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研究成果の概要（和文）：ヒト胎盤において特異的に発現している microRNA を同定した。妊娠高血圧

腎症の胎盤で microRNA の発現異常が起きており、それによって胎盤の機能障害（estradiol 合成酵素

HSD17B1 の調節不全）が引き起こされていることをはじめて明らかにした。さらに、血漿中の HSD17B1
の低下は PE 発症前に起きていることを見出し、従来にない新規の予知因子を同定した。 
 
研究成果の概要（英文）：We identified placenta-specific miRNAs (e.g., miR-517a) that were linked to a 
miRNA cluster on chromosome 19. Hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenese 1 (HSD17B1) was 
dysregulated by miR-210 and miR-518c that were aberrantly expressed in preeclamptic placenta, and 
reducing plasma level of HSD17B1 preceded the onset of PE. We conclude that plasma HSD17B1 is a 
potential prognostic factor for PE. 
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１．研究開始当初の背景 
 microRNA（miRNA）は蛋白質をコードしてい
ない、ノンコーディング RNA の一種であり、約 22
塩基の低分子 RNA である。miRNA は、miRNA
と部分的に相補的な、標的となる mRNA の
3'-UTR 領域と結合し、翻訳抑制作用を有してい
る（Gene Dev 21: 1857-1862, 2007）。miRNA は、
組織(臓器)特異的な発現様式を示し、組織の分
化・機能と形態の維持に重要な役割を果たして
いることが示唆されている。現在までに 2000 種
近いヒト miRNA が同定されており、時期特異的
あるいは臓器特異的に発現していることから、発

生や分化に深く関与していることも示されている
3）。miRNA の機能としては、細胞の分化・増殖
やアポトーシス、癌化など、様々な細胞の生理
機能や病態への関与が報告されているが、胎盤
での機能や、異常妊娠への関与は不明のまま
である。miRNA を介した翻訳調節機構の解明
は、新しい診断・治療法開発への突破口を開く
可能性を秘めている。 
 胎盤機能不全を起こす妊娠高血圧症候群な
どは、母児に重篤な影響をおよぼす疾患である。
絨毛外栄養膜細胞の子宮内膜への浸潤、十分
ならせん動脈のリモデリングが行われないと、胎



盤形成不全が起こり、妊娠高血圧症候群の起
因となる。この前臨床段階を経て妊娠後半に、
低酸素ストレス状態の胎盤から妊娠高血圧症候
群に関連する因子（分泌型血管内皮成長因子
受容体［sFlt-1］、分泌型endoglinなど）が母体血
中に放出され、臨床症状を引き起こすと考えら
れている。最近、上記の血管新生に関連する因
子の早期診断法としての有用性が示唆されてい
るが（N Engl J Med 355: 992-1005, 2006; Obstet 
Gynecol 109: 168-180, 2007）、妊娠高血圧症候
群などを早期発見する診断法として未だ確定的
なものはなく、その病態解明・早期診断・治療は
周産期医療における最も重要な課題の一つで
ある。 
 
２．研究の目的 
 世界に先駆けて、胎盤における miRNA の特
異的機能の解明を行うと共に、miRNAという全く
新しい切り口から、異常妊娠（妊娠高血圧症候
群など）の分子病態を解析し、胎盤に発現して
いる疾患特異的 miRNA を臨床ツールとして用
いた早期診断・治療開発につながる基盤研究を
行った。 
 具体的には、（１）正常、および異常胎盤にお
けるmiRNA のプロファイル解析、標的 mRNAの
同定、および機能解析を行い、胎盤における
miRNA の機能解明を目指した。同時に、（２）臨
床疫学研究により、妊娠期間を通して正常、異
常妊娠における妊婦さんの血液（血漿）と分娩
後の胎盤から miRNA の発現量を定量的にデー
タ解析し、早期診断ツールとしての miRNA の有
用性を検討した。 
 
３．研究の方法  
（１）胎盤における miRNA の機能解析：胎盤特
異的 miRNA の標的 mRNA の同定と機能解析
を行った。 
① 培養細胞（BeWo 等）を用いてプロテオミク

ス解析による標的 mRNA の同定を行った。 
② miRNA を過剰発現および抑制することに

より、形態学解析、増殖能解析、アポトーシ
ス解析を行い、導入した細胞の特徴付けを
行った。 

③ 同定した標的 mRNA の検証と機能解析と
して、標的 mRNA の 3'-UTR をクローニング
したルシフェラーゼレポーターベクターによ
る相互作用解析を行うとともに、過剰および
抑制発現実験を行い、標的 mRNA 発現を、
real-time PCR、Western blot で解析した。 

 
（２）異常妊娠における miRNA の解析：異常妊
娠胎盤（妊娠高血圧症候群）の詳細 miRNA プ
ロファイル解析と分子病態における miRNA の役
割の解析を行った。 
① 異常妊娠の胎盤から miRNA プロファイル

解析として、倫理委員会の承認を得て、正
常妊婦および重症妊娠高血圧腎症妊婦か

ら、それぞれ胎盤組織を採取した。これら
のサンプルを用いて、１）イルミナ社高速シ
ーケンサーIllumina Genome Analyzer IIx 
（GAIIx）を用いてその配列解析を行った。
２）さらに、real-time PCR による定量的アレ
イ［TaqMan Array MicroRNA Card（アプラ
イドバイオシステムズ社）］を用いて 667 種
類の miRNA 発現を定量的に解析し、有意
に変動する miRNA を抽出した。 

② In situ hybridization （ISH）解析および
laser microdissection（LMD）解析により、
miRNA 発現細胞を同定した。 

③ （１）と同様に、標的 mRNA 候補の抽出と、
その検証と機能解析を行った。 

 
（３）miRNA の診断ツールとしての臨床応用：胎
盤、疾患特異的 miRNA、およびその標的分子
の早期診断ツールとしての有用性の検討（臨床
疫学研究）を行った。 
① サンプリングに関しては、初回妊娠時にお

いて同意が得られた患者さんから、妊娠初
期、中期、後期の定期検診時、および、分
娩時の採血時に血液を採取した。この中か
ら、最終的に正常妊娠、妊娠高血圧症候
群（妊娠高血圧腎症）であった症例を抽出
し、解析に用いた。 

② 胎盤特異的、疾患特異的 miRNA の発現
量を real-time PCR にて定量解析した。 

③ （２）により見出された標的分子に関して、
妊婦血漿より検出可能か検討した。さらに、
標的分子の妊娠における正常域を決定す
るとともに、コホート研究を進め、予知因子
としての有用性を検証した。 

 
４．研究成果 
（１）胎盤における miRNA の機能解析 
 正常ヒト胎盤組織（満期胎盤および初期胎盤）
において発現する miRNA のプロファイリングを
行い、胎盤組織で高発現する miRNA の中には、
第 19 番染色体ゲノム上の miRNA 配列が集中し
て存在する領域（Ch19-miRNA クラスター: 
C19MC）に由来するmiRNAが多く含まれている
ことを見出した。さらに、real-time PCR による定
量的発現解析から、これらの C19MC 由来の
miRNA は胎盤組織に特異的に発現することが
示された。 
 ヒト胎盤組織に高発現している C19MC 由来
miRNA の 1 つである miR-517a について、その
機能解析を試みた。ヒト胎盤栄養膜細胞のモデ
ルである絨毛癌由来 BeWo 細胞において、
miR-517a を過剰発現し、その結果有意な発現
変動を認める蛋白質についてプロテオミクス解
析による同定を行った。その結果、miR-517a の
過剰発現によって有意に抑制されるいくつかの
蛋白質を同定したが、それらをコードする遺伝
子は、miR-517a の予測標的遺伝子には含まれ
ていなかった。したがって、上記の蛋白質の発



現変動は、miR-517a が標的遺伝子を抑制した
結果生じた二次的現象である可能性が高い。そ
こで、パスウェイ解析ソフトウェア（Ingenuity 
Pathway Analysis）を用いたバイオインフォマティ
クス解析により、これらの蛋白質がどのような生
体分子ネットワークに関与しているかを解析した。
その結果、胎盤特異的 miR-517a は tumor 
necrosis factor-alpha（TNF）による細胞内シグナ
リングを制御する可能性が示された。TNF につ
いては、絨毛外栄養膜細胞の分化制御など、胎
盤形成への関与が報告されており、miR-517a が
TNF を介して胎盤細胞分化制御に関与している
可能性が示唆された。 
 C19MC 由来の胎盤特異的 miRNA（miR-517a、
miR-517b など）について、それらが正期産妊婦
の血清中では高いレベルで検出されるが、分娩
3 日後にはクリアランスされることを示した。この
成績は、胎盤由来miRNAが母体血液中に移行
し、母体中を循環していることを意味している。
そこで、胎盤由来 miRNA がエクソゾームに包ま
れた状態で放出されると仮定し、検証を試みた。
はじめに、C19MC 由来 miRNA が胎盤組織内
のどの細胞において発現しているのかを明らか
にするため、miR-517b の局在を ISH 法で調べた
ところ、その発現は絨毛栄養膜に限局していた。
また、他のいくつかの C19MC 由来 miRNA につ
いても、LMD と定量的 PCR を組み合わせた手
法により、同様の知見を見出した。以上より、胎
盤絨毛栄養膜からの miRNA を含むエクソゾー
ムの放出が推測される。実際、免疫染色と in situ 
hybridization 法とを組合せた二重染色により、ヒ
ト胎盤栄養膜中の CD63（エクソゾームの分子マ
ーカー）陽性の細胞内小器官である多胞体
（multivesicular body；分泌前のエクソゾームを含
む細胞内小胞構造）中にmiR-517bが含まれるこ
とを示した。一方、BeWo 細胞に、GFP（緑色蛍
光蛋白質）で標識した CD63 を発現させ、同時
に蛍光標識した miRNA 分子（Alexa594 標識
let-7b）を導入したところ、CD63 陽性多胞体の中
にこの miRNA が局在することが示された。また、
CD63 発現 BeWo 細胞の培養上清から抗 CD63
抗体を用いた免疫沈降法によりエクソゾームを
濃縮したところ、その中にはコントロール（非免
疫抗体による免疫沈降物）と比較して有意に多
量の miRNA（miR-517a および miR-21）が検出さ
れた。加えて miR-517a を過剰発現させた BeWo
細胞を用いて同様に解析したところ、濃縮エクソ
ゾームからより多くの miR-517a が検出された。以
上の結果をまとめると、胎盤絨毛栄養膜におい
て発現している miRNA はエクソゾームを介して
細胞外に放出され、さらに母体血液中に移行し
て母体中を循環していることが強く示唆された。
C19MC に由来する胎盤特異的 miRNA は、ほ
ぼ胎盤のみから放出されており、妊娠高血圧症
候群（PIH）に代表される胎盤関連疾患の診断
やその病態を探る上では、有力な候補となる。 
 

（２）異常妊娠における miRNA の解析 
 妊娠高血圧症候群は、約 7~10％の妊婦に発
症し、母児の健康を脅かす疾患である。高血圧
を主体とし蛋白尿および全身の浮腫をきたす疾
患であるが、成因と病態はまだ十分に解明され
ていない。我々は、妊娠高血圧症候群の分子
病態に miRNA がどの様に関与しているのか明
らかにするため、妊娠高血圧症候群における主
要な病型である妊娠高血圧腎症（妊娠 20 週以
降に初めて高血圧が発症し、かつ蛋白尿を伴う
もので分娩後 12 週までに正常に回復するもの）
の胎盤におけるに miRNA の発現変動を明らか
にするために、大規模発現プロファイル解析を
行った。正常胎盤と比較して妊娠高血圧腎症の
胎盤で発現が上昇している 22 個の miRNA を見
出し、そのうち、C19MC 由来の miRNA も 7 個含
まれていた。 
 コンピュータ（in silico）による標的遺伝子候補
解析から、これら miRNA に共通する標的遺伝
子候補を検索し、さらに、その遺伝子の中で、胎
盤に特異的に発現し、機能している標的遺伝子
候補として、hydroxysteroid (17-β) 
dehydrogenase 1 （HSD17B1）遺伝子を見出した。
17β-水酸化ステロイド脱水素酵素（HSD17B）は、
ケトステロイドと水酸化ステロイドとの変換を触媒
する酸化還元酵素であり、哺乳類では 14 種類
同定されている。そのうち I 型 HSD17B
（HSD17B1）は、胎盤特異的に発現しており、
estrone（E1）を estradiol（E2）に変換する E2 合成
酵素である。HSD17B1 は、22 個の miRNA のう
ち、5 つの miRNA（miR-20a、miR-210、miR-451、
miR-518c、miR-526b*）に共通した標的遺伝子
候補であった。 
 妊娠高血圧腎症の胎盤において HSD17B1 を
標的候補としている miRNA が上昇しており、
HSD17B1 がその標的遺伝子ならば、妊娠高血
圧腎症の胎盤でその発現は抑制され、逆に低
下していることが予測された。妊娠高血圧腎症
の胎盤で、HSD17B1 発現を解析してみると、正
常胎盤と比較して mRNA および蛋白質の両方
のレベルで HSD17B1 の発現が有意に低下して
いた。妊娠高血圧腎症の胎盤では発現異常を
示す miRNA と HSD17B1 が逆相関を示し、
HSD17B1 は有望な標的遺伝子候補であると考
えられ、さらに標的遺伝子の実験的検証を行っ
た。HSD17B1 mRNAの3'-UTRをクローニングし
たルシフェラーゼレポーターベクターを栄養膜
細胞株 BeWo 細胞に導入し、miRNA との相互
作用を解析した。5 つの内、miR-210 と miR-518c
は、有意にルシフェラーゼ活性を低下させ、直
接結合し抑制的に作用することが示された。さら
に、2 つの miRNA の過剰発現および抑制実験
から、HSD17B1 はそれぞれ抑制および発現低
下の阻害が確認された。この結果より、miR-210
と miR-518c は、胎盤特異的 E2 合成酵素遺伝子
HSD17B1 を標的遺伝子としていることが証明さ
れた。妊娠高血圧腎症の胎盤で miRNA の発現



異常が起きており、それによって胎盤で特異的
に機能している酵素の調節不全が引き起こされ
ていることをはじめて明らかにした。 
 
（３）miRNA の診断ツールとしての臨床応用 
 E2 合成酵素 HSD17B1 は母体血液に直接接
している胎盤絨毛栄養膜に特異的に発現して
おり、妊婦血液で HSD17B1 が検出可能であっ
た。妊娠高血圧腎症発症の妊婦さんの血液で
は、血漿 HSD17B1 値が有意に低下していること
を見出した。このことは，miRNA の異常によって
引き起こされた妊娠高血圧腎症の胎盤での
HSD17B1 の発現低下が、患者さんの血液中で
も反映され、検出可能であることを示していた。
さらに、血漿 HSD17B1 値を妊娠高血圧腎症の
新たな予知マーカーとして開発可能か、前向き
コホート研究を計画し、妊娠高血圧腎症を発症
した妊婦さんの発症前の血漿検体で動態解析
を行った。前向きコホート研究から、妊娠高血圧
腎症の発症前に血漿 HSD17B1 値が有意に低
下していることを突き止めた。さらに、受信者動
作特性曲線（ROC 曲線）を用いて妊娠高血圧腎
症の発症予知の可能性について解析したところ、
妊娠 20-23 週、27-30 週における感度と特異性
は、0.75/0.67（カットオフ値 21.9 ng/mL）、 
0.88/0.51（カットオフ値 30.5 ng/mL)、オッズ比は、
6.09（95%信頼区間: 2.35–15.77）、7.83（95%信
頼区間: 1.70 –36.14）であり、HSD17B1 が優れ
た妊娠高血圧腎症の予知マーカーとなり得るこ
とが示された。妊娠高血圧腎症の発症によって
胎盤機能不全が引き起こされたことによる結果と
して HSD17B1 が低下しているのではなく、妊娠
高血圧腎症の発症前に miRNA の発現異常か
ら HSD17B1 の発現低下が引き起こされているこ
とが明らかとなった。 
 近年、血管新生に関連する因子が有望な予知
因子だと報告されているが、未だに遅発型妊娠
高血圧腎症（妊娠 32 週以降に発症）の早期発
見のための予知因子は報告されていない。今回、
新たに見出した、これら血管新生に関連する因
子とは異なる血漿 HSD17B1 は、20-23 週という
発症前の早期の段階で有意に低下していてお
り、これまでになかった遅発型妊娠高血圧腎症
の予知マーカーになる可能性が示された。 
 発現異常を示す miRNA および HSD17B1 が、
妊娠高血圧腎症における胎盤形成不全の分子
病態へどの様に関与しているのかは、今後の課
題として残された。 
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