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研究成果の概要（和文）：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
子のプロモーター領域にある遺伝子多型が習慣流産と関連し、女性が少数アリルを持つと流産

のリスクが増加することを示した。こ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。本研究では、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、少数アリルからのアネキシン
A5 の発現量が低下することが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
いう仮説を証明した。 
 
研究成果の概要（英文）：Recent findings have highlighted the possibility that polymorphisms 
within the annexin A5 gene (ANXA5) promoter contribute to the etiology of various obstetric 
complications. However, the underlying mechanisms are unknown. In our present study, the 
transcriptional activity of the ANXA5gene promoter was examined in the context of G-quadruplex 
formation. The M2 haplotype of the promoter polymorphisms that confers a high risk of onset for 
these disorders shows lower activity and less expression of ANXA5 mRNA. This gene promoter 
region has a motif that potentially forms a G-quadruplex structure, and the M2 allele possesses less 
potential than the major allele. The promoter activity determined by luciferase reporter analysis 
correlated with the in vitro G-quadruplex propensity estimated by circular dichroism. Treatment 
with a G-quadruplex ligand inhibited this promoter activity. Taken together, our data indicate that 
the M2 allele instigates G-quadruplex-mediated transcriptional regulation and consequently 
downregulates the placental anticoagulation factor annexin A5 levels, leading to obstetric disorders. 
Our data lend support to the developing paradigm that genomic variation affects gene expression 
levels via DNA secondary structures leading to the disease susceptibility. 
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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

領域にある遺伝子多型が習慣流産と関連し、
女性が少数アリルを持つと流産のリスクが
増加することを示した。 
２．研究の目的 
 ANXA5 遺伝子のプロモーター領域の多型
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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。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。本研究では、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、
少数アリルからの ANXA5遺伝子の発現量が
低下することが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
を証明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 胎盤での ANXA5 遺伝子の発現量を
qRT-PCR、アリル特異的 qRT-PCRにて検討
した。ルシフェラーゼアッセイを用いて、多

型アリルのプロモーター活性を検討した。ま

た、多型アリルのオリゴ DNA を合成し、円
旋光二色性（CD）によりグアニン 4 重鎖形
成能を検討した。ルシフェラーゼアッセイや

絨毛細胞株にグアニン 4 重鎖結合剤
TMPyP4 を加えることで発現への影響を検
討した。 
 
４．研究成果 
 まず、胎盤での ANXA5遺伝子の発現量を
qRT-PCR にて検討したところ、少数アリル
をヘテロで持つ胎盤は、多数アリルのホモの
胎盤と比べて、発現量が有意に低かった。ま
た、アリル特異的 qRT-PCRの解析系を確立
し、ヘテロの胎盤内で比較したところ、少数
アリル由来の産物の方が多数アリル由来の
産物より発現量が低かった。次に、ルシフェ
ラーゼシステムを用いてプロモーター活性
を調べたところ、少数アリルの方が多数アリ
ルよりもプロモーター活性が有意に弱かっ
た。円旋光二色性（CD）によりグアニン 4
重鎖形成能を検討したところ、多数アリルは
生理的条件でグアニン 4重鎖を形成し、少数
アリルは多数アリルよりもグアニン 4重鎖形
成能が低下していた。ルシフェラーゼシステ
ムで、グアニン 4重鎖形成を阻害するような
変異を導入すると、少数アリルと同程度にル
シフェラーゼ活性が低下した。グアニン 4重
鎖結合剤 TMPyP4 を加えるとルシフェラー
ゼ活性が低下し、絨毛細胞株で ANXA5遺伝
子の発現量が低下した。以上より、少数アリ
ルはグアニン 4重鎖形成能が低下することで
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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