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研究成果の概要（和文）：ヒト胎盤栄養膜特異的 miRNA 遺伝子はその上流域にある DNA メチ

ル化サイトのメチレーションと相関しており、胎盤栄養膜の部位特異的なヒト胎盤栄養膜特異

的 miRNA 発現のエピジェネティック制御が示唆された。そのうちの一つの miRNA がカルシ

ニューリンを標的とすることを見出した。この結果は、ヒト胎盤栄養膜特異的 miRNA による

新たな転写後翻訳調節機構の解明につながることができる。 

 
研究成果の概要（英文）：The microRNAs (miRNAs) derived from the chromosome 19 miRNA cluster 
(C19MC) are exclusively expressed in the human placenta. The C19MC miRNAs examined in 
this study were predominantly expressed in villous trophoblast. Furthermore, we revealed 
that protein phosphatase 3, regulatory subunit B, alpha (PPP3R1), was a one of C19MC target 
using an in vitro experimental validation system. These data suggest that C19MC miRNAs 
is involved in the fine tuning of the Ca2+/calcineurin /NFAT (nuclear factor of activated 
T-cells) pathway in the villous trophoblast of the human placenta. 
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１．研究開始当初の背景 
 近年のゲノムプロジェクトおよび転写産
物解析からゲノムの多くの領域は転写され
ており、驚くべきことに、その多くは特定の
タンパク質をコードしないノンコーディン
グ RNAであり、進化の程度が高い生物ほどゲ
ノムに占めるノンコーディング領域が大き
いことが明らかになり、大変注目を集めてい
り。その一つである microRNA(miRNA, miR)

は 1 本鎖の 22 塩基程度の低分子 RNA で、そ
の機能は相補的な mRNA の 3'翻訳領域と結合
し翻訳抑制に働くことが報告されている。
miRNA は、発生・分化、癌の発生・増殖への
関与の他、組織(臓器)特異的な発現様式を示
し、組織の分化・機能と形態の維持に重要な
役割を果たしていることが示唆されており、
疾患において miRNAの役割の解明は重要な課
題であり、しのぎを削り世界で研究が行われ
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ている。 
 研究代表者は、RNA の構造機能相関や細胞
内での発現メカニズムや機能解析などの RNA
機能の分子基盤についてこれまでに研究を
行ってきた。所属する教室では、胎盤に発現
している miRNA遺伝子を大規模にクローニン
グ解析し、胎盤栄養膜に特異的な miRNAを明
らかにした(Biol Reprod 2009:81,717-729)。
特に、染色体 19番 q13.41の領域にある miRNA
遺伝子クラスターから発現する多数の
miRNA(C19MC miRNA)を同定している。さらに
この領域の miRNA（miR-517 等）が exosome
と呼ばれる微粒子に包まれて血液中に放出
され、分娩後に速やかに代謝されることも明
らかにしている。その機能は現時点では明ら
かではないが、妊娠期における胎盤および母
体・胎児に重要な役割を担っていると考えら
れている。 
 そこで、これまでの RNAの分子生物学的経
験を生かし、胎盤特異的 miRNAの機能解析を
開始し、その予備実験として、上記で見出さ
れたうちの一つの miRNAをヒト胎盤絨毛癌由
来の細胞株 BeWo などの培養細胞に過剰発現
させたところ、配列特異的にアポトーシスを
誘起するという新知見をつかんだ。このこと
は胎盤での C19MC miRNAが胎盤栄養膜の成熟、
妊娠の生理的終結、胎盤不全による異常妊娠
などに重要な役割を担っていることを示唆
する結果なのではないかと考えた。子宮内胎
児 発 育 遅 延 (Intrauterine growth 
restriction: IUGR)では、子宮内での胎児の
発育の遅れあるいは停止により、体格が本来
よりも小さくなる。その原因の一つとして胎
盤不全が考えられています。申請者は、IUGR
が C19MC miRNAの分子機能と関連があるので
はないかと考え、研究を開始した。 
 
 
２．研究の目的 
 研究の最終的な目的は、正常妊娠における
胎盤特異的 miRNA の役割の解明と、miRNA と
IUGRとの関連を明らかにすることだった。本
研究で注目している C19MC miRNA遺伝子は種
間保存性が低く、ヒト胎盤に特異的な機能を
果たしていると予想された。またクラスター
miRNA 間の一次配列の相同性は極めて高いも
のの、翻訳抑制に重要な配列は異なっており、
mRNA転写後の miRNAによる厳密な翻訳制御を
明らかにできることも本研究の大きな特徴
だった。 
 研究代表者は、これまでに、間葉系幹細胞
が分化する際に発現変動する RNA遺伝子につ
いて DNA アレイを用いた網羅的解析を行い、
新規ノンコーディング遺伝子の 6遺伝子を発
見し、そのシグナル伝達経路を明らかにした
(Nucleic Acids Res 2009: 37,4987-5000)。
また、RNA 分子の構造機能相関についての実

績を積んできた  (Biochem Biophys Res 
Commun 2009: 386,118-123, Nucleic Acids 
Res 2005: 33,683-692)。以上より、細胞内
での RNAの機能解析に関する知識と技術を本
研究に十分駆使できると考えた。 
 IUGR の原因の一つとして胎盤の成熟不全
が考えられている。本研究によって、胎盤栄
養膜由来 miRNAの過剰な発現が胎盤自身の成
熟を抑制することが原因となるのではない
かと考えた。また、この miRNAは exosomeを
介して血液中に放出されているため、IUGRの
新規マーカーとなる可能性を秘めている。さ
らに、miRNA 遺伝子の発現制御やシグナル伝
達経路を明らかにすることにより、その機能
の抑制による新しい周産期治療のための基
礎研究として期待された。 
 
 
３．研究の方法 
ヒト胎盤栄養膜において特異的に発現して
いる microRNA（miRNA）遺伝子の分子機能お
よび発現制御の解析を主に分子細胞生物学
の手法を用いて行った。 
 
 
４．研究成果 
(1)ヒト胎盤栄養膜特異的 miRNA の発現制御
解析：ヒト胎盤栄養膜特異的 miRNA遺伝子の
上流域には DNAのメチル化サイトが存在する。
そこで、この miRNA遺伝子を発現していない
細胞（ HeLa など）に DNA 脱メチル化剤
5-aza-2'-deoxycytidineを添加し、RNAを回
収してリアルタイム PCR を行ったところ、
C19MC miRNA クラスター遺伝子の発現の上昇
が確認され、胎盤栄養膜特異的 miRNAの発現
が DNAのメチル化によって制御を受けている
ことが分かった。さらに、ヒト胎盤絨毛癌由
来の細胞株 BeWo、JEG3、ヒト胎盤由来の絨毛
外栄養膜細胞の細胞株 HTR8/SVneo および
HChEpC1b細胞、子宮頸がん由来 HeLa細胞か
ら DNAを単離し、Bisulfite sequencing法に
よって、メチル化状態を解析した。ヒト胎盤
栄養膜特異的 miRNA遺伝子が発現していた胎
盤組織、BeWo 細胞, JEG3 細胞では、脱メチ
ル化状態にあったが、発現していない
HTR8/SVneo 細胞、HChEpC1b 細胞、HeLa 細胞
ではメチル化状態だった。したがって、胎盤
栄養膜の部位特異的なヒト胎盤栄養膜特異
的 miRNA発現のエピジェネティック制御が示
唆された。 
(3)ヒト胎盤栄養膜特異的 miRNA によるアポ
トーシス誘導に関連する標的 mRNA の同定と
シグナル伝達解析：これまでにヒト胎盤栄養
膜特異的 miRNA を絨毛栄養膜細胞株 BeWo 細
胞に過剰発現させると、ミトコンドリアを介
したアポトーシスの誘起を見出したが、実験
が安定せず、実験条件の再検討を行った。



 

 

BeWo 細胞の過剰発現実験から見出された他
の標的 mRNA 候補の解析を進め、ルシフェラ
ーゼを用いた 3'-UTR レポーター解析から、
ヒト胎盤栄養膜特異的 miRNAがカルシニュー
リンを標的とすることを見出した。このこと
は、ヒト胎盤栄養膜特異的 miRNAによる新た
な転写後翻訳調節機構の解明につながる結
果を得た。 
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