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研究成果の概要（和文）：胎盤モデル細胞において、miR-126の発現上昇が胎盤関門形成に重要な細胞膜融合因
子であるsyncytin-1/-2や胎盤関門に発現するトランスポーターSLC22A11などの発現を上昇させることを示し
た。これらより、妊娠高血圧腎症胎盤で報告されるmiR-126の発現変動は、胎盤関門機能の変動を反映している
可能性が示された。また、胎盤栄養膜細胞の多能性維持を担うRNA結合タンパクLIN28AがmiR-126の標的となるこ
とを示した。miR-126について、胎盤における新たな役割を示唆する結果が得られた。

研究成果の概要（英文）：We indicated that miR-126, an angiogenic micro RNA enhances the expression 
of placental genes, such as syncytin-1/-2, fusogenic molecule for placenta barrier formation and 
SLC22A11, an estrogen precursor transporter at placental barrier, in trophoblast model cells. Thus, 
our results raised the possibility that the aberrant expression of miR-126 in preeclamptic placenta 
reflects placental barrier disfunction. Furthermore, the present study revealed that LIN28A, an RNA 
binding protein related trophoblast stemness, is a direct target of miR-126 in the trophoblast model
 cells. Therefore, these results suggested the new role of miR-126 in placental trophoblast.

研究分野：生物薬剤学

キーワード： 胎盤　胎盤関門　miRNA　合胞体化

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
miR-126が胎盤における関門形成と内分泌機能に重要な分子の発現に影響することが示唆されたことから、
miR-126が胎盤機能を反映する指標の一つとなる可能性を示すことができた。血管内皮における機能が主に解析
されてきたmiRNAについて、胎盤における役割の解明に資する結果を得た。miR-126標的経路に対する解析は、妊
娠高血圧腎症およびこれを原因とする胎児発育不全において胎児環境を正常化する治療の開発につながると期待
できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
妊娠高血圧腎症と胎児発育不全は、妊娠中期以降に発症し、妊娠高血圧腎症では胎児発育不全
を伴うことが多い。これらは、胎児死亡だけでなく、出生後の児の発達遅延や、成人後の生活習
慣病罹患リスクも上昇させるため、積極的に治療すべき疾患と位置付けられる。妊娠高血圧腎症
や胎児発育不全に対する治療が、母児の将来にわたる生活の質を改善することは自明であるが、
現在、薬物治療は母体の対症療法にとどまり、その効果は限定的である。 
盤状構造を持つヒト胎盤において、胎児発達に特に重要な組織層は、絨毛部の栄養膜細胞であ
る。栄養膜細胞同士は融合して合胞体となることで特異な物理的関門組織を形成し、合胞体化と
連動して、妊娠維持と胎児成長に必要な内分泌機能を獲得する。妊娠高血圧腎症や胎児発育不全
を呈する妊婦の胎盤では、栄養膜細胞による関門の形態や妊娠維持と胎児臓器成熟に重要なホ
ルモンの分泌に異常が報告される。したがって、合胞体化と内分泌機能獲得による胎盤関門成熟
機構の解明は、妊娠高血圧腎症および胎児発育不全に対する創薬標的の発掘に重要であると考
えられる。 
ヒト胎盤栄養膜モデル細胞であるヒト絨毛癌由来 JEG-3 細胞は、アデニル酸シクラーゼ活性
化剤 forskolin によって cAMP 依存性タンパク質リン酸化酵素(protein kinase A, PKA)シグナ
ルを活性化することで、合胞体化や内分泌機能に関わる遺伝子の発現を上昇させる。胎盤関門の
分化・成熟過程における制御機構を分子レベルで理解するにあたり、JEG-3 細胞における PKA 活
性化で変動する micro (mi) RNA を解析した。その結果、妊娠高血圧腎症および胎児発育不全の
胎盤や母体血で発現低下が報告される miR-126 の発現が、最も高い変動率で上昇した。したがっ
て、miR-126 は、胎盤関門の成熟制御に重要な役割を果たすと推測された。 
 
 
２．研究の目的 
miR-126 が胎盤関門の分化・成熟過程を標的とし、miR-126 による制御の不足が妊娠高血圧腎
症や胎児発育不全の発症や進行に関与する可能性がある。しかし、miR-126 は血管内皮細胞にお
いて血管新生に働くことが知られる一方、胎盤栄養膜細胞における miR-126 の役割は不明であ
る。そこで本研究は、「PKA 活性化が miR-126 の発現調節を介して、胎盤関門の分化・成熟を司
ることの実証」と「栄養膜細胞における miR-126 の直接標的遺伝子および miR-126 と胎盤関門成
熟を結ぶ経路の同定」を目的とした。これらによって「PKA シグナル活性化による miR-126 の発
現上昇が胎盤栄養膜細胞の合胞体化と内分泌機能獲得の達成に寄与する分子機構の解明」を目
指した。 
 
 
３．研究の方法 
（１）miR-126 の過剰発現：JEG-3 細胞または BeWo 細胞にリポフェクション法によって miR-126
模倣体を導入した。JEG-3 細胞ではリアルタイム RT-PCR によって遺伝子発現変動を評価し、BeWo
細胞では、免疫染色を行い、一つの細胞膜(β-catenin)で囲まれた領域当たりの核数を評価した。 
 
（２）miR-126 のノックダウン：Forskolin による PKA シグナルの活性化によって JEG-3 細胞を
分化させ、リポフェクション法にて miRNA 阻害剤を導入することで miR-126 の機能を抑制した。
RNA を抽出し、TaqMan MicroRNA アッセイで miRNA の発現抑制を評価し、リアルタイム RT-PCR
によって mRNA の発現変動を評価した。 
 
（３）ラット胎盤における miR-126 発現：妊娠 19.5 日目 SDラット胎盤を脱落膜、着床連結帯、
迷路部の 3 部位に切離して RNA を抽出し、各部位における miR-126 発現量を TaqMan MicroRNA 
アッセイで評価した。 
 
（４）ルシフェラーゼアッセイ：JEG-3 細胞において、forskolin 添加によって発現が上昇し、
miR-126 過剰発現によって発現が減少した遺伝子のうち、miRWalk2.0 のデータベース横断的解
析において複数の miRNA 標的配列予測アルゴリズムで標的と予測された遺伝子を選択した。当
該遺伝子について、mRNA の 3'非翻訳領域を介した miR-126 による発現制御を評価した。JEG-3
細胞における miR-126 標的候補遺伝子の 3'非翻訳領域または標的配列を変異させた 3'非翻訳領
域をルシフェラーゼ遺伝子下流に挿入したプラスミドベクターを構築し、これらをリポフェク
ション法にて miR-126 模倣体とともに JEG-3 細胞に導入した。3'非翻訳領域を介した翻訳後制
御をルシフェラーゼによる発光によって評価した。 
 
（５）標的遺伝子の過剰発現およびノックダウン：miR-126 の標的として同定した遺伝子の発現
ベクターを構築した。標的遺伝子の発現ベクターまたは siRNA を JEG-3 細胞に導入し、リアルタ
イム RT-PCR によって胎盤関門遺伝子の発現に与える影響を解析した。 
 
 
４．研究成果 
（１）miR-126 が栄養膜細胞の合胞体化に与える影響の検討 



栄養膜モデル細胞であるヒト絨毛癌由来 JEG-3 細胞において miR-126 を過剰発現させること
で、栄養膜細胞の合胞体化に必要な膜融合遺伝子である syncytin-1、syncytin-2、および
syncytin-2 の受容体である MFSD2A の発現は有意に増加した。さらに別のヒト絨毛癌由来細胞株
である BeWo 細胞に miR-126 を過剰発現させることによって、多核化した細胞の存在を観察でき
た。また、ラット胎盤における miR-126 の発現は、合胞体栄養膜細胞層によって構成される迷路
部で最も高く、着床連結帯では、ほとんど検出されなかった。miR-126 は、血管内皮に高発現す
ることから(Vasc Pharmacol. 2015;3:341–351)、血管に富む迷路部ではほかの部位よりも高水
準で発現することが予測される。しかし、合胞体栄養膜細胞 における miR-126 の発現は、ヒト
およびラット胎盤で観察されることに加え(Dev Biol. 2019;449:21-34)、miR-126 が syncytin-
1 および syncytin-2 の発現に影響を与えることが明らかになったことから、迷路部で高い miR-
126 が血管内皮における発現のみを反映しているとは考えづらい。また、マウス妊娠中期にあた
る妊娠 15.5 日目の miR-126 ノックアウトマウス胎盤では迷路部の萎縮が観察されるが、これは
着床連結帯の肥厚の代償によるものとされている(Dev Biol. 2019;449:21-34)。一方、我々の結
果は迷路部に発現する miR-126 が合胞体層形成そのものにも影響を及ぼす可能性を示すもので
ある。これまで栄養膜細胞における miR-126 の役割は不明であったが、以上の結果より、miR-
126 は、栄養膜細胞の合胞体化促進によって胎盤関門形成に寄与することが示唆された。 
 
（２）栄養膜細胞における miR-126 の標的遺伝子の探索 
JEG-3 細胞を PKA シグナルの活性化によって合胞体栄養膜細胞様に分化させることで、miR-
126 の発現は顕著に上昇する。一方、RNA 結合タンパク質である LIN28A の JEG-3 細胞における
発現は、PKA シグナル活性化および miR-126 過剰発現のいずれによっても減少した。また、LIN28A
は、miRwalk2.0 によるデータベース解析から、3つのアルゴリズム（miRmap、PITA、RNAhybrid）
において miR-126 の直接標的と予測された。LIN28A は栄養膜前駆細胞の多能性維持に働き、
LIN28A のノックダウンはヒト栄養膜モデル ACH-3P 細胞の合胞体化を促進することが報告され
ることから（Biol Reprod. 2013;89:95）、miR-126 は、3'非翻訳領域を介して LIN28A の発現を
制御することで、JEG-3 細胞の分化誘導に働く可能性がある。そこで、miR-126 が LIN28A mRNA
の 3'非翻訳領域を介して直接的に LIN28A の発現を抑制するかを検討した。LIN28A mRNA の 3'非
翻訳領域をルシフェラーゼ遺伝子下流に挿入したプラスミドを構築し、JEG-3 細胞に導入するこ
とで得られたルシフェラーゼ活性は、miR-126 の過剰発現によって有意に低下した。一方、LIN28A 
mRNAの3'非翻訳領域に存在するmiR-126結合予測配列を変異させたレポータープラスミドでは、
miR-126 の過剰発現によるルシフェラーゼ活性の低下は示されなかった。したがって、miR-126
が LIN28A mRNA の 3'非翻訳領域に結合することで、その発現を抑制することが示された。 
 
（３）miR-126 標的遺伝子が栄養膜細胞の合胞体化に与える影響の検討 
LIN28A が miR-126 の直接標的であることが示されたことから、miR-126 による栄養膜の合胞
体化促進機構が LIN28A 発現抑制を介するのかを検討した。JEG-3 細胞に LIN28A を過剰発現させ
たところ、栄養膜細胞の細胞膜融合因子である syncytin-1 および syncytin-2 の遺伝子発現は
減少傾向を示した。一方、JEG-3 細胞における LIN28A 発現を siRNA で抑制しても、syncytin-1
および syncytin-2 の発現は上昇しなかった。さらに、forskolin 処理した JEG-3 細胞に miR-126
阻害剤を添加することで、PKA シグナルによる miR-126 の発現誘導を抑制したとき、syncytin-1
および syncytin-2 の発現誘導は一部抑制されたが、LIN28A の発現に miR-126 阻害剤による影響
は示されなかった。以上より、miR-126 による栄養膜の合胞体化促進機構に LIN28A が関与する
証拠は示されなかった。妊娠高血圧腎症の胎盤においては、miR-126 の発現が低下し(J Cell 
Biochem. 2013;9:2148–2159, J Int Med Res. 2014;6:1243–1251)、syncytin-1 および syncytin-
2 の発現も減少する(Mol Reprod Dev. 2008;75:175-183, Reprod Sci. 2011;18:1085-1091)。現
在、妊娠高血圧腎症における syncytin-1/-2 の発現減少に関与する分子機構は明らかでないが、
miR-126 による LIN28A の発現制御を介した経路でこの現象が説明できる可能性は低い。 
 
（４）miR-126 が内分泌関連遺伝子発現に与える影響の検討 
ラット胎盤において、内分泌能を持つ海綿状栄養膜細胞や栄養膜巨細胞で構成される着床連
結帯では、miR-126 がほとんど検出されなかった。一方、ヒトでは合胞体栄養膜細胞が内分泌器
官としても機能することから、ヒト胎盤特有の内分泌機構に関与する遺伝子発現に miR-126 が
与える影響を解析することとした。胎児－胎盤系における estriol 合成は、ヒトなどの一部の霊
長類に特徴的な機構である。JEG-3 細胞に miR-126 を過剰発現させると、estriol 前駆体の胎盤
への取り込みを担うトランスポーター(Endocrinology. 2016;156:2704-2712)：SLC22A11 の発現
は、有意に上昇した。したがって miR-126 は、ヒト合胞体栄養膜の関門機能に加えて内分泌機能
の獲得・維持にも関与する可能性が示された。 
 
結論として、miR-126 は、栄養膜細胞の合胞体化促進反応に寄与することが示唆された。妊娠
高血圧腎症では miR-126 発現が変動することから、妊娠高血圧腎症胎盤において報告される
sncytin-1 および synctin-2 の減少に、miR-126 による遺伝子発現制御の異常が関与する可能性
が示された。ただし、その機構に関与する miR-126 の標的シグナル経路の同定については、さら
なる解析が必要である。 
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