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研究成果の概要（和文）：栄養膜由来の胎盤特異的 microRNA（マイクロ RNA：miRNA）が、エク

ソゾームを介した栄養膜－免疫細胞クロストークにより、T 細胞など母体免疫細胞で母児免疫

寛容などの妊娠維持にどのように関与するのか検討を行った。培養細胞及び末梢血を用いた解

析から、胎盤特異的 miRNA が免疫細胞に取り込まれ遺伝子を制御していることを示唆する新知

見を得た。 

 
研究成果の概要（英文）：We hypothesized that circulating placenta-specific miRNAs could 
be delivered to maternal lymphocytes via exosomes and could be functional in the recipient 
cells. We tested this hypothesis using an in vitro model system; the human trophoblast 
cell line BeWo and T cell lymphoblast-like cell line Jurkat. We demonstrated the miRNAs 
present in BeWo-exosomes to be capable of modulating gene expression in Jurkat cells using 
in the in vitro model system. We provide a new insight into cell-cell communication via 
exosomes between placenta and lymphocytes. 
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１．研究開始当初の背景 
 私は、miRNA を含んだエクソゾームに興味
を持ち、胎盤特異的 miRNA が母体にどのよう
な影響を与えるのか予備実験を開始しまし
た。先ず、胎盤特異的 miRNA を培養血管内皮
細胞に添加し、マイクロアレイ解析（約 4万
の mRNA）を試みました。驚くことに、千個以
上の mRNAの抑制が示され、その中には免疫

系制御に関わる遺伝子も含まれていました。
このことは、胎盤特異的 miRNA が、他の細胞
（母体内の細胞）でも機能することを示唆し
ており、今までにない、興味深い所見をつか
みました。 
 今回、「栄養膜（直接母体血液に接してい
る胎盤絨毛組織表面の栄養膜合胞体と、子宮
内膜に浸潤していく先端部分の絨毛外栄養
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膜細胞）からエクソゾームを介して放出され
る胎盤特異的 miRNAは、妊娠維持の鍵となる
免疫寛容の細胞間クロストークに関与して
いるのではないか、また、胎盤特異的 miRNA
は、寛容機構破綻をきたす周産期疾患（流産
等）におけるクロストーク細胞に影響を与え
ているのではないか」と仮説を立て、今回本
研究を申請しました。 
 
２．研究の目的 
（１）エクソゾームを介した胎盤特異的
miRNAが T細胞などの免疫細胞で機能（転写
後遺伝子発現調節）するのか（miRNA を介し
た栄養膜－T 細胞クロストーク）、分子生物学
的手法を用いて明らかにする。 
（２）さらに、妊娠において、このクロスト
ークにより取り込まれた制御性 T細胞中の胎
盤特異的 miRNA の定量解析を行い、Th & NK
バランスにおける胎盤特異的 miRNAの関与を
検討する。 
 
３．研究の方法 
（１）基礎解析：栄養膜由来の胎盤特異的
miRNA を含んだエクソゾームが T細胞などの
免疫細胞に取り込まれ、機能するのか、また、
免疫寛容のシグナルカスケードと関連する
のか解析を行いました。 
① miR-1および胎盤特異的 miRNA(miR-517a

等)の Pre-miRNA Precursor （Applied 
Biosystem 社）を栄養膜細胞株（BeWo 細
胞）に添加して培養し、エクソゾームに
目的の miRNAを濃縮させました。 

② 培養上清を回収、エクソゾームを超遠心
機にて分離し、単離エクソゾームの検証
を行いました。 

③ miR-1 含有エクソゾームを T 細胞系細胞
株（Jurkat 等）に添加し、取り込まれた
miRNA が機能すること証明しました。
miR-1は protein tyrosine kinase 9 
(PTK9)の発現を mRNAレベルで減少させ、
効果的に抑制することが知られており、
機能解析のポジティブコントロールと
して検証を行いました。 

④ 胎盤特異的 miRNA 含有エクソゾームを T
細胞系細胞株に添加し、0〜72時間後に
蛋白質、RNA を抽出し、高分解能マイク
ロアレイスキャナ(Agilent 社 G2565CA)
を用いて解析を行いました。 

⑤ GeneSpring (Agilent 社)、Ingenuity 
Pathways Analysis (IPA、Ingenuity 
Systems 社)により、バイオインフォマテ
ィクス解析を行い、エクソゾームを取り
込んだ細胞において、胎盤特異的 miRNA
がどの様なシグナル経路に関与してい
るのか(活性化、抑制化)解析しました。
また、抑制 mRNAリストから標的 mRNA 候
補を抽出しました。 

⑥ ルシフェラーゼによる標的 mRNAの同定
を行いました。 

 
（２）臨床解析：正常妊婦（初期、中期、満
期）の末梢血制御性 T細胞などにおける胎盤
特異的 miRNAおよび mRNA 量を網羅的定量発
現解析を行い、Th & NKバランスにおける胎
盤特異的 miRNA の役割を検討しました。 
 
４．研究成果 
１）基礎解析（エクソゾーム含有胎盤特異的
miRNA を介した栄養膜－T細胞クロストーク
の解析）： 
 栄養膜のモデルである栄養膜細胞株（BeWo
細胞）の培養上清を超遠心し、Western blot、
免疫電顕にてエクソゾームが回収されてい
ることを明らかにしました。次に、miR-1を
添加し培養した BeWo細胞からエクソゾーム
を単離し、real-time PCR にてエクソゾーム
中に、外因性の miR-1、内因性の胎盤特異的
miRNA（miR-517aなど）が含まれていること
を確認しました。この BeWo 細胞由来のエク
ソゾームを T細胞系細胞株（Jurkat 細胞）に
添加し、T 細胞に取り込まれた BeWo細胞由来
の miRNA が機能すること証明するために、
miR-1の既知の標的遺伝子である PTK9の発現
を解析しました。PTK9 mRNAが有意に減少し、
機能していることを明らかにしました。 
 次に、 胎盤特異的 miRNA、miR-517a を取
り込んだ Jurkat 細胞における mRNAの発現変
動に関して、マイクロアレイによる網羅的解
析を行い、発現が低下した遺伝子のうち、コ
ンピュータによる標的遺伝子候補解析から、
cyclic GMP dependent protein kinase 1
（PRKG1）が標的 mRNA候補であることを見出
しました。さらに、PRKG1 mRNAの 3'-UTRを
クローニングしたルシフェラーゼレポータ
ーベクターによる標的遺伝子の実験的検証
を行いました。その結果、miR-517a 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ました（投
稿準備中）。 
 末梢血（妊婦）より T細胞および Natural 
Killer（NK）細を分離し、マイクロアレイを
用いて mRNA および miRNA の網羅的解析を行
いました。その結果、分娩後に胎盤特異的
miRNA を含む低下した miRNA に対して、発現
が上昇した mRNAを抽出しました。どのよう
なシグナル経路に関与しているかバイオイ
ンフォマティクス解析を行い、分娩中は Th2
優位を示唆する miRNA-mRNA ネットワークの
制御がなされていることを示唆する新知見
を見出しました。 
 
２）臨床解析（臨床サンプルを用いた解析）： 
 末梢血から磁気ビーズシステムを用いて
単核球細胞（リンパ球と単球）、Natural 



 

 

Killer細胞、細胞制御性 T細胞の分離を行い、
胎盤特異的 miRNA の含有量を real-time PCR
にて定量解析したところ、分娩前の細胞にお
いて胎盤特異的 miRNA が検出され、分娩 4日
後には細胞からクリアランスされているこ
とを見出しました。この結果は、妊娠期間中、
胎盤由来 miRNAが母体血液細胞に移行してい
ることを示している新知見です（投稿準備
中）。 
 磁気ビーズシステムを用いて、妊娠初期、
中期、後期の定期検診時、および分娩前後の
採血時に血液を採取し、単核球細胞、NK細胞、
細胞制御性 T細胞の分離を行い、アレイなど
を用いて mRNAおよび miRNA の網羅的解析を
開始しましたが、詳細な解析は今後の課題と
して残されました。今後、Th & NK バランス
に関連するカスケードを中心にバイオイン
フォマティクス解析を進め、妊娠維における
胎盤特異的 miRNAの役割を明らかにしていき
たい。 
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