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研究成果の概要（和文）：ANXA5遺伝子のプロモーターにある遺伝子多型によるハプロタイプが習慣流産と関連し、女
性が高リスクのM2ハプロタイプを持つと流産のリスクが増加する。M2からのANXA5遺伝子の発現量は少なく、プロモー
ター活性は低い。ANXA5遺伝子のプロモーター領域の多型の位置にはG4形成のコンセンサス配列がある。野生型とM2の
ヘテロ接合体の胎盤由来のゲノムをバイサルファイト処理後、PCR産物を次世代シーケンサーで解析した。C>T変換パタ
ーンから、M2はG4の形成しやすさに影響し、その結果、ANXA5のプロモーター活性や発現量が低下し、胎盤内過凝固を
ひきおこし、流産のリスクが増加する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The polymorphisms in the ANXA5 promoter region are associated with recurrent 
pregnancy loss. The female carriers of M2 haplotype are at high risk of the pregnancy loss. The placenta 
from the M2 carrier has low level of ANXA5 transcript since the promoter activity of the M2 is low. We 
identified the consensus sequence for Guanine-quadraplex (G4) formation at this promoter region. We 
analyzed the potential secondary structure by bisulfite treatment followed by next generation sequencing. 
The pattern of C-to-T conversion indicated that the polymorphism affected the potential for G4. These 
data suggest that the low expression levels of ANXA5 via G4 formation induce hypercoagulation leading to 
high risk of pregnancy loss in M2 carriers.

研究分野： 臨床遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
習慣流産は多因子疾患であるが、胎盤におけ
る過凝固も要因のひとつである。私たちは以
前の研究で、胎盤性抗凝固因子であるアネキ
シン A5 遺伝子（ANXA5）のプロモーター領
域にある複数の遺伝子多型により構成され
るハプロタイプが習慣流産と関連し、女性が
少数ハプロタイプ（高リスクアリル）を持つ
と流産のリスクが増加することを示した。
M2 ハプロタイプからの ANXA5 遺伝子の発
現量は野生型よりも有意に少なく、M2 ハプ
ロタイプのプロモーター活性が低いことも
ルシフェラーゼアッセイシステムで、証明さ
れている。 
さらに、私たちは ANXA5 遺伝子のプロモー
ター領域の多型の位置にはグアニン 4重鎖形
成のコンセンサス配列があることを発見し
た。近年、プロモーター領域のグアニン 4 重
鎖構造の転写調節作用が注目されている。私
たちは、これまでの研究で、プロモーター領
域の多型がこのコンセンサスを変化させ、グ
アニン 4 重鎖の形成しやすさに影響し、その
結果、M2 ハプロタイプからの ANXA5 遺伝
子の発現量が低下することを示した。この
ANXA5 遺伝子の発現量の低下が M2 ハプロ
タイプでの胎盤における過凝固をひきおこ
し、流産のリスクが増加するという仮説を提
唱している。 
 
２．研究の目的 
グアニン 4 重鎖などの DNA の高次構造は、
in vitro では種々の方法によりその存在が証
明されているが、実際の細胞の中で高次構造
を取り得るのかどうかは、いまだに議論のあ
るところである。本研究では、ANXA5 遺伝
子のプロモーター領域の多型の位置にある
グアニン 4 重鎖形成のコンセンサス配列が、
実際に細胞内でグアニン 4重鎖の高次構造を
形成していることを証明することを目的と
する。 
 
３．研究の方法 
バイサルファイト法を利用する。胎盤からゲ
ノム DNA を抽出する。バイサルファイト法
によるmC>Tの変換は一本鎖状態のDNAに
対する反応なので、一般にバイサルファイト
法は熱変性させた DNA で行うが、本実験で
は抽出された DNA そのままで処理を行うと、
すでに一本鎖状態になっている領域のみに
mC>T の変換が生じる。グアニン 4 重鎖形成
のコンセンサス配列を含むプロモーター領
域の PCR 増幅産物を次世代シーケンサーで
解析した。野生型と、M2 ハプロタイプのヘ
テロ接合体の胎盤を使用して行った。本研究
は、藤田保健衛生大学・ヒトゲノム遺伝子研
究倫理審査委員会の承認を得ている。 
 
４．研究成果 
まず、次世代シーケンサーにて解析したシー
ケンスデータを、C>T 変換パターンにより上

鎖と下鎖に分離し、それらをクラスター解析
でグループ化した。その結果、5–10%の分子
において、１本鎖 DNA 形成を示す、およそ
30-100 bpの連続した領域でのC>T変換を有
していた。これらは大きく２つの変換パター
ンを示した。１つは G4 コンセンサス配列の
相補鎖領域での集中した変換で、これは G4
構造が生体内で形成されていることを示し
ている。もう１つはプロモーターから下流に
伸びた変換パターンで、これは mRNA の転
写開始と関連していると考えられた。これら
のパターンが野生型と発現低下を示す M2 
ハプロタイプとで若干異なっており、G4 構
造形成が遺伝子発現を上昇させることを示
唆した。同一アリルでの異なった変換パター
ンの存在は１本鎖 DNA 領域の時間的な変化
を示していると考えられ、上記の処理方法と
次世代シーケンス解析を組み合わせること
で、生体内での DNA 構造の動的な変化を明
らかにできると考えられた。 
以上により M2 ハプロタイプをヘテロで持つ
胎盤は、野生型のホモの胎盤と比べて、グア
ニン 4重鎖形成能が変化することでプロモー
ター活性が低下し、ANXA5 遺伝子の発現量
が低下し、胎盤内で過凝固になり、その結果、
流産を起こしやすい状態になっていること
が示唆された。 
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