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分担研究報告書 
 

「オートファジーが合胞体化に与える影響評価〜ナノ粒⼦評価基盤
の構築〜」に関する研究 

 
研究分担者 中島 彰俊 富⼭⼤学学術研究部医学系 教授 

 

A. 研究⽬的 
絨⽑細胞におけるオートファジー抑制がナノ

粒⼦蓄積に関与することを報告してきた。そこで
ナノ粒⼦との関連を検討する前段階として、絨⽑
栄養膜細胞の合胞体化におけるオートファジー
が如何に関与するかを調べることとした。 
 
B. 研究⽅法 
1. 細胞培養 

絨⽑癌細胞株である BeWo 細胞株を使⽤し、
20%FBS および 1%Penicillin/streptomycin を
添加した Hamʼs F12 培地で培養した。また、初
代ヒト栄養膜細胞である PHT 細胞を使⽤し、
10%FBS 、 1%Penicillin/streptomycin 、
epidermal growth factor(10ng/mL) お よ び
Y27632(10µM)を添加した Iscoveʼs Modified 
Dulbeccoʼs 培地で培養した（それにより分化が進
⾏する系）。PHT 細胞は帝王切開で得られた合併
症のない満期の胎盤より採取した。すべての胎盤
は 37℃、5% CO2 下で培養した。 

 
2. タンパク質定量の評価 

BeWo 細胞株に Forskolin 25µM を添加し分
化を誘導した。分化前後での LC3-II 蛋⽩量を調
べ、オートファジー活性化を評価した。PHT 細胞
は培養⽇数の経過により分化する細胞であり、培
養 3 ⽇⽬および 5 ⽇⽬の LC3-II 発現を評価する
ことでオートファジー活性化を評価した。その他
オートファジー関連蛋⽩質である p62、TFEB の
発 現 量 も 評 価 し た 。 分 化 の 指 標 と し て は
CYP11A1 および hCG の蛋⽩発現を評価した。さ
らに分化に伴う細胞周期停⽌（細胞⽼化にも関わ
るとされる）を評価するため、p21 蛋⽩発現も評
価した。 

オートファジー阻害剤として Bafilomycin 
A1(20nM)、オートファジー活性化剤として
Torin(10µM)、Tat-beclin1（20µM）を使⽤した。
BeWo 細胞株において Forskolin 25µM投与可に
上記試薬を添加し、分化におけるオートファジー
の関連を調べた。分化の指標として CYP11A1 お
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よび hCG 蛋⽩発現を評価した。 
すべての蛋⽩質は Western blotting により検

出し、Image Jを使⽤して定量化した。 
 
3. BeWo 細胞の融合評価 
 BeWo 細胞に Forskolin 25µM を添加し分化を
誘導した。BeWo 細胞の融合を評価するため、細
胞免疫染⾊を⾏った。核は Hoechest33343、細
胞膜は Di-8-ANEPPS で染⾊した。Zeiss LSM700
共焦点顕微鏡を使⽤し画像を得た。融合指数は、
融合細胞の総核数/全ての細胞の総核数で計算し
た。無作為に 6視野を選択し、評価を⾏った。 
 
4. 統計解析 
 群間差の⽐較には、Kruskal-Wallis 検定および
Mann-Whitney 検定を⽤いた。P<0.05 を統計的
に有意であるとみなした。データは JMP を使⽤し
て解析した。 
 
（倫理⾯への配慮） 

PHT 細胞は共同研究施設である成育医療研究
センターより譲渡された。全ての患者よりインフ
ォームドコンセントは得ており、倫理⾯における
問題はない。 
 
C. 研究結果（次項 D にまとめて記載する） 
D. 考察 
1. 合胞体化においてオートファジーは活性化し

ない 
栄養膜細胞（トロフォブラスト）における合胞

体化によるオートファジー活性を評価するため、
まず PHT 細胞を使⽤し評価を⾏った。PHT 細胞
は培養⽇数の経過により分化する細胞であり、培
養 3 ⽇⽬および 5 ⽇⽬の LC3-II 発現を評価する
ことでオートファジー活性化を評価した。またオ
ートファジーフラックス（その時点での活性指標）
を 評 価 す る ため、 蛋 ⽩回収 24 時間前 に
Bafilomycin A1 20nM を投与した。培養 3 ⽇⽬
でオートファジーフラックスを認めたのに対し、
培養 5 ⽇⽬では認められなかった（図 1A-B）。ま
たオートファジー関連蛋⽩である p62 蛋⽩に関
しても、培養⽇数による有意な差を認めなかった
（図 1C-D）。 

BeWo 細胞は PHT 細胞と異なり、細胞性栄養
膜細胞（CTB）から合胞体栄養膜細胞（STB）ま
での増殖期を容易に観察することが可能である
（図 2A）。よって合胞体化におけるオートファジ

ー機構をより明確にするために、BeWo 細胞株を
使⽤した。Forskolin 25µM を 72時間添加するこ
とで合胞体化（分化および融合）を誘導し、オー
トファジーフラックスを評価したところ、合胞体
化完了後では、オートファジーフラックスの上昇
を認めなかった（図 2B）。この結果は PHT の結
果と⼀致した。BeWo 細胞株における Forskolin
による分化に関しては、hCG および CYP11A1 発
現増加より確認された（図 2C-E）。また合胞体化
に伴いオートファジーにより分解される基質で
ある p62 の増加、オートファジーの主要制御因⼦
である TFEB減少も観察された（図 2F-H）。 
以上よりトロフォブラストの合胞体化におい

て、オートファジー活性の低下が⽰唆された。 
 

2. オートファジー抑制はトロフォブラストの合
胞体化を抑制する 

合胞体化によりオートファジー活性が低下す
ることが明らかとなったため、次にCTBからSTB
への分化経過におけるオートファジーの必要性
を評価した。BeWo 細胞を Forskolin存在下で、
オートファジー抑制剤である Bafilomycin A1 
20nM と活性剤である Torin 10µM あるいは Tat-
Beclin1 20µM で処置した。結果、Bafilomycin A1
投与により分化の指標である CYP11A1、⽼化マ
ーカーである p21 の有意な低下を認めた（図 3A-
D）。さらにオートファジー抑制が細胞間融合に影
響を与えるかを評価するため、Forskolin および
Bafilomycin A1投与下での BeWo 細胞の融合指
数を評価した。その結果、Forskolin投与により有
意に増加した細胞融合が、Bafilomycin A1 併⽤
により顕著に減少した（図 3E-H）。以上の結果よ
り、オートファジーの抑制が beWo 細胞における
合胞体化阻害を誘発していることが⽰唆された。 

 
3. オートファジーの抑制はトロフォブラスト

の hCG 分泌を阻害する 
オートファジーの阻害によりCTBからSTBで

の融合を阻害したことが明らかとなったため、次
にオートファジー抑制によりトロフォブラスト
の機能である hCG 産⽣および分泌に影響がある
のかを評価した。その結果、Forskolin投与により
有意に増加し hCG産⽣は、Bafilomycin A1投与
により有意に減少した（図4A-B）。さらに、上清
中の hCG 分泌も有意に低下した（図 4C-D）。PHT
細胞でも Bafilomycin A1投与により細胞内 hCG
の低下を認めた（図4E）。以上より、オートファ
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ジー抑制がトロフォブラストにおける hCG 産⽣
および分泌を抑制することが⽰された。 

 
 
E. 結論 

トロフォブラストにおいて、合胞体化後にはオ
ートファジー機能が低下しており、また合胞体化
前にオートファジーを抑制することで合胞体化
が阻害されることが明らかとなった。このことは
オートファジー活性化がトロフォブラストの合
胞体化の開始を制御していることを⽰している。 
我々はこれまでの研究で、オートファジー抑制

が絨⽑細胞におけるナノ粒⼦蓄積に関与するこ
とを報告している。しかしながら、臨床⾯でのナ
ノ粒⼦の影響は明らかとはなっていない。今後の
課題として、１）胎盤組織（絨⽑組織）および絨
⽑細胞において、ナノ粒⼦はオートファジーを活
性化するのか︖抑制するのか︖ ２）オートファ
ジー抑制状態での、ナノ粒⼦の侵⼊は合胞体化に
如何に影響するのか︖仮説としては、ナノ粒⼦蓄
積が機能的抑制に繋がると考えられるが、これら
因⼦は胎盤低形成につながるのか︖今後、合胞体
化とナノ粒⼦との関連を明らかにすることで胎
盤低形成が要因とされる胎児発育不全や妊娠⾼
⾎圧腎症の要因を解明することを⽬標としてい
る。 
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