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研究成果の概要（和文）：近年、我が国では低出生体重児の割合が増加しており、母親の喫煙は重要な原因であ
る。胎児期の発育遅延は成人期の生活習慣病の危険因子である。マイクロRNA(miRNA)は標的遺伝子の発現を抑制
してヒト疾患に関与する。本研究では、出生コホートに参加した妊娠女性の血漿中のmiRNAを網羅的に解析し
た。その結果、喫煙習慣により有意に発現量が変動するmiRNAは見当たらなかったが、児の出生時体重と発現量
が相関するmiRNAを3種類見いだした。これらのmiRNAは、児の低体重出生と将来の生活習慣病のリスクを予測す
るバイオマーカーになる可能性が考えられる。

研究成果の概要（英文）：The proportion of births with low body weight has been increasing in recent 
years in Japan, and maternal smoking is one of the most important causes.  Previous epidemiological 
studies have demonstrated that fetal growth retardation is a risk factor of a number of chronic 
diseases, such as diabetes and heart diseases, in later life.  In this study, we performed 
comprehensive microRNA (miRNA) analysis in the plasma of pregnant women using microarrays, and 
investigated the association with maternal smoking and the correlation with birth body weight.  
Although no miRNAs were found to be affected by maternal smoking, the levels of three miRNAs were 
significantly correlated with birth body weight.  These results raise a possibility that these 
miRNAs can be used to evaluate the risk of low birth body weight and future risk of chronic 
diseases.

研究分野： 衛生学、公衆衛生学、環境医学

キーワード： 喫煙　低体重出生　マイクロRNA　リスク評価　慢性疾患　DOHaD

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果は、妊娠女性の血液中のmiRNAに着目することにより、従来の発想と異なるエピゲノム変化に基づ
いた疾病のリスク評価に資する知見を得た点で学術的意義がある。また、本研究で見いだしたmiRNAは、環境因
子に起因する疾病のリスクを予測するバイオマーカーとしての可能性が期待され、その成果をヒト集団に還元し
て出生前の時期を含むライフコース医学を創成し、母子保健に寄与できるという点で社会的意義がある。

※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 
 

近年、我が国では低出生体重児(2,500 g 以下)が増加している。経済協力開発機構(OECD)のデ
ータ(OECD Health Statistics)によれば、2011 年の我が国の低出生体重児は出生数の 9.6 %を占め
る。出生時低体重の原因としては、母親のやせ、有害化学物質の曝露、喫煙などが重要である。
英国の Barker らによる疫学研究では、出生時の体重が少ない群では、成長後の高血圧、冠動脈
疾患、糖尿病の罹患率が有意に増加することが報告されている(Barker, J Intern Med 2007 他)。こ
れらの研究成果から、胎児期における低栄養や発育遅延が成人期の慢性疾患の危険因子になる
という DOHaD (Developmental Origins of Health and Disease, 成人病胎児起源説)の概念が提唱され
ている。研究分担者の岸らは北海道の母子を対象とした大規模な出生コホート(北海道スタディ)
を立ち上げ、妊娠中に喫煙した女性では非喫煙者に比べて児の出生時体重が有意に少なくなる
ことを報告した(Sasaki et al. Mol Hum Reprod 2006 他)。 

マイクロ RNA(miRNA)とは 22 塩基前後の短い RNA であり、標的遺伝子のメッセンジャー
RNA(mRNA)に結合してその発現を抑制し、様々な疾患に関与する。miRNA は生体内のあらゆる
組織や体液に存在する。特に血液中の miRNA は種々のヒト疾患のバイオマーカーとして、近年
注目されている。その理由として、1)低侵襲で試料を採取可能である、2)血清・血漿を室温放置
や凍結融解しても miRNA は比較的安定である(Mitchell et al. Proc Natl Acad Sci USA 2008 他)、3)
少量の試料でも網羅的かつ定量的な解析が可能である、4)疾病の予防・治療の標的分子となりう
る、という点が挙げられる。 

miRNA の発現は化学物質などの環境因子による影響を受ける。喫煙の miRNA 発現への影響
に関する分子疫学研究として、以下の知見がある。喫煙者の母親の胎盤では非喫煙者に比して
miR-16、miR-21 および miR-146a の発現量が有意に減少し、子宮内で炎症反応を誘導して胎児発
育に悪影響をもたらす可能性が示唆されている(Maccani et al. Epigenetics 2010)。miRNA と胎児
発育に関連する研究では、胎盤中の miR-210 の発現量が児の出生時体重と有意に逆相関すると
いう報告がある(Lee et al. Am J Pathol 2011)。しかし、miRNA の胎児発育における役割や環境因
子の影響に関する論文は数が少なく、母子保健領域で miRNA を疾病のリスク評価に応用する道
筋は立っていない。 
 
２．研究の目的 
 

本研究では、研究分担者(北海道大学・岸)が主宰する出生コホート(北海道スタディ)に参加し
た妊娠女性の血漿中に存在する miRNA を網羅的に解析することにより、喫煙習慣や児の出生時
体重と関連する miRNA を見いだし、低体重出生や成長後の生活習慣病のリスクを予測するバイ
オマーカー候補を探索する。さらに、探索した miRNA の医学・生物学的意義を明らかにしてそ
の成果をヒト集団に還元し、従来の発想と異なるエピゲノム変化に基づいたリスク評価法を開
発することにより、出生前の時期を含むライフコース医学を創成して、母子保健に寄与すること
を本研究の目的とする。 
 
３．研究の方法 

 
本研究では、北海道スタディに参加した妊娠後期女性より既に取得を受けている既存試料(血

漿)、臨床情報(児の出生時体重など)および生活習慣などに関するアンケート調査のデータを利
用した。対象者は妊娠中に喫煙を継続していた 8 名(喫煙群)と喫煙をしなかった 8 名(非喫煙群)
の計 16 名である。研究代表者(福井大学・平工)は北海道大学より、上記の匿名化された試料お
よびデータの提供を受けて解析を行った。本研究の内容は、北海道大学環境健康科学研究教育セ
ンター倫理審査委員会、三重大学大学院医学系研究科・医学部研究倫理審査委員会および福井大
学医学系研究倫理審査委員会に
て承認を受けている。研究代表者
は研究期間中の 2018 年に三重大
学から福井大学に異動したため、
両方の研究機関による承認を受
けている。 

血漿中の miRNA 発現の網羅
的解析は以下の方法で行った。研
究方法の概略を図１に示す。血漿
か ら 市 販 キ ッ ト (mirVanaTM 
PARIS、Ambion 製)で全 RNA を抽
出した。RNA を蛍光色素 Cy3 で
標識および精製して、miRNA 発
現 用 マ イ ク ロ ア レ イ (Agilent 
Technologies製)にハイブリダイズ



した。専用スキャナー(Agilent Technologies 製)でマイクロアレイの画像を取り込み、画像処理ソ
フトウェア Feature Extraction (version 10.7)により各 miRNA の発現量を数値化した。その結果を
もとに統計解析ソフト SPSS を用いて、喫煙習慣により発現量が有意に変動する miRNA、およ
び児の出生時体重と有意に発現量が相関する miRNA について解析した。 
 
４．研究成果 
 

本研究の対象者の属性について表１に示す。年齢は非喫煙群の方が喫煙群より有意に高かっ
た(p<0.05, Student’s t-test)。Body mass index (BMI)、在胎週数および児の出生時体重については、
両群間に有意差を認めなかった。 

マイクロアレイ解析で対象者の血
漿中に存在する miRNA を網羅的に解
析した結果、非喫煙群あるいは喫煙群
の少なくとも一方の群の過半数で検
出された miRNA は全部で 22 種類で
あった。 

非喫煙群と喫煙群の間で有意に発
現量が変動する miRNA について、
Student’s t-test および Mann-Whitney U
により検討したところ、発現量に有意
差がある miRNA は認められなかっ
た。児の出生時体重と血漿 miRNA の
発現量との相関を統計学的に解析し
たところ、Pearson の積率相関分析で
は、miR-1246 (R=0.585, p=0.017)のみが
出生時体重と有意な正の相関を示し
た。Spearman の順位相関分析では、
miR-1225 (R=0.550, p=0.027)、miR-1246 
(R=0.665, p=0.005) 、 miR-1268 
(R=0.656, p=0.006)の 3 種類の miRNA
が出生時体重と有意な正の相関を示
した(表２)。出生時体重と各miRNAの
発現量との関係を示す散布図は図２
の通りである。 

 
これらの miRNA の発現量を確認するためにリアルタイム PCR を行ったが、マイクロアレイ

の結果と一致する結果が得られなかった。その理由としては、対象者の採血を行う際に抗凝固剤
としてヘパリンを使用しており、ヘパリンが PCR における増幅反応を阻害するためと考えられ
た。今後の課題として、採血時に使用する抗凝固剤および血漿以外の試料の利用などについて検
討することが必要と考えられた。 

 
本研究で出生時体重と正の相関を示した miRNA について、医学的・生物学的意義に関連す

る文献は以下の通りである。なお、これらの miRNA と出生時体重との関連に関する論文はこれ
まで見当たらない。 

(miR-1225) 
・JAK1 を制御して膵癌細胞のアポトーシスを抑制する(Zhong et al. Cell Cycle 2019)。 
・細胞周期を停止させて喉頭癌細胞の増殖と生存を抑制する(Sun et al. Biol Chem 2019)。 



(miR-1246) 
・羊水の上皮細胞由来のエクソソームに含まれる miR-1246 は卵巣の顆粒膜細胞のアポトー

シスを抑制し、卵巣機能の回復に寄与する(マウスと培養細胞を用いた実験、早発卵巣不全との
関わり) (Zhang et al. Mol Ther Nucleic Acids 2019)。 

・栄養膜細胞の分化の過程で発現が誘導され、低酸素条件下では発現が抑制される。重症な
子癇前症患者の胎盤の絨毛組織では、健常人に比して発現量が有意に低下する(Muralimanoharan 
et al. Endocrinology 2018)。 

(miR-1268) 
・妊娠糖尿病患者の末梢血単核球では、1 型や 2 型糖尿病より発現量が増加する(Collares et al. 

BMC Res Notes 2013)。 
 
以上の通り、miR-1246 については、卵巣や胎盤の発達を誘導することで女性の生殖機能や胎

児の発達に関わる可能性を示す知見が得られており、本研究の結果に矛盾しないと考えられる。
miR-1225 についてはがんの制御に関わる論文が多いが、母子保健領域の報告は見当たらない。
miR-1268 については、上記の文献以外の報告がほとんどない。胎児の発育に関連する miRNA に
関する知見は少しずつ蓄積されているが、未だ統一した見解が得られていないのが現状である。 

本研究の結果から、生体試料中の miRNA を低出生体重のリスク評価に資するバイオマーカ
ーとして応用できる可能性が期待されるが、実用化されるには今後さらなる知見を蓄積してい
くことが必要と考えられる。 

また、研究分担者の岸らのグループは、北海道スタディで得たデータを用いた疫学研究によ
り、受動喫煙を含む母親の喫煙により、在胎不当過小児(SGA, small-for-gestational-age)のリスク
が有意に増加すること(Kobayashi et al. BMJ Open 2019)、および児の学童期以前の注意欠陥多動
性障害(ADHD)のリスクが高まる可能性(Minatoya et al. Environ Health Prev Med 2019)を明らかに
している。今後は母親の受動喫煙の胎児への影響に注目した分子疫学研究の推進が望まれる。 
 

また本課題に関連して、研究代表者は環境因子(環境・産業化学物質)による miRNA 発現につ
いて、実験動物の試料を用いて以下の成果を明らかにしている。 

 
(1) 石綿曝露マウスの肺組織における miRNA と標的遺伝子の発現：石綿(アスベスト)は吸入

曝露を受けたヒトに肺がんおよび悪性中皮腫をもたらす。石綿(クリソタイルおよびクロシドラ
イト)を気管内投与したマウスの肺組織における miRNA の発現について、マイクロアレイによ
る網羅的解析を行った。その結果、クリソタイルのみで有意に変動した miRNA は 9 種類、クロ
シドライトのみで変動したのは 1 種類、両者で変動したのは 4 種類であった。遺伝子発現マイ
クロアレイとデータベース解析の結果から、石綿により有意に発現量が増加した miR-21 は、が
ん抑制遺伝子 Pdcd4 およびReckを標的として発現を抑制すると推測された。Pdcd4 の発現量は、
リアルタイム PCR では石綿により有意に減少しなかったが、ウェスタンブロッティングおよび
免疫組織染色では、その発現量はクリソタイルにより有意に減少しており、miR-21 による制御
を蛋白レベルで受けていると考えられた。Reck の発現量は、リアルタイム PCR および免疫組織
染色の結果、クリソタイルにより有意に減少した。以上の結果から、miRNA とこれらの標的遺
伝子産物は、石綿発がんのリスク評価指標や疾病の予防・治療の標的になる可能性が考えられる
(論文投稿中)。 

 
(2) インジウム曝露ラットの肺組織における miRNA と標的遺伝子の発現：インジウム化合物

は曝露を受けた労働者に間質性肺炎をもたらし、実験動物では肺がんを起こす。本研究では酸化
インジウム(In2O3)とインジウム・スズ酸化物(ITO)を気管内投与したラットの肺組織における
miRNA の発現をマイクロアレイで網羅的に解析した。その結果、In2O3あるいは ITO の投与によ
り両者で 2 倍以上有意に変動した miRNA がそれぞれ 10 種類および 36 種類認められた。両者で
変動が見られたのは 7 種類(すべて増加)であった。そのうち、ヒト肺がん組織で正常組織より発
現量が増加するとの報告がある miR-21 と miR-183 に注目して検討を行った。データベース解析
と文献検索により、これらの miRNA の標的遺伝子候補であり、かつ発がんや臓器の線維化を抑
制するとの報告がある遺伝子を 10 種類列挙した。リアルタイム PCR の結果から、miR-21 の発
現量と逆相関したのは Hpgd (prostaglandin dehydrogenase、炎症と発がんに関わるプロスタグラン
ジン E2 の分解酵素)、miR-183 の発現量と逆相関したのは Fst (follistatin、臓器の線維化に関わる
activin の活性および肺がん細胞の転移を抑制する)と Lphn1 (latrophilin-1、肺癌患者の生存率を増
加させる)であった。以上の結果から、miR-21 は炎症反応を増悪させ、miR-183 は線維化やがん
の進展を促進することでインジウムによる疾病に寄与する可能性が示唆された。 
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