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研究成果の概要（和文）：過去の研究報告で、妊娠高血圧症候群患者の胎盤及び血液中で変化したmiRNAのmimic
と、そのmiRNAに特異的なmiRNA阻害薬を、ヒト血管内皮細胞（HUVEC, HMEC-1）に遺伝子導入し、miRNAのターゲ
ットとなる（相補配列を有する）mRNAとタンパク質の発現が変化することを、培養細胞実験で確認した。
臨床研究では、コロナ禍のために正常妊娠および妊娠高血圧症妊婦被験者のリクルートに難を要する状況が継続
し、可能な範囲で研究を継続してきた。次世代シーケンサーを施行するための人数をようやく得ることができ、
外部委託業者にその網羅的解析を依頼した。現在、その研究結果待ちの状態である。

研究成果の概要（英文）：We used the same miRNA as reported significantly changed in placenta and 
plasma from the previous study of patients with gestational hypertension in cell culture study. By 
injecting miRNA-specific mimic and inhibitor in HUVEC and HMEC-1 cell with electroporation, we have 
confirmed the changes in target mRNA and protein to the specific miRNA.
We also started the clinical study in patients with gestational hypertension.  Outsourced research 
is underway of investigating comprehensive microRNA analysis.

研究分野： 集中治療、麻酔

キーワード： 敗血症

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
妊娠高血圧症候群等のCommon Disease（頻度の高い疾患）は、遺伝リスクと環境リスクの組み合わせにより起こ
ると考えられており、その割合は疾患ごとに違っている。miRNAは環境的な要因として、種々の侵襲により発現
が上昇し、また遺伝的な要因としてmiRNAに遺伝子多系があることも知られている。１つのmiRNAが複数の遺伝子
の発現に関与していることから、今まで１つのタンパク質の発現変化で説明が出来なかったCommon Diseaseの病
態解明、バイオマーカー、治療薬としてmiRNAの解析は期待できる。

※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 

妊娠高血圧症候群は全妊娠の 6-10%に合併し、その 1/4 は重症とされる。重症の場合には迅

速、かつ適切な治療が必要とされ、適切な措置が遅れてしまった場合、周産期死亡率は 10％

を越えると言われている。近年、産科集中治療領域の臨床・研究が注目され、緊急高血圧症、

妊娠高血圧腎症、子癇、常位胎盤早期剥離、DIC 等の管理において産科集中治療は、重要な

役割を担う。妊娠中期～後期にかけて発症する妊娠高血圧症候群は、高血圧や子癇、HELLP

症候群の症状の一つの血小板減少による凝固障害、肥満とは無関係の急性妊娠脂肪肝、常

位胎盤早期剥離、肺水腫（胸水、腹水）等の発症リスクがあることが広く知られている (Lancet 

2010; 376: 631–44. Review.) 。 

妊娠高血圧症候群の基本病態として、従来より Two-stage disorder theory が唱えられてお

り、胎児絨毛細胞と母体脱落膜細胞及び免疫担当細胞の相互作用や、遺伝的な背景、環境

因子により、絨毛細胞のらせん動脈の血管壁への置換（リモデリング）不全が起き、胎盤の虚血

低酸素環境により、胎盤の絨毛細胞から抗血管新生因子である soluble FLT1 (VEGF receptor 

1 の分泌型) や、soluble ENG (TGF-b receptor の分泌型)産生増加のため (Stage 1)、血管内

皮障害と血管攣縮をもたらし、母胎に高血圧や蛋白尿を、胎児には機能不全を引き起こすとさ

れている (Stage 2)。 
 
２．研究の目的 

（培養実験）過去の研究で有用性の高い実験結果を得た miRNA を、ヒト血管内皮細胞

(HUVEC)、血管内皮系培養細胞に遺伝子導入を行い、ターゲットとなるタンパク質の発現変化

を確認する。 

（臨床研究）本研究では、正常及び妊娠高血圧症候群妊産婦を対象に、胎盤、から Total RNA

を抽出し、次世代シーケンサーを用いて mRNA, miRNA 発現の網羅的解析を行う。上記２群間

の胎盤の miRNA 発現変化の差を、多変量解析を用いて統計処理を行う。統計的有意差のあっ

た miRNA が細胞内情報伝達系に、如何に作用しているかを、パスウェイ解析を用いて行う。 
 
３． 研究の方法 

（細胞培養実験）過去の研究報告で、妊娠高血圧症候群患者の胎盤及び血中エクソソームで

変化した miRNA の mimic (Pre-miRTM miRNA Precursor Molecules, Ambion 社)と、その miRNA

に特異的な miRNA 阻害薬（Anti-miRTM miRNA Inhibitor, Ambion 社）を、ヒト血管内皮細胞

（HUVEC, HMEC-1）に遺伝子導入する。 

miR Base 等の検索サイトを用いて予測される miRNA のターゲットとなる（相補配列を有する）

mRNA とタンパク質の発現が変化することを、培養細胞実験で確認する。遺伝子導入方法は、

Nucleofection 法（Amaxa, 現有設備。従来の Electroporation 法を改良した手法）を用いる。実

験結果として、ターゲットとなる特定の関連タンパク質の発現が miRNA mimic を遺伝子導入す

ることで発現抑制され、miRNA 阻害薬を遺伝子導入することで発現が増加することを、RNA の

発現変化を PCR 法、タンパク質の発現変化をウエスタンブロット法、フローサイトメトリー法により

確認する。 

（臨床研究） 

miRNA の網羅的解析 

対象 正常及び妊娠高血圧症候群妊産婦 

⑴  検体採取 胎盤（娩出時） 



⑵ 血液中エキソソームの分離 

超遠心法、またはエキソソーム単離キット（ライフテクノロジー社）で分離する。 

⑶. miRNA の抽出 胎盤及びエキソソームより mirVanaTM miRNA Isolation Kit 等を用いて抽出

する。 

⑷. 包括的miRNAの発現プロファイリング 次に、定量性のある網羅的miRNAプロファイリングを、

従来のマイクロアレイ法より優れた次世代高速シーケンサーIon PGM システム (Life Technology 社、

既存)を用いて絶対的な定量法を施行。 

１．Small RNA のライブラリ作製 Ion Total RNA-Seq Kit を用いてフラグメント化 

２．逆転写酵素を用いて、cDNA に変換 

３．ビーズ調整（４時間）エマルジョン PCR 法を用いて、cDNA を増幅 

４．シーケンシング（３時間）シーケンサーによる miRNA 発現定量 

５．データ解析（１時間）サーバーに SFF または FASTQ 形式のデータが転送される。miR Base

と照合し、網羅的解析を行う。発現定量解析には、CLC バイオ社の解析ソフト（Genomic Work 

Bench）を使用する。上記の発現定量結果から、周術期において多変量解析、主成分分析に

より有意に変化のあった miRNA を選別する。 

 
４．研究成果 

過去の臨床研究論文により、妊娠高血圧症候群患者の胎

盤及び血中エクソソームで変化したと報告のあった miRNA の

mimic (Pre-miRTM miRNA Precursor Molecules, Ambion 社)

と、その miRNA に特異的な miRNA 阻害薬（Anti-miRTM 

miRNA Inhibitor, Ambion 社）を、ヒト血管内皮細胞（HUVEC, 

HMEC-1 細胞）に遺伝子導入を行った。 

 

miR Base 等の検索サイトを用いて予測される miRNA のター

ゲットとなる（相補配列を有する）タンパク質の発現が変化して

いることを、培養細胞実験で確認した。遺伝子導入方法は、

Nucleofection 法（Amaxa, 現有設備。従来の Electroporation

法を改良した手法）を用いた。実験結果として、リアルタイムＰＣＲ法で ターゲットとなる特定の

mRNA が変化している事を確認後、関連タンパク質の発現が miRNA mimic を遺伝子導入すること

で発現抑制され、miRNA 阻害薬を遺伝子導入することで発現が増加することを、ウエスタンブロット

法、フローサイトメトリー法により確認した。（図２、３） 

 

臨床研究においては、コロナ禍のために正常妊娠および妊娠高血圧症妊婦被験者のリクルー 

トに難を要する状況が継続し、研究期間において可能な範囲で研究を継続してきた。次世代シ

ーケンサーを施行するための人数をようやく得ることができ、外部委託業者にその網羅的解析を依

頼した。現在、その研究結果待ちの状態である。 

 

さらに現在、関西医科大学において後進の医局員が得た病態解明と創薬を目標とした妊娠高

血圧症候群患者の血小板中 microRNA 解析という文科省の研究課題において同様の実験系を行

うことになり、引き続き臨床研究を、さらに発展、継続している。 

 

 

図 1.  
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図２．miRNA 遺伝子導入後の mRNA 発現変化 

Semi-quantitative PCR 画像 

FLT1 mRNAの発現が、has miR 200c-3p mimic

及び、hsa-miR-100-5p mimic を遺伝子導入す

ることで、抑制されている。 

 
FLT1 

 
β-actin 

 

図３．miRNA 遺伝子導入後のタンパク質

発現の変化 

ウエスタンブロット画像 

FLT1のタンパク質の発現が、miR 200c-3p 

mimic を遺伝子導入することで、抑制され

ている。 
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