
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６６６

基盤研究(B)（一般）

2015～2012

妊娠高血圧症候群の分子病態におけるマイクロＲＮＡの役割解明と新規予知因子の開発

Elucidation of the roles of placental microRNAs in the pathogenesis of preeclampsia 
and identification of novel prognostic factors for preeclampsia

９０２７１２２０研究者番号：

瀧澤　俊広（TAKIZAWA, Toshihiro）

日本医科大学・医学（系）研究科（研究院）・教授

研究期間：

２４３９０３８３

平成 年 月 日現在２８   ６   １

円    13,600,000

研究成果の概要（和文）：本研究は、従来にないマイクロRNA（miRNA）による遺伝子の転写後発現調節の側面から、胎
盤由来miRNAが母体細胞（血管内皮細胞、免疫細胞）に取り込まれ影響を与えうること、さらには妊娠高血圧腎症の分
子病態への関与（胎盤由来miRNAの発現異常が発症の危険因子となり得ること）を明らかにした。また、我々が見出し
た予知因子（母体血漿HSD17B1濃度）は遅発型妊娠高血圧腎症の独立危険因子であり、周産期医療への貢献が期待でき
る。

研究成果の概要（英文）：We showed that exosome-mediated transfer of placenta-associated microRNAs and 
subsequent modulation of their target genes occurs into maternal cells. We also found that miR-210 and 
miR-518c that were aberrantly expressed in preeclamptic placenta may serve as risk factors in the 
pathogenesis of preeclampsia. Plasma level of HSD17B1 in the second trimester is an independent risk 
factor for predicting preeclampsia. This study provides novel insight into our understanding of molecular 
pathogenies of preeclampsia.

研究分野：産科学、胎盤学、分子腫瘍学、分子病理解剖学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

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 RNA（ncRNA）の一種で、長さ
22塩基程度の 1本鎖 RNAである。近年、
miRNAと相補的な配列を持つ mRNA（標的
となる mRNA）の非翻訳領域（3’ UTR）に結
合し、転写後の遺伝子発現を調節する“機能性
RNA分子”として注目されている。しかし、
胎盤での機能、異常妊娠における役割に関し
ては不明のままであった。miRNAを介した遺
伝子の転写後発現調節の解明は、周産期医療
の新しい予知･予防法の開発や創薬への突破
口を開く大きな可能性を秘めている。 
 我々はヒト胎盤における miRNAの解析を
世界に先駆けて開始し、第 19番染色体上の
miRNAクラスター（C19MC）由来のヒト胎
盤特異的 miRNAの発見、妊婦血液中での胎
盤特異的 miRNAの検出が可能であることを
明らかにし、胎盤 miRNA研究の突破口を切
り開いた（Luo et al. Biol Reprod 81:717-729, 
2009）。 
 さらに、我々は妊娠高血圧腎症
（preeclampsia, PE）発症胎盤の miRNA網羅
的発現解析から PE発症胎盤において
miR-210、miR-518cは、胎盤特異的エストラ
ジオール合成酵素遺伝子 HSD17B1を標的遺
伝子として調節しており、PEにおける
miRNA発現異常が胎盤HSD17B1の調節不全
を引き起こしていることを見出し、胎盤にお
ける miRNAの役割を初めて明らかにする成
果をもたらした（Ishibashi et al. Hypertension 
59: 265-273, 2012）。さらに、HSD17B1が母体
血液中でモニター可能であり、従来の血管新
生関連因子とは全く異なった新規の予知因
子となりえることを発見した。（Ishibashi et al. 
Hypertension 59: 265-273, 2012）。 

PE関連 miRNAの同定により、胎盤 miRNA
研究、周産期医療に新たな展開をもたらすこ
とができたが、胎盤特異的 miRNAはどうし
て PEで異常を示すのか？PE発症における
HSD17B1の役割は何か？PE関連 miRNAの
機能解明、より早期 PE発見のための miRNA
を基盤とした新規予知因子の探索などが新
たな課題として残された。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、胎盤に特異的に発現している
miRNAが、PE分子病態においてどのような
役割を果たしているのか明らかにするとと
もに、miRNA研究の切り口から見出された新
規予知因子の臨床応用開発を目指すことを
目的とした。 
（1）我々が見出した胎盤に特異的に発現し
ている miRNA、PE関連 miRNA、およびその
標的遺伝子に関して、PE分子病態、特に胎盤
機能不全と、母体への影響に焦点を絞り、そ
の役割が解明できるように先端機能解析技
術を駆使した in vitroから in vivoの解析シス
テムを構築し、機能解析を行う。 
（2）我々が見出した新規予知因子 HSD17B1

の有用性評価を行うとともに、早期（妊娠初
期）に PE発見を可能にする予知因子の開発
を目指し、妊婦血液中の PE関連 miRNAとそ
の標的分子のコホート研究を行う。 
 
３．研究の方法 
（１）PE胎盤の分子病態における miRNAの
役割解析：C19MC由来である胎盤特異的
miRNAが、なぜ PE胎盤で発現異常を起こす
のか、どのように PE発症と病態機序に関与
しているのか解析した。 
① エピジェネティック解析：C19MC 

miRNAの発現はプロモーター領域の
DNAメチル化によって制御されており
（Noguer-Dance et al. Hum Mol Genet 19: 
3566-3582, 2010）、PE胎盤において
C19MC miRNAプロモーター領域に存在
する CpG部位の DNAメチル化解析（バ
イサルファイトシークエンス法）を行っ
た。さらに、初期絨毛栄養膜細胞（VT）
と絨毛外栄養膜細胞（EVT）においても、
同様のメチル化比較解析を行った。 

② C19MC miRNAプロモーター機能解析：
胎盤特異的 miRNAが由来するプロモー
ター部位をより詳細に解析するために、
候補となる領域の欠失シリーズを組み
込んだルシフェラーゼレポーター遺伝
子を作製し解析を行った。 

③ PE関連 miRNAの機能解析（PEの分子
病態における HSD17B1の機能解析）：
我々が見出した HSD17B1が、どのよう
に PEの発症･病態に関与しているのか
機能解析を行った。HSD17B1は E1から
E2への合成酵素であり、エストロゲン
代謝系に注目し解析を行った。COMT
（catechol-O-methyltransferase）の活性低
下が E2から 2-methoxyestradiol（2-ME）
への代謝を阻害することにより、2-ME
がHIF-1αの強力な阻害因子であるため、
無秩序な HIF-1αの活性化を促し、PE発
症へと進展させることが示唆されてお
り（Kanasaki et al. Nature 453: 1117-1121, 
2008）、我々は「胎盤の miRNA発現異常
によるHSD17B1の抑制はE2産生の低下
を引き起こし、下流にある 2-ME低下（E2
から 2-MEへの代謝低下）を引き起こす」
のではないかと PE発症に結びつく作業
仮説を立てた。 

 
（２）PE妊婦（母体細胞）における胎盤由来
miRNAが及ぼす影響解析：胎盤由来 miRNA
が取り込まれ影響を及ぼしていると予測さ
れる母体血管内皮細胞や母体免疫細胞に取
り込まれた miRNAが母体細胞内の転写後遺
伝子発現調節にどのような影響を与え、PE
の分子病態に関与しているのか、機能解析（in 
vitroおよび in vivo解析）を行った。 
① In vitro解析（miRNAを介した栄養膜－
母体細胞コミュニケーションの証明）：
合成 C19MC miRNA（Pre-miR，Applied 



Biosystem社）を導入した栄養膜細胞株
（C19MC miRNA過剰発現 BeWo細胞）
の培養上清よりエクソソームを単離し、
血管内皮細胞（HUVEC細胞）、および末
梢血 natural killer（NK）細胞での胎盤特
異的 miRNAのエクソソームを介した取
り込みと標的遺伝子の発現解析を行っ
た。また、C19MC miRNA過剰発現 BeWo
細胞の DNA microarray解析を行い、
C19MC miRNAの標的遺伝子候補を in 
silico検索し、ルシフェラーゼレポーター
アッセイにて検証した。 

② In vivo解析（PEモデルマウスを用いた
胎盤由来 miRNAを取り込んだ母体細胞
の解析）：アデノウィルスベクターで
full-length sFlt-1を導入した PEモデルマ
ウスの作製に成功しており（Suzuki et al. 
Hypertension 54:1129-1135, 2009）、この
PEモデルマウスを用いて、胎盤由来
miRNAの母体細胞に及ぼす影響を in 
vivoレベルで解析を試みた。 

 
（３）miRNAを基盤とした PE予知因子開
発：早期に PE発見を可能にする予知因子開
発を目指し、妊婦血液中の PE関連 miRNAお
よびその標的分子（HSD17B1を含む）のコホ
ート研究を行った。 
① HSD17B1の予知因子としての有用性に
関する詳細な検討：2004～2008年に実施
したコホート研究の正常妊婦 128例、
PE24例を対象とし、血漿 HSD17B1蛋白
質濃度が、子宮動脈血流速度波形の血管
抵抗指標である両側 notching、平均血圧
を調整後も、PEの独立した危険因子と
なり得るか検討した。 

② 初期妊娠からの妊婦血液中の PE関連
miRNAとその標的分子のコホート研究： 
Williamsらの算出によると、0.3 g以上の
胎盤絨毛組織があれば血漿中で C19MC 
miRNAは検出可能である（PNAS 110: 
4255-4260, 2013）。妊娠初期において血漿
C19MC miRNAは十分に解析可能であり、
血漿サンプルを採取し、コホート研究に
よる新規予知因子の検索を試みた。 

 
４．研究成果 
（１）PE胎盤の分子病態における miRNAの
役割解析 
① エピジェネティック解析：C19MC miRNA
プロモーター領域に存在するCpG部位の
DNAメチル化解析結果は、正常胎盤と
PE胎盤でメチル化の度合いに優位な差
はなかった。しかし、症例数の追加（増
加）および症候による亜分類を考慮に入
れた追加解析が必要である。 

VTと EVTにおける C19MC miRNAプ
ロモーター領域のメチル化と脱メチル化
は、プロモーター領域に存在する CpG部
位により異なることはなく、サンプル毎
に、メチル化または脱メチル化の同じ挙

動を示した。VTから EVTおけるメチル
化変化率（VTから EVTへの転換に伴う
メチル化の度合い）は、126.0%から-13.7%
であった（平均したメチル化変化率は
32.3%）。VTから EVTへの転換に伴って、
C19MC miRNAプロモーター領域の CpG
部位はメチル化される（メチル化により
C19MC miRNA発現が抑制される）可能
性が示唆された（投稿準備中）。 
② C19MC miRNAプロモーター機能解析：
栄養膜細胞株（BeWo細胞）を用いて
C19MC miRNAプロモーター活性を検討
してみると、この領域に含まれている 47
塩基よりなる 15回の繰り返し配列より
上流部位の約 100塩基の配列がプロモー
ターの主要部位であることを確認すると
ともに、これ以降の繰り返し配列がプロ
モーター活性に影響を与えることを見出
した（投稿準備中）。 
③ PE関連 miRNAの機能解析（PEの分子病
態における HSD17B1の機能解析）： PE
胎盤ではmiR-210およびmiR-518cの発現
が亢進しているが、その病態への関与は
不明であった。BeWo細胞を用いて、
miR-210およびmiR-518cの標的分子であ
る HSD17B1（E2合成酵素）を siRNAで
ノックダウンさせると E2の産生が低下
し、さらに、このエストロゲン代謝経路
の下流に存在する 2-MEの産生が優位に
低下する結果を得た。この新知見は、我々
の立てた仮説「胎盤の miRNA発現異常
によるHSD17B1の抑制は E2産生の低下
を引き起こし、下流にある 2-ME低下を
引き起こす」を支持する所見であり、PE
発症に結びつく新知見を見出した（投稿
準備中）。 

 
（２）PE妊婦（母体細胞）における胎盤由来
miRNAが及ぼす影響解析 
① In vitro解析：胎盤特異的 miR-517a-3pの
標的 mRNA候補として見出した GNG2
は、3’-UTRルシフェラーゼアッセイによ
り標的 mRNAであることを証明した。さ
らに、栄養膜細胞株（BeWo細胞）由来
エクソソームは、血管内皮細胞（HUVEC
細胞）に取り込まれ、GNG2の発現を減
少させることを明らかにし、胎盤由来エ
クソソームを介して血管内皮細胞の遺
伝子発現が miRNAにより制御されてい
ることを示唆する知見を得た（投稿準備
中）。 

In vitroモデルとして、BeWo細胞（ド
ナー細胞：栄養膜細胞モデル）由来エク
ソソームを添加した Jurkat細胞（レシピ
エント細胞：母体免疫細胞モデル）にお
いて、胎盤特異的 miRNAが検出可能で
あった。PRKG1遺伝子が miR-517a-3pの
標的遺伝子であることを同定した。さら
に、妊婦末梢血の解析から、分娩直前の
妊婦末梢血より分離した NK細胞におい



て miR-517a-3pが検出されたが，分娩 4
日後には消失していた。逆に、NK細胞
における PRKG1の発現は分娩前後で逆
相関していた。胎盤はエクソソーム中の
胎盤特異的 miRNAを介して母体血中
NK細胞の遺伝子発現を修飾し、その機
能に影響を与えていることを見出した
（Kambe et al. Biol Reprod 91:129, 2014）。 
母体末梢血 NK細胞において、どのよ
うな miRNAが発現しているのかを明ら
かにするため、網羅的 miRNAおよび遺
伝子解析を行ったところ、妊娠期間中の
末梢血 NK細胞は胎盤から放出された胎
盤由来であるC19MC miRNAを取り込み、
分娩後は細胞内からクリアランスされ
ることを明らかにした。さらに、妊娠初
期と比較して後期末梢血 NK細胞におい
て 69種類の NK細胞機能関連遺伝子
（KIR遺伝子など）の有意な変動を認め
た。In silico解析により、妊娠後期末梢
血 NK細胞において、9種類の発現低下
した NK細胞機能関連遺伝子の 3'-UTR
に、結合部位を持つ 12種類の発現上昇
miRNAを見出した。発現上昇した 12種
類の miRNAの中には C19MC miRNAで
ある miR-512-3pが含まれており、KIR遺
伝子である KIR2DS4が標的遺伝子候補
であった。バイオインフォマティクス解
析から、妊娠後期末梢血 NK細胞の細胞
障害性が活性化する方向に、miRNAを介
して遺伝子の発現が制御されているこ
とを報告した（Ishida et al. Int J Mol Med 
35: 1511-1524, 2015）。 
また、胎盤特異的 miR-512-3pの標的

mRNA候補として calcineurin subunit B 
type 1（PPP3R1）を見出し、3’-UTRルシ
フェラーゼアッセイにより標的 mRNA
であることを証明した（Kurashina et al. 
J Obstet Gynaecol Res 40: 650-660, 2014）。
PPP3R1は calcineurinの調節サブユニッ
トであり、calcineurin はカルシウムイオ
ンシグナルを介した種々の細胞内シグ
ナル伝達経路で重要な働きを担ってお
り、栄養膜、母体細胞での役割解明は、
今後の課題として非常に興味深い。 

 
② In vivo解析：PEモデルマウスの作製と
して full-length sFlt-1を導入したアデノ
ウィルスベクターの精製を行い、マウス
への導入を検討した。しかし、ロットの
違いによるためか、アデノウィルスによ
る胎児致死が避けがたく、レンチウィル
スによる PEモデルマウスを作製するこ
とに変更した（Okada et al. Nat Biotech 25: 
233-237, 2007）。レンチウィルスベクター
の作製と予備実験を行い、胚盤胞にトラ
ンスフェクションするまで可能となっ
たが、PEモデルマウスを用いた解析は今
後の課題として残された。 

 

（３）miRNAを基盤とした PE予知因子開発 
① HSD17B1の予知因子としての有用性に
関する詳細な検討：母体血中 HSD17B1
蛋白質濃度が、子宮動脈血流速度波形の
血管抵抗指標である両側 notching（BN）、
平均血圧（MBP）を調整後も遅発型 PE
（LO-PE）の独立した危険因子となり得
るか検討した結果、妊娠 26～31週の血
漿 HSD17B1濃度は、LO-PEの独立危険
因子であった。また、BN、MBPと組み
合わせることで、LO-PEの発症予知精度
を著明に改善させることができること
を明らかにした（Ohkuchi et al. Hypertens 
Res 35: 1152-1158, 2012）。 

② 初期妊娠からの妊婦血液中の PE関連
miRNAおよびその標的分子のコホート
研究：コホート研究のためのサンプル採
取を行うとともに、血漿 miRNAのシー
ケンス解析のための予備解析を行った。
正常症例はコレクションとして十分に
集めることができたが、PE症例数が少
なく、症例採取を継続している。 

PEにおける血液中のmiRNAの変動に
関する報告も一致したデータが得られ
ていないのが現状であるが、PE胎盤で
はC19MC miRNAおよびmiR-210の発現
異常が示唆されていることから、妊娠初
期の PE予知マーカーとなり得る可能性
は高く、現在、正常妊娠における正常域
の決定を検討している。 

 
 本研究は、従来にない miRNAによる遺伝
子の転写後発現調節の側面から、胎盤由来
miRNAの母体に与える影響、さらには妊娠高
血圧腎症の分子病態への関与を明らかにし
た先駆け研究となった。血液を用いた miRNA
やその標的分子に焦点を当てた予知因子探
索は、浸襲が少ないルーチン検査材料から早
期予知に結びつく可能性が高く、この研究の
継続発展は、周産期医療への貢献が期待でき
る。 
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