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略語表 

ATP adenosine tri-phosphate
CK cytokeratin
CVT chorionic villous trophoblast
EGFR epidermal growth factor receptor
ERK extracellular signal-regulated kinase
EVT extravillous trophoblast
FBS fetal bovine serum
HLA human leukocyte antigen
HRP horseradish peroxidase
IL interleukin
JAK janus kinase
lncRNA long non-coding RNA
miRNA microRNA
MAPK mitogen-activated protein kinase
MMP matrix metalloproteinase
NC negative control
NK natural killer
ncRNA non-coding RNA
PBS phosphate buffered salts
PCR polymerase chain reaction
PGF placental growth factor
PL placental lactogen
PI3K phosphatidylinositol-3 kinase
RB retinoblastoma
siRNA small interfering RNA
sncRNA short non-coding RNA
STAT signal transduction and activator of transcription
TGF transforming growth factor
UTR untranslated region
VEGF vascular endothelial growth factor



3 
 

遺伝子名表記 

 

 

 

 

Gene symbol Gene Name
BHLHE41 basic helix-loop-helix family member e41 
CD44 CD44 molecule
CDH1 cadherin 1 
CDKN1A cyclin dependent kinase inhibitor 1A 
CHMP1A charged multivesicular body protein 1A 
CXCL10 C-X-C motif chemokine ligand 10
CXCL12 C-X-C motif chemokine ligand 12 
DDB2 damage specific DNA binding protein 2
DRD2 dopamine receptor D2 
EMILIN1 elastin microfibril interfacer 1
GAPDH glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
GATA2 GATA binding protein 2
GPR55 G protein-coupled receptor 55
H19 H19 imprinted maternally expressed transcript 
IGF1 insulin-like growth factor 1 
IGFR1 insulin-like growth factor 1 receptor
IL4 interleukin 4
IL6 interleukin 6
IL8 interleukin 8
ING5 inhibitor of growth family member 5
LCN2 lipocalin 2
MMP2 matrix metallopeptidase 2
MMP9 matrix metallopeptidase 9
MMP13 matrix metallopeptidase 13
MMP14 matrix metallopeptidase 14
MMP15 matrix metallopeptidase 15
NOG noggin
NODAL nodal growth differentiation factor 
NOMO1 NODAL modulator 1
TP53 tumor protein p53 
PGF placental growth factor 
PTEN phosphatase and tensin homolog 
RB1 RB transcriptional corepressor 1
REPS2 RALBP1 associated Eps domain containing 2
RUNX1 RUNX family transcription factor 1
SMAD5 SMAD family member 5
VEGFA vascular endothelial growth factor A
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Ⅰ．要旨 

 胎盤形成において、妊娠初期に絨毛栄養膜細胞(chorionic villous 

trophoblast: CVT)から分化した絨毛外栄養膜細胞(extravillous 

trophoblast: EVT)が母体脱落膜や子宮筋層、らせん動脈へ“浸潤”すること

は極めて重要である。EVTの浸潤不全は胎盤の低酸素状態・虚血を引き起こ

し、妊娠高血圧腎症や胎児発育不全などの疾患の原因となる。現時点では EVT

浸潤の詳細な調節機構は十分に明らかになっていない。本研究では、胎盤に高

発現している long non-coding RNA (lncRNA) H19から産生され、様々な腫瘍

形成に関与することが報告されている miR-675-5pに注目し、miR-675-5pが

EVT浸潤に関与しているのではないかと仮説を立て、その機序も含めて検証し

た。 

 まず、ヒト妊娠初期胎盤から EVTと CVTを分離培養し、lncRNA H19と miR-

675-5p の発現解析を行うと、これらは CVTに比べて EVTで有意に高発現してい

ることが分かった。また、lncRNA H19および miR-675-5pは妊娠後期胎盤に比

べて、初期胎盤で有意に高発現していた。続いて、細胞浸潤アッセイにより、

miR-675-5pが EVT細胞株の浸潤能を有意に促進させることを確認した。さら

に、in silico解析により得られた miR-675-5pの標的遺伝子の候補の中から、

細胞浸潤能に関与する転写調節遺伝子 GATA2が miR-675-5pによって直接抑制

されることをルシフェラーゼレポーターアッセイで確認した。また、EVT細胞

株の GATA2の発現を抑制してもその浸潤能は有意に促進された。EVT細胞株に

おいて、miR-675-5pの過剰発現、GATA2抑制いずれにおいても MMP13、MMP14

の発現が有意に亢進していた。以上の実験結果から、妊娠初期胎盤に特に高発

現している lncRNA H19由来の miR-675-5pは EVT浸潤を促進しており、胎盤形

成に重要な役割を担っている可能性が示唆された。その機序の一つとして、
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miR-675-5pを介した転写調節因子 GATA2の抑制による細胞浸潤促進因子

MMP13、MMP14の発現亢進が関与している可能性がある。 
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Ⅱ．緒言 

胎盤構造は、母体血液で満たされた絨毛間腔に浮遊して母児間のガス交換や

栄養物質の伝達を担う浮遊絨毛と、母体脱落膜や子宮筋層へ浸潤して胎盤を固

定する絨毛外栄養膜細胞(extravillous trophoblast: EVT)に大別される(図 1)。 

 

 

図 1. 胎盤構造 

 

浮遊絨毛を主に形成している絨毛栄養膜細胞(chorionic villous trophoblast: 

CVT)は外側の合胞体性栄養膜細胞と内側の細胞性栄養膜細胞の 2 層構造から成

っている(図 2)。合胞体性栄養膜細胞は、直接母体血と接しており母児間の物質

伝達やホルモン産生などの機能を担っている。一方、細胞性栄養膜細胞は強い分

化能を有しており融合して合胞体性栄養膜細胞になるが、一部は EVT へと分化

していく(図 2) (1, 2)。EVTは浮遊絨毛を子宮に固定させるだけでなく、絨毛間

腔へ母体血液を運ぶ子宮らせん動脈壁にも浸潤して血管壁を再構築させる役割
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も持っている。らせん動脈の血管平滑筋が EVT に置換されることで血管壁は収

縮性を失って拡張し、母体血液が絨毛間腔へより多く流入できるようになる(図

2)(2-4)。この過程は母児間の効率的なガス交換、栄養物質伝達に寄与している。

したがって、EVTの母体脱落膜や子宮筋層、らせん動脈への“浸潤”は胎盤形成

において極めて重要な過程である。 

 

 

図 2. 妊娠初期の栄養膜細胞の分化、EVT の浸潤 

 

EVTの浸潤の特徴は、“妊娠初期にのみみられる現象であること”と、“子宮筋層

の 1/3 ほどのところで停止すること”である(2, 4)。一方で適切な時期や深さ

の EVT 浸潤がみられない場合、様々な妊娠関連疾患を発症することが分かって

いる。妊娠高血圧症候群（母体高血圧＋蛋白尿、臓器障害）や胎児発育不全は、

EVT の浸潤不全によりらせん動脈の拡張不全から絨毛間腔への十分な血液流入

が起こらず、胎盤低酸素状態・虚血による胎盤形成不全が原因と考えられている

(図 3) (2, 5, 6)。一方、過度の EVT浸潤は、分娩時に胎盤が剥離せず多量出血

や子宮摘出を必要とすることもある癒着胎盤をひきおこす(7)。 
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図 3. 妊娠初期正常の EVT浸潤および EVT浸潤不全 

 

 EVT の浸潤制御機構については以下のことが分かっている。まず、妊娠初期

（10 週ごろ）に子宮脱落膜から動員されたマクロファージやナチュラルキラー

細胞(子宮ナチュラルキラー細胞: uNK細胞)により MMP9などのメタロプロテア

ーゼが働くことで子宮らせん動脈の血管平滑筋や血管内皮細胞がアポトーシス

する(8)。そこに子宮脱落膜から分泌される血管新生因子(VEGF、PGF[placental 

growth factor]、MMP2、MMP9)やサイトカイン(CXCL12、CXCL10、IL-4、IL-6、IL-

8) (8-11)によって細胞外マトリックス(CDHなど)が破壊され(11-13)、EVT細胞

の子宮脱落膜や筋層への浸潤が促進する。妊娠初期の胎盤は低酸素状態にあり、

子宮脱落膜からの VEGF、PGFなどの血管新生因子の発現がより亢進し、EVTの浸

潤を促す(14)。浸潤した EVT 細胞により子宮らせん動脈の血管壁は置換され、

リモデリング（再構築）が起こる。子宮らせん動脈の血管壁が伸展・拡張するこ

とで豊富な血液が絨毛間腔へ供給されるようになる。前述のように、EVT細胞の

浸潤は妊娠初期（18週ごろまで）で停止する。このように、EVT細胞の浸潤には
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様々な因子が関与しているが、それぞれの因子の発現・作用の詳細な制御機構は

十分には分かっていない。 

今回、我々は EVT浸潤と non-coding RNA (ncRNA)の関係に注目した。ncRNAと

は、タンパク質をコードしない RNAと定義された遺伝子群である。ncRNAは同定

された当初は生理機能を持つとは考えられていなかったが、多くの研究者によ

り様々な ncRNAが多くの機能を持つことが報告されてきた(15)。ncRNAは、その

塩基長に基づき約 20-50塩基長の short non-coding RNA (sncRNA)と 200塩基

長以上の long non-coding RNA (lncRNA)に大別される(16)。sncRNA の中で代表

的なものとして約 20-25 塩基長の microRNA (miRNA)が挙げられる。miRNA はヒ

トでは約 2,000 種が同定されており、標的遺伝子 mRNA の 3’非翻訳領域

(3’untranslated region: 3’UTR)に結合して翻訳の抑制や分解を介した遺伝

子抑制を行っている(17)。細胞の増殖や分化をはじめとした様々な生理学的過

程には多くの miRNA の遺伝子調節が関与していると考えられている。lncRNA は

ヒトでは約 25,000種が同定されており、近年、それらのいくつかについては局

在や機能について少しずつ明らかになってきているものもある(18, 19)。lncRNA

遺伝子種により、①クロマチン修飾因子を遺伝子に運ぶガイド、②転写調節因子

などを遺伝子のプロモーターに誘導するシグナル、③タンパク複合体の骨組み

（scaffold）、④miRNAと結合しその機能を抑制するおとり（decoy）、などの様々

な機能を持つことが報告されている(図 4) (20, 21)。したがって、lncRNAや miRNA

をはじめとした ncRNA の中には、胎盤発達においても様々な遺伝子の発現調節

を担う nodeとしての役割を担うものがあると考えられる。 
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図 4. 様々な lncRNAの機能（一部） 

 

本研究で私は、lncRNA H19に注目した。H19は 11番染色体に座位するインプ

リンティング遺伝子で、母親由来のアレルから転写される (maternally 

expressed imprinting gene)(22)。H19は多くの腫瘍組織で高発現しており、転

写調節、miRNA抑制、腫瘍抑制遺伝子 p53の抑制などを行っていると多くの癌領

域の研究で報告されている(図 5)(23-25)。また、H19はヒトの胎芽および胎盤栄

養膜細胞にも高発現しているが、出生後の各種組織や細胞ではその発現が抑制

されることが特徴的である(図 6) (26)。H19 は自身が lncRNA として機能するだ

けでなく、miRNA（miR-675-5pおよび miR-675-3p）を産生することも分かってい

る(図 5)(27)。ヒト胎盤において、miR-675-5p の発現は H19 と相関しているこ

とが示されている(28)。これらより、H19 および miR-675-5p は胎盤形成に重要

な役割を果たしていることが示唆される。 
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図 5. 腫瘍領域で報告されている lncRNA H19 の機能（一部） 
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図 6. ヒト各臓器における lncRNA H19 の発現量（RNA シークエンス） 

   NCBIデータベース（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/）から 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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これまでいくつかの研究により H19および miR-675-5pが栄養膜細胞の増殖抑制

に関与している可能性があると報告されてきた(28-31)。一方で、H19および miR-

675-5pのEVT浸潤における役割について検証した研究はない。興味深いことに、

miR-675-5p は H19 と同様に様々な腫瘍組織に発現し、癌細胞浸潤制御に関与し

ていることが報告されている(32-36)。 

今回、私は胎盤に高発現している lncRNA H19 由来の miR-675-5p が妊娠初期

の EVT 浸潤に重要な役割を担っているのではないかと仮説を立てた。この仮説

に対して、以下について検証した。 

1. lncRNA H19および miR-675-5pの EVTにおける発現状態 

2. miR-675-5pが EVTの浸潤に影響を与えているか 

3. miR-675-5p が EVT 浸潤に影響を与えているのであれば、その標的遺伝子や

下流パスウェイとして機能しているものは何か 

以上を、ヒト胎盤から回収した栄養膜細胞および EVT細胞株を用いて検証した。  
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Ⅲ．方法 

1. サンプル収集 

自治医科大学および日本医科大学の倫理委員会で承認を得たプロトコール

(遺 17-変 55号、遺 17-変 56号)に同意を得た妊婦から胎盤を回収した。以下に

示すリアルタイム PCR 解析に用いるサンプルとして、人工妊娠中絶を行った妊

婦から妊娠初期胎盤（妊娠 8-11週、12例）を、予定帝王切開術で出産した妊婦

から妊娠後期胎盤（妊娠 37-38 週、10 例）を回収した。妊娠初期胎盤の RNA シ

ークエンス解析に用いるサンプルとして、人工妊娠中絶を行った初期妊婦の胎

盤（妊娠 7週、3例）を回収した。妊娠週数は最終月経で決定したが、必要に応

じて妊娠初期の胎児頭殿長により修正した。 

 

2. 細胞培養 

実験系にはヒト EVT 由来細胞株の、HTR-8/SVneo 細胞と HChEpC1b 細胞を用い

た(37, 38)。培地はともに RPMI1640（Wako, 大阪）で、HTR-8/SVneo細胞には 5%

のウシ胎児血清(FBS)を、HChEpC1b 細胞には 10％の FBS を添加して使用した。

また、後述するルシフェラーゼレポーターアッセイのベクター作成には Jurkat

細胞（ヒト T 細胞性白血病細胞株）を用いた。培地には RPMI1640 に 10%の FBS

を添加して使用した。いずれの細胞株も 37℃、5%CO2インキュベーター内で培養

した。 

 

3. 妊娠初期栄養膜細胞の培養および EVT と CVT細胞の分離 

胎盤栄養膜細胞からの EVT 細胞分離は既報(39)を参考にして行った。妊娠初

期胎盤(人工妊娠中絶検体)から絨毛を顕微鏡下で単離後、0.5mm程度にミンチ化

し、RPMI1640（＋ペニシリン＋ストレプトマイシン＋10%FBS）に浸してⅠ型コラ
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ーゲン培地（Iwaki, 東京）上で 48時間培養した。絨毛先端部から外方発育した

卵円形の細胞群を TrypLE Express(Gibco, Carlsbad, California, 米国)を添

加し浮遊させて回収し、40 µm系のナイロンセルストレーナーに通した。遠心、

上清除去後にペレットを懸濁し、Ⅰ型コラーゲン培地に再び播種した。37℃、

5%CO2インキュベーター内で 4時間培養し、生着した細胞を分離 EVT細胞として

扱った。一方、ミンチ化した細胞群を CVT細胞として扱った。 

 

4. RNA シークエンス解析 

妊娠初期のヒト胎盤から分離培養した EVT 細胞と CVT 細胞の遺伝子発現比較

を RNAシークエンスで行った。mRNA/lncRNAシークエンスと small RNA (miRNA)

シークエンスに分けて解析した。まず、同一妊婦の初期胎盤から分離した EVT細

胞と CVT細胞（妊娠 7週、3例）を上記方法で回収した。各サンプルから RNAiso 

Plus(Takara, 滋賀)を用いて total RNA を抽出した。それぞれ 1 µg の total 

RNA から、mRNA/lncRNA シークエンスには TruSeq Ribo-Zero gold LT sample 

Prep Kit-set A (Illumina, San Diego, California, 米国 )を、 small 

RNA(miRNA)シークエンスには Truseq Small RNA Sample Prep Kit-set A 

(Illumina)を用いてライブラリを作成した。Illumina Miseq sequencing system 

(Illumina)を用いて mRNA/lncRNAは 300サイクル、small RNA(miRNA)は 50サイ

クルでシークエンスした。得られた結果は統合配列解析ソフトウェアである CLC 

Genomics Workbench (CLC bio, Aarhus, デンマーク)により miRNAは 26塩基長

のシングルリードとして、mRNA/lncRNAは 151塩基長のペアエンドリードとして

fastqファイルにまとめた。さらに同ソフトウェアにより、これらのリード配列

を、Ensembl Genome Browser (https://asia.ensembl.org/index.html)または

miRBase データベース（http://www.mirbase.org/）に登録のある遺伝子配列に

https://asia.ensembl.org/index.html
http://www.mirbase.org/
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マッピングすることで各遺伝子の発現量（リードカウント）を求めた。得られた

リ ー ド の う ち 、 Ensembl Genome Browser 

(https://asia.ensembl.org/index.html)に登録のある mRNA は 17,194 種、

lncRNAは 4,370種で、miRBaseデータベース（http://www.mirbase.org/）に登

録のある miRNA は 1,559 種あった。各遺伝子の発現量は edgeR パッケージ 

(version 3.3.8; Bioconductor, http://www.bioconductor.org/)の TMM法によ

り標準化した。さらに、edgeRを用いて EVT細胞と CVT細胞（3例ずつ）での遺

伝子発現を比較解析した。mRNA、lncRNA、miRNAいずれにおいても、EVT細胞と

CVT 細胞間の発現量比(EVT/CVT):log2 fold change≥1.0 かつ q 値<0.05 であっ

たものを有意に発現変動した遺伝子とみなした。  

 

5. リアルタイム PCR解析 

解析対象の胎盤サンプルや培養細胞から RNAiso Plusを用いて total RNAを

抽出し、PCR反応に用いた。PCR反応にはABI 7300 platform (Applied Biosystems, 

Waltham, Massachusetts, 米国)を用いた。mRNAおよび lncRNAは SYBR法(40)で

TB Green Premix Ex Taq(Takara)に設計したプライマーを混合して反応させた。

miRNA は Taqman 法(41)で対象 miRNA ごとに Taqman MicroRNA Assay(Applied 

Biosystems)を用いて反応させた。内部コントロールとして、mRNA と lncRNA で

は 18S rRNAを、miRNAでは SNORD44を用いた。各遺伝子の比較解析はΔΔCt法

(42)で行った。各遺伝子の測定は各々3 回繰り返して行い、平均値を用いた。

lncRNAおよび mRNAのプライマー配列は補足表 1に示した。 

 

6. 遺伝子 (オリゴヌクレオチド)導入 

miRNA 過 剰 発 現 試 験 で は hsa-miR-675-5p mimic (5’-

https://asia.ensembl.org/index.html
http://www.mirbase.org/%EF%BC%89%E3%81%AB%E7%99%BB%E9%8C%B2%E3%81%AE%E3%81%82%E3%82%8BmiRNA%E3%81%AF1,5
http://www.mirbase.org/%EF%BC%89%E3%81%AB%E7%99%BB%E9%8C%B2%E3%81%AE%E3%81%82%E3%82%8BmiRNA%E3%81%AF1,5
http://www.bioconductor.org/
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UGGUGCGGAGAGGGCCCACAGUG-3’)を導入し、ネガティブコントロールとして cel-

miR-239b-5p mimic (5’-UUUGUACUACACAAAAGUACUG-3’)を用いた。遺伝子抑制

試験では siGATA2（sense鎖: 5’-UUCUUGGACUUGUUGGACAUCUUCC-3’; antisense

鎖 : 5’-GGAAGAUGUCCAACAAGUCCAAGAA-3’ ）、 siMMP13 （ sense 鎖 : 5’-

GGAGAUAUGAUGAUACUAATT-3’; antisense鎖: 5’-UUAGUAUCAUCAUAUCUCCTT-3’）、

siMMP14（sense 鎖:5’- CCAGAAGCUGAAGGUAGAATT-3’; antisense 鎖: 5’- 

UUCUACCUUCAGCUUCUGGTT-3’）, siRNAネガティブコントロール（sense 鎖: 5’-

UUCUCCGAACGUGUCACGUTT-3’; antisense鎖: 5’-ACGUGACACGUUCGGAGAATT-3’）

を導入した。各 miRNA mimicと siRNAは Ajinomoto Bio-Pharma(大阪)に設計依

頼した。miRNA mimic は 50 nM、siRNAは 20 nM の濃度で lipofectamine 2000 

(Invitrogen, Waltham, Massachusetts, 米国)と 4時間反応させることにより

実験細胞に導入した（リポフェクション）。  

 

7. ウェスタンブロッティング 

解析対象の細胞から MPER mammalian protein extraction reagent (Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, 米国)を用いて細胞溶解液を回

収した。各細胞溶解液を 20 µg ずつゲル［Mini-PROTEN TGX gels (Bio-Rad, 

Hercules, California, 米国)］のレーンに流し、PowerPac Basic (Bio-Rad)に

より 200 V、30分間の設定で電気泳動した。泳動後のゲルを Trans-Blot Turbo 

Transfer pack (0.2 µm孔の PVDFメンブレンとろ紙が重なったキット)（Bio-

Rad）上に置き、Trans-Blot Turbo Transfer System (Bio-Rad)を用いてタンパ

ク質を PVDFメンブレン上に転写した。メンブレンを各種 1次抗体に室温で 2時

間反応させ、その後 2 次抗体に室温で 1時間反応させた。1次抗体には、rabbit 

anti-GATA2 (cat. no. 11103-1-A; Proteintech, Rosemont, Illinois, 米国)、
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rabbit anti-MMP13 (cat. no. 18165-1-AP; Proteintech)、rabbit anti-MMP14 

(cat. no. 14552-1-AP; Proteintech)、mouse anti-GAPDH (cat. no. 60004-1-

IG; Proteintech)を、2次抗体には HRP(horseradish peroxidase)標識抗体 mouse

用(cat. no. SA00001-1; Proteintech)または rabbit用(cat. no. HAF017; R&D, 

Minneapolis, Minnesota, 米国)を用いた。抗体と反応させたタンパク質は

Clarify Western ECL Substrate (Bio-Rad)によりシグナルを得て、Amersham 

Imager 680 (GE Healthcare, Chicago, 米国)を用いて検出、撮影した。 

 

8. 細胞浸潤アッセイ 

細胞浸潤能はマトリゲルを塗布したインサートメンブレンを通過した細胞数

をカウントすることで評価した(37)。まず、2%マトリゲルを塗布したインサート

チャンバー(8.0 µm孔)を 24ウェルプレート上に置き、インサート内に FBSを含

まない培地を 250 µl、ウェル内に FBS添加培地（HTR-8/SVneo細胞: 5%、HChEpC1b

細胞: 10%）を 800 µl入れた。上記の遺伝子オリゴヌクレオチド(miRNA mimic

または siRNA)を導入し、37℃、5%CO2インキュベーター内で 24 時間培養後に回

収した細胞を各インサート内に播種した (HTR-8/SVneo 細胞: 35,000 個、

HChEpC1b細胞: 70,000個)。HTR-8/SVneo細胞は播種から 24時間後に、HChEpC1b

細胞は 48時間後に浸潤能を評価した。インサート内の非浸潤細胞を綿棒で愛護

的にふき取り、PBS で洗浄した。インサート底部外側に残った浸潤細胞を 2.5%

グルタルアルデヒドで固定後に 0.5%クリスタルバイオレットで染色した。光学

顕微鏡（Olympus, 東京）を用いて HTR-8/SVneo浸潤細胞は 200倍率で、HChEpC1b

浸潤細胞は 100 倍率で観察した。各ウェル内の 5 視野の平均細胞数を浸潤能と

した。実験は 3回繰り返して行い、平均値を用いて比較解析した。 
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9．細胞増殖アッセイ 

細胞増殖能は細胞内の ATP(adenosine tri-phosphate)活性を測定することに

より評価した。96ウェルプレートに HTR-8/SVneo細胞は 7,500個、HChEpC1b細

胞は 15,000個播種し、37℃、5%CO2インキュベーター内で 24時間培養後に hsa-

miR-675-5p mimic (50 nM)またはネガティブコントロールとして cel-miR-239b-

5p mimic（50 nM）をリポフェクションで導入した。導入から 0、24、48、72時

間後に CellTiter-Glo Luminescent Cell Viability Assay Kit (Promega, 

Madison, Wisconsin, 米国)を用いて細胞溶解液を回収し、Glomax-Multi 

Detection System (Promega)で ATP活性を測定した。実験は 5回繰り返して行

い、平均値を用いて比較解析した。 

 

10．in silico解析による miRNA 標的遺伝子予測 

TargetscanHuman release 7.2 (http://www.targetscan.org/vert_72/;)を用

いて miRNAの標的遺伝子候補をリストアップした。 

 

11. ルシフェラーゼレポーターアッセイ 

miR-675-5p の標的遺伝子を同定するためにルシフェラーゼレポーターアッセ

イを行った。ホタルルシフェラーゼ発光ベクターのルシフェラーゼ発現領域よ

り下流（3’側）に標的遺伝子候補の 3’UTR 配列を挿入し、miR-675-5p ととも

に EVT 細胞株に導入し培養することでホタルルシフェラーゼ発光量が減衰する

かを確認した。まず、ホタルルシフェラーゼ野生型ベクター（標的遺伝子候補の

3’UTR 配列を挿入）と変異型ベクター（標的遺伝子候補の 3’UTR 配列のうち、

miR-675-5p との相補配列領域を変化させたものを挿入）を作成した。培養した

Jurkat 細胞（ヒト T 細胞性白血病細胞株）から抽出した RNA から PrimeScript 

http://www.targetscan.org/vert_72/
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Reverse Transcriptase (Takara)を用いて cDNA を作成し、ベクター挿入配列

(3’UTR 配列の一部)を PCR 反応で増幅させた。反応に用いた各標的候補遺伝子

の 3’UTR配列増幅用のプライマーの配列は補足表 2に示す。野生型挿入配列を

プラスミドベクター[Zero Blunt TOPO vector (Invitrogen)]でクローニングし

た。続いて、変異型挿入配列を得るために inverse PCR法を用いた(43)。Inverse 

PCR法は野生型配列挿入ベクターを利用し、変異を得たい配列付近にプライマー

を置き増幅する方法である。各標的遺伝子候補の inverse PCR プライマーの配

列は補足表 3に示す。得られた野生型挿入配列と変異型挿入配列は制限酵素（Mlu

Ⅰと SacⅠ）を用いて切断し回収し、ホタルルシフェラーゼレポーターベクター

[pMIR-REPORT miRNA expression reporter vector containing firefly-

luciferase (Thermo Fisher Scientific)(図 7)]と結合させ、ホタルルシフェラ

ーゼ野生型ベクターと変異型ベクターを完成させた。ルシフェラーゼレポータ

ーアッセイには HTR-8/SVneo 細胞を用いた。ホタルルシフェラーゼ野生型ベク

ター (250 ng)または変異型ベクター (250 ng)とコントロールベクターとして

ウミシイタケルシフェラーゼ活性を持つ phRL-TK vector (Promega)を hsa-miR-

675-5p mimic (20 nM)または cel-miR-239b-5p mimic (20 nM)とともにリポフ

ェクションで細胞に導入した。37℃、5%CO2インキュベーター内で 24時間培養後

に Dual-Luciferase Reporter Assay kit (Promega)で細胞溶解液を回収し、

Glomax-Multi Detection System でホタルルシフェラーゼ活性とウミシイタケ

ルシフェラーゼ活性を測定した。ホタルルシフェラーゼ活性は内部コントロー

ルのウミシイタケルシフェラーゼ活性で補正した。実験は 3回繰り返して行い、

平均値を用いて比較解析した。 
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図 7. p-MIR-REPORT ルシフェラーゼベクター（Promega） 

プロモーター活性およびホタルルシフェラーゼ発現領域を持つ。ルシフェラーゼ発現領

域の 3’UTR側の MCS (multi cloning site)内には複数の制限酵素切断領域があり、自

由な配列を挿入することができる。 

 

12. 統計解析 

本研究の全ての統計解析は IBM SPSS Statistics version 25 (IBM, Armonk, 

New York, 米国)を用いて行った。連続変数の群間比較は Student’s t検定、

Mann－Whitney U検定、分散分析（多重検定として Tukey法）で行った。有意水

準 p値<0.05を有意差ありとした。 
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Ⅳ．結果 

1. lncRNA H19 と miR-675-5p はヒト絨毛外栄養膜細胞に高発現している 

妊娠初期胎盤（妊娠 7 週、3例）から分離した EVT細胞と CVT細胞の RNAシー

クエンス解析の結果、lncRNA H19はすべての lncRNAの発現量の合計のうち EVT

細胞では 70.6%、CVT 細胞細胞では 21.3%を占めており、EVT 細胞と CVT 細胞の

いずれにおいても発現量の高い lncRNA であることが示された(図 8A)。特に、

EVT 細胞では最も高発現している lncRNA であった。EVT 細胞と CVT 細胞の発現

比較では、lncRNA H19は CVT細胞に比べ EVT細胞で有意に高発現していた（図

8B）。lncRNA H19由来の miR-675 (miR-675-5pおよび miR-675-3p)のうち、miR-

675-3p には EVT 細胞と CVT 細胞間で発現量に有意な差はみられなかったが、今

回注目した miR-675-5pは EVT細胞で有意に高発現していた(図 8B)。また、妊娠

初期胎盤（8-11週、12例）と後期胎盤（37-38週、10例）における lncRNA H19

と miR-675-5pの発現比較をリアルタイム PCRで行ったところ、lncRNA H19およ

び miR-675-5pはいずれも後期胎盤と比較して EVT浸潤が行われる初期胎盤で有

意に高発現していた（図 8C）。これらの解析結果から、我々は lncRNA H19由来

で特に妊娠初期の EVTに高発現している miR-675-5pの細胞浸潤に関連する機能

解析を行うこととした。 

RNA シークエンスにより得られた EVT 細胞および CVT 細胞におけるｍRNA と

miRNA の発現割合については補足図 1A、有意に発現変動した遺伝子の染色体座

位については補足図 1B に示す。EVT 細胞では有意に発現変動した lncRNA422 種

のうち大部分が(81%)が発現抑制されていた。また、有意に発現変動した

miRNA400 種のうち、14 番染色体上のものは 83 種と多く、その全てが発現抑制

されていた（補足図 1B）。 
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A 

 
B 

 

C 

 

図 8. 栄養膜細胞における lncRNA H19 および miR-675 の発現解析 

(A) 分離培養した絨毛外栄養膜細胞(EVT、妊娠 7週、n=3)と絨毛栄養膜細胞(CVT、妊娠
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7 週、n=3、EVT と同一胎盤から回収)における lncRNA の発現割合（RNA シークエン

ス）。各 lncRNAの発現 read数/全ての lncRNAの発現 read数の合計で示している。 

(B) EVT(妊娠 7週、n=3)と CVT(妊娠 7週、n=3、EVTと同一胎盤から回収)における lncRNA 

H19、miR-675-5p、miR-675-3p の発現比較(RNA シークエンス)。Mean±SD で表示し

ている。Student’s t検定、*p<0.05、**p<0.01 

(C) 妊娠初期胎盤(8-11週、n=12)と後期胎盤(37-38週、n=10)における lncRNA H19およ

び miR-675-5p の発現比較(リアルタイム PCR)。Mann－Whitney U 検定、*p<0.05、

**p<0.01 

 

2. miR-675-5pは絨毛外栄養膜細胞の浸潤を促進する 

miR-675-5p の EVT の浸潤能への影響を検証するため、2 種類の EVT 細胞株

（HTR-8/SVneo細胞、HChEpC1b細胞）を用いて細胞浸潤アッセイを行った。hsa-

miR-675-5p mimicとネガティブコントロールとして cel-miR-239b-5p mimicを

導入した各細胞株の浸潤能を比較したところ、miR-675-5p は HTR-8/SVneo 細胞

および HChEpC1b 細胞の浸潤能を有意に促進した(図 9A)。さらに、我々は miR-

675-5pの EVT細胞株の増殖能への影響も検証した。HTR-8/SVneo細胞、HChEpC1b

細胞ともに miR-675-5p はネガティブコントロールと比較して経時的に細胞 ATP

活性に変化を与えず、増殖能への影響はみられなかった (図 9B)。 

 

A 
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B 

 

図 9. miR-675-5p の EVT細胞株の浸潤能、増殖能への影響 

(A) EVT 細胞株(HTR-8/SVneo、HChEpC1b)を用いた細胞浸潤アッセイ。hsa-miR-675-5p 

mimic(675-5p)または negative control(NC)を導入し、HTR-8/SVneoは 24時間後に、

HChEpC1bは 48時間後に浸潤細胞数を比較した。NC導入細胞の浸潤細胞数を 1.0 と

して示した。実験は 3回行い、Mean±SDで示した。Student’s t検定、*p<0.05、

**p<0.01 

(B) EVT 細胞株(HTR-8/SVneo、HchEpC1b)を用いた細胞増殖アッセイ。675-5p または NC

を導入し、0、24、48、72 時間後に細胞の ATP 活性を測定することで増殖能を比較

評価した。0時間後の ATP活性を 1.0とした。実験は 5回行い、Mean±SDで示した。

Student’s t検定、各評価時点で 675-5pと NCの増殖能に有意差なし。 

 

3-1. miR-675-5pは転写調節因子 GATA2 を標的遺伝子として抑制する 

続いて、miR-675-5p の EVT 細胞浸潤促進能に関与する標的遺伝子について検

証した。Targetscan Human 7.2データベースにより、hsa-miR-675-5pの標的遺

伝子候補を 1,352 種抽出した。これらの遺伝子の中から、過去に細胞浸潤抑制

効果を報告された 12種の遺伝子（BHLHE41、CDKN2A、CHMP1A、DDB2、DRD2、EMILIN1、

GATA2、ING5、LCN2、NOG、RUNX1、SMAD5）に注目した(34, 44-54)(補足表 4)。

miR-675-5p がこれらの遺伝子の発現を抑制しているか検証するため、HTR-

8/SVneo細胞を用いてmiR-675-5p過剰発現試験を行ったところ、BHLHE41、CHMP1A、

GATA2、NOGの発現が有意に抑制された (図 10A、B)。続いて、HTR-8/SVneo細胞
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を用いたルシフェラーゼレポーターアッセイによりこれらの遺伝子が miR-675-

5p の直接抑制を受けているか検証した。miR-675-5pは野生型 GATA2ルシフェラ

ーゼベクターを導入した細胞のホタルルシフェラーゼ活性を有意に抑制したが、

変異型 GATA2 ルシフェラーゼベクター導入細胞のホタルルシフェラーゼ活性は

抑制しなかった (図 10C)。また、ネガティブコントロールとして導入した cel-

miR-239b-5p はいずれの GATA2 ベクターを導入した細胞のホタルルシフェラー

ゼ活性も抑制しなかった (図 10C)。そのほかの標的遺伝子候補(BHLHE41、CHMP1A、

NOG)については、miR-675-5p は各遺伝子の野生型ルシフェラーゼベクター導入

細胞のホタルルシフェラーゼ活性を有意に抑制しなかった (図 10D)。 

これらの結果から、miR-675-5p は転写調節因子 GATA2 を直接抑制しているこ

とが示された。さらに、ウェスタンブロッティングにより、miR-675-5p がタン

パク質レベルでも GATA2を強く抑制していることも確認した (図 10A)。 

A          
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B 

 

C 

 

D 
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図 10. miR-675-5p の標的遺伝子として GATA2を抽出 

(A) EVT細胞株(HTR-8/SVneo、HChEpC1b)における miR-675-5pの GATA2抑制効果の検証。

左: リアルタイム PCR、右: ウェスタンブロット。 

(B) EVT 細胞株 (HTR-8/Svneo)における miR-675-5p の細胞浸潤抑制遺伝子の抑制効果

の検証 (リアルタイム PCR)。 

(C) ルシフェラーゼレポーターアッセイによる miR-675-5p の GATA2 直接抑制効果の検

証。右: ルシフェラーゼベクター挿入配列(GATA2/wild、GATA2/mutant）。左: HTR-

8/SVneoを用いたルシフェラーゼアッセイ。pMIR-GATA2/wildまたは pMIR-GATA2/mutant

を導入した細胞に 675-5p または NC を導入し、24 時間後にホタルルシフェラーゼ活性

を測定した。ホタルルシフェラーゼ活性は同時に導入した pRL-TK ベクターのウミシイ

タケルシフェラーゼ活性で補正した。pMIR-GATA2/mutant および NC を導入した細胞の

ホタルルシフェラーゼ活性を 1.0とした。 

(D) BHLHE41、CHMP1A、NOG を対象としたルシフェラーゼレポーターアッセイ。GATA2 と

同様に行った。pMIR-GATA2/mutant と 675-5p を導入した細胞のホタルルシフェラーゼ

活性を 1.0とした。 

実験は 3回行い、Mean±SDで示した。(A、B)Student’s t検定、(C)Tukey検定: *p<0.05、

**p<0.01 

 

3-2. miR-675-5p は GATA2 抑制を介して MMP13 および MMP14 の発現を上昇さ

せ、EVT 細胞の浸潤を促進する 

miR-675-5p による GATA2 抑制が EVT 細胞の浸潤促進に関与しているのかを検

証するため、siRNA により GATA2 発現を抑制した EVT 細胞株 (HTR-8/SVneo 細

胞、HChEpC1b 細胞)を用いて細胞浸潤アッセイを行った。まず、siGATA2 が EVT

細胞株の GATA2 mRNAと GATA2タンパク質をともに抑制していることをリアルタ

イム PCRとウェスタンブロッティングで確認した (図 11A)。続いて、siGATA2に

より GATA2 を抑制した細胞がコントロールと比べて有意に浸潤能が促進してい

ることを確認した (図 11B)。このことから、GATA2 は EVT 細胞の浸潤に関与し

ていることが示された。 

次に、miR-675-5p/GATA2 による EVT 細胞浸潤促進系の下流因子についての検

証を行った。栄養膜細胞の細胞浸潤促進に関与することが報告されている遺伝
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子（CXCL12、VEGFA、MMP2、MMP9、MMP13、MMP14、MMP15）(9, 10, 55, 56)に注

目し、miR-675-5p 過剰発現および GATA2抑制により EVT細胞株(HTR-8/SVneo細

胞、HChEpC1b 細胞)の発現に変化がみられるかをリアルタイム PCR で確認した 

(図 11C、D)。miR-675-5pは CXCL12、VEGFA、MMP9、MMP13、MMP14の発現を有意

に促進した(HChEpC1b 細胞では CXCL12 と MMP14 の発現に変化はなかった)(図

11C)。これらの中で、GATA2抑制によっても発現が上昇したのは MMP13と MMP14

であった(HChEpC1b細胞では MMP14の発現に変化はなかった)(図 11D)。MMP13と

MMP14 については、タンパク質レベルでも miR-675-5p 過剰発現および GATA2 を

抑制した EVT 細胞株においてその発現が上昇していることを確認した(図 11E)。

これらの結果から、miR-675-5p/GATA2 による EVT 細胞浸潤促進系の下流因子と

して、MMP13と MMP14に注目した。さらに、miR-675-5pを過剰発現させた EVT細

胞株では前駆体である lncRNA H19の発現が有意に上昇しており、miR-675-5pに

よる lncRNA H19のポジティブフィードバック機構の存在が示唆された (図 11C)。 

続いて、MMP13および MMP14が EVT細胞の浸潤に関与しているかを検証するた

め、siRNAにより MMP13および MMP14の発現を抑制した EVT細胞株 (HTR-8/SVneo

細胞、HChEpC1b 細胞)を用いて細胞浸潤アッセイを行った。まず、siMMP13 と

siMMP14 がそれぞれの mRNA およびタンパク質を抑制していることをリアルタイ

ム PCRとウェスタンブロッティングにより確認した(図 11F)。さらに、MMP13お

よび MMP14 を抑制した細胞の浸潤能がコントロールと比べて抑制されているこ

とを確認した (図 11G)。HTR-8/SVneo細胞では HChEpC1b細胞に比べてその傾向

がより顕著であった。これらの結果から、MMP13 および MMP14 は miR-675-

5p/GATA2 系の下流因子として EVT 細胞の浸潤促進に関与していることが示唆さ

れた。 
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図 11. GATA2抑制は MMP13おゆび MMP14の発現を上昇させて EVT浸潤を促進 

(A) EVT 細胞株(HTR-8/SVneo、HChEpC1b)における siGATA2の GATA2 抑制効果の検証。

左: リアルタイム PCR、右: ウェスタンブロット。 

(B) EVT 細胞株(HTR-8/SVneo、HChEpC1b)を用いた細胞浸潤アッセイ。siGATA2 または

si-negative control (siNC)を導入し、HTR-8/SVneoは 24時間後に、HChEpC1bは

48 時間後に浸潤細胞数を比較した。siNC導入細胞の浸潤細胞数を 1.0として示し

た。 

(C、D) EVT細胞株(HTR-8/SVneo、HChEpC1b)における細胞浸潤促遺伝子の発現解 

析（リアルタイム PCR）。(C) hsa-miR-675-5p mimic(675-5p)および negative 

control(NC)導入 48時間後の比較。(D)siGATA2および siNC 導入 24時間後の比較。 

(E)EVT 細胞株(HTR-8/SVneo、HChEpC1b)における MMP13、MMP14の発現解析(ウェ 

スタンブロット)。左: 675-5pおよび NC導入 48時間後の比較。右: siGATA2 

および siNC導入 24時間後の比較。 

(F) EVT 細胞株(HTR-8/SVneo、HChEpC1b)における siMMP13、siMMP14の GATA2 抑制効果

の検証。左: リアルタイム PCR、右: ウェスタンブロット。 

(G) EVT 細胞株(HTR-8/SVneo、HChEpC1b)を用いた細胞浸潤アッセイ。siMMP13、siMMP14
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または siNC を導入し、HTR-8/SVneo は 24 時間後に、HChEpC1b は 48 時間後に浸潤

細胞数を比較した。siNC導入細胞の浸潤細胞数を 1.0 として示した。 

実験は各々3回繰り返して、Mean±SDで示した。Student’s t検定、*p<0.05、**p<0.01 
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Ⅴ．考察 

 今回我々は、胎盤に高発現している lncRNA H19より産生される miR-675-5pが

妊娠初期の EVT 細胞の浸潤に重要な役割を担っているのではないかと仮説を立

てた。そして、本研究において、miR-675-5p は EVT 細胞の浸潤を促進している

ことを示した。さらに、そのメカニズムとして miR-675-5pが転写調節因子 GATA2

の抑制を介して MMP13 および MMP14 の発現を促進させていることを明らかにし

た。 

 本研究での EVT 細胞と CVT 細胞の遺伝子発現比較では、lncRNA H19 と miR-

675-5p は妊娠後期に比べて初期の胎盤で有意に高発現していた(図 8C)。また、

RNA シークエンス解析により、CVT 細胞から EVT 細胞に分化する過程で lncRNA 

H19 と miR-675-5p の発現が促進していることが明らかになった (図 8B)。この

ことは、妊娠初期に栄養膜細胞が EVT に分化し子宮脱落膜内に浸潤していく過

程において、lncRNA H19および miR-675-5pが重要な役割を果たしている可能性

を示唆している。EVT 浸潤のみられる妊娠初期(10～18 週)は絨毛細胞は低酸素

状態下にある(57)。また、lncRNA H19および miR-675-5pの発現は低酸素状況下

で上昇することが報告されている(58, 59)。これらの点からも、妊娠初期の EVT

細胞において H19および miR-675-5pの発現が亢進し、その浸潤に寄与している

ことが推察される。 

 miR-675-5p の胎盤栄養膜細胞における役割についての報告は過去にいくつか

あるが、いずれも細胞増殖能への影響について述べたものである。Gaoらは、VT

細胞株（JEG3細胞）を用いて、miR-675-5pが TGFβ(transforming growth factor 

β)ファミリーに属する NODALのインヒビターである NOMO1を直接抑制すること

で細胞増殖を抑制していることを示した(28)。また、Keniry らはマウス栄養膜

幹細胞モデルを用いて miR-675-5pが成長促進因子の Igf1の受容体である Igf1r
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を抑制して細胞増殖を抑制していることを示した(31)。しかし、本研究結果では

miR-675-5pによるヒト EVT細胞株の増殖能の変化はみられなかった。一方、miR-

675-5p の胎盤栄養膜細胞の浸潤能への影響について検証した報告はこれまでに

なかった。本研究は、miR-675-5p が EVT 細胞の浸潤を促進していることを示し

た最初の報告である。 

多くの研究により、様々な miRNA が栄養膜細胞の浸潤にその標的遺伝子を介

して関与していることが報告されている(60-62)。miR-675-5pと細胞浸潤の関連

については、癌領域の研究においては複数報告されている(32-36)。しかし、miR-

675-5p が細胞浸潤の促進因子として働くのか、抑制因子として働くのかについ

ては報告により結論は様々であった。Zheng らは miR-675-5p が腫瘍抑制遺伝子

RB1を抑制して神経膠腫細胞の移動、浸潤能を促進することを示した(32)。また、

Zhou らは食道扁平上皮癌細胞において miR-675-5p が成長因子シグナル系に関

与する REPS2 を抑制して細胞浸潤および増殖を促進することを明らかにした

(33)。一方、Heらは miR-675-5pが癌遺伝子 GPR55の発現を抑制することで肺非

小細胞癌細胞の浸潤、増殖を抑制していると報告した(35)。Wangらも miR-675-

5pの細胞浸潤抑制能を甲状腺乳頭癌細胞を用いて示し、その標的遺伝子が MAPK1

であることを明らかにした(36)。これらの報告から、miR-675-5p の細胞浸潤能

への作用は組織・細胞により異なっていると考えられる。本研究の細胞株を用い

た検証では、miR-675-5p が転写調節因子 GATA2 の抑制を介して EVT 細胞の浸潤

を促進していることが明らかになった。 

胎盤栄養膜細胞の浸潤は、様々な細胞シグナルパスウェイ(MAPK シグナル、

PI3K/AKTシグナル、JAK-STATシグナル、Wntシグナル、Rho/ROCKシグナル、TGF

βファミリーシグナルなど)により複雑に制御されていることが知られている

(63, 64)。これらのシグナルパスウェイの下流エフェクターとして、マトリック
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スメタロプロテアーゼ (MMPs)に属し細胞基底膜の分解に関与する MMP2と MMP9

は EVT 細胞に豊富に発現して、その浸潤を促進することが報告されている(10, 

63, 65-67)。本研究結果では、miR-675-5pは EVT細胞株の MMP2の発現には影響

を与えなかったが、MMP9の発現を有意に促進させた(図 11C)。本研究で miR-675-

5p の標的であることが明らかになった GATA2を抑制した際に MMP2、MMP9ともに

発現の変化はみられなかったことから(図 11D)、miR-675-5p による EVT 細胞株

の MMP9 の発現促進作用は別の経路や標的遺伝子を介しているのかもしれない。 

 GATA2は亜鉛フィンガータンパク質に属し、様々な生理学的および生物学的反

応の過程を担う GATAタンパクファミリー(GATA1-6)の一つであり、血球，血管，

泌尿器，神経など幅広い組織に発現して組織の発生や恒常性維持に重要な役割

を果たしている(68, 69)。また、造血幹細胞の分化に重要な役割を果たしてお

り、GATA2に変異がある場合には骨髄異形成症候群や急性骨髄性白血病などの造

血系腫瘍の発症リスクが増大することが報告されている(68)。GATA2は胎盤栄養

膜細胞にも高発現しており(70)、PL1 (placental lactogen)や proliferinなど

のホルモンを産生に関与しているが(71, 72)、胎盤における役割についてはま

だ十分に明らかになっていない。また、GATA2と栄養膜細胞の浸潤能への関与を

示した報告はこれまでにない。一方で、GATA2と癌細胞浸潤との関連については

いくつか報告されているが、腫瘍促進因子として働くか抑制因子として働くか

は癌種、組織により異なっているようである。Wangらは、GATA2は EGFR/ERK/Elk-

1 シグナルを活性化させることで神経膠腫細胞の浸潤を促進することを示した

(73)。また、Wangらは GATA2が癌抑制遺伝子 PTENの転写を活性化させるアンド

ロゲンレセプターを阻害することで乳癌細胞の浸潤・転移能を亢進させること

を明らかにした(74)。一方で、詳細なメカニズムは明らかではないものの、Liら

は肝細胞癌において GATA2 の抑制は、その浸潤能の促進につながることを示し
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た(49)。このように、種々の癌細胞において GATA2はその浸潤能に影響を与えて

いる。本研究では、GATA2の抑制により EVT細胞の浸潤能が有意に促進すること

を示した(図 11B)。また、GATA2の抑制により MMP13および MMP14の発現が有意

に上昇しており、これらが下流エフェクターとして EVT 細胞の浸潤促進に寄与

している可能性が示唆された。 

MMP14 は様々な細胞接着因子(Ⅰ-Ⅲ型コラーゲン、インテグリンなど)の分解

を担う膜型 MMPs に属し、血管新生や細胞浸潤を促進することが知られている

(75-78)。また、MMP14 はヒト胎盤、特に妊娠初期の EVT 細胞に高発現している

ことが報告されている(79, 80)。Wang らは EVT 細胞株(HTR-8/SVneo 細胞)を用

いて MMP14 が Notch1 および PI3KlAkt シグナルを介して細胞浸潤を促進するこ

とを示した(81)。また、Majali-Martinezらもヒト胎盤栄養膜細胞における MMP14

の細胞浸潤促進能を明らかにした(82)。MMP13（コラゲナーゼ 3）はⅠ型および

Ⅱ型コラーゲンなどの繊維性コラーゲンの分解を担い、様々な癌細胞の浸潤を

促進する(55, 83-86)。興味深いことに、Knauperらは線維芽細胞において MMP14

が MMP13 タンパク質をそのプロペプチド領域の分解を阻害することにより活性

化させることを報告している(87)。また、MMP13はⅠ型コラーゲンの豊富な骨関

節組織に豊富に発現し骨の形成や代謝、血管新生などに関与していることが知

られている(55)。胎盤栄養膜における MMP13 の働きについてはまだほとんど明

らかになっていないが、Sinaiらはヒト胎盤の子宮脱落膜内には豊富なⅠ型コラ

ーゲンが存在していることを電子顕微鏡による観察で示しており(88)、EVT細胞

における MMP13 の発現亢進は脱落膜内のⅠ型コラーゲンを分解しながら自身の

浸潤を促進させていく可能性を示唆していると考えられる。本研究でも細胞株

を用いた細胞浸潤アッセイにより、MMP14および MMP13が EVT細胞の浸潤促進に

関与していることを改めて示した(図 11G)。 
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本研究はいくつか検証の予知を有している。まず、本研究では miR-675-5pの

EVT浸潤能への影響の評価および遺伝子発現解析を EVT細胞株で行った。EVT細

胞株は EVTに特異的なマーカー(HLA-G, CK7, CD9など)を発現し、細胞浸潤や増

殖を促進するような遺伝子発現パターンをとる一方で、アレイ解析などで

primary 細胞や組織と比較したクラスター解析では完全には一致した集団では

ないことも示されている(38, 89, 90)。今後、primary のヒト栄養膜細胞や vivo

モデルによる機能・病態解析が必要である。また、本研究では miR-675-5pは EVT

細胞株の増殖能には影響を与えなかったが、上述のように miR-675-5pが栄養膜

細胞の増殖を抑制すると報告した研究がいくつかある(28, 31)。miR-675-5pが

栄養膜細胞の増殖抑制と浸潤促進に関与しているのであれば胎盤発達において

は矛盾しているようにもみえるが、妊娠時期により miR-675-5pの発現が変化す

るだけでなく、作用も異なってくるのかもしれない。また、miR-675-5pは EVT浸

潤が行われる妊娠初期胎盤でより高発現していた(図 8C)が、その発現がどの程

度 lncRNA H19由来であるのかについては示せていない。miR-675-5pの EVT細胞

における発現上昇は有意ではあるものの lncRNA H19 に比べて軽度であった(図

8B)。妊娠高血圧腎症患者の胎盤の発現解析では lncRNA H19と miR-675-5pの発

現は相関して変動することが示されている一方、マウス胎盤では妊娠期間にお

ける lncRNA H19 の発現変動に比べて miR-675-5p のそれは小さいとされている

(28, 31)。ヒト胎盤における lncRNA H19および miR-675-5pの妊娠期間におけ

る発現変動・相関についてはさらなる検証を要する。本研究では miR-675-5pの

EVT細胞株の浸潤促進作用の下流エフェクターとして MMP9, MMP13, MMP14 に注

目した。MMPは pro-MMPとして発現し、プロドメインが切断されることで活性型

として機能することが分かっている(83)が、今回はリアルタイム PCR とウェス

タンブロッティングのみでしか発現評価を行っておらず、これらの MMP の活性
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状態についても検証を要する。さらに、今回行った RNA シークエンスにより、

EVT 細胞では多くの lncRNA の発現が抑制されていたことや、14 番染色体上の

miRNA の発現が有意に抑制されていたことなども分かった。14 番染色体上には

胎盤特異的な miRNAクラスター (C14MC: chromosome 14 microRNA cluster)が

あることから(91)、これらの発現変動と EVT の浸潤能への関連は今後の研究対

象となりうる。 

本研究により、miR-675-5p が EVT 細胞の浸潤を促進することを明らかにし、

そのメカニズムとして“miR-675-5p-GATA2-MMP14/MMP13”モデルを示した（図

12）。miR-675-5pは胎盤形成に重要な役割を担っていると考えられる。したがっ

て、妊娠初期の EVT細胞における miR-675-5pの発現異常は EVTの浸潤不全を引

き起こし、妊娠高血圧腎症や胎児発育不全などの胎盤関連疾患の病態形成の原

因となっているかもしれない。一方、lncRNA H19 は miR-675-5p の産生以外に

も、転写調節、そのほかの miRNAとの競合、など様々な役割を持つことが報告さ

れているが(23, 24)、本研究では lncRNA H19自体の EVT細胞における機能につ

いては未検証であり、今後の研究課題である。また、lncRNA H19および miR-675-

5p は血中でも検出されることが分かっている(92-94)。初期妊婦の末梢血におけ

る lncRNA H19 および miR-675-5p の発現を確認し、その妊娠転帰を追うことで

将来的には妊娠高血圧腎症や胎児発育不全などの疾患の発症予知マーカーとし

て評価・臨床応用できる可能性があると考えている。 
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図 12. EVT浸潤における“miR-675-5p-GATA2-MMP14/MMP13”モデル  

 

 

 

Ⅵ．結語 

今回我々は、妊娠初期の EVT 細胞に高発現している lncRNA H19 由来の miR-

675-5p が EVT 細胞の浸潤を促進していることを明らかにした。また、そのメカ

ニズムの一つとして、miR-675-5p による転写調節因子 GATA2 の抑制を介した

MMP14 および MMP13 の発現促進が関与している可能性を示した。“miR-675-5p-

GATA2-MMP14/MMP13モデル”は胎盤形成の一端を担っている可能性がある。
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Ⅶ．補足 

補足表 1. リアルタイム PCR用プライマー配列 

遺伝子 プライマー配列
F GATCGGTGCCTCAGCGTT  
R TCATGTCCTGCTTGTCACGTC
F TGCCCTTCAGATTGTAGCCC
R GTGGGTCTAGCGGAAAGTCC 
F GAGGAGCAGTTACGGTCTGTG
R TCCTTTCCTTAGCTGACACTTGT
F GATACCCCTTTGACGGTAAGGA
R CCTTCTCCCAAGGTCCATAGC
F AGCGACAAGAAGTGGGGCTT
R ATGATCTAAGCCCAGCGCGT
F ATGCTTTTCCTCCTGGGCCA
R CAGGGTCCTTGGAGTGGTCA
F GAGCTCAGGGCAGTGGATAG
R GGTAGCCCGGTTCTACCTTC
F CAGGCCACACCTTCTTCTTC
R CCAGTATTTGGTGCCCTTGT
F CATCAAGCCCAAGCGAAGACT
R CAGCTCCTCGAAGCACTCCG
F GCATGAAACGAGACGACACC
R CGCTCCCCATTCTGTAAAGC
F TAGAAGCAGGCATGCGTAGG
R ATCGGGGATGTAATGCCAGG
F AGAGTGTGCCCGTGTGTATG
R TGGAGTCCTCCATCACCGAT
F CTCCTCAATGGAGGGAACAA
R GTGACCACCATTCGGCTACT
F GCTGGAAGCCTCAAGCAG
R ACCAGGACAGATTCAGTGGA
F AGCTACCCTCCTCGAGGTTT
R CGGCGGTACATGATGCTTTG
F GGGAGATGATTGGCTGTG
R CCTTTGGGTTTCGTGGTA
F TCACCTCCGTCCTGTTTAGG
R CGAAGTCAGCTCCTTGGTTC
F AAGCTGCGGAGGAAGTTACA
R GTACAGCACGGGGCAGAA
F CCGAGAACCTCGAAGACATC
R GATGGTTGGATCTGCCTTGT
F GCTTTCATCCCACCACTGTCTGTA
R CCTGCCGGTGATATTCTGCTC
F AGTTGGTGGAGCGATTTGTC
R CGGACATCTAAGGGCATCAC

18S

GATA2

H19

CXCL12

VEGFA

MMP2

MMP9

MMP13

BHLHE41

CDKN2A

CHMP1A

DDB2

DRD2

SMAD5

EMILIN1

ING5

LCN2

NOG

RUNX1

MMP14

MMP15
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補足表 2. ルシフェラーゼベクターへ挿入する遺伝子の 3’UTR 内配列増幅プライマー

配列 

遺伝子 プライマー配列 増幅塩基長 (bp)
F GAGGGAGCTCACCCTTAGCAGCCCAGCAT
R ACGCACGCGTCACCAAGTCTCCAAGTCCTTGTT
F GAGGGAGCTCAGGAGGTTCAAGCAGAGTGAGAAGTT
R ACGCACGCGTCACCTAGCTCAGCCACAGAACAG
F GAGGGAGCTCGCCCTGTGGACTTTCACCC
R ACGCACGCGTGAGACACCACCCCTGGAGTG
F GAGGGAGCTCCTGCTTCAGTAAGCGCTCGTG
R ACGCACGCGTGCTAGAGGGTGGTGGAACTGGT

GATA2

BHLHE41

CHMP1A

NOG

327

341

287

261
 

 

補足表 3. ルシフェラーゼ変異(mutant)ベクター作成用 inverse PCRプライマー配列 

遺伝子 プライマー配列

F tgagaggctgcctccacgcctgaccgctgcCCAGGT
R gcagcggtcaggcgtggaggcagcctctcaGCGGTG
F ttgctcatcaccacgccccccaccCCCCACCCTCCACACACTAA
R ggtggggggcgtggtgatgagcaaAACAGGAACTCCG
F gaggcctctaccacgcccctcagcggGCAGGAGGT
R ccgctgaggggcgtggtagaggcctcAGGGAGTTGTTTGG
F ggggccccctgcccacgcccggacacttgaTCGATC
R tcaagtgtccgggcgtgggcagggggccccCGA

GATA2

BHLHE41

CHMP1A

NOG

＊相補配列は小文字で示す  

 

補足表 4 miR-675-5p標的候補かつ細胞浸潤抑制遺伝子 

 

＊The Context++ score: 14 の項目 (遺伝子の 3’UTR 長、AU 配列、open reading frame 長な

ど)をもとに計算されたスコア。この値が低いほど標的遺伝子である可能性が高いこと

を示す (107)。 

遺伝子
標的候補配列

の数

miR-675-5p seed配列との

相補塩基数 (bp)
The context++

score これまでに報告された腫瘍組織

BHLHE41 1 8 -0.55 乳癌 [Montagner M. 2012  (44)]、子宮内膜癌 [Liao Y. 2014 (95)]
CDKN2A 1 8 -0.76 乳癌 (Yang X. 2017 (45)]、メラノーマ [Zeng H. 2018 (96)]
CHMP1A 1 8 -0.55 腎細胞癌 [You Z. 2012 (46)]、膵臓癌 [Li J. 2008 (97)]

DDB2 1 7 -0.48 大腸癌 [Costa V. 2017 (34)]、乳癌 [Ennen M. 2013 (98)]、
頭頸部癌 [Bommi PV. 2018 (99)]

DRD2 1 7 -0.34 下垂体腫瘍 [Peverelli E. 2016 (47)]、胃癌 [Huang H. 2016 (100)]
EMILIN1 1 7 -0.28 胃癌 [Qi Y. 2019 (101)]
GATA2 1 7 -0.27 肝細胞癌 [Li MW. 2014 (49)]

ING5 1 7 -0.16 食道扁平上皮癌 [Zhang GJ. 2018 (50)]、
肺癌 [Liu XL. 2017 (102)]、胃癌 [Gou WF. 2015 (103)]

LCN2 1 8 -0.77 大腸癌 [Kim SL. 2017 (51)]

NOG 1 7 -0.41 乳癌 [Guo D. 2012 (52)]、肝細胞癌 [Maegdefrau U. 2012 (104)]、
卵巣癌 [Theriault BL. 2007 (105)]

RUNX1 1 7 -0.30 前立腺癌 [Zhang G. 2018 (53)]、肺腺癌 [Ramsey J. 2018 (106)]
SMAD5 1 6 -0.14 食道癌 [Zhang Q. 2018 (54)]
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補足図 1 

A 
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B 
 

 
(A) 分離培養した絨毛外栄養膜細胞(EVT、妊娠 7週、n=3)と絨毛栄養膜細胞(CVT、妊娠 7週、n=3、EVTと同一胎盤から回収)における

mRNA および miRNAの発現割合（RNAシークエンス）。各遺伝子の発現量/全ての lncRNAの発現量の合計で示している。 

(B) EVT 細胞と CVT細胞間での有意発現変動遺伝子の数とその染色体座位。サンプルは(A)と同じ。発現量は RNAシークエンスで評価

し、EVT/CVT発現量比は log2 fold change (EVT/CVT)で示している。有意発現変動遺伝子: log2 fold change ≥ 1、q < 0.05 
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