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研究成果の概要（和文）：生殖補助医療とインプリンティング遺伝子異常の増加の関連について、初期胚において、イ
ンプリンティング遺伝子の発現制御に重要な役割を果たすDNAメチル化に関する検討を行った。余剰胚の研究目的での
使用に同意の得られた夫婦より提供された胚を融解、培養し、得られた良好胚盤胞よりgenomic DNAを抽出、バイサル
ファイト処理を行った後、H19、PEG1遺伝子のアレル特異的メチル化領域をPCRにより増幅、制限酵素切断により、メチ
ル化アレルおよび非メチル化アレルの存在、またその存在比を求めた。結果、メチル化、非メチル化アレルの存在比は
いずれも50%を有意に逸脱するものではなく、インプリントは正常であった。

研究成果の概要（英文）：To evaluate the relationship between assisted reproductive technology (ART) and ge
nomic imprinting, differentially-methylated regions (DMR) of two imprinting genes-H19 and PEG1-were analyz
ed in single blastocyst produced by ART. The frozen embryos at day3 or day5, use of which for research had
 been approved by the parents, were thawed and incubated in blastocyst medium. Genomic DNA samples were ex
tracted from only high-grade blastocysts. Then the DMRs of the two genes were amplified with polymerase ch
ain reaction, cut with restriction enzymes, and the ratios of methylated / unmethylated alleles were evalu
ated.
All the blastocysts examined in this study showed normal methylation patterns of DMRs of two imprinting ge
nes.  
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１．研究開始当初の背景 
生殖補助医療による妊娠・出産例は国内外
で急激に増えつつあるが、その児における
安全性については自然妊娠によるものと概
ね差がない、とされてきた。しかし、2002
年ごろより、生殖補助医療による出生児に
インプリンティング遺伝子の発現異常、い
わゆるゲノミックインプリンティングの異
常が増えるのではないか、という報告がみ
られ、議論の対象となってきた。本研究者
は、2003 年から 2005 年にかけ、アメリカ
合衆国オレゴン州留学中に、サル初期胚を
用いたインプリンティング遺伝子の研究を
行っており、着床前期胚の時点では、ゲノ
ミックインプリンティングの一部が未完成
であることを示した。 
帰国後、生殖補助医療の現場に携わるにあ
たって、ヒトの着床前期胚ではゲノミック
インプリンティングはどのように制御され
ているのか、またそれは生殖補助医療にお
けるゲノミックインプリンティング異常増
加とどのように関連しているか、に関する
研究を志し、本研究を開始した。 
 
２．研究の目的 
(1)ヒト着床前期胚における、インプリンテ
ィング遺伝子の発現アレルの検索、および
ゲノミックインプリンティングを制御して
いると考えられる DMR 領域のメチル化に
関する検討を行い、受精卵レベルにおける
ゲノミックインプリンティング異常の有無、
頻度について検討する。 
(2)生殖補助医療におけるゲノミックイン
プリンティング異常の発生機序として体外
における培養環境の影響が考えられ、体外
で受精前の卵子成熟培養を行う IVM(in 
vitro maturation)においては、ゲノミック
インプリンティング異常の増加が懸念され
ている。 
今回、多嚢胞性卵巣症候群症例に対し、
IVM の手法を用いて治療を行い、余剰胚を
用いたインプリンティング異常の検討を行
う。 
 
３．研究の方法 
(1)東京大学医学部附属病院女性診療科に
おいて生殖補助医療を行った症例のうち、
生児を得るに至り、凍結保存胚が不要とな
った症例に対し、本研究に関する説明を行
い、胚の研究提供に同意を得た症例を対象
とした。なお本研究は東京大学医学部ゲノ
ム倫理委員会の審査、承認を得ている。同
意を得た夫婦より採血し、白血球からゲノ
ム DNA を抽出、PCR、ダイレクトシーク
エンス（もしくは制限酵素処理）により４
つのインプリンティング遺伝子 (IGF2, 

NDN, H19, SNRPN)の exon における
SNP(Single nucleotide polymorphism )を
調べた。これらの遺伝子の発現アレルが父
親由来か母親由来かが同定可能なカップル
を抽出し、そのカップル由来の受精卵を融
解、胚盤胞まで培養し、これからゲノム
DNA, RNA を抽出、同様に PCR、ダイレ
クトシークエンスまたは制限酵素処理を行
い、発現アレルの検討を試みた。 
 DMR 領域のメチル化に関しては、ゲノ
ム DNA にバイサルファイト処理を行った
後、H19, PEG1 遺伝子のアレル特異的メチ
ル化領域(DMR)を PCR により増幅、制限
酵素切断により、メチル化アレルおよび非
メチル化アレルの存在、またその存在比を
求めた。 
(2)単孔式腹腔鏡下手術の手法を用いて多
嚢胞性卵巣症候群症例に対し卵巣多孔術を
行う症例に対し、手術の際に小卵胞から未
成熟卵子を採取し、体外成熟培養の後、夫
精子を用いて顕微授精を行った。受精卵は
凍結保存を行い、卵巣多孔術の結果、排卵
因子が改善したことを確認後、自然排卵周
期(実際には低卵巣刺激周期)で受精卵融解
胚移植を行った。 
 
４．研究成果 
(1)余剰胚の研究目的での使用に同意の得ら
れた39組の夫婦、計78名より採血を行い、
白血球よりDNAを抽出、PCR、ダイレクト
シークエンス（もしくは制限酵素処理）に
よりインプリンティング遺伝子のexonにお
けるSNP(Single nucleotide 
polymorphism)を調べた。NDN exon1にお
けるMboI polymorphism、IGF2 exon9にお
けるApaI polymorphismについては、夫婦
間の受精卵において発現アレルの解析が可
能なカップルが、それぞれ13組および12組
得られた。 
 インプリンティング遺伝子の胚盤胞にお
ける発現を確認するため、研究参加に同意
が得られたが、夫婦のインプリンティング
遺伝子解析の結果、発現アレルの同定が不
可能で、研究に不適とされた夫婦間の凍結
胚盤胞を融解し、DNA,RNA抽出、個々の
胚盤胞におけるgenomic PCR, RT-PCRを
行い、NDN, IGF2のSNPを含む領域の増幅
を試みた。結果、genomic DNAによりDNA
レベルでの増幅は安定した結果が得られた
が、NDN, IGF2の発現が確認された胚盤胞
はそれぞれ20％程度にとどまり、安定した
発現が確認できなかった。 
 

DNA メチル化の検討については、ゲノ
ム DNA にバイサルファイト処理を行った
後、H19遺伝子については12個の胚盤胞、



PEG 遺伝子については 13 個の胚盤胞にお
ける DMR メチル化の検討を行った。結果、
メチル化、非メチル化アレルの存在比はい
ずれも 40-60%の範囲にとどまっており、
今回検討した範囲内においては、胚盤胞の
レベルでの明らかなインプリンティング異
常は認められなかった。 

 
(2)34 歳の多嚢胞性卵巣症候群による不妊
症例に対し、GnRH agonist による down 
regulation 後、pure FSH 製剤にて低卵巣
刺激を行い、hCG 投与 35 時間後に単孔式
腹腔鏡下手術施行。小卵胞を可能な限り穿
刺し、卵胞液を吸引。顕微鏡下に卵子確認
後、電気メスを用いて卵巣多孔術を行った。
セルストレイナーにて血液成分を除去し、
37 個の未成熟卵子を採卵。Medicult IVM 
medium を用いて成熟培養を行い、24 時間
後、23 個の成熟卵子に顕微授精を行った。
翌日、20 個の受精を確認し、その後培養継
続、7 個の受精卵（day3 胚 2 個、day5 胚
5 個）を凍結した。 
術後、自然排卵後に 1 回目の融解胚移植施
行。妊娠反応陽性となるも化学的流産に至
った。その直後の周期に、pure FSH によ
る卵巣低刺激を行い、胚盤胞 1 個を融解移
植。再び妊娠成立し、妊娠 39 週に正常経
腟分娩により、2262g の男児を出産した。
児に奇形等は認めなかった。凍結保存胚に
ついては、今後第 2 子の希望もあることよ
りまだ研究提供はされていない。 
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