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研究成果の概要（和文）：本研究では、Silver-Russell症候群患およびBeckwith-Wiedemann症候群の生殖補助医
療（ART）由来と非ART由来の患者末梢血のDNAメチル化を比較し、ARTのリスク要因について評価した。非ART群
と比較して、ART群はDNAメチル化可変領域（DMV）が多く、ゲノムの広範囲に広がっていた。また、DMVは脱メチ
ル化よりもメチル化されている頻度が高く、精子でメチル化される領域で起こりやすいことが明らかとなった。
以上より、ARTにおけるDMVは授精操作、体外培養に用いられる培養液等によって影響を受けた可能性が示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：In this study, we compared comprehensive DNA methylation in peripheral blood
 with assisted reproductive technologies (ART)-conceived and spontaneously conceived imprinting 
disorders (Silver-Russell syndrome and Beckwith-Wiedemann syndrome) patients to evaluate risk 
factors for ART. We found that ART-conceived patients had incomplete and more widespread DNA 
methylation variations (DMVs) than spontaneously conceived patients, especially in sperm-specific 
methylated regions. These results suggest that the imprinting disorders related to ART might tend to
 take place just after fertilization at a time when the epigenome is most vulnerable and might be 
affected by the techniques of manipulation used for in vitro fertilization or intracytoplasmic sperm
 injection and the culture medium of the fertilized egg.

研究分野： 分子生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
晩婚化の社会情勢に伴い、生殖補助医療（ART）が急速に普及してきた。しかし、これまで非常に稀であったゲ
ノムインプリンティング（GI）異常症の発症頻度が増加していることが世界中で報告されている。本研究では、
ART由来のGI異常症と非ART由来の患者末梢血のDNAメチル化を比較し、ARTのリスク要因について評価した。その
結果、DNAメチル化可変領域はARTにおける体外受精または顕微授精操作、体外培養に用いられる培養液等によっ
て影響される可能性が示唆された。本研究成果はARTにおける疾患発症予防に繋がることが期待できる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 晩婚化の社会情勢に伴い、生殖補助医療（ART）が急速に普及してきた。しかし、同時にこれ
まで非常に稀であったゲノムインプリンティング（遺伝子刷り込み: GI）異常症の発症頻度が増
加していることが世界中で報告され、注目されている。これには、GI が確立する時期の配偶子
や受精卵が、環境変化（排卵誘発、配偶子操作、培養液など）に対して非常に脆弱であり、その
時期に ART により操作する事が様々な異常を招く原因である可能性が高い。GI 異常は、先天性
疾患だけでなく、周産期異常、乳幼児の身体的、精神的発育・発達、性格、行動異常等にも関連
する。さらに、癌や生活習慣病などの成人性疾患の原因となりうるため、次世代社会の最重要な
問題として早急に実態を把握し、適切な対応が必要とされる。しかしながら、ART 由来の先天性
GI 異常症が発症するのか、そのリスク要因は何であるのか、これまで全く明らかではない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、ART由来の先天性GI異常症と非ART由来の患者末梢血のDNAメチル化を比較し、
メチル化異常のパターン分析により、ART のリスク要因について評価する。 
 
３．研究の方法 
（１）サンプルの収集 
 ART を受けた疾患患者（SRS:５名、BWS：２名）、自然発症の患者（SRS：５名、BWS：７名）、健
常児（10 名）について解析した。ヘルシンキ宣言（エジンバラ改訂）、臨床研究に関する倫理指
針（厚生労働省）に従い、本研究を実施した。東北大学医学部倫理委員会より、研究プロトコー
ルの承諾を得た。研究対象者の登録にあたっては、機密保護に十分に配慮した。すなわち研究対
象者の同定や照会は研究登録番号、症例イニシャル、生年月日を用いて行うこととし、直接患者
を識別できる情報は事務局のデータベースには登録していない。また、本研究に係わる臨床記録、
検査データ、同意に関する記録など医療機関において作成されたものについては保管責任者が
鍵のかかるキャビネットに保管した。 
 
（２）Reduced Representation Bisulfite Sequencing（RRBS）による系統的、網羅的全ゲノム
のメチル化解析 
 ARTおよび非ARTの先天性GI異常症SRSおよびBWS患者および健常児の末梢血からゲノムDNA
を抽出した。10ng のゲノム DNA を制限酵素 MspI で消化し、末端を修復した後、5メチルシトシ
ンを含むメチル化アダプターとライゲーションした。次に、電気泳動で 150-350bp の DNA 断片を
回収、精製した後、Bisulfite 処理を行った。Bisulfite 処理 DNA を鋳型として、インデックス
付きプライマーを用いて、PCR により増幅し、RRBS ライブラリーを作製した。作製したライブラ
リーのサイズ分布の確認および濃度を定量した後、次世代シークエンサーHiSeq2000（Illumina）
にて塩基配列を決定した。次世代シークエンサーにより得られた塩基配列データは、Bismark で
hg19 ヒトゲノムにマッピングし、5 リード以上マッピングされた CpG について解析した。
Bisulfite 置換効率は non-CpG の置換効率によって算出した。CpG のメチル化はプロモーター（転
写開始点から±0.5kb）、遺伝子領域、CpG アイランド、CpG アイランドショア、CpG アイランド
シェルフ、LINE、SINE、LTR、Repeat DNA、SVA およびシンプルリピートについて、それぞれの領
域毎のメチル化率を算出し、健常児平均と比較して 7.5％のメチル化変化かつ FDR が 0.05 未満
の領域を DNA メチル化変動領域（DNA methylation variation: DMV）とし、ART 群と非 ART 群を
比較した。プロモーターにおけるメチル化異常領域については、Gene Ontology(GO)解析による
生物学的機能解析を行った。 
 
（３）エクソーム解析 
SRS および BWS 患者および健常児の 1μg の末梢血ゲノム DNA をソニケーターで断片化後、末

端を修復し、インデックス用アダプターとライゲーションした。その後、Agilent SureSelect V5
＋UTRs を用いて、エクソン領域内の DNA 断片を濃縮し、回収した。次に、PCR により増幅し、ラ
イブラリーを作製した。作製したライブリーのサイズ分布の確認および濃度を定量した後、次世
代シークエンサーHiSeq2000 にて塩基配列を決定した。SIFT および PolyPhen-2 予測アルゴリズ
ムにより、DNA メチル化やエピジェネティクス制御に関わる遺伝子の非同義塩基変異を探索した。 
 



４．研究成果 
（１）SRS 患者末梢血の RRBS 法による DNA メ
チル化解析 
 ART 及び非 ART の SRS 患者について解析し
た結果、プロモーター、遺伝子領域、CpG アイ
ランド、CpG アイランドショア、CpG アイラン
ドシェルフ、SINE、LTR およびシンプルリピー
トの領域において、DMV の数は ART 群の方が
有意に多く、また、高メチル化されている領
域が多かった（図 1）。常染色体上における DMV
の分布を検討したところ、ゲノム全体にラン
ダムに分布していた（図 2）。SRS で DMV を示
した 83 のプロモーター領域（79 遺伝子）の
DMV を生物学機能解析に供試したが、濃縮さ
れた GO term はひとつも得られなかった。次
に生殖細胞におけるメチル化パターンで DMV
を分類した結果、ART 群では精子でメチル化
される領域が多かった（図 3）。精子でメチル
化されている領域は、受精後の 1 細胞期で速
やかに脱メチル化されるものが多いため、ART
群の DMV は、受精操作または培養操作によっ
て誘引された可能性が示唆された。 
 
（２）BWS 患者末梢血の RRBS 法による DNA メ
チル化解析 
 SRS 同様に、ART 及び非 ART の SRS 患者に
ついて解析した結果、プロモーター、ジーン
ボディ、CpG アイランド、CpG アイランドショ
ア、CpG アイランドシェルフ、SINE およびシ
ンプルリピートの領域において、DMV の数は
ART 群の方が有意に多く、また、高メチル化
されている領域が多かった。常染色体上にお
ける DMV の分布を検討したところ、ゲノム全
体にランダムに分布していた。BWS で DMV を
示した 64のプロモーター領域（61 遺伝子）の DMV を生物学
機能解析に供試したが、濃縮された GO term はひとつも得
られなかった。次に生殖細胞におけるメチル化パターンで
DMV を分類した結果、SRS 同様に ART 群では精子でメチル化
される領域が多かった。 
 
（３）エクソーム解析による DNA メチル化異常の原因遺伝
子の探索 
 SRS および BWS 患者の末梢血ゲノム DNA の非同義塩基変
異について、DNA メチル化酵素 DNMT1、DNMT3A、DNMT3B、
DNMT3L、メチル化基質合成酵素遺伝子 MAT2A、DNA メチル化
関連因子 CTCF、YY1、NLRP2、NLRP5、NLRP7、KHDC3L、ZFP57、
UHRF1、ARID4A、ARID4B、MBD3 の変異を探索した。その結果、
DNMT1 遺伝子に２つの Single Nucleotide Variant (SNV)、NLRP2 遺伝子に２つの SNV、NLRP7 遺
伝子に 1 つの SNV および KHDC3L 遺伝子に 1 つの SNV が明らかになった（表 1）。これらの SNV
は全て非同義置換 SNV であった。予測アルゴリズム SIFT および PolyPhen-2 の解析の結果、
KHDC3L 遺伝子の機能に重大な影響を及ぼすような非同義塩基変異が明らかになった。 

 
 本研究では、SRS 患者および BWS 患者について、ART 由来と非 ART 由来患者の DNA メチル化を
RRBS 法にて解析し、その特長を調べた。その結果、ART 由来の場合では DMV の数が多く、広範囲
に広がっていた。また、DMV は脱メチル化よりもメチル化されている頻度が高く、さらに、DMV

図1 常染色体上におけるDMVの分布

図2 常染色体上におけるDMVの分布

図3 DMVの生殖系列特異的メチル化パターン



は精子でメチル化される領域で起こりやすいことが明らかとなった。これらの DNA メチル化異
常の結果から、生殖細胞系列過程におけるメチル化の獲得より、むしろ脱メチル化に異常が生じ
たもの、すなわち、受精以降にメチル化異常の原因があると考えられた。以上の結果より、DMV
は ART における体外受精（IVF）または顕微授精（ICSI）操作、体外培養に用いられる培養液等
によって影響される可能性が示唆された。また、これらの成果は、Clinical Epigenetics 誌に
投稿し、掲載された（Hattori H, Hiura H(co-first author) et al. 2019）。 
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