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研究成果の概要： 
当初ヒト初期胚をもとに解析を開始したが、ヒト初期胚では得られるサンプル数が少量であり、

研究継続のためにサンプルを蓄積中である。妊娠帰結におけるメチル化状態と初期胚の時点で

の形態学的評価との関連性について検討したところ、妊娠中の環境因子がメチル化状態に影響

を与えている可能性が示唆された。 
 
 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2007 年度 1,700,000 0 1,700,000 

2008 年度 1,600,000 480,000 2,080,000 

年度  

年度  

  年度  

総 計 3,300,000 480,000 3,780,000 

 
 
 
研究分野：生殖医学 
科研費の分科・細目：7308 
キーワード：初期胚、エピジェネティクス、メチル化、対外受精、生殖 
 
１．研究開始当初の背景 

(1)DNA のメチル化、ヒストンのメチル化・ア

セチル化などのエピジェネティックスと呼

ばれる DNA の修飾は遺伝子のサイレンス・安

定化などその発現の調節機構として非常に

重要であることは 1980 年代よりとなえられ

てきた。哺乳類の体を構成する様々な組織や

細胞はそれぞれ固有の DNAメチル化パターン

をもつことが明らかになっており、個体発生

や細胞分化にも DNAのメチル化が重要な役割

を果たしていると考えられている。 

(２)一方で生殖医療の発展は目覚ましく IVF

の症例数は年々増加傾向にある。しかし現在

も初期胚の質の評価は形態学的分類に基づ

いたものしかない。IVF で産まれた児におい



て悪性腫瘍が多いのではないか、などの意見

もあるもののまだはっきりとした結論は得

られていない。そのため初期胚の質を示す客

観的指標は生殖医療に貢献するものである。 

 
２．研究の目的 

ヒトの初期発生におけるメチル化状態などの

エピジェネティックスについて明らかにし、

その結果を実際の生殖医療の発展につなげる

のが本研究の目的である。胚の形態学的評価

(Veeck分類)と胚のメチル化状態の相関につ

いて解析し、関連性を見出すことができれば、

良好な胚を移植することで妊娠帰結を得るこ

とができると考えられるため、その実用性に

ついて検討することは有意義であると考えた。 

 

３．研究の方法 

東海大学産婦人科外来にて不妊症のために

体外受精施行中の患者より余剰となった受

精卵（胚）の提供を受け、それぞれの受精卵

から遺伝子を抽出しメチル化状態について

の解析を行った。 

 

破棄処分する受精卵の例： 

分割異常のある受精卵（low-grade） 

患者から破棄の希望があったもの  等 

 

今回の解析では遺伝子の異常（疾患等）を調

べるものではなく、それぞれの受精卵での遺

伝子のメチル化状況について解析を行った。

正常の受精卵での遺伝子のメチル化状態に

ついてはこれまでに報告がなく、これを明ら

かにすることが最初の段階での目標となる。

凍結受精卵は 4-cell から胚盤胞までの各段

階のものが存在したが、より古い時期に保存

されたもので 4-cell が多かった。さらには

この結果をもとに今後受精卵の評価の精度

を高めることを目標とする。予定する解析受

精卵の個数は Veeck 分類(Veeck et al., 

1983)をもとに分類しそれぞれの Grade につ

き 20 個を目標とした。 

 

受精卵一つ一つの DNAは微量でありゲノムワ

イドの解析は困難であることから初期発生

に重要な役割を果たしているとされている

遺伝子のうち 5箇所 (Oct4DE, Oct4 PE/Pro, 

Dnmt1o, mPer1, Sall3) の遺伝子領域につい

てメチル化状態の解析を行う。これらの遺伝

子はマウスクローンの研究においてメチル

化状態の変化が認められた部位である。

(Ohgane et al., 2004; Shiota and 

Yanagimachi, 2002)メチル化状態の解析は

Bisulfite Restriction Mapping (Frommer et 

al., 1992) 、Pyrosequencing (Ronaghi et 

al., 1998) を用いる。具体的にはそれぞれ

の Grade の凍結受精卵について 8cell の段階

で受精卵を３つまとめて DNAをアガロースビ

ーズ法で抽出(Olek et al., 1996)し、各遺

伝子プロモーター領域の CpG領域を含む配列

について PCRにて増幅後メチル化状態を解析

し、最終的に受精卵の形態学的分類とを照ら

し合わせることを試みた。 

  

４．研究成果 

(1)初期胚の検討について 

得られた初期胚は主に Gradeの低いものであ

った。当初マウスと同様に 8-cell を３つ集

めて行う方法にて何とか DNAが得られたもの

の十分な解析が困難であったため４つずつ

として解析を試みた。しかし、統計処理を行

うには得られた総胚数が 20 個あまりと少な

く継続的な解析が困難となった。研究代表者

が以前に行っていたマウス初期胚では５か

所の遺伝子領域についてメチル化状態を検

討していたが、多くの遺伝子領域についての

検討をすることは難しく、Oct-4，Sall の２

か所についてまず解析を行った。また当然で



図１の S1-S3 は正常妊娠、S4-S5 はＩＶＦ妊

娠にて挙児を得た症例の胎盤から DNAを得て

Ｅカドヘリン遺伝子のプロモーター領域の

一部についてメチル化状態を比較したもの

である。 

はあるが良好胚はそのまま ET に使用される

ために提供される数が少なく、比較する対象

を得ることが困難であった。非良好胚ではフ

ラグメンテーションを起こしているものも

あり、それらにおいては DNA を得ることも比

較的困難であった。現在は今後解析を再開す

る予定とし、引き続きサンプルを蓄積中であ

る。 

正常妊娠とＩＶＦ妊娠それぞれの群につい

て 15 例ずつのサンプルを得て行ったが、最

終的に正常妊娠と IVF妊娠の群の間では明ら

かなメチル化状態の相違は認めなかった。た

だし、S3 に示すように解析した部位が 100％

メチル化されていた症例は全てのサンプル

の中で二つだけであった。そのためＩＶＦ以

外の妊娠に影響を与える因子についてメチ

ル化状態との相関の有無を検討したところ

相関指数が比較的高いのは肥満であり、2例

とも BMI30% 以上であった。その他の合併症

や嗜好品は比較的関連性が低かった。統計的

には有意ではなかったものの、本結果につい

ては今後さらに検討する余地があると考え

られた。 

 

(２)妊娠帰結時点での評価－胎盤での解析 

早期に比較的得やすいサンプルとして、胎児

付属物である胎盤でのメチル化状態の解析

を行った。解析したのは胎盤形成に重要な役

割を果たす PGF遺伝子のプロモーター領域と

初期発生において重要であるカドヘリン遺

伝子のプロモーター領域である。 

ＩＶＦ妊娠の症例は多くあったものの胚の

Grade で分類することが出来るほど多くの症

例を集めることが困難であったため、Grade

での比較の前段階として正常妊娠とＩＶＦ

による妊娠での比較を行った。症例は当院で

分娩に至った正常妊娠症例と、ＩＶＦ妊娠症

例（単胎、双胎を含む）である。また IVF の

有無だけではなく、胎盤の成長に影響を及ぼ

すと考えられる因子についても同時に年齢、

合併症、ＢＭＩ、喫煙、糖尿病の有無などに

ついても情報を得ることができたため後に

メチル化との相関について検討した。 

同時に行った PGF遺伝子プロモーター領域の

メチル化状態の解析においてはどの因子も

相関があるとは言い難い結果となったが、理

論的には胎盤の大きさに関連する様な IUGR

となる疾患すなわち妊娠高血圧症などでは

PGF の発現が減少している可能性が考えられ

るため、今後症例を増やしてさらに検討した

い。 

 

  S1   S2   S3    S4   S5 

 

当院では大学病院であることから糖尿病妊

娠などを始めとする合併症妊娠が非常に多

い。そのため本研究で得られた研究成果を元

に、胎盤形成に影響すると考えられる環境因

子（合併症、喫煙、ステロイドなどの投薬）

と遺伝子領域のメチル化状態の相関につい

てさらに検討していくことが可能であると

考えられた。本研究結果よりＩＶＦであった

かどうかよりも妊娠中の環境因子の影響の

方が胎盤形成に及ぼす影響は大きいと考え

   図１ Eカドヘリン遺伝子のメチル化状態の比較 

 



られ、新生児予後に貢献するためにもそれぞ

れの疾患や状態が妊娠・胎盤形成に影響する

かどうかの検討をすることは重要であると

思われる。 
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