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研究成果の概要（和文）：本研究課題により、妊娠16週と妊娠38週とで羊水中への流入量が有意に変化するmRNA
ならびにmicroRNAが検出された。これらは胎児成熟度を評価する新たな分子マーカーである可能性ある。抽出さ
れたmicroRNAとmRNAとの関係をTarget Scan Humanで検索したところ、432-5pは食道や腎臓、脳に発現している
MAL遺伝子を、193-5pは肺や消化管などに発現している3つのmRNAをターゲットとしていた。MALやサーファクタ
ントプロテインBやCなどのmRNAが、妊娠38週の羊水中で有意に流入量が上昇していた。これらは胎児成熟度を評
価する新たな分子マーカーである可能性ある。

研究成果の概要（英文）：In this study, mRNAs and microRNAs that significantly change in the amniotic
 fluid at 16 and 38 weeks' gestation were detected. These may be new molecular markers for 
evaluating fetal maturity. Target Scan Human search for the relationship between the extracted 
microRNAs and mRNAs revealed that 432-5p targeted the MAL gene expressed in esophagus, kidney, and 
brain, and 193-5p targeted three mRNAs expressed in lung and gastrointestinal tract. mRNAs such as 
surfactant proteins B and C had significantly elevated influxes in amniotic fluid at 38 weeks 
gestation. These may be new molecular markers for assessing fetal maturity.

研究分野： 産婦人科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究課題により、現時点の臨床ですでに可能な胎児の肺成熟の評価に加え、全身臓器の胎児成熟を評価し得る
分子マーカーを同定した。今後、正常妊娠群と産科疾患群あるいは胎児疾患群とで胎児成熟と関連する遺伝子発
現量を比較することで、分子マーカーによる胎児成熟評価法の開発のみならず、産科疾患や胎児疾患の重症度評
価に応用できる可能性がある。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
・胎児機能評価とその限界：現在の産婦人科臨床で用いられている検査法では、羊水を用いて胎

児肺成熟度を評価することはできるが、一般的に、胎児神経系の発達度や胎児消化管の成熟度な

ど、肺以外の胎児機能の成熟度を評価することは難しい。胎児神経、内分泌代謝や消化管などの

臓器の発達・成熟度などの胎児機能が出生前に正確に評価可能になれば、より詳細な胎児モニタ

リングが可能になり、周産期医療の向上に寄与するばかりか、子宮内での胎児機能確立のメカニ

ズム解明に大いに貢献すると期待される。 
・羊水と母体血漿中のエクソソーム：様々な胎児臓器機能を評価するターゲットとして、羊水お

よび母体血漿中のエクソソームに内包された胎児由来 mRNA/microRNA が注目される
（Mitchell et al. AJOG 2015;173-181）。エクソソームは、様々な細胞から分泌される膜小胞体
（直径 40-100nm）で、mRNA/microRNAなどの情報伝達物質を内包し、体液中でも RNaseに
よる分解を免れ安定して存在することができることから、血液などに存在して体内を循環する

ことで、生体内における細胞間コミュニケーション機能の一端を担っている(Valadi et al. 
Nature Cell Biology 2007；654-659)。エクソソームプロファイルは母体を通じて得られる胎児
情報であり(Salmon C et al. PLoS One. 2014;9:e98667)、胎児機能検査法の確立に応用可能と期
待される。そのためには、羊水・母体血漿中のエクソソームに内包されたmRNA/microRNAプ
ロファイルの妊娠経過に伴う推移を明らかにし、胎児成熟と関連するエクソソームプロファイ

ルの同定が必要である。また、羊水や母体血中エクソソーム内のmRNA/microRNAがどのよう
に生体内で機能し妊娠維持や産科疾患の分子病態形成に関与するのか未だ不明であり、その解

明にはエクソソームと産科疾患との関連について胎児由来細胞レベルでの分子解析が必要であ

る。 
・羊水由来間葉系幹細胞：胎児由来細胞として、羊水由来間葉系幹細胞（mesenchymal stem cell; 
MSC）は、自己増殖能、多分化能のみならず、パラクライン効果による免疫調節能、血管新生能

を有することから、近年、再生医療の医療資源として注目されている。動物実験では、二分脊椎

の胎仔を妊娠したラットの羊水中に羊水由来MSCを注入することにより、二分脊椎胎仔の皮膚

再生が促進されるなど羊水由来 MSC を用いた胎内治療の可能性が報告されている(Dionigi et 
al. J Pediatr Surg 2015;50:69-73)。また、羊水由来MSCでは、オキシトシンレセプターなどの

子宮収縮に関与する遺伝子の発現レベルが妊娠経過に伴い高くなることが報告され（Tsai et al. 
Stem Cells 2007;25:2511-2523）、羊水由来MSCの妊娠経過に伴う胎児由来mRNA/microRNA
プロファイルの推移を明らかにすると胎児成熟と関連する mRNA/microRNA プロファイルの
同定につながると期待される。妊娠初期の胎盤絨毛において、低酸素環境に応答したMSCから
分泌されたエクソソームが血管新生を促進したという報告があり（Salomon et al. PLoS One 
2013;8:e68451）、MSCは活性分子の供給源としても注目される。しかし、研究発展への解決す

べき課題として、羊水由来MSCの妊娠経過に伴う RNAプロファイルの推移、培養条件や妊娠

背景（産科疾患の有無など）が羊水由来MSCのパラクライン効果や免疫調節能に及ぼす影響に

関する知見の集積が必要である。 

 
２．研究の目的 
本研究では、羊水由来MSCと胎児由来mRNA/microRNAを内包して羊水および母体血漿中に
浮遊しているエクソソームに着目し、様々な胎児臓器の成熟と関連するmRNA/microRNAを同



定し、羊水検査ならびに母体の血液検査による総合的な胎児機能評価法の確立ならびに周産期

の再生医療として羊水由来MSCを用いた胎児治療に向けた新知見の獲得を目指す。 

 
３．研究の方法 
1) 羊水由来 MSC やエクソソームを含む羊水中の RNA プロファイルについて、妊娠経過（妊
娠 16 週ならびに妊娠 38 週）に伴う経時的変化を明らかにして、胎児成熟と関連したmicroRNA
発現パターンを同定する：まず、妊娠 16 週の羊水検査ならびに妊娠 38 週の予定帝王切開時に

採取した羊水を一組とした。それぞれ羊水由来 MSC を分離培養し、RNA シークエンス解析を

行い、妊娠経過に伴い発現量の変化を示すmicroRNAを胎児成熟に関連するmicroRNAの候補

としてスクリーニングした(図 1)。次いで、胎児成熟に関連するmicroRNAの候補を変化の大き

いものから順に選定し、リアルタイム RT-PCR法で確認解析を行った（図２）。リアルタイム RT-
PCR 法の外部コントロールには cel-
miR-39、内部コントロールには U6-
snRNAを用いた。 
 
2) 胎児成熟と関連した microRNA の標

的遺伝子(mRNA)を同定する：エクソソ
ームを含む羊水中の RNA プロファイル
について、RNAシークエンス法を用いて

解析した (図１ )。そして、前述の

microRNA スクリーニングならびに標

的遺伝子についてデータベース検索し

た結果と一致した mRNA/microRNA
について、リアルタイム RT-PCR解析
で確認解析を行った（図２）。また、各

mRNA の機能から成熟の評価対象と

なる胎児臓器（脳神経系、消化器など）

を推定し分類した。 
 
４．研究成果 

妊娠経過と共に羊水中で発現量が変化し

ていたmicroRNAは 11 種類抽出され、

そのうち 3つは C14MC 領域の

microRNAであり、胎児成熟を反映して

いるものと考えられた（表 1）。 

 
一方、妊娠経過と共に羊水中で発現量が変

化していたmRNAは 21 種類であった（表

２）。妊娠 16 週では検出されず妊娠 38 週

で検出された mRNA は 6 種類あり、この

中には肺からのみ発現しているサーファク

タントプロテイン Cが含まれており、シー



クエンスの妥当性が確認された。また、消化器や中枢神経に発現しているmRNAも含まれてお

り、肺以外の臓器の評価も可能になることが示唆された。 

 
抽出された microRNA と mRNA との関
係を Target Scan Human で検索したと

ころ、432-5p は食道や腎臓、脳に発現し

ている MAL 遺伝子を、193-5p は肺や消
化管などに発現している 3つのmRNAを
ターゲットとしていることがわかった

（表 3）。 
 
次にシークエンスで検出された

microRNAならびにmRNAの羊水中で
の流入量を複数検体で確認した。シーケ

ンスで妊娠 38 週よりも妊娠 16 週で流

入量が多かった microRNA は全ての

microRNA で同様に流入量が有意に低

値という結果であった（図 3）。 

 
しかし、これらのmicroRNAについて母
体血漿中での流入量を検討したが、有意

差は認められず（図 4）、母体血漿中には
反映されていないことが示唆された。 
 
 
mRNA について、MAL やサーファクタ

ントプロテインBやCなどのmRNAが、
妊娠38週で有意に流入量が上昇していた 
（図５）。 
 
 
 
以上より、羊水中の cell-free microRNA および mRNAを検出し定量することが可能であり、

妊娠 16 週と妊娠 38 週とで羊水中への流入量が有意に変化する mRNAならびに microRNAが
検出された。これらは胎児成熟度を評価する新たな分子マーカーである可能性ある。本研究課題

の成果により、現在の周産期医療で用いられているマイクロバブル検査やシェイク検査による

胎児肺成熟の評価に加え、羊水中 cell-free mRNA/microRNAを用いて胎児の全身臓器について

成熟度を評価に反映できる可能性が示唆された。 
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