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研究成果の概要：出生前後の成長障害を主症状とするシルバーラッセル症候群患者 60 例にお

いて、末梢血および胎盤のメチル化解析および遺伝子発現解析を行った。メチル化異常例では 
IGF2 が成長決定因子であり、その発現低下が胎盤と胎児の発育に悪影響を及ぼすこと、メチ

ル化正常例は環境因子によるものと他の胎児・胎盤発育に関与する未知の遺伝子異常に起因す

るものとに大別されること、胎盤にはメチル化非依存性のインプリンティング調節機構が存在

すること、が示唆された。 
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研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：内科系臨床医学・小児科学 
キーワード：遺伝学、成長障害、エピジェネティクス 
 
１．研究開始当初の背景 
シルバーラッセル症候群 (SRS) は出生前後
の成長障害に加えて、相対的な頭囲拡大、逆
三角形の顔貌、骨格の左右非対称、第 5 指の
内彎などの奇形徴候を伴う先天奇形症候群
である。11p15.5 領域に存在するインプリン
ティング調節領域である H19-メチル化可変
領域 (H19-DMR) における低メチル化のエ
ピ変異が、SRS の 30–65％に認められること
が近年報告されている。父性発現インプリン
ティングを示す胎児成長因子 Insulin-like 
growth factor 2 (IGF2) と、母性発現インプ

リンティングを示すガン抑制遺伝子 H19 と
は、共通のエンハンサーの支配を受けており、
その発現は H19-DMR のメチル化状態によ
って規定される。CTCF はインスレーターと
し て 機 能 し 、 母 親 由 来 の 非 メ チ ル 化
H19-DMR にのみ結合し、父親由来のメチル
化 H19-DMR には結合しない。この結果、エ
ンハンサーは父親由来アレルでは IGF2 に、
母親由来アレルでは H19 に作用し、
H19-DMR のメチル化の有無により IGF2 と
H19 とは相補的な発現を示す。この父親由来
のメチル化 H19-DMR に低メチル化のエピ



変異が起こると、このドメインが母親由来の
ように機能し、胎児成長因子 IGF2 の発現低
下に伴い SRS の表現型を呈すると考えられ
る。実際にこのエピ変異を呈する SRS 症例
の皮膚線維芽細胞では IGF2 遺伝子の発現が
低下することが示されている。こうした知見
に加えて、SRS の 7–10％に第 7 番染色体の
母性片親性ダイソミー (matUPD7) が合併
することから、SRS は主にインプリンティン
グ異常による疾患であると考えられる。この
観点では、H19-DMR に隣接するもう一つの
インプリンティング調節領域 KvDMR1 の高
メチル化のエピ変異も、細胞増殖抑制因子で
ある CDKN1C の過剰発現などのメカニズ
ムを介して SRS を発症する可能性があるが、
そのような報告はこれまでなされていない。 
 
２．研究の目的 
ゲノムインプリンティングは胎盤を持つ哺
乳類にのみ進化的に認められる現象であり、
ほぼ全てのインプリンティング遺伝子は胎
盤で強く発現し、胎盤の成長発達に重要な役
割を果たすことが知られている。しかしなが
ら、我々の matUPD7 での胎盤低形成の報告
以外に SRS の胎盤に関する報告はなく、ま
た、インプリンティング異常と SRS の表現
型に関する知見も不十分である。そこで本研
究では、SRS 症例を集積し、個体と胎盤にお
けるインプリンティング遺伝子の分子遺伝
学的解析と、エピ遺伝子型－表現型の関係の
検討を行った。 
 
３．研究の方法 
（１）対象 
対象は日本人SRS 患者60例と正常対照40例
である。全ての SRS 患者は、①出生前の成長
障害 (出生時体重・身長が-2.0SD 以下) に加
えて、生後の成長障害、相対的頭囲拡大、逆
三角形の顔貌、骨格の左右非対称、第 5指の
内彎、の 5 項目のうち 3 項目以上を満たす、
②内分泌、骨系統疾患なし、③核型正常、④
matUPD7 および 14 の除外、という選出基準を
満足した。本研究は、全ての患者から文書で
の同意を得て、国立成育医療センター倫理委
員会の承認の下で行われた。 
 
（２）メチル化解析 
ゲノム DNA は重亜硫酸塩で処理すると、非メ
チル化シトシンはウラシルに変換されるが、
CpG 配列のメチル化シトシンは変換されない。
これを利用して、Combined bisulfite 
restriction analysis (COBRA) 法や重亜硫
酸塩シークエンシング法でメチル化解析を
行った。 
COBRA 法では、CpG 配列を含まず、メチル化
アレルと非メチル化アレルの両方に同等に
結合するプライマーを用いて、対象患者の重

亜硫酸塩処理ゲノム DNA における H19-DMR と
KvDMR1 をそれぞれ PCR 増幅した後、メチル化
アレルのみを選択的に切断する制限酵素で
処理した (図 1a)。この産物を電気泳動し、
切断されるメチル化バンドと、切断されない
非メチル化バンドの濃度比からメチル化係
数を算出した。正常対照 40 例も同様に解析
することでメチル化係数の正常値を決定し、
この範囲を上回るものを高メチル化、下回る
ものを低メチル化と判定した。 
重亜硫酸塩シークエンシング法では、PCR 産
物をサブクローニングし、直接シークエンス
法により約 30 クローンの塩基配列を解析し
た。また親由来を判定するために H19-DMR 内
の SNP の塩基配列を解析した (図 1a)。 
 
（３）発現解析 
白血球と胎盤のサンプルを用いて IGF2 およ
び H19 の発現を解析した。白血球および胎盤
RNA を用いて RT-PCR を行い、GAPDH 濃度をサ
ンプル間で調節したあと、PCR 産物を電気泳
動しバンド濃度から発現レベルを比較した。
また白血球および胎盤の cDNA とゲノム DNA、
両親のゲノム DNA におけるエクソン内 SNP を
直接シークエンス法で解析し、発現パターン
を調べた。 
 
（４）表現型解析、相関解析 
個体および胎盤の表現型をエピ変異の有無
に分けて比較検討した。またメチル化係数と
体格値、胎盤重量の相関について解析した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
図 1 白血球および胎盤のメチル化解析 
 
４．研究成果 
（１）白血球のメチル化解析 
COBRA 法の結果、SRS 症例 60 例中 20 例で
H19-DMR のメチル化係数は正常値を下回り 
(症例 1–20：グループ 1)、残り 40 例は正常
範囲内であった (症例 21–60：グループ 2)。
一方、KvDMR1 のメチル化係数は全例で正常対
照と同等であった (図 1b)。次に重亜硫酸塩



シークエンシング法でグループ 1 における
H19-DMR の低メチル化を確認した (図 1c)。
ヘテロ接合性の SNP の解析により、父親由来
のアレルが母親由来のアレルと同様に低メ
チル化状態であることが示された。対照的に
グループ 2では、正常コントロールと同様に
親由来依存性のメチル化パターンが保たれ
ていた。 
 
（２）胎盤のメチル化解析 
在胎週数がほぼ等しい 5名の SRS 患者 (症例
1、5、11、21、22)、および正常対照 1 名の
ホルマリン固定パラフィン包埋胎盤病理標
本から DNA を抽出し H19-DMR のメチル化状態
を調べた (図 1a)。胎盤のメチル化パターン
は白血球と類似しており、H19-DMR は胎盤に
おいても親由来にメチル化を受ける DMRであ
ることが判明した (図 1d)。 
 
（３）白血球と胎盤の発現解析 
症例 1、5、11 (エピ変異陽性) 、症例 21、
22 (陰性)、および正常対照の白血球と胎盤
において、IGF2 と H19 の発現を解析した。
RT-PCR による発現レベル解析の結果、白血球
では IGF2 の発現はごくわずかで H19 も少量
の発現が認められるのみであったが、胎盤で
は両者で強い発現が認められた (図 2a)。注
目すべきことに胎盤の IGF2 の発現量はエピ
変異陽性例で明らかに減少していたのに対
し、陰性例では正常対照と同等であった。一
方で H19 の発現量は 6つの胎盤でほぼ同等で
あった。 
発現パターンに関して、白血球では、IGF2 の
クロマトグラムは発現が弱く得られなかっ
たものの、H19 は症例 11 においてはインプリ
ンティングが喪失し両親性発現が認められ、
一方で正常対照においては母性発現が認め
られた。これに対して胎盤では、症例 11 と
正常対照のいずれにおいても、IGF2 は父性発
現が、H19は母性発現が認められた (図 2b)。
したがって注目すべきことに、症例 11 にお
いて H19-DMRは白血球と胎盤とで同じように
低メチル化状態にあるにも関わらず、H19 は
白血球と胎盤とで異なる発現パターンを呈
した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

（４）個体表現型 
出生時身長・体重はグループ 1のほうがより
小さく、逆に出生時頭囲はグループ 1のほう
がより大きかった。こうしたグループ間の体
格の差は生後には消失していた。出生時と現
在の比較において、グループ 1では身長や体
重に有意な改善が認められたが、頭囲には認
められず、またグループ 2ではこれらいずれ
にも有意な改善は認められなかった。相対的
頭囲拡大、骨格の左右非対称、口角下垂、筋
緊張低下といった身体徴候はグループ 1でグ
ループ 2 より有意に頻度が高かった。血清
IGF2 値は両グループで差がなく、ほぼ正常か
ら若干高値であった。症例 13 は父親の乏精
子症のため顕微授精により出生していた。 
 
（５）胎盤表現型 
胎盤低形成はグループ 1、2 両者に認められ
たが、グループ 1でより重度であった。組織
学的には症例 1、5、11 (エピ変位陽性) およ
び症例 22 (陰性) で絨毛低形成が、症例 21 
(陰性) で合胞体結節の増加を伴う梗塞象が
認められた (図 3)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3 胎盤の組織学的所見 (HE 染色) 
 
（６）相関解析 
グループ 1における相関解析の結果、H19-DMR
のメチル化係数は、出生時および現在の体
重・身長、胎盤重量と相関が認められた。出
生時および現在の頭囲とは相関が認められ
なかった。さらに胎盤重量は出生時体重・身
長と相関が認められたが、出生時頭囲とは相
関が認められなかった。こうした相関はグル
ープ 2では認められなかった。 
 
（７）考察 
白血球に対する解析の結果、日本人 SRS 患者
のおよそ 1/3 に H19-DMR の低メチル化が認め
られたが、KvDMR1 のメチル化異常は認められ
なかった。 
胎盤の解析結果は、白血球の解析結果と併せ
て、以下の重要な知見を示唆する。第一に、
H19-DMR のエピ変異陽性例で胎盤の IGF2 の

図 2 白血球および胎盤の発現解析 
 



発現が低下していたことから、胎盤 IGF2 の
発現は主に H19-DMR のメチル化状態に依存
すると考えられる。第二に、H19-DMR のエピ
変異陽性例では白血球の H19は両親性に発現
し、父親由来の IGF2–H19 ドメインが母親由
来のように機能していると推測される。第三
に、胎盤では H19 はエピ変異の有無によらず
母性発現を示し発現量にも差がないことか
ら、胎盤における H19 の発現は例えばクロマ
チン凝集などの H19-DMRのメチル化パターン
以外の何らかの機構により制御を受けてい
る可能性がある。 
SRS 患者の表現型は、エピ変異を伴う症例が
典型的な SRSの表現型を呈し成長障害も重度
であり、これまでの報告と合致する。 
胎盤の表現型の検討でも特徴的な所見が得
られた。グループ 1での絨毛低形成を伴う小
胎盤は、胎盤での IGF2 の発現低下によると
思われる。実際に IGF2 は絨毛に発現し、ま
た胎盤特異的 IGF2 プロモーターを欠失させ
たマウスでは絨毛低形成を示唆する物質交
換能の低下した小胎盤を呈する。また、絨毛
低形成を伴う小胎盤を呈した症例22 (エピ変
異陰性) は SRS の表現型を招く未知の (エ
ピ) 遺伝子異常が存在することを示唆し、梗
塞を伴う小胎盤を呈した症例21 (エピ変異陰
性) は環境要因が胎盤機能に影響を及ぼし
SRS の表現型とりわけ成長障害の原因となる
ことを示唆する。 
相関解析の結果から、エピ変異陽性例におい
て、H19-DMR のメチル化係数に反映される
IGF2 の発現量は個体や胎盤の成長決定に重
要な役割を果たし、その異常が疾患を引き起
こす根本的な要因であると推察される。 
 
（８）結論 
以上の成績は、①エピ変異陽性例の胎盤は
IGF2 の発現が低下し特徴的な表現型を呈す
ること、②IGF2–H19 ドメインのインプリン
ティング制御に関して白血球と胎盤とで類
似点と相違点とが存在すること、③IGF2 の発
現量はエピ変異陽性例での個体や胎盤の成
長決定において重要な役割を果たすこと、④ 
胎盤機能不全が出生前の成長障害に関与す
ること、⑤エピ変異陰性例においては未知の 
(エピ) 遺伝子異常や環境因子の影響が SRS
の原因となり得ること、を示唆する。特に胎
盤に関して多くの症例を集積し解析するこ
とで、病態機序の解明や診断治療法の開発に
結びつくことが期待される。 
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