妊娠15日

にピークとなる。このピーークは妊娠15日にピークを示した胎盤のNO産

生とiNOSmRNAの発現のピークとよく一致している。子宮におけるNO
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3．抗ステロイド剤

産生がステロイドホルモンの影響をうけていることはグリース法において

示されており、また、ラット子宮の妊娠18日において、抗プロジェステ

ロン剤投与によりiNOSmRNAの発現は減少し、抗エストロジェンプロジ

ェステロン剤投与によりiNOSmRNAの発現は増加している（Dongε∫oム，

1998）。

　以上のことから本実験では、胎盤におけるiNos発現の調節機構を調べ

るため、まず、ステロイドホルモンに焦点をあて、NO産生がピークとな

る妊娠15日の胎盤のNOS発現におよぼすステロイドホルモンの影響を検

討するために、抗プロジェステロン剤であるRU486と抗エストロジェン

剤であるraloxifeneを用いて検討した。
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3．抗ステロイド剤

3．2．材料と方法

3．2．L　供試動物および飼育環境

　2・2⊥に示したものと同様である。

3．2．2．抗ステロイド剤の調製

　抗プロジェステロン剤としてRU486（Sigma－Aldhch，　USA）を1mg／mしに

なるようにsesame　oilに溶解した。また、胎盤において抗エストロジェン

作用を持っているraloxifene（中外，東京）を1mg！mしになるように滅菌した

生理食塩水に溶解した。

3．2．3．実験デザインー抗ステロイド剤の投与とサンプリングー

　RU486とraloxifeneの投与量はいずれも1mglkg／dayとし、　RU486は妊

娠12日から14日に頸背部皮下に3日間連続投与し、reloxifeneは妊娠12

日から14日に3日間連続経口投与した。いずれも最終投与日の翌日、妊

娠15’ 冾ﾌ12時に、胎盤を採取し、iNOSmRNAとeNOSmRNAの発現の

解析に供した。サンプリング方法の詳細は2．2．6と同様である。

3．2．4．iNOSmRNAとeNOSmRNAの発現量の検討

　3．2．8．と同様の方法でiNOSmRNA、　eNOSmRNA発現の解析を行った。

プライマーの配列とPCRの反応条件は表1および表2に示した。
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3．抗ステロイド剤

3．3．統計学的処理

　得られたデータから平均、標準誤差を求め、Studentの∫テストを用い

て統計学的に処理し、有意差を求め、P＜0．05のとき有意差ありとした。
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3，抗ステロイド剤

3．4．結　果

　抗プロジェステロン剤RU486または、抗エストロジェン剤raloxifene投

与後の妊娠15日の胎盤におけるiNOSmRNAおよびeNOSmRNAをそれぞ

れ図7、表6、図8、表7、図9、表8、および図10、表9に示した。

　妊娠12～14日の12時にRU486またはraloxifeneを3日連続投与しても、

妊娠15日の胎盤におけるiNOSmRNAおよびeNOSmRNAの発現は対照群

（溶媒投与）と比較して変化しなかった。
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sesame　oil RU486
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M sesame　oil　　RU486

iNOS（912bp）

GAPDH（950　bp）

図7．胎盤おけるRU486投与後のRT－PCRによる

　　iNOSmRNAの発現量の変化

A：グラフは各サンプルごとの（iNOSmRNAIGAPDHmRNA）＊100
　を求め、平均値士S．Eで示した。

B：iNOSmRとGAPDH発現のPCR産物のアガロース電気泳動像
　M：DNAサイズマーカー

表6．胎盤おけるRU486投与後のRT－PCRによる

　　iNOSmRNAの発現量の変化

sesanle　oiI RU486

平均

E
数

＆
例

16L78

12．35

5

194．79

12．07

5

数値は各サンプルごとの（iNOSmRNA／GAPDHmRNA）＊100
を求め、平均値±S．E．で示した。
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図8．胎盤おけるRU4B6投与後のRT－PCRによる

　　eNOSmRNAの発現量の変化

A：グラフは各サンプルごとの（eNOSmRNA！GAPDHmRNA）＊100
　を求め、平均士S．Eで示した。

B：eNOSmRNAとGAPDH発現のPCR産物のアガロース電気泳動像
　M：DNAサイズマーカー一

表7．胎盤おけるRU486投与後のRT－PCRによる

　　eNOSmRNAの発現量の変化

sesame　oil RU486

平均

E
数

＆
例

115．36

11．38

5

124。52

8．62

5

数値は各サンプルごとの（eNOSmRNA／GAPDHmRNA）＊100
を求め、平均士S．E．で示した。
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図9．胎盤おけるRaloxifene投与後のRT－PCRに

　　よるiNOSmRNAの発現量の変化

A：グラフは各サンプルごとの（iNOSmRNA／GAPDHmRNA）＊100
　を求め、平均値±S．Eで示した。

B：iNosmRNAとGAPDH発現のPcR産物のアガロース電気泳動像
　M：DNAサイズマーカー

表8．胎盤おけるRaloxifene投与後のRT－PCRに

　　　よるiNOSmRNAの発現量の変化

Saline Ralox猛ene

平均

E
数

＆
例

199．69

24．50

5

167．04

14．89

5

数値は各サンプルごとの（iNOSmRNA！GAPDHmRNA）＊100
を求め、平均士S．Eで示した。
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図10．胎盤おけるRaloxifene投与後のRT－PCRに

　　　よるeNOSmRNAの発現量の変化

A：グラフは各サンプルごとの（eNOSmRNAIGAPDHmRNA）＊100
　を求め、平均値±S．E．で示した。

B：eNOSmRNAとGAPDH発現のPCR産物のアガロース電気泳動像
　M：DNAサイズマーカー

表9．胎盤おけるRalox妬ene投与後のRT－PCRに

　　よるeNOSmRNAの発現量の変化

Saline Ralox押elle

平均

SE．

例数

89．67

11．93

5

111．69

8．72

5

数値は各サンプルごとの（eNOSmRNAIGAPDHmRNA）＊100
を求め、平均値±S．Eで示した。

娼



3．抗ステロイド剤

3．5．考察

　妊娠ラットにおいて血中プロジェステロン値は妊娠13日から17日にピ

ークに達し、その後、分娩時まで漸減する（Sanya1，1978）。この血中プロ

ジェステロン値は前章で述べたNO産生量およびiNOSmRNA発現量のパ

ターンと良く一致する。

　ラット胎盤は迷路層と基底層からなり、基底層はステロイドホルモン合

成の場であり、胎盤性プロジェステロンを生成分泌する。しかし、この胎

盤性プロジェステロンは卵巣プロジェステロンに比べて産生量は非常に少

ない（高橋，2003）。

　プロジェステロンは子宮におけるNO産生を調節している（Ogandoε’鳳，

2003）。また、エストロジェンは子宮においてiNosの発現を阻害してい

る（Y誕1ampalli　8’砿，1994）という報告があり、生殖器官においてはステ

ロイドホルモンがNOの産生に非常に深く関与している。

　胎盤と密接な関係にある脱落膜におけるNO産生とiNOSmRNAの発現

は妊娠17目にピークを示し、本実験と同様な方法で抗プロジェステロン

剤RU486を投与することによりiNOSmRNAの発現は有意に減少する（森

2006）。またRU48610mg！ratを投与後の子宮体部におけるiNOSmRNAの

発現は有意に減少し、（Dong　et　al，1998）抗エストロジェン剤Raloxifeneを

投与すると同様にiNOSmRNAの発現は有意に減少する（森，2006）。以

上のことから、ラット脱落膜におけるiNosを介するNO産生にはプロジ

ェステロンとエストロジェンが深く関与していることが示されている。

脱落膜と密接に関与しているにもかかわらず、胎盤におけるNO産生と
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3．抗ステロイド剤

iNOSmRNAの発現ピークにあたる妊娠15日において抗プロジェステロン

剤RU486と抗エストロジェン剤Raloxifeneにより、森（2006）と同様に

処置してもiNOSmRNAとeNOSmRNAの発現に変化は見られなかった。

　これらことから、胎盤におけるこの時期のNOSアイソフォームの発現

はステロイドホルモンの影響を受けていない可能性が示唆された。ラット

胎盤では他の動物種に比べてプロジェステロンとエストロジェンの産生が

非常に少ない（高橋，2003）ため、直接的にNO産生の調節にプロジェス

テロンとエストロジェンが関与していないことが想像される。そして、ラ

ット胎盤において妊娠15日にピークを示すNO産生にはプロジェステロ

ンやエストロジェンのステロイドホルモン以外に他の因子が関与している

ことが示唆されるが、さらに検討は必要である。
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3．6．小括

　NOS発現の調節機構を検討する一環として、　NOSmRNAの発現におよ

ぼすステロイドホルモンの影響について検討した。抗プロジェステロン剤

（RU486）または抗エストロジェン剤（raloxifene）を妊娠12～14日にそれ

ぞれ1mg／kglday、3日間連続投与し、妊娠15日の胎盤におけるNOSmRNA

発現をRr－PCRにより解析した。　RU486とraloxifeneはどちらも妊娠15日

の胎盤におけるiNOSmRNAおよびeNOSmRNA発現には影響を与えなか

った。

　以上のことから、妊娠15日にピークを示す胎盤におけるNO産生に寄

与するiNosの発現についてはプロジェステロンおよびエストロジェンは

関与していない可能性が示唆され、他の因子が関与しているものと考えら

れた。
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4．HIF－1α

4ラット胎盤におけるN・産生と低酸素誘導因子（mF．1α）との関係

4．1．序　論

　　前章までに記したように・ラット胎盤にお1ナるN・産生をスピントラッ

プ剤（Fe－DTCS）を用いて電子常灘共鳴吸収（EPR）装置により解析す

ると、妊娠15日にNO産生量はピークを示した。　Rr－PCR解析によりこの

時期のNO産生は主にiN・Sにより転写レベ・レで繍されているものと考

えられた。

　前章において妊娠15日にピークを示す月台盤におけるN・産生に寄与す

るiNosの発現については、抗プロジェステロン剤RU486および抗エス

トロジェン・a1・xif・n・はどちらも妊娠15日の胎盤におけるiNOS酬Aお

よびeNOSmRNA発現には影響を及ぼさなかったことから、プロジェステ

ロンおよびエストロジェンはこの時期のNOS発現には関与せず、他の因

子の関与が考えられた。

　ラットの妊娠中期において胎子と胎盤は急激に成長する。そして、この

時期胎盤は一時的に低酸素状態に陥る可能性がある。そのため、低酸素誘

導因子（HIF－1）がNO産生を制御している可能性がある。

　低酸素誘導因子（Hypoxia－inducible　facto卜1：HIF。1）は、誘導型のHIF－1α

と構成型のHIF－1βからなるヘテロ2量体の転写因子であり、エリスロポ

エチン遺伝子のプロモーター領域に結合し、低酸素下でエリスロポエチン

遺伝子の転写を促進する転写調節因子として初めて報告された（Semenza，

1994）。その後、他の様々な遺伝子の発現調節にこのHIF－1が関与してい
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4．HIF－1α

　ることが報告された（Semenza，2001）。　HIF－1のDNAへの結合性は1％の

酸素搬で認められ・2・％の酸素灘では認められない（輪。g。砿1993；

1995）。

　iNOS遺伝子のプ・モーター領域には低酸素応答配列（Hyp。xi。R。，p。n、e

Element：HRE）が存在し、血管の緊張性を調整する際に、　iNOSタンパク

の発現を促進し、NO産生を誘導することが報告されている　（Melillo　8∫α乙，

1995）。事実、ウシ肺動脈内皮細胞を用いた実験では低酸素でHIF－1αmRNA

の発現が増加し、また、iNosのプロモーター活性も増加したことから、

HIF－1を介してiNOSmRNAの発現が上方制御されている（Palmer，ε∫砿，

1998）。

　HIF－1のサブユニットであるHIF－1αとHIF－1βのmRNAはともに正常な

酸素濃度のときにも発現が認められ、HIF－1βタンパクは恒常的に発現して

いることが知られているが、一方、HIF－1αタンパクは低酸素状態の時に

は検出されるが、正常な酸素圧へと変化させるとユビキチンープロテアソ

ーム系により速やかに分解され消失する（Sufrerε’砿，2000；Hungε∫砿，

1998；Kullio　8∫α！．，1999；Sal㏄d　and　Cavo　1997）。ユビキチン・プロテアソー

ム系では、まず分解するべきタンパク質にユビキチンという小さな標識が

数珠状に結合し、このユビキチン鎖が目印となって、プロテアソームとい

う分解酵素複合体により選択的に分解される。このため、正常な酸素圧に

おけるHIF　1αタンパクの生物学的半減期は5分以下と報告されている（YU

ε’α1．，1998；Jowe11ε∫α」．，2001）。

　HIF－1αタンパクに関する研究はヒト培養細胞（Huangε∫αム，1996）やマ
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ウスを用いた実験（S…k・・砿2・・1）においては田F。1αタン，吻ま低酸

素状態の時に検出され・その後・正常な酸素瀬一と変化させると散す

ることが報告されている。

これらのことから・本章では・まず、妊娠13日力・ら21日までの胎盤に

おける田F－1α酬Aの発現と田F－1αタンパクの発現を解析した．次に、

胎盤におけるN・S発現が冊一11こより誘導されているのであれば、N。

産生を抑制した時にiN・Sの発現が上茄り御をされ、田F－1α血團A、　mF．

1αタンパクおよびiN・S酬Aの発現1こ変動が生じると仮説して、　N。S阻

害剤L－NA憾の持雛入によるN・産生抑制モデルラットを作製してN。

とHIF－1αの関係を解析した。

54



4．HIF－1α

4．2．材料と方法

4．2．1．供試動物および飼育環境

　2．2．1．に示したものと同様である。

42．2．L－NAME投与液の調製と浸透圧ポンプの作製

　3ユ4．に示したものと同様であるが、L－NAMEの注入速度は65μg！min

とした。

4．2．3．NO産生抑制モデルラットの作製とサンプリング

　妊娠15日の12時をサンプリング時刻と決め、サンプリングの6、12、

24時間前に浸透圧ポンプをラット頸背部皮下に埋め込んだ。また、NO産

生の抑制を解除、すなわちL－NAMEを充填した浸透圧ポンプを取り出し

た24および48時間後にもサンプリングを行った。対照群として24時間

生理食塩水持続注入群を用いた。なお、L－NAMEの注入量は予備実験の

結果に基づいて決定した。

サンプリングおよびNO産生量の解析は2．2．6．と同様である。

4．2．4．遺伝子発現量の検討

　2．2．8．と同様の方法で検討した。

　プライマーの配列とPCRの反応条件は表10および表11に示した。な

お、HIF－1αのPCR産物の塩基数は少ないため、ハウスキーピング遺伝子

のGAPDHもPCR産物の塩基数は少ないプライマーを作製し、　GAPDH－2
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として本実験に使用した。また、PCR産物の塩基数の多いプライマーは

GAPDH－1とした。

4．2．5．ウエスタンプロット解析

　Zhangら（1996）の方法に準じて約05gの胎盤を採取してサンプルチュ

ーブに入れて速やかに液体窒素で凍結し、一80℃に保存した。陽性対照と

してPowe11ら（2002）による方法で作出した虚血再還流モデルのラット

精巣から抽出したHIF－1αタンパクを用いた。

1）タンパク抽出

　1mしのタンパク抽出緩衝液（10mM　HEPES　pH　7．9，10mM　KCI，0．1mM

ED：眠α1　mM　EG燃・1mM　di肋th・it・1（DTr），α5　mM　ph・nylm・山y1・ulf・nyI

fluodde（PMSF）and　O．1％（voVvo1）1eupe丘n）を胎盤の入ったサンプルチュー

ブに入れてホモジナイザーでホモジナイズした。ついで、20μしの10％

Nonidet　P・40（NP40）を加えて15分間氷上に放置した。さらにホモジナイズ

し、遠心分離後（1000x　g，5min）上層を捨てた。下層部に0．5％NP40加

タンパク抽出緩衝液lmLを加えて上層部が透明になるまで3～5回洗浄し

た（1㎜xg，5min）。タンパク懸濁液（20　mM　HEPES（pH　7．9），4DOmM　NaC1，

1．O　mM　EDTA，1．O　mM　EGArA，1．OmM　DTT，1．O　mM　PMSE　l　O％glycerol　and

O・1％（vollvol）leupeptin．）200μLを加えた後、さらに、4MKC1を20μL

加えて30分間氷上に放置した。その後、遠心分離（5min　at　120㏄吹gat　4℃）

し、上層を得て一80℃に保存した。
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2）タンパク濃度測定

タンパク激はBCAプ・テインアッセイキット（PIRCE，　R。。㎞。，d，　IL）

を用いてウシ血清アルブミンを標勒質として測定した．アプライに用い

たサンプルは5μg！10μしになるように調整した。

3）ポリアクリルアミド電気泳動および転写

　7％ポリアクリルアミドゲルを作製し、電気泳動装置（マリソル，東京）

に装着し・サンプルをアプライし洞時1こ分子量マーか（第一化学薬品，

東京）を電気泳動した。電気泳動終了後、転写装置（アトー、東京）を用

いてゲル中のタンパクをi㎜unu－blot　PVDF（BIO一貼D，島chmond，　CA，

USA）に転写した。

4）一次抗体反応、二次抗体反応およびバンドの可視化

　メンブレンをスキムミルク（和光純薬、大阪）でブロッキングして洗浄

後、抗HIF1α抗体（Novus　Biologicals，　Littleton，　CO）を一次抗体として用

いた。洗浄後、｝冊’抗ウサギIgG抗体（Jackson　I㎜uno　Rese舳，輪st　Grove，

踏，USA）を二次抗体として用いた。ジアミノベンジチン試薬キット（ナ

カライテスク，京都）を用いて可視化した。

5）ウエスタンプロットの定量的解析

　可視化したバンドをイメージアナライザー装置（FLA－2000、島津、京

都）により取込み、画像処理ソフトMacBass（富士フイルム、　v2．5、東京）
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を用いて数値化した。HIF－1αタンパクの発現は本実験と同様に抽出した

妊娠13日から21日の無処置ラット胎盤から得られたタンパクをプールタ

ンパクとして、これを100として相対的発現レベルを示した。

4．2．7．統計学的処理

　得られたデータから平均、標準誤差を求め、一元位置分散分析を用いて

統計学的に処理し、Scheffes’testを用いて有意差を求め、　P＜0．05のとき

有意差ありとした。
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表10．各プライマー配列

遺伝子 酉己　U（5’　to　3’　） PCR産物の塩基数
iNOS πCACGACACC㎝CACCAC飴

CCATCCTCσ『GCCCA（皿CCTC

912

HIF－1α TG㎝GGTGαGAmGTGA
GGTCAGArGArCAGAGTCCA

209

GAPDH－1 TGAAGGTCGGTGTCAACGGATITGHC

CArGTAGGCCArGAGGTCCACCAC

950

GAPDH－2 CACCACCCTGTrGCTGTA

TATGArGACATCAAGAAGGTGG

219

表11．各プライマーのPCR反応条件

遺伝子 変性反応　　アーニリング　伸長反応　サイクル数

iNOS 94℃

（lmin）

62℃

（1min）

72℃

（1min）

30

HIF－1α 94℃

（1min）

60℃

（1min）

68℃

（2min）

26

GAPDH－1 94℃

（lmin）

60℃

（lmin）

72℃

（1min）

20

GAPDH－2 94℃

（1min）

60℃

（1min）

72℃

（lmin）

20
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4．3．結果

4．3．1．胎盤におけるHIF－1αmRNAとHIF－1αタンパクの発現

　HIF－1αmRNAとHIF－1αタンパクの結果を図11、表12および図12、

表13に示した。HIF－1αmRNAとH【F－1αタンパクの発現は妊娠13日か

ら21日まで認められ、HIF1αmRNAの発現は、有意差はないものの妊

娠15日にゆるやかなピークを示し、NO産生とiNOSmRNAの発現と同様

のパターンを示した。

4．3．2．L－NAME持続注入モデルのNO産生量、　HIF4αタンパク、

　　HIF－1αmRNAおよびiNOSmRNAの発現量

　L－NAME持続注入モデルにおけるNO産生量、　HIF－1αタンパク、

iNOSmRNAおよびHIF－1αmRNAの結果を図13、表14、図14、表15、

図15、表16および図16、表17に示した。L－NAMEを持続注入すること

により、妊娠15日のNO産生量を減少させると、　NO産生量の減少する

時期と一致して田F－1αタンパクは減少し、その後、L－NAMEの注入を停

止した24時間後には完全に回復した。また、HIF1αmRNAおよび

iNOSmRNAの発現はL－NAME注入後からNO産生が抑制されているとき

に持続的に増加した。
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図ll．胎盤におけるRT－PCRによるHIF－1αmRNAの発現量の変化

A：グラフは各サンプルごとの（HIF4αmRNA！GAPDHmRNA）＊100
　を求め、平均値士S．Eで示した。

B：HIF－1αとGAPDH発現のPCR産物のアガロース電気泳動像

　M：DNAサイズマーカー

表12．胎盤におけるRT－PCRによるHIF・1αmRNAの発現の変化

妊娠暦齢 13 15 17 19 21

平均

S．E．

月数

79．70

7．72

5

96．61

13．71

5

88．26

8．08

5

69．31

12．21

5

63．92

10．95

5

数値は各サンプルごとの（田F－1αmRNA／GAPDHmRNA）＊100
を求め、平均値±S．E．で示した。
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120KDa

　　13　　15　　17　　19　　21　　P　妊娠日二
階12．胎盤におけるRT－PCRによるHIF－1αタンパクの発現量の変化

　　　A：グラフは各サンプルごとの（HIF－1αタンパク／プールタンパク）＊100

　　　　を求め、平均値±S．Eで示した。

　　　B；HIF4αタンパクのウエスタンプロット
　　　　P：陽性対照

表13．胎盤におけるウエスタンプロットによるHIF－1タンパク

　　　の発現量の変化

妊娠日齢 13 15 17 19 21

平均

E
数
S
仮

101．06　　　94．58

7．61

5

27．28

5

99．67

18．34

5

86．72

15．25

5

64．98

18．79

5

数値は各サンプルごとの（HIF－1αタンパク／プールタンパク）＊100

を求め、平均値±S．Eで示した。
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図13．妊娠15目の胎盤におけるレNAME注入後のNO産生量の変化

　　　NO産生量の値は、　NO－Fe－DTCSのシグナルの高さ（α）とMnO
　　　のシグナルの高さ（β）の比α1βを求め、平均値＋S．E．で示した。

　　　a，b，c；異なる文字間で有意差あり（P＜0．05）。

　　　L－NAME（一）はし－NAME24時間注入後、　L－NAMEの除去を示す。

表14．妊娠15日の胎盤におけるレNAME注入後のNO産生量の変化

レNAMB（65μg！min）注入後の時間

Saline　　6hr 12hr 24hr 48hr 72hr

平均 1．31a　O．45b　O．23b 0．21b 0．31b　　　　O・（58c

E
数

ロ
　

ロ

S
』
例

0．12　　0．08

5　　　　5

0．05

5 ㏄
5

α 0．05

5

0．01

5

L－NAME 十 十 十

コ口産生量の値は、　NO－Fe－DTCSのシグナルの高さ（α）とMnO

のシグナルの高さ（β）の比αノβを求め、平均値＋S．E．で示した。

a，b，c；異なる文字間で有意差あり（P＜0．05）。

L－NAME（一）はし－NAME24時間注入後、　L－NAMEの除去を示す。
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図14．妊娠15日の胎盤におけるL－NAME注入後のHIF－1αタンパク発現量の変化

　　　A：グラフは各サンプルごとの（HIF－1タンパク／プールタンパク）＊100を求め、

　　　　　平均値＋SEで示した。　a，b；異なる文字間で有意差あり（P＜0．05）。

　　　　　L－NAME（一）はし－NAME24時間注入後、　L－NAMEの除去を示す。

　　　B：HIF－1αタンパクのウエスタンプロット

　　　　　P：陽性対照、L－NAME（一）はし－NAME24時間注入後、　L－NAMEの除去を示す。

表15．妊娠15日の胎盤におけるL－NAME注入後のHIF－1αタンパク発現量の変化

L－NAME（65μg／min）注入後の時間

Saline 6hr 12hr 24hr 48hr

平均 111．73a　　　69．65 57．07b　　　56．30b　　　163．86a

S．E．

例数

24．96

5

15．63

5

11．27

5

3．91

5

13．82

5

L－NAME 十 十 十

数値は各サンプルごとの（HIF－1タンパク／プールタンパク）＊100を求め、

平均値＋S．E．で示した。　a，b；異なる文字間で有意差あり（P＜0．05）。

L－NAME（一）はし－NAME24時間注入後、　L－NAMEの除去を示す。
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図15．妊娠15日の胎盤におけるL－NAME注入後のiNOSmRN発現量の変化

　　　A：グラフは各サンプルごとの（iNOSmRNA／GAPDHmRNA）＊100を求め、
　　　　平均値士S．E．で示した。乱b；異なる文字間で有意差あり（P＜0．05）。

　　　　L－NAME（一）はし・NAMEZ4時間注入後、　L－NAMEの除去を示す。

　　　B：iNOS，GAPDH発現のPCR産物のアガロース電気泳動像
　　　　M：DNAサイズマーカー
　　　　L－NAME（一）はし－NAME24時間注入後、　L－NAMEの除去を示す

表16．妊娠15日の胎盤におけるL！NAME注入後のiNOSmRN発現量の変化

Saline 砒 12hr 24Lr 48hr

平均 180．29a　　224．54　　　261．62b　　267．00b　　177．62a

S．E．

一一

4．O1

5

9．82

5

12．68

5

13．51

5

11．11

5

L－NAME
十 十 十

数値は各サンプルごとの（iNOSmRNAIGAPDHmRNA）＊100を求め、
平均値±S．Eで示した。　a，b；異なる文字間で有意差あ（P＜0．05）。

レNAME（一）はし－NAME24時間注入後、レNAMEの除去を示す。
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図16．妊娠15日の胎盤におけるのし－NAME注入後HIF1αmRNA発現量の変化

　　A：グラフは各サンプルごとの（HIF－1αmRNA（1GAPDHmRNA）＊100を求め、
　　　　平均値土SE．で示した。　a，b；異なる文字間で有意差あり（P＜0．05）。

　　　　L。NAME（。）はし－NAME24時間注入後、　L－NAMEの除去を示す。

　　B：HIFIαとGAPDH発現のPCR産物のアガロース電気泳動像
　　　M：DNAサイズマーカー
　　　　L－NAME（一）はし－NAME24時間注入後、　L－NAMEの除去を示す。

表17．妊娠15日の胎盤におけるのし－NAME注入後HIF　1αmRNA発現量の変化

L－NAME（65μg／min）注入後の時間

Saline 6hr 12hr 24hr 24hr

平均 93．21a 96．66 130．81　　　177．63b　　143．33

E
数

＆
例

7．35

5

5．08

5

6．60

5

23．06

5

34．95

5

L－NAME
十 十 十

数値は各サンプルごとの（田F－1αmRNA（1GAPDHmRNA）＊100を求め、
平均値±S．E．で示した。　a，b；異なる文字間で有意差あり（P＜0。05）。

レNAME（一）はし－NAME24時間注入後、　L－NAMEの除去を示す。
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4．4．考察

　前章までに記したように、胎盤におけるNO産生は妊娠15日にピ＿ク

を示し、主にiNosに由来すると考えられた。このiNos発現を誘導する

因子としてステロイドホルモンの影響を検討したところ、抗ステロイド剤

によりiNOSmRNAとeNOSmRNAの発現は変化しなかったことから、ラ

ット胎盤においては妊娠15日のNO産生にはプロジェステロンやエスト

ロジェンの影響は受けず、他の因子により調節されていることが示唆され

た。そこで、本章では低酸素でiNosを誘導するHIF－1について検討した。

　HIF－1αmRNAとHIF－1αタンパクは観察した妊娠13日から21日を通

してラット胎盤において検出され、恒常的に発現していることが示された。

HIF－1αmRNAの発現パターンに有意差はないものの妊娠15日にゆるや

かなピークを示し、NO産生パターンと類似していた。

　次に、NOS阻害剤L－NAMEを注入することにより作製したNO産生抑

制モデルを用いてラット胎盤におけるNO産生とHIF－1αの関係を検討し

た。L－NAME注入によりNO産生を抑制すると、　HIF　1αタンパクはNO

産生量の減少と同様に急激に減少し、L－NAMEを充填した浸透圧ポンプ

をラット体内から除去してNO産生の抑制を解除すると、　HIF1αタンパ

クは急増し正常値に回復し、この時NO産生も回復傾向にあった。このこ

とはNO産生とHIF－1αタンパクの発現に直接的な関係があることを示唆

している。

NO産生が抑制されると、　NO産生を促進するためにHIF－1αがHIF．1β

と結合して二量体を形成しHIF－1としてiNOS遺伝子のプロモーター領域
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のHREに結合することにより、通常のタンパク抽出法により抽出される

細胞質内のHIF－1αが消費されたと推測される。また、　NO産生が抑制さ

れている時期にHIF－1αmRNAおよびiNOSmRNAの発現量が持続的に増

加した。HIF－1αmRNAの発現の増加はHIF。1αタンパクが減少した結果

ホメオスタシスを維持するために起こったものと考えられる。また、

iNOSmRNAの発現量の増加はHIF－1によるiNOSの転写促進が起こった

ためと示唆される。以上のことから、ラット胎盤におけるNO産生がピー

クを示す妊娠15日においては、HIF－1によるiNos産生調節を介してNo

産生量が制御されている可能性が示唆された。

　マウス胎盤における低酸素状態は妊娠11日頃までとされている

（Mitche11ε’αム，1968）。しかし、　Dasら（1998）によるとラット栄養膜細

胞株を用いた報告によると、18％の酸素分圧でもHIF－1の標的遺伝子であ

るGLUT－1の発現を誘導していることから、　Wangら（1993）が報告する

極端な低酸素状態でなくてもHIF－1を介した誘導が起こることが考えられ

る。
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4．5．小括

　ラットの胎盤においてHIF－1αmRNAとHIF－1αタンパクは恒常的に発

現していた。さらに、NO産生がピークを示す妊娠15日にL－NAMEを用

いてNOの産生を抑制すると、　HIF－1αタンパクが減少し、　NO産生の抑

制を解除するとHIF－1αタンパクは急増した。また、　NO産生が抑制され

ている時期にはHIF－1αmRNAおよびiNOSmRNAの発現量が持続的に増

加していた。以上のことから、NO産生がピークを示す妊娠15日にはHIF－1

がiNosを介してNO産生量を制御している可能性が示唆された。

69



5，TNF一α

5．ラット胎盤におけるNO産生とTNF一αとの関係

5．1．序　論

　4章に記したように、妊娠15日にピークを示すNO産生は主に低酸素

状態下でiNos遺伝子を転写誘導するHIF－1による可能性が示された。し

かし、iNos遺伝子を転写誘導する因子は他にも報告されている。例えば、

リボ多糖体（Lipopolysacchadde：LPS）をラットに投与すると、約7時間

後にNo産生はピークを迎える（suzukiε’砿，1998）。また、　TNF一α、　IL－

1βやIFN一γもNO産生を転写レベルで調節していることが知られている

　（Nothan，1992）。事実、　iNOS遺伝子のプロモター領域には転写因子NF一

κB結合領域があることが報告されている（Xieε∫α乙，1993）。

　NOは生体内で様々な生理反応を示す物質であり（Moncadaθ’鳳，1993）、

血管平滑筋弛緩作用を初めとして神経情報伝達、感染防御、免疫反応の制

御などに関与している（Moncadaε∫砿，1991）。　iNOS発現は炎症反応や細

菌、真菌、ウイルスなどの病原菌によって誘導される。LPSや炎症性サイ

トカイン類によって活性化されたマクロファージからのiNosがNOを産

生して病原菌の破壊に関与している。また、エンドトキシンショック時に

はIL－1βやTNF一αが循環不全の原因として深く関与し（Thiememlanε’砿，

1993）、iNOSより産生されたNOがショックの原因となっている。

　TNF一αは発見当初、抗腫瘍作用が期待されたが、現在は炎症や免疫に

関わる因子として注目されている。TNFαとTNF一βは共に糖タンパクで

あり、同一の受容体を介し生物活性は類似している。また、アミノ酸の相
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同性からTNFファミリーと呼ばれている。　TNF一αは他の炎症性サイトカ

イン、IL－1βやIFN。γと同様、　NF－kBを活性化し炎症および免疫に関わる

遺伝子の発現に関わっている（Moncada　8∫砿，1991）。さらに、　TNF一αは

主に活性化されたマクロファージから産生される。血管内皮細胞、平滑筋

細胞、クッパー細胞、ダリア細胞においても産生される（Robbinsε∫砿，1997；

Chungθ∫αム，1990；Keshavε∫砿1990；Barathε！砿，1990）。また、胎盤の栄

養膜細胞にTNF一αmRNAの局在が報告されている（Yelava曲iε∫鳳，1991）。

　TNF一αをノックアウトするとマクロファージ食食能やNO産生の低下

が認められている（Madoθ∫鳳，19卯）。また、卵巣穎粒膜細胞由来の細

胞は培養条件下で炎症性サイトカインTNF一α、　IL－1β、　INF一γの添加に

よりiNOS遺伝子の発現が誘導された（Matsumi　8’鳳，1998）。さらに、ウ

シ子宮内膜間質細胞においてTNF一αがNO産生を誘導し、このNOがPGE2

やPGF2αの産生を刺激することが報告されている（Wbclawek－Potocka　8∫αム，

2004）。

　以上のことから、ラット胎盤におけるNO産生に関わるTNF一αの関与

を3章と同様にNO産生抑制モデルラットを用いて、NO産生抑制時のTNF一

αmRNAの変動を観察することによりNOとTNF一αの相互作用を検討し

た。
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5．2．材料と方法

5．2⊥　供試動物および飼育環境

　2．2．1．に示したものと同様である。

5．2．2．NO産生抑制モデルラットの作製とサンプリング

　妊娠15日におけるモデルラットの作製は4．2．3．と同様である。

　妊娠21日については12時をサンプリング時刻と決め、サンプリングの

6、12、24時間前に浸透圧ポンプをラット頸背部皮下に埋め込んだ。対照

群として生理食塩水を24時間持続注入した。しかし、NO産生の検討は

対照群とLNAME注入24時間群のみとした。

　NO産生量の解析方法は2．2．と同様である。

5．2．3．遺伝子発現量の検討

　2．2且と同様の方法によりし－NAMEを持続注入後のTNF一αmRNAの発

現を検討した。

　プライマーの配列とPCRの反応条件は表5．1および表5．2に示した。

5．2．4．ウエスタンプロット解析

　4．2．5．と同様の方法により解析した。

5．2．5．統計学的処理

　得られたデータから平均、標準誤差を求め、一元位置分散分析を用いて
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5．TNF一α

統計学的に処理し、Scheffes’testを用いて有意差を求め、　P＜0．05のとき

有意差ありとした。
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表18．各プライマー配列

遺伝子 酉己i　U（5’　to　3’　） PCR産物の塩基数

iNOS 町CACGACACC㎝CACCAC飴
CC阻CαCCrGCCCA㎝CαC

912

HIF－1α TG㎝GGTGαGAmGTGA
GGTCAGArGArCAGAGTCCA

209

TNF一α TGGCCCAGACC（πCACACTC
GATrrGCCATTrCAIACCAGGAG

715

GAPDH－1 TGAAGGTCGGTGTCAACGGArTrGHC

CArGTAGGCCArGAGGTCCACCAC

950

GAPDH。2 CACCACCCTGTTGCTGTA

TATGATGACATCAAGAAGGTGG

219

表19．各プライマーのPCR反応条件

遺伝子 変性反応　　アーニリング　伸長反応　サイクル数

iNOS 94℃

（1min）

62℃

（1min）

72℃

（1min）

30

HIF　lα 94℃

（1min）

60℃

（1min）

68℃

（2min）

26

TNF一α 94℃

（lmin）

59℃

（1min）

72℃

（1min）

32

GAPDH－1 94℃

（lmi血）

60℃

（1min）

72℃

（1min）

20

GAPDH－2 94℃

（lmin）

60℃

（1min）

72℃

（1min）

20
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6．3．結果

6．3．1．胎盤におけるTNF一αmRNAの発現量

　妊娠13日から21日のTNF一αmRNAの発現を図17および表20に示し

た。TNF一αmRNAの発現は観察した妊娠13日から21日を通して認めら

れ、有意差はないが妊娠21日に減少傾向を示した。

6．3．2．妊娠15日におけるL－NAME持続注入モデルのTNF一αmRNAの発

　　　現量

　妊娠15日においてL－NAME注入によるTNF一αmRNAの発現を図18、

表21に示した。妊娠15日においてはし－NAME注入によりNO産生を減

少させても、TNF。αmRNAの発現に変化は認められなかった。

6．3．3．妊娠21日におけるNO産生量：、　TNF一αmRNA、　iNOSmRNA、

　　　HIF－1αmRNAおよびHIF－1αタンパクの現量

　妊娠21日においてL－NAME注入によるNO産生、　TNF一αmRNA、

iNOSmRNA、　HIF－1αmRNAおよびHIF－1αタンパクの発現を図19、表22、

図20、表23、図21、表24、図22、表25および図23、表26、に示した。

妊娠21日においては、L－NAME注入後NO産生が減少すると、TNF．αmRNA

の発現はL－NAME注入6時間後および12時間後で対照群に比べて約5倍

に増加した。iNOSmRNAの発現はL－NAME注入後6時間後に増加し、12

時間後まで持続した。しかし、HIF－1αmRNAとHIF　1αタンパクの発現

に変化は認められなかった。
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図17．胎盤におけるRT－PCRによるTNF一αmRNAの発現量の変化

　　グラフは各サンプルごとの（TNF一αmRNA（1GAPDHmRNA）＊100を求め、
　　平均値土S．Eで示した。

　　TNF一αとGAPDH発現のPCR産物のアガロース電気泳動像
　　M：DNAサイズマーカー

表20．胎盤におけるRT－PCRによるTNFαmRNAの発現量の変化

妊娠暦齢 13 15 17 19 21

平均

S．E．

例数

74．99

15．85

5

76．56

14．49

5

80．98　　100．30　　46．38

13．21

5

15．80

5

18．98

5

数値は各サンプルごとの（TNF一αmRNA（1GAPDHmRNA）＊100を求め、
平均値土S．Eで示した。
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図18．妊娠15日の胎盤おけるL－NAME注入後のTNFαmRNA発現：量の変化
　　　A：グラフは各サンプルごとの（TNF一αmRNA（1GAPDHmRNA）＊100を求め、
　　　　平均値±S．Eで示した。

　　　　L－NAME（一）はし。NAME24時間注入後、　L－NAMEの除去を示す。

　　　B：TNF。αとGAPDH発現のPCR産物のアガロース電気泳動像

　　　　M：DNAサイズマーカー
　　　　L－NAME（一）はし－NAME24時間注入後、　L－NAMEの除去を示す。

表21．妊娠15日の胎盤におけるL－NAME注入後のTNFαmRNA発現量の変化

11NAME（65μglmin）注入後の時間

Saline 6hr 12hr 24hr 48hr

平均 72．85 74．14 95．69 94．18 53．60

S．E．

例数

17．35

5

9．67

5

12．99

5

8．36

5

8．23

5

L－NAME
十 十 十

数値は各サンプルごとの（TNF一αmRNA（1GAPDHmRNA）＊100を求め、
平均値±S．Eで示した。

レNAME（一）はし－NAME24時間注入後、　L－NAMEの除去を示す。
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図19．妊娠21日の胎盤におけるL－NAME注入後のNO
　　　産生量の変化

　　　NO産生量の値は、　NO－Fe－DTCSのシグナルの高さ（α）

　　　とMnOのシグナルの高さ（β）の比α1βから求め、平
　　　均値±S．Eで示した。

　　　a，b；異なる文字間で有意差あり（P＜0．05）。

表22．妊娠21日の胎盤におけるL－NAME注入後
　　　のNO産生量の変化

saline1 24hr

均
E
数

平
＆
例

0．55

07

T

α

0．11

　0

　2

NO産生量の値は、　NO－Fe－DTCSのシグナルの高さ（α）

とMnOのシグナルの高さ（β）の比α1βから求め、平
均値±S．E．で示した。

a，b；異なる文字間で有意差あり（P＜0．05）。
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図20．妊娠21日の胎盤におけるL－NAME注入後のTNFαmRNA発現量の変化

　　　A：グラフは各サンプルごとの（TNFαmRNAIGAPDHmRNA）＊100を求め、
　　　　平均値士SE．で示した。　ab；異なる文字間で有意差あり（P＜0．05）。

　　　B：TNFαとGAPDH発現のPCR産物のアガロース電気泳動像
　　　　M：DNAサイズマーカー

表23．妊娠21日の胎盤におけるL－NAME注入後のTNFαmRNA発現量の変化

しNAME（65μglmin）注入後の時間

Saline 6hr 12】br 24hr

平均

S．E．

例数

26．80a

7．35

5

144．03b

5．08

5

121．75b

6．60

5

33．32a

23．06

5

グラフは各サンプルごとの（TNFαmRNA／GAPDHmRNA）＊1∞を求め、
平均値士SE．で示した。　ab；異なる文字間で有意差あり（P＜0．05）。
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図21．妊娠21日の胎盤におけるL－NAME注入後のiNOSmRNA発現量の変化

　　　A：グラフは各サンプルごとの（iNOSmRNAIGAPDHmRNA）＊100を求め、
　　　　平均値±S．Eで示した。　a．b；異なる文字間で有意差あり（P＜0．05）。

　　　B：iNosとGAPDH発現のPcR産物のアガロース電気泳動像
　　　　M：DNAサイズマーカー

表24．L－NAME注入後の妊娠21日の胎盤におけるiNOSInRNA発現量の変化

レNAME（65μglmin）注入後の時間

Saline 6hr 12hr 24hr

平均

S．E．

例数

91．65a

12．84

5

138。70b

8．08

5

150．75b

5．65

5

130．85

11．12

5

数値は各サンプルごとの（iNOSmRNAIGAPDHmRNA）＊100を求め、
平均値±S．Eで示した。　a．b；異なる文字間で有意差あり（P＜0．05）。
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図22．妊娠21日の胎盤におけるL－NAME注入後のHIF－1αmRN発現量の変化

　　　A：グラフは各サンプルごとの（HIF－1αmRNAIGAPDHmRNA）＊100を求め、
　　　　平均値±S．E．で示した。

　　　B：HIF－1αとGAPDH発現のPCR産物のアガロース電気泳動像

　　　　M：DNAサイズマーカー

表25．妊娠21目の胎盤におけるL－NAME注入後のHIF－1αmRNA発現量の変化

11NAME（65μglmin）注入後の時間

Saline 6hr 12hr 24hr

平均 120，86 121．72 124．24 121。39

S．E．

例数

12．54

5

6．96

5

13．13

5

15．00

5

数値は各サンプルごとの（HIF－1αmRNAIGAPDHmRNA）＊100を求め、
平均値士S．E．で示した。
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L－NAME（65μg／min）注入後の時間

図23．妊娠21日の胎盤におけるL－NAME注入後のHIF－1αタンパク発現量の変化

　　　A：グラフは各サンプルごとの（HIF－1タンパク／プールタンパク）＊100を求め、

　　　　平均値±S．E．で示した。

　　　B：HIF－1αのタンパクのウエスタンプロット
　　　　P：陽性対照

表26．妊娠21日の胎盤におけるL－NAME注入後のHIF－1αタンパク発現量の変化

L－NAME（65μg／min）注入後の時間

Saline 6hr 12hr 24hr

平均

S．E．

例数

88．22

27．04

4

137．04

46．27

4

141．41

38．56

4

119．56

9，32

4

数値は各サンプルごとの（HIF－1タンパク／プールタンパク）＊100を求め、
平均値±S．E．で示した。
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5．4．考察

　4章においてラット胎盤においては妊娠15日にピークを示すNO産生

は、HIF－1がiNos遺伝子を介して転写誘導していることが示唆された。

しかし、胎盤におけるiNos遺伝子を転写誘導する因子は他にも考えられ

ることから、TNF一αとNOの関係について検討した。

　TNF一αはIL－1βやIFN一γと同様に炎症性のサイトカインであり、NF一κ

Bを活性化して炎症および免疫に関わる遺伝子の発現に関与している。そ

して、肝細胞ではこれらのサイトカイン類がNOSの発現を誘導している

　（Geller　8∫α乙，1993）。また、ラット穎田鼠細胞ではTNF一αはIL－1βやIFN。

γと同様にiNOS遺伝子の発現を誘導している（Matsumaniε∫鳳，1998）。

さらに、ウシ子宮内膜細胞でもTNF一αがNO産生を誘導しているという

報告がある（Wbclawek－Potockaε’αム，2004）。

　脱落膜において、NO産生は卵巣から分泌されるステロイドホルモンに

よる内分泌的調節とサイトカイン類や成長因子によるオートクラインある

いはパラクライン作用の局所的調節を受けている可能性が示唆されている

（森2006）。胎盤では3章においてステロイドホルモンによる影響は否定

され、サイトカイン類や成長因子類による局所的調節によってNO産生が

調節されている可能性があると考えられた。

　本章ではNO産生がピークを示す妊娠15日にL－NAMEによりNO産生

を抑制してもTNF一αmRNAの発現に変化は認められなかった。しかし、

NO産生が最も低値を示す妊娠21日に、同様にL－NAMEによりNO産生

を抑制すると、注入6時間後のTNF一αmR：NAの発現は対照群に比べて約
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5倍になり、12時間後まで持続し、その後、通常レベルに戻った。このこ

とはし－NAMEにより胎盤のNO産生が抑制されたことにより、胎盤にお

いて種々の必須の作用を有しているNO産生を生理的レベルに戻すために、

胎盤に存在するマクロファージ等から過剰のTNF一αが発現された可能性

が考えられる。このように、4章で示した妊娠15日に認められたHIF－1α

を介したiNosの誘導機構は妊娠21日ではほぼ消失し、　TNF一αを介して

誘導されている可能性が示唆された。

　無処置ラットを用いてTNFαmRNAの発現を解析するとTNFαは胎

盤において恒常的に発現しており、有意差はないものの妊娠末期に減少し

ていることからTNF一αと妊娠維持の関係が示唆される。妊娠中期の脱落

膜においてNK細胞が増加し、このNK細胞から放出されるTNF一αが胎

盤の形成に重要な役割を果たしている（Guimond　8’鳳，1998）。そして、　NK

細胞欠如マウスでは胎盤の発育が悪く脱落膜の血管壁の肥厚や血栓の形成

が認められ、妊娠12日から14目で流産を起こすという報告がある

（Guimondε∫鳳，1997）。正常マウスの子宮においてはNK細胞がiNOSの

発現を誘導してNO産生を促進していると考えられている（Huntε∫砿，

1997）。しかし、TNF一αが胎盤を傷害して流産を引き起こすという報告も

ある（Yhiε∫α」．，1994；Silen　8’αZ．，1989）。

　このように胎盤におけるTNF一αの役割については不明な点も多いが、

妊娠21日では炎症性のサイトカインの一つとしてTNF一αが胎盤における

NO産生に寄与している可能性が示された。妊娠末期には母体と胎子の接

点の場である胎盤ではTNF一αがオートクラインあるいはパラクライン的
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に作用してNO産生に寄与しているものと考えられた。
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5．5．小括

　ラット胎盤におけるTNF一αmRNAは観察した妊娠13日から21日を通

じて発現し、妊娠末期の妊娠21日に低値を示す傾向にあった。

　NO産生がピークを示す妊娠15日の胎盤においてはNOS阻害剤L－

NAMEを用いてNO産生を抑制してもTNF一αmRNAiNOSの発現には変化

が認められなかった。一方、妊娠21目の胎…盤においては、同様にL－NAME

を用いてNO産生を抑制すると、TNF一αmRNAの発現が5倍に急増した。

しかし、HIF－1αmRNAおよびHIF－1αタンパクの発現には変化がなかっ

たことから、4章で示した妊娠15日に認められたHIF－1αを介したiNos

の誘導機構は妊娠21日ではほぼ消失し、TNFαを介して誘導されている

可能性が示唆された。
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6．NOがVEGFおよびGLUT　1に及ぼす影響

6．1．序　論

　前章までで明らかにしたように、胎盤におけるNO産生のは妊娠15日

にピークを示した。また、NO産生パターンはRT－PCR解析による

iNOSmRNAの発現パターンと良く一致したことから、　iNOSが妊娠中期の

胎盤におけるNO産生の主役であると考えられた。さらに、妊娠中期の

iNos発現の誘導因子の一つはHIF－1であり、一方、妊娠21日ではTNF一

αが一因と考えられた。

　胎盤は血管が豊富な組織であり、ラットでは迷路層と基底層からなって

いる。血管系の構築は、おもに胎生前期の血管形成とそれに引き続く狭義

の血管新生（既存の血管から新しい血管枝の新生）の2つの機構によるも

のである（Carmeliet，2000）。血管透過性因子（ぬscular　Permeab鑑ty　Factor：

VPF）はガン細胞の培養上清から初めて分離され（Sengerε’鳳，1983）、血

管内皮増殖因子（物scular　Endothelial　Growth　Factor：VEGF）は内皮細胞に

直接働き、血管新生を誘導する因子として報告された（Feπara　6’鳳，1992）。

その後、分子生物学的解析の結果VEGFとVPFは同一の因子であること

が、明らかになった（Fe㎜aε’αム，1992；Sengerε’αち1993）。

　ラットにおいてはVBGF遺伝子からは、　altema“ve　splicingにより6つの

アイソフォームが作られることが報告されている（Burchardt　8’砿，1999）。

VEGFのアイソフォームそれぞれの特徴として、　VEGF120はエクソン6

および7を含まず、ヘパリンあるいは細胞外基質に結合することができな
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い。これにエクソン7の糾個のアミノ酸が加わったVEGF164にはヘパ

リン結合能がある。VEGFI64はエクソン6が加わったもので、このエク

ソン6のなかにはもう一つのヘパリン結合部位がある。これにより、

VEGF164も細胞外基質への結合能を有する。　VEGF188は他の2つのアイ

ソフォームよりもヘパリンやヘパラン硫酸に対する高い結合能を有する。

VEGF　188は細胞膜表面あるいは細胞外基質に存在するヘパラン硫酸プロ

テオグリカンに捕捉されるため、VEGF120やVEGF　164などに比べin　vivo

における単独の生理活性は低い。一方、分泌型のVEGF　120やVEGF164

は血管内皮細胞の増殖を促し、in　vivOにおける血管新生を誘導する。いず

れのアイソフォームもシグナルペプチドをもち、糖鎖修飾を受けて分泌さ

れる（図24）。

　血管新生の主要因子であるVEGFとNOとの関連については、　NOドナ

ーを用いた研究によりNOがガン細胞においてVEGFの発現を誘導してい

る（Chinε∫砿，1997）という報告や、ラット血管平滑筋においてNOがVEGF

を誘導するという報告（Dulakε∫鳳，2㎜）がある。一方、　VEGFが内皮細

胞のVEGF受容体一2（KDRIHk－1）を介してeNOSとiNOSのタンパクレ

ベルを増加させ、NO産生を促進するという報告（Kroll　and　Waltenberger

1998）がある。組織やモデルによりどちらが誘導因子であるかは様々であ

るが、いずれにしても血管新生については、NOとVEGFは相互に関与し

ていると考えられ、血管新生におけるNOとVEGFの相互作用についても

報告されている（陥muraε∫鳳，2003）。また、　VEGF遺伝子のプロモータ

ー領域にはHREがあり（lyerε’砿，1998）、血管新生においてはHIF－1が
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VEGF遺伝子の転写を誘導することも報告されている（Forsythe　8’α1り

1996）。

　胎盤は母体と胎子をつなぐ唯一の器官であり、胎子の発育に必要な栄養

分は胎盤を介して供給されている。グルコースは胎子の発育に必須であり、

エネルーギー源および生体成分の原料として使われている。グルコースの

細胞内への取込みにおいては糖輸送体（グルコーストランスポーター）が

重要な役割を果たしている。グルコーストランスポーターにはグルコース

を能動的に取込むNa＋依存型糖輸送体（SG工丁ファミリー）と促進拡散型

糖輸送体（GLUTファミリー）がある（Baldwinε∫鳳，1993；Muckler　8’砿，

1994）。SGLrファミリーは食物中のグルコースの吸収等に関与している

と言われている（T欲a惚，1996）。GLUTファミリーは現在6種類のアイソ

フォームが知られていて、GLUT－1、2、3、4、5および7がある（Baldwinε∫

鳳，19～8）。GLUT　lはGLUTファミリーの中で最初に同定された因子であ

る（Muecklerε’鳳，1985）。糖輸送体は血液一組織関門を形成する細胞の細

胞膜に極めて多量に存在し、これら関門部における糖の輸送に大きな役割

を果たしている（T欲ata　6∫α1．，1997）。

　ラット胎盤においてもGLUT　1が発現していて、抗GLUT　1抗体を用い

た免疫組織化学的解析により、母体血側栄養膜合胞体細胞と胎子血管内皮

に隣接する栄養膜栄養膜細胞にGLUT　1が局在していることが明らかにさ

れている（Takamε∫鳳，1990，　Takata　8∫鳳，1997）。そして、　GLUT　1もHIF．

1の標的遺伝子であり、低酸素によって誘導されることが報告されている

（lyer　6’α乙，1998）。
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　以上のことから、胎盤におけるNO産生が、血管新生因子のひとつであ

るVEGF、そして、グルコース輸送に重要なGLUT　1の発現と相互に関連

している可能性を検討するため、定量的Rr－PCR法を用いて、妊娠13日

～21日のラット胎盤におけるVEGFmRNAとGLUT　l　mRNAの発現を解析

した。さらに、NO産生がピークにあたる妊娠15日およびNO産生が最

も少ない妊娠21日にL－NAMEを用いて、　NO産生抑制モデルラットを作

製し、NOとVEGFおよびGLUT－1との関係を検討した。

90



6．VEGFとGLUT－1

VEGFI20 エクソン1～5 8

VEGF164 エクソン夏～5 7 8

VEGF188 エクソン1～5 6a 7 8

図24．VEGFアイソフォーム
　VEGF遺伝子からはalternative　splicingにより、異なるサイズ

のアイソフォームが作られる。それぞれのVEGFサブタイプに
おける最も大きな違いは、ヘパリンあるいはヘパラン硫酸プロ
テオグリカンに対応する結合能の違いにある。
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6．2。材料と方法

6．2．1．供試動物および飼育環境

　2．2．1．に示したものと同様である。

6ユ2．NO産生抑制モデルラットの作製

　4．2．3．に示したものと同様である。

6．2．3．EPR装置によるNO産生の解析

　2．25に示したものと同様である。

6．2．4．遺伝子発現の解析

　2．2．8に示したものと同様である。

　VEGFプライマーはVEGF120、　VEGFI64、　VEGF188の共通部分である

エクソン1から5の一部の塩基配列を用いたVEGF－1、アイソフォーム

VEGF　120、　VEGF　164、　VEGF188を識別が可能なVEGF2を予備実験で検

討し、定量性に優れたVEGF－1を本実験に用いた。

　プライマーの配列とPCRの反応条件は表27および表28に示した。

6．2．5．ラット胎盤重量の測定

　本実験で用いた同系統のcq：Wistarラットを用いて妊娠13日、15日、

17日、19日、21日の胎盤の重量を測定した。母体数は各妊娠日4例とし、

各母体の胎盤数（胎子数）は6から15例であった。
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6．2．6．統計学的処理

　得られたデータから平均、標準誤差を求め、一元位置分散分析を用いて

統計学的に処理し、Sche茄es’testを用いて有意差を求め、　P＜0．05のとき

有意差ありとした。
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表27．各プライマー配列

遺伝子 酉己　U（5’　to　3’　） PCR産物の塩基数

VEGF－1 ACTGGACC（πGG（皿TACTGCTGTA

CGCArGArCrGCAIAGTGACGTT㏄

295

GLUT　l TGCAGTrCGGCTATAACACC

CArGTATGTGGGGGAGGTGT

372

GAPDH4 TGAAGGTCGGTGTCAACGGArrrGHC

CArGTAGGCCArGAGGTCCACCAC

950

表28．各プライマーのPCR反応条件

遺伝子 変性反応　アーニリング　伸長反応　サイクル数

VEGF－1 94℃

（1min）

62．5℃

（1min）

72℃

（lmin）

20

GLUT　1 94℃

（1min）

56℃

（30sec）

72℃

（45sec）

20

GAPDH－1 94℃

（1mh1）

60℃

（1min）

72℃

（1min）

20
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6．3．結果

6．3．1．C巧：Wistarラット胎盤の重量変化

　妊娠13日から21日のC噂：Wi　starラットの胎盤の重量変化を図25と表29に

示した。胎盤重量は各妊娠日で有意に増加し、その変化は妊娠15日から19

日で最も大きかった。

6．3．2．胎盤におけるVEGFmRNAとGLUT　l　mRNAの発現量の解析結果

　妊娠13日から21日のVEGFmRNAとGLUT　l　mRNAの発現を図26、表30、

および図27、表31に示した。VEGFmRNAとGLUT　l　mRNAの発現は観察し

た妊娠13日から21日を通して認められ、妊娠後期に有意に増加して胎盤重

量の増加と良く一致した。

63．3．妊娠15日におけるL－NAME持続注入モデルのVEGFmRNAと

　　GLUT　l　lnRNAの発現量

　妊娠15日においてL－NAME注入によるNO産生、VEGFmRNAおよびGLUT

lmRNAの発現を図28、表32および図29、表33に示した。妊娠15日におい

てL－NAME注入によりNO産生を減少させると、同時にVEGFmRNAの発現

も一時的に減少したが、その後、24時間後には回復した。また、GLUT　l

mRNAの発現はNO産生量の減少させた期間中、徐々に増加した。
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6．34妊娠21日におけるL－NAME持続注入モデルのVEGFmRNAと

　　　GLUT　l　mRNAの発現量

　妊娠15日においてレNAME注入によるNO産生、　VEGFmRNAおよびGLUT

lmRNAの発現を図30、表34および図31、表35に示した。妊娠21日におい

ては、同様にL－NAMEによりNO産生を抑制してもVEGFmRNAとGLUT

lmRNAの発現に変化は認められなかった。
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図25．CrJ：Wistarラットの胎盤重量変化

　　　a，b，c，d，e；各胎齢ごとに異なる文字間で有意羽あり（P〈0．05）。

表29．CrJ：Wis㎞・ラットの胎盤重量変化

妊娠日齢 13 15 17 19 21

平均（9）

S．E．

例数

0．07a

0．00

0．24b

0．01

4（66）　　4（33）

0．36c

0．01

4（47）

0．51d

0．O1

4（57）

0．54e

0．01

4（52）

例数は母体数、括弧内は胎盤数を示す。

a，b．c，d，e；各胎齢ごとに異なる文字間で有意差あり（P＜0．05）。
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図26．胎盤におけるRT－PCRによるVEGF㎞RNAの発現量の変化

　　　A：グラフは各サンプルごとの（VEGFmRNA　IGAPDHmRNA）＊100
　　　　を求め、平均値±S．Eで示した。

　　　　a，b；各胎齢ごとに異なる文字間で有意差あり（P＜0．05）。

　　　B：VEGFとGAPDH発現のPCR産物のアガロース電気泳動像
　　　　M：DNAサイズマーカー

表30．胎盤におけるRT－PCRによるVEGFmRNAの発現量の変化

妊娠日齢 13 15 17 19 21

平均

S．E．

例数

32．94a

5．87

5

41．40

6．32

5

46．50

3．81

5

60．82b　　　62．31b

6．18

5

3．65

5

数値は各サンプルごとの（VEGFmRNA　IGAPDHmRNA）＊100
を求め、平均値士S．Eで示した。

a，b；各胎齢ごとに異なる文字間で有意差あり（P＜0．05）。
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図27．胎盤におけるRT－PCRによるGLUT　lmRNAの発現の変化

　　　A：グラフは各サンプルごとの（GLUT　l　mRNA　IGAPDHmRNA）＊100

　　　　を求め、平均値土S．Eで示した。
　　　　a，b；各胎齢ごとに異なる文字間で有意差あり（P＜0．05）。

　　　B：GLUT　1とGAPDH発現のPCR産物のアガロース電気泳動像
　　　　M：DNAサイズマーカー

表31．胎盤におけるRT－PCRによるGLUT　l　mRNAの発現の変化

妊娠日齢 13 15 17 19 21

平均

S．E．

例数

59．98a

6．68

5

92．22

6．15

5

100。63b　　101．02b　　l13．44b

7．09

5

4．81

5

9．77

5

数値は各サンプルごとの（GLUT　lmRNA　IGAPDHmRNA）＊100
を求め、平均値士S．Eで示した。

竃b；各胎齢ごとに異なる文字間で有意差あり（P＜0．05）。
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図28．L－NAME注入後の妊娠15日の胎盤におけるVEGFmRNA発現量の変化
　　　A：グラフは各サンプルごと；の（VEGFmRNAIGAPDHmRNA）＊100を求め、
　　　　平均＋S．Eで示した。　a，b異なる文字間で有意差あり（P＜0．05）。

　　　　レNAME（一）はレNAME24時間注入後、レNAMEの除去を示す。
　　　B：VEGFとGAPDH発現のPCR産物のアガロース電気泳動像
　　　　M：DNAサイズマーカー
　　　　L－NAME（一）はし－NAME24時間注入後、　L－NAMEの除去を示す。

表32．L－NAME注入後の妊娠15日の胎盤におけるVBGF㎞RNA発現量の変化

1！NAME（65μglmin）注入後の時間

Saline 6hr 12hr 24hr 24hr

平均 38．12a　　　27．55b 30．52 38．66a　40．80a

S．E．

例数

2．64

5

1．72

5

1．78

5

2．87

5

2．74

5

レNAME
十 十 十

数値は各サンプルごとの（VEGFmRNAIGAPDHmRNA）＊100を求め、
平均＋S．E．で示した。　a，b；異なる文字間で有意差あり（P＜0．05）。

レNAME（一）はし－NAME≧4時間注入後、レNAMEの除去を示す。
　　　　　　　　　　　　　　100
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図29．妊娠15日の胎盤におけるL－NAME注入後のGLUT　l　mRNA発現量の変化

　　　A：グラフは各サンプルごとの（GLUT　lmRNAIGAPDHmRNA）＊100を求め、
　　　　平均値＋S．E．で示した。　a．b；異なる文字間で有意差あり（P＜0。05）。

　　　　レNAME（一）はし－NAME24時間注入後、しNAMEの除去を示す。
　　　B：GLUT　1とGAPDH発現のPCR産物のアガロース電気泳動像
　　　　M：DNAサイズマーカー
　　　　L－NAME（一）はし－NAME24時間注入後、レNA　MEの除去を示す。

表33．妊娠15日の胎盤におけるL－NAME注入後のGLUT　l　mRNA発現量の変化

レNAME（65μg1㎡n）注入後の時間

Saline 6hr 12hr 24hr 24hr

平均

S。E．

例数

6939a　　　84．48　　　　99．18b　　　80．48

5．70

5

2．65

5

4．24

5

7．54

5

79．10

5．23

5

レNAME
十 十 十

数値は各サンプルごとの（GLUT　lmRNA！GAPDHmRNA）＊100を求め、
平均値＋S．Eで示した。　a．b；異なる文字間で有意差あり（P＜0．05）。

L－NAME（一）はし－NAME24時間注入後、レNAMEの除去を示す。
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図30．妊娠21日の胎盤におけるL－NAME注入後のVEGFlnRNA発現量の変化

　　　A：グラフは各サンプルごとの（VEGFmRNAIGAPDHmRNA）＊100を求め、
　　　　平均値土S．E．で示した。

　　　B：VEGFとGAPDH発現のPCR産物のアガロース電気泳動像
　　　　M：DNAサイズマーカー

表34．妊娠21日の胎盤におけるL－NAME注入後のVEGFmRNA発現量の変化

11NAME（65μg！min）注入時間

Saline 6hr 12hr 24hr

平均 49．62 48．96 60．13 49．73

SE．

例数

9．80

5

13．34

5

6．32

5

7．61

5

グラフは各サンプルごとの（VEGF1nRNA！GAPDHmRNA）＊100を求め、
平均値士S．Eで示した。。
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図31．妊娠21日の胎盤におけるL－NAME注入後のGLUT　l　mRNA発現量の変化

　　　A：グラフは各サンプルごとの（GLUT　l　mRNAIGAPDHmRNA）＊100を求め、
　　　　平均値士S．E．で示した。

　　　B：GLUT　1とGAPDH発のPCR産物のアガロース電気泳動像
　　　　M：DNAサイズマーカー

表35．妊娠21日半胎盤におけるL－NAME注入後のGLUT　l　mRNA発現量の変化

レNAME（65μglmin）注入後の時間

Saline 6hr 12hr 24hr

平均 108．68 114．96 110．49 110．21

E
数

＆
例

14．48

5

25．01

5

4．33

5

3．87

5

数値は各サンプルごとの（GLUT　lmRNAIGAPDHmRNA）＊100を求め、
平均値士S．Eで示した。。
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6．4．考察

　前章までに記したように、ラット胎盤におけるNO産生量のピークを示

す妊娠15日においては、HIF－1がiNosを介してNo産生を制御している

ことが示された。VEGF遺伝子もiNos遺伝子と同様に低酸素応答配列

　（Hypoxia　Response　Hement：HRE）を有しHIF1の標的遺伝子である

　（Forytheε∫αム，1996）。また、VBGFとNOとの関連については、NOがVEGF

の発現を誘導するという報告（chinε’砿，1991）とvEGFがNo産生を促

進しているという報告があり（Dulakε∫α乙，2000）、胎盤においてNOと

VEGFは相互に作用をしている可能性がある。

　胎盤は血管が豊富な組織であり、ラットでは迷路層と基底層からなる

　（Bddgman，1948；1949）。この胎盤におけるNO産生が血管新生に深く関

わるVEGFと相互に関連している可能性を検討した。まず、無処置ラッ

トの妊娠13日から妊娠21の胎盤におけるVEGFmRNAの発現を検討した

結果、VEGF㎞RNAの発現は妊娠13日から認められ、妊娠21日まで持続

的に増加した。この発現パターンはこの実験に用いた同系統のラット胎盤

の重量の増加と同様であった。すなわち、妊娠が進むにつれて胎盤は重量

を増し・同時にVEGF㎞RNAも増加した。ことから、本実験結果は、母体

と胎子にとって重要な器官である胎盤において血管新生にVEGFが深く

関与していることを示していると考えられる。

　次に、胎盤におけるNO産生をL－NAMEで抑制した時のVEGF血RNA

の発現の変化を検討した。L－NAME注入6時間後以降から24時間後の観

察期間を通じてNO産生は大幅に抑制されていた。その時、　VEGFlnRNA
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はし－NEME注入6時間後に一時的に有意に減少し、　LNAME注入12時間

後においては有意でないものの低い値を示し、24時間後には回復してい

た。この結果はVEGFmRNAの発現にはNOが必要であり、L－NAME注

入後にNOが急激に減少したために、注入開始6時間後にはVEGFmRNA

の発現が減少したことを示している。これはラット胸部大動脈平滑筋細胞

においてNOがVEGFの発現を誘導するという報告（Dulakθ’砿，2000）

と一致する。また、NO産生の抑制によりVEGFlnRNAの発現が一時的に

減少し、その後、NO抑制が継続しているにもかかわらず、　VEGFmRNA

の発現が回復したことはVEGFmRNAの発現にNO以外の何か他の因子が

関与していることを示唆している。

　GLUT。1遺伝子もiNOS遺伝子やVEGF遺伝子と同様にHREを有し、

HIF－1の標的遺伝子である（Semenzaε∫砿，2001）。

　無処置ラットの胎盤において胎盤重量の増加に伴い、GLUT　lmRNAの

発現が増加した。さらに、胎盤におけるGLUT　lは母体から胎子の発育成

長に重要なグルコースを供給する唯一の経路である。この二つのことを考

えるとGLUT　1は孟子の発育成長に必須であることに加えて胎盤の成長に

も必要であることを示唆している。

　次に、L－NAMEを用いて胎盤におけるNO産生を抑制するとGLUT

lmRNAの発現が持続的に増加した。これは、4章で示したようにL．NAME

によって減少したNOを増加させるためにHIF－1が動員された。このHIF．1

がiNosとGLuT　1が同じ栄養膜合胞体細胞に発現していることから、iNos

遺伝子のプロモーター領域にあるHREに結合するだけでなくGLUT　1遺
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伝子のプロモーター領域のHREにも結合してGLUT　l　mRNAの発現が持

続的に増加したことが考えられる。しかし、NOと直接関係があるのか、

他の因子が代償的に働いている可能性も十分考えられる。

　以上のことから妊娠15日におけるNOとVBGFおよびGLUT　1の関係

から胎盤の成長過程において母体と胎盤と側臥の関係を維持するために血

管新生、血流量の維持そしてグルコースの供給のためにこれらの因子が必

要であることが示唆された。一方、妊娠21旧においてはNOS阻害剤L。

NAMEを用いて胎盤におけるNO産生を抑制してもVEGF㎞RNAおよび

GLUT　lmRNAの発現に何ら変化が認められなかったことから、分娩を前

にしてもはや血管新生やグルコースの供給がそれほど重要でなく、NOと

VEGFおよびGLUT　1の相互関係が維持されていない可能性が示唆された。

この結果は妊娠末期において胎盤はその機能をほとんど停止していること

と一致している。

　ラット胎盤においては血管新生とグルコースの供給はNOを介した

VEGFやGLUT　1が直接的、間接的に関与して胎盤を健全に保ち妊娠が維

持されている可能性が示唆された。しかし、本研究ではNO産生を抑制し

たときのVEGFとGLUT　1を見ているだけであり、VEGFとGLUT　1を動

かした後のNO産生を検討する必要がある。
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6．5．小括

　胎盤におけるNO産生の生物学意義を検討するため、　NO産生がピーク

を示す妊娠15日と低値を示す妊娠21日のラットを用いてNOS阻害剤L－

NAMEを持続注入し、　NO抑制モデルを作製し、経時的にNO産生量、

VEGFmRNAおよびGLUT　l　mRNAの発現量をRr－PCRを用いて解析した。

　妊娠15日においてL－NAME注入によりNO産生を減少させると、同時に

VEGFmRNAの発現も一時的に減少したが、その後、24時間後には回復し

た。また、NO産生量を抑制した期間中、　GLUT　l　mRNAの発現は徐々に増

加した。一方、妊娠21日においては、同様にL－NAMEによりNO産生を抑

制してもVEGFmRNAとGLUT　lmRNAの発現に変化は認められなかった。

　以上のことから、NO産生量の多い妊娠15日においては、　VEGFの発現

にはNOが必要であること、また、　GLUT　1の発現にはNO産生抑制時の

代償機構が存在していることが示唆された。
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7．総括

　妊娠13日から妊娠21日のラット胎盤におけるNO産生量をスピントラ

ップ・EPR法を用いて解析した。胎盤におけるNO産生は妊娠13日から

認められ・15日にピークを示し、その後21日まで漸減した。

　胎盤におけるNOS遺伝子発現をRr－PCR法により解析すると、

iNOSmRNAの発現は、妊娠13日から認められ、15日にピークを示し、

その後21日まで漸減した。このiNOSmRNAの発現パターンはスピント

ラップ・EPR法により解析したNO産生パターンとよく一致した。一方、

eNOSmRNAの発現は妊娠13日から19日まで変動せずほぼ一定であり、

その後21日に減少する傾向が認められた。以上のことから、妊娠15日に

ピークを示す胎盤におけるNO産生は主にiNosに由来すると考えられた。

　NOS発現の調節機構を検討する一環として、　NOSmRNAの発現におよ

ぼすステロイドホルモンの影響について検討した。抗プロジェステロン剤

（RU486）または抗エストロジェン剤（raloxifene）を妊娠12～14日にそれぞれ

lmg！kg！day、3日間連続投与し、妊娠15日の胎盤におけるNOSmRNA発

現をRr－PCRにより解析した。　RU486とraloxifeneはどちらも妊娠15日の

胎盤におけるiNOSmRNAおよびeNOSmRNA発現に影響を与えなかった。

以上のことから、妊娠15日にピークを示す胎盤におけるNO産生に寄与

するiNosの発現についてはプロジェステロンおよびエストロジェンは関

与していない可能性が示唆され、他の因子が関与していることが考えられ

た。
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　ラットの胎盤においてHIF－1αmRNAとHIF－1αタンパクは恒常的に発

現していた。さらに、NO産生がピークを示す妊娠15日にNOS阻害剤L－

NAMEを用いてNOの産生を抑制すると、　HIF－1αタンパクが減少し、　NO

産生の抑制を解除するとHIF－1αタンパクは急増した。また、　NO産生が

抑制されている時期にHIF－1αmRNAおよびiNOSmRNAの発現量が持続

的に増加した。これらことから、NO産生がピークを示す妊娠15日には

HIF－1がiNosの産生調節を介してNO産生を制御していると考えられた。

そして、NO産生が最も低値を示す妊娠21日においてはNO産生を抑制

してもHIF－1αmRNAとHIFIαタンパクの発現には変化がなく、一方、

TNF一αmRNAの発現とiNOSmRNAの発現は増加した。以上のことから、

妊娠21日にはHIF－1によるiNosを介するNo産生の制御機構は消失し

て、TNF一αによりiNOSを介するNO産生の制御機構が働いている可能性

が示唆された。

　胎盤におけるNOの役割をみるために、　NO産生がピークを示す妊娠15

日と低値を示す妊娠21日のラットを用いて、しNAMEを持続注入し、　NO

産生を抑制して、VEGFmRNAおよびGLUT－1mRNAの発現量をRr－PCR

を用いて解析した。妊娠15日においてはし－NAME注入によりNO産生は

有意に減少し、同時にVEGFmRNAの発現も一時的に減少したが、その後、

徐々に回復した。一方、GLUT　l　mRNAの発現はNO産生量の減少にとも

なって徐々に増加した。妊娠21日においてはし－NAMEによりNO産生を

抑制してもVEGFmRNAとGLUT　lmRNAの発現に変化は見られなかった。

以上のことから、NO産生量の多い妊娠15日においては、　VEGFの発現に
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はNOが必要であること、　GLUT　1の発現にはNO産生抑制時の代償機構

が存在していることが示唆された。

　以上のことから、胎盤におけるNO産生とその調節機構は複雑で十分に

解明されていないが、本研究でこのNO産生とその調節機構をある程度解

き明かすことでできた。ラット胎盤におけるNOとそれを取り囲むHIF－1

α、TNFα、　VEGFそしてGLUT　1など様々な因子との関係が明らかにな

った。今後は∫ηv∫肋の実験で精査する必要があると思われる。
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