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研究成果の概要（和文）：原因不明の難治性習慣流産の患者とその両親の６家系を解析対象とし

てアレイ解析を実施し，コピー数変化（10kb 以下）を 49箇所検出した（表 1）。このうち流産の原因

となり得るような遺伝子が位置している 6 箇所を選別して（表 2），リアルタイム PCR によりコピー

数変化を再検証した。その結果６箇所中 2 箇所について真のコピー数変化であることが明らかに

なった(図 1〜6)。ひとつは家系 3 で検出した 8p23.1上における 47kbの欠失であった。この領域

は複数の論文で CNV (Copy Number Variation) 領域の報告があり，難治性習慣流産とは関係が

ないと判断した。 
 またもうひとつは家系 6で検出した 4q22.2 上における 100kbの欠失であった。この領域には
glutamate receptor delta-2 (GRID2) という遺伝子が位置していが，この遺伝子は興奮性神経
伝達に関与しているものの，発生には関与しておらず，この領域のコピー数減少についても難
治性習慣流産とは関係がないと結論づけた。 
 
研究成果の概要（英文）：We purposed to identify the genes for habitual abortion. We 
performed array analyses for 6 couples and their parents, and identified 49 loci with copy 
number change less than 10 kb (Table 1). We focused six loci among them because of 
existence of candidate genes and reevaluate the copy number using real time PCR. Two loci, 
locus1: 47 kb deletion on 8p23.1 and locus2: 100 kb deletion on 4q22.2, were confirmed as 
deletion. Because the locus1 found in family3 have been reported as copy number variant, 
we judged locus1 was not responsible for habitual abortion. Locus2 found in family6 
contains glutamate receptor delta-2 (GRID2). The GRID2 could related to the neuronal 
function, but not to fetal or to placental development. We also judged locus2 was not 
responsible for habitual abortion. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 習慣流産は一般集団中において 1-2%の
頻度であり，抗リン脂質抗体症候群 5%，夫
婦どちらかの染色体異常 4.5%，子宮奇形 3％
などが原因であるが，半数以上は原因不明で
ある。 
 
(2) 流産の 70%に胎児染色体数的異常がみら
れ、習慣流産の中にも胎児染色体異常を繰り
返している症例が存在することが明らかに
なっている。 
 
(3) これらの胎児染色体異常流産経験者はそ
の後の生児獲得率は胎児染色体正常の症例
よりも良好であることが報告されている。 
 
(4) 胎児染色体異常が原因の場合は確率の問
題であることを説明する精神的援助が大切
であり，そのことが児獲得につながっている。 
 
(5) 一方，原因不明胎児染色体正常流産を繰
り返す症例は予後不良であるが，現時点で難
治性原因不明習慣流産患者の原因遺伝子は
特定されていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では染色体検査では検出困難なゲ
ノムコピー数変異領域内に存在する流産の
原因遺伝子を同定することを目的とする。
原因不明の習慣流産のカップル（両親）と
流産物（児）を解析対象として，研究を行
う予定であったが，難治性習慣流産の原因
として，母親に原因を求めて以下のように
目的を設定した。 
 既知の習慣流産原因（夫婦の染色体検査，
子宮形態，抗リン脂質抗体検査，内分泌検
査で異常なし）でなく，9 回以上もの原因不
明の難治性習慣流産の患者とその両親の６
家系を解析対象として， 

(1) 患者およびその両親の末梢血白血球よ
り抽出した DNA を対象として，ゲノムコ
ピー数解析を実施する。 
 
(2) GeneChip 解析により検出されたコピー
数変異（10kb 以下）内にマップされる遺
伝子のうち，胎生初期に高発現し，流産の
原因となり得る遺伝子を選別する。 
 
(3) 選別したコピー数異常領域については
FISH および定量 PCR（リアルタイム PCR）
法によりコピー数変化の検証を行う。 

 
３．研究の方法 
名古屋市立大学医学部産婦人科において
本研究についての説明を行い，協力に同意
した難治性習慣流産患者およびその両親
を解析対象とし，同医局内で連結可能匿名

化した後，以降の手順で研究を実施する。 
(1) 難治性習慣流産の患者，およびその両

親の匿名化血液試料を受領後，一部を
培養して染色体標本を作製する。残り
の血液からは DNA を抽出する。 

 
(2) 患者およびその両親の DNA 試料を対

象として，Affymetrix 社 GeneChip マイ
クロアレイを使用したゲノムコピー数
解析を実施する。その際，患者で de 
novo および父由来のコピー数変化を
同定する。 

 
(3) アレイ解析で検出したゲノムコピー数

変異を患者・その両親を対象として FISH
解析，および定量 PCR 法を実施して検
証する。 

 
４．研究成果 
 難治性習慣性流産をおこす母親とその両
親の 6 家系について末梢血白血球より抽出し
た DNA を 対 象 と し て ， Affymetrix 社
Genome-Wide Human SNP 6.0 アレイを用いて
（平均プローブ間距離約 3kb）ゲノムコピー
数を解析した。なお，解析は Genotyping 
console ソフトウェアを使用し，reference とし
て日本人正常コントロール 45 人を用いた。
我々は独自のデータベースを作成しており
使用アレイで特有に検出される false positive
が除外可能であり，かつ微細なコピー数異常
を検出するために最低 5 つ以上のプローブが
含まれる 10kb 以上のコピー数変化を解析対
象領域とし，各症例の母親で約 40～600 箇所
のコピー数変化を検出した。このうち正常人
でコピー数変化が報告されている既知のコ
ピー数多型を除外し，かつ de novo のコピー
数変化または父由来コピー数変化に限定し
て候補領域を検索するとのべ 49 箇所検出で
きた（表 1 参照）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
表 1. アレイ解析によるコピー数変化内訳 
 
父由来のコピー数変化を解析対象とした理
由は、男性の場合には何ら問題ないが、女性
でこれを受け継いだ場合に，このコピー数変
化が原因で妊娠継続が困難になる可能性を
考慮する必要があるからである。さらに我々
は検出した 49 箇所より遺伝子機能等が個体
発生に関連する可能性があると推測される 6
箇所に選別した（表 2）。 



 

 

 
 
 
 
 
 
 

表 2.  リアルタイム PCRによる 
検証対象領域 

 
上記６箇所についてアレイで検出されたコ
ピー数変化領域が擬陽性ではなく，真のコピ
ー数変化であることを検証するためにリア
ルタイム PCR を実施した。 
リアルタイム PCR はアレイで検出した欠

失・重複領域内にプライマーを 2 箇所デザイ

ンしてその両方でアレイのコピー数変化と

一致したものを真のコピー数変化とする。 
 
図の見方について 
・ 1 段目表：アレイ解析の結果 
・ 2 段目図：欠失・重複領域を DGV 上

（ Database of Genomic Variant  
http://projects.tcag.ca/variation/）で表示し，

遺伝子と CNV，またリアルタイム PCR の

プライマーの位置関係を示す。 
[ピンク→RefSeq Gene][オレンジ→Disease 
Gene][レッド→CNV loss] [ブルー→CNV 
gain] 

・ 3 段目グラフ：リアルタイム PCR 結果、

コピー数変化を検出していない母親の値

を 1 として，患者および父親の値を表示す

る。 
棒グラフ左：患者，中：父親，右：母親 

 
 
図 1. 家系 1  2q33.3におけるアレイ解析とリ

アルタイム PCR による検証結果 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
アレイ解析により家系 1 の 2q33.3 において
16kb のコピー数減少を検出したためにリア

ルタイム PCR (Primer set 1-1，1-2) 解析を行
ったが，設定した 2 箇所のうち片方のみでし
か患者で明らかなコピー数低下の結果は得
ることができず，アレイ解析の結果は擬陽性
と判断した。 
 
 
図 2. 家系 2  1p22.1におけるアレイ解析とリ

アルタイム PCR による検証結果 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
アレイ解析により家系 2 の 1p22.1 上の 25kb
のコピー数 gain を検出したためにリアルタ
イム PCR (Primer set 2-1，2-2) 解析を行った
が，設定した 2 箇所のうち片方は増加，もう
一方は減少であり，両方の結果で矛盾を生じ
たために，アレイ解析の結果は擬陽性と判断
した。 
 
 
図 3. 家系 2  3q27.3におけるアレイ解析とリ

アルタイム PCR による検証結果 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
アレイ解析により家系 2 の 3q27.3 において
10kb のコピー数増加を検出したためにリア
ルタイム PCR (Primer set 3-1、3-2) 解析を行
ったが，設定した 2 箇所のうち両方で患者・
父親・母親間で明らかなコピー数の差異がな



 

 

く，アレイ解析の結果は擬陽性と判断した。 
 
 
図 4. 家系 2  4q31.21 におけるアレイ解析と

リアルタイム PCR による検証結果 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
アレイ解析により家系 2 の 4q31.21 において
20kb のコピー数増加を検出したためにリア
ルタイム PCR (Primer set 4-1，4-2) 解析を行
ったが、設定した 2 箇所のうち両方で患者・
父親・母親間で明らかなコピー数の差異がな
く，アレイ解析の結果は擬陽性と判断した。 
 
 
 
 
図 5. 家系 3  8p23.1 におけるアレイ解析と

リアルタイム PCRによる検証結果 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
アレイ解析により家系 3 の 8p23.1 上の 47kb
のコピー数減少を検出したためにリアルタ
イム PCR (Primer set 5-1，5-2) 解析を行った。
患者と父親で設定した 2 箇所のうち両方に共
通してコピー数 loss の結果が得られ，アレイ
の結果と同一のものであるために真のコピー
数減少と判断した。 
 

図 6. 家系 6  4q22.2におけるアレイ解析とリ
アルタイム PCR による検証結果 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
アレイ解析により家系 6 の 4q22.2 上の 100kb
のコピー数 loss を検出したためにリアルタイ
ム PCR (Primer set 6-1，6-2) 解析を行った。
患者と父親で設定した 2 箇所のうち両方に共
通してコピー数減少の結果が得られ，アレイ
の結果と同一のものであるために真のコピー
数減少と判断した。 
 
 
 
 
 アレイ解析およびリアルタイム PCR 解析
の結果より家系 3で検出した 8p23.1上におけ
る 47kb のコピー数減少だがこの領域は複数
の論文でコピー数が増加または減少する領
域と報告があり，今回の患者と父親で検出し
たコピー数異常は児の発生に関係がないと
我々は判断した。 
 
 もう一つの家系 6 で検出した 4q22.2 上の
100kb のコピー数 loss だがその領域に含まれ
ている GRID2 遺伝子は，興奮性神経伝達物質
受容体のイオンチャネル型のグルタミン酸
受容体 family の一つであり，小脳プルキンエ
細胞の樹状突起で局所的に発現がみられる
ものである。GRID2 遺伝子の null allele のノ
ックアウトマウスでは小脳長期抑圧のため
の機能障害や重篤な運動失調が起きるもの
の，発生の段階には関与しておらず今回の研
究の目的である、難治性原因不明習慣流産の
原因遺伝子とは関係ないと結論づけた。 
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