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研究成果の概要（和文）：ゲノム刷り込みの観点からiPS細胞を評価するため、マウス・ヒトiPS細胞、刷り込み疾患Be
ckwith-Wiedemann症候群（BWS）患者由来iPS細胞、肝芽細胞を発生母地とする肝芽腫について、刷り込み関連メチル化
可変領域（DMR）の網羅的DNAメチル化を解析した。マウスではiPS化すると大半のDMRが低メチル化すること、一部の刷
り込みDMRは分化誘導により正常メチル化に回復することがわかった。ヒトiPS細胞では、特定のDMRで父性パターン（
父性エピジェノタイプ）へのメチル化変化が生じることが示唆された。肝芽腫では、一部のDMRのメチル化は腫瘍化に
先立って起こる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：To evaluate iPSC from the aspect of genomic imprinting, we analyzed DNA methylatio
n status of imprinting related differentially methylated regions (DMRs), which were scattered throughout t
he genome, in iPSCs derived from mouse fibroblast, peripheral blood cells of normal human and Beckwith-Wie
demann syndrome patients. We also analyzed hepatoblastomas, which originated from immature liver precursor
 cells. We found that in mouse iPSC, the methylation status of many DMRs decreased after reprogramming and
 that a certain number of DMRs restored their methylation status during retinoic acid induced differentiat
ion. Human iPSC showed that methylation patterns of several DMRs changed to paternal epigenotype after rep
rogramming. Finally, hepatoblastoma analysis suggested that the occurrence of hypomethylation at a few DMR
s prior to tumor development.
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１．研究開始当初の背景 
iPS 細胞の作成過程では、体細胞がリプロ

グラムされ ES 細胞類似の分化万能性を示す
ようになるが、すべての iPS クローンが同一
の分化能をもっているわけではない。これは、
iPS 細胞クローン間でリプログラム状態が同
一ではないことを示している。リプログラム
の本体はエピゲノムの変化と考えられてい
るが、実体はまだ明らかではない。つまり、
各iPSクローンが異なる分化能を示す原因は
未解明である。一方、ゲノム全体の刷り込み
の異常を持つ胚は正常な発生過程から逸脱
すること、一部の限定的な刷り込み異常では
刷り込み疾患や腫瘍が発生することから、胚
発生（完全な分化万能性を示す）にはゲノム
刷り込みがきわめて重要であるといえる。刷
り込み遺伝子の発現は、両アレル間でメチル
化の差異が認められるメチル化可変領域
（DMR）によって制御されている。DMR には、
卵および精子の形成過程でDNAメチル化の差
異が確立する gametic DMR と受精後の体細胞
で DNA メチル化の差異が確立する somatic 
DMR がある。「DMR のメチル化状態」が不十分
あるいは不正確な場合は、刷り込み遺伝子の
発現が狂ってしまい、正常な発生ができない。
つまり、胚の分化万能性には「DMR のメチル
化状態」が正常であることが重要である。事
実、マウス刷り込み領域 Dlk1-Dio3の ICR の
メチル化が異常であると分化万能性を示さ
ないことが報告された（Stadtfeld et al, 
Nature, 2010）。しかし、胚の発生（分化万
能性）には多数の刷り込み領域が関与してお
り、各刷り込み領域のメチル化状態と分化万
能性との関係は明らかでない。 
 
２．研究の目的 

本研究では、iPS 細胞の分化万能性を刷り
込み領域のメチル化状態をもって評価する
システムを構築することを目的とした。具体
的には、F1 マウスの線維芽細胞から iPS 細胞
を樹立し、ゲノム中に存在する刷り込み領域
の ICR と付随するメチル化可変領域（DMR）
28 カ所のメチル化状態を解析してメチル化
状態別に分類する。分類した iPS 細胞をキメ
ラマウス作成法により、完全な分化万能性を
持つかどうかを解析することで、分化万能性
に最も重要な刷り込み領域（あるいはその組
合せ）を同定する。一方、健常人および刷り
込み疾患 Beckwith-Wiedemann 症候群（BWS）
の患者由来 iPS 細胞を樹立し、マウスと同様
にゲノム中に存在する刷り込み関連DMR36カ
所を解析し、リプログラミングによる DMR の
メチル化の変化を明らかにする。また、BWS
には肝芽腫が高率に合併するが、肝芽腫は肝
細胞に分化する前の肝芽細胞を発生母地と
する。肝芽細胞における DMR のメチル化異常
が腫瘍発生に関与する可能性が考えられる
ため、肝芽腫での DMR のメチル化異常を解析
し腫瘍発生との関連性を明らかにする。 
 

３．研究の方法 
(1) iPS 細胞の樹立 
横浜理研 RCAI 古関明彦博士の協力を得て、
マウス線維芽細胞と健常人（2名）および BWS
の患者（刷り込み DMR である KvDMR1 低メチ
ル化患者 1名と H19DMR 高メチル化患者 1名）
の末梢血細胞より iPS 細胞を樹立した。 
 
(2) マウス iPS細胞における刷り込み DMRの
メチル化解析 
MALDI-TOF MS 質量分析器である MassARRAY
（シーケノム社）を用いて、28 カ所の刷り込
み DMRの DNA メチル化の割合を定量的に解析
した。対象は、未分化状態の iPS 細胞、レチ
ノイン酸（RA）で 5日間分化誘導した iPS 細
胞、および線維芽細胞とした。 
 
(3) ヒト iPS 細胞における刷り込み DMRのメ
チル化解析 
末梢血細胞と iPS 細胞について、MassARRAY
を用いて 36 ヵ所の刷り込み DMR のメチル化
を解析した。 
 
(4)肝芽腫における刷り込み DMR のメチル化
解析 
12例の肝芽腫および腫瘍隣接正常組織と3例
の正常肝臓について、33ヵ所の DMRと LINE-1
のメチル化を MassARRAY および bisulfite 
pyrosequencing にて解析した。 
 
４．研究成果 
(1) マウス iPS細胞における刷り込み DMRの
メチル化解析 
B6 を母に JF1 を父に持つ F1 線維芽細胞から
8クローンの iPS細胞を作製した。未分化 iPS
細胞を線維芽細胞と比べたところ、4 クロー
ン以上で低メチル化を示した DMR は 20 ヵ所
で、高メチル化を示した DMR は 1ヵ所であっ
た。RA 処理 iPS 細胞は線維芽細胞に比べ、13
ヵ所で低メチル化を示し、1 ヵ所が高メチル
化を示した。また、RA 処理 iPS 細胞は未分化
iPS 細胞に比べ、5 ヵ所で高メチル化を示し
た。このうち 4ヵ所は、RA処理 iPS 細胞と線
維芽細胞でメチル化の差異がない領域であ
り、RA 処理により正常メチル化に回復したこ
とを示す。これらの結果から、線維芽細胞を
iPS 化すると大半の刷り込み DMR は低メチル
化を生じること、一部の刷り込み DMR は RA
処理により正常メチル化に回復することが
わかった。これらの iPS 細胞を用いてキメラ
マウス作成を試みたが、これまでにキメラマ
ウスは得られていない。 
 
(2) ヒト iPS 細胞における刷り込み DMRのメ
チル化解析 
各検体よりそれぞれ 4 クローンずつ合計 16
クローンの iPS 細胞を樹立した。患者末梢血
でみられた KvDMR1 低メチル化および H19DMR
高メチル化は、患者由来 iPS 細胞においても
保たれていた。また、健常者由来、患者由来



に共通してメチル化が保たれていた DMR は 6
ヵ所で、すべて gametic DMR であった。KvDMR1
と H19-DMR を含む計 8ヵ所の DMRのメチル化
は、iPS 細胞化（リプログラミング）による
初期の対象とはならないと考えられた。一方、
ほぼすべてのクローンで共通してiPS細胞化
によりメチル化が変化した DMR は 11 ヵ所あ
った（高メチル化 9ヵ所、低メチル化 2ヵ所）。
高メチル化は、somatic DMR 5 ヵ所、gametic 
DMR 3 ヵ所、不明 1 ヵ所で、低メチル化は、
gametic DMR 1 ヵ所、不明 1 ヵ所であった。
さらに、母性メチル化 DMR は低メチル化を示
し、父性メチル化DMRは高メチル化を示した。
この結果から、iPS 細胞化によって、特定の
刷り込み DMR は、gametic、somatic に関わら
ずメチル化の変化が生じ、そのメチル化は父
性パターン（父性エピジェノタイプ）へ変化
することが示唆された。 
 
(3)肝芽腫における刷り込み DMR のメチル化
解析 
33 カ所中 18 ヵ所の DMR に異常メチル化が見
られた。異常メチル化の発生頻度は DMR 毎に
異なっており、高頻度に異常を示す DMR が存
在した。異常高メチル化は腫瘍でのみ見られ
たが、異常低メチル化は腫瘍隣接正常組織で
も見られた。LINE-1 に代表されるゲノム全体
のメチル化に大きな差はなかった。これらの
結果から、肝芽腫では、ゲノム全体のメチル
化が比較的保たれているが、一部の DMR のメ
チル化は腫瘍化に先立って起こる可能性が
示唆された。また、11p15.5 と 20q13.3 では
メチル化異常に加え、片親性ダイソミーやコ
ピー数異常が見られたことから、DMR におけ
るエピゲノム・ゲノム異常による刷り込み遺
伝子の発現異常が肝芽腫発生に関連するこ
とが示唆された（図 1）。これらの結果は、論
文③として発表した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 肝芽腫における DMR のメチル化異常 
正常肝組織（C）、肝芽腫隣接肝組織（A）、肝
芽腫組織（T）をそれぞれ比較した際にメチ
ル化異常を示した DMR の個数を示す。青：低
メチル化、赤：高メチル化。（b）は二項検定
での p 値を示す。肝芽腫隣接肝組織（A）と
正常肝組織（C）を比較すると、肝芽腫隣接
肝組織で有意に低メチル化が生じている。一
方、高メチル化は腫瘍組織でのみ認められる。 
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