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研究成果の概要（和文）：イルミナ社DNAメチル化アレイEPICに搭載されている850,000 CpGプローブのうち、既
知のゲノムインプリンティング制御領域 (50箇所) に対応する789箇所のCpGプローブを同定した。さらに、イン
プリンティング制御領域を対象とした網羅的かつ簡便なバイサルファイトアンプリコンシーケンス法を確立し
た。これらのデータセット・解析方法をゲノム・エピゲノム診断研究、インプリンティング制御機構進化解明研
究に応用した。今後のインプリンティング疾患病因病態解明研究、インプリンティング発現制御機構解明研究の
ための基盤情報として、アレル特異的オープンクロマチン情報をゲノムワイドに取得した。

研究成果の概要（英文）：We established a catalog of 789 probes corresponding to 50 known imprinted 
differentially methylated regions (DMRs) on the Infinium HumanMethylationEPIC BeadChip and also 
identified two novel maternally methylated regions associated with PTCHD3 and JAKMIP1. We also 
established experimental and bioinformatic protocols to conduct amplicon bisulfite sequencing using 
a bench-top NGS system. These outcomes enable researchers and clinicians to more easily and rapidly 
conduct genome-wide DNA methylation analyses to diagnose imprinting disorder patients. We also 
conducted ATAC sequencing on F1 hybrid mouse 9.5dpc embryos from the reciprocal crosses of C57B6 and
 JF1 strains, and obtained genome-wide allele-specific open chromatin information. This dataset will
 help us to further elucidate regulatory mechanisms of imprinted gene expression.   

研究分野：エピジェネティックス
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研究成果の学術的意義や社会的意義
国内外のインプリンティング疾患研究者が、本研究成果の既知インプリンティング制御領域位置情報を参照し、
アンプリコンバイサルファイトシーケンス法を用いることで、インプリンティング疾患症例の網羅的DNAメチル
化解析をより簡便かつ迅速に実施できること、延いては当該疾患群の遺伝学的検査の網羅性向上・精度向上をも
たらすと予想されること、に本研究の社会的意義がある。疾患研究における複数の応用例に留まらず、霊長類か
らげっ歯類までを対象としたエピゲノム制御進化研究においても本研究の成果がその推進基盤となったことは、
本研究成果の学術的意義が広範分野に及ぶことを示している。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１． 研究開始当初の背景 
 
インプリント遺伝子のアレル親由来特異的遺伝子発現は、アレル特異的 DNA メチル化領域 

(imprinted differentially methylated region, iDMR) により制御される。iDMR でのメチル化異常は特定の
インプリンティング異常疾患の原因となる。インプリント遺伝子の多くは胎盤発生・機能に重
要であり、子宮内発育遅延や妊娠高血圧症候群など胎盤機能低下を伴う異常妊娠の一部におい
て、iDMR エピゲノム異常・インプリント遺伝子発現異常がその病因・病態に関与する可能性
が考えられているが十分に解明されていない。研究代表者らは、スペインの David Monk グルー
プとの 2010年からの共同研究により、世界に先駆けて極めて完成度の高いヒトゲノム iDMR マ
ップの作出に成功し、さらにヒトゲノムには 70 箇所以上の胎盤特異的 iDMR が存在すること
を明らかにした。予想外にも、一連の研究で新規に同定した全ての iDMR のマウス相同領域は
インプリント制御を受けていなかった。このことは、霊長類系譜への進化過程でインプリント
遺伝子座位の出現・消失が頻繁に起きたことを示唆している。ヒト異常妊娠胎盤を対象とした
過去の iDMR エピゲノム解析では、一部の iDMR のみが解析されていたことを意味し、見直し
の必要性が示唆された。 
インプリント遺伝子（群）のアレル親由来特異的な遺伝子発現様式の確立・維持には個々の
インプリント遺伝子ドメインに通常は一箇所存在する germline-DMR （親由来特異的 DNA メチ
ル化が生殖細胞（卵子・精子）成熟過程で確立されるゲノム領域）が中心的な役割を果たすこ
とが知られているが、詳細な発現制御機構が解明された例は一部に留まっている。アレル特異
的に機能するシスエレメントの網羅的同定は、個々のドメインでのインプリント発現制御機構
（インプリント疾患責任領域である場合は、疾患の病因・病態）の解明に極めて有用である。
複数の生活習慣病における疾患感受性、初経年齢といった形質にもインプリント遺伝子座位が
関与することが示唆されており、それらを対象とした疾患エピゲノム解析への応用も考えられ
る。また、IG-DMR により制御される Dlk1-Dio3 遺伝子クラスターの正常なエピゲノム制御が、
iPS細胞の分化多能性維持に必要であることが知られており、iPS 品質管理の観点からも、イン
プリントーム解析技術の改良・開発が重要であると考えられた。 
 
 
２．研究の目的 
 
 (A) ヒトゲノムのインプリント制御領域群を対象とした網羅的かつ安価 ・簡便なエピゲノム
診断技術を確立すること、(B) インプリント遺伝子領域のアレル特異的 オープンクロマチン領
域をゲノムワイドに同定すること、を主要な研究目的とした。得られる成果は、インプリント
疾患の病因・病態解析ならびにインプリント発現制御機構解明のために有用な基盤情報となる。 
 
 
３．研究の方法 
 
（１）アンプリコンバイサルファイトシーケンス法 
解析対象の複数のゲノム領域について個別に PCR増幅を行い、同じ検体由来の PCR産物を等
量混合しプールした。プール DNAにイルミナシーケンスアダプターを付加し、ベンチトップ型
シーケンサーMiSeqでシーケンスデータを得た。同一検体について得られたシーケンスを bismark 
(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/bismark/) により hg19 参照ゲノム配列にマッピング
し、得られた bamファイルより個々の解析対象領域のバイサルファイトシーケンスリード情報
を抽出し、QUMA (QUantification tool for Methylation Analysis) CUI版 (http://quma.cdb.riken.jp/top/index_j.html) 
を用いて DNA メチル化率算出・メチル化パターン可視化までを行った（図 1 右）。一連の工程
の大部分の自動化が可能な解析スクリプトを作出した。 
 
（２）DNAメチル化アレイ解析 
全ゲノム母性ダイソミー1 例・父性ダイソミー症例 4 例・正常二倍体コントロール 8 例の末
梢血由来ゲノム DNAを対象にイルミナ社 EPIC HumanMethylation BeadChipアレイで 850,000個所の
CpG サイトの DNA メチル化データを取得した。ダイソミー症例とコントロールで予想される
DNA メチル化パターン（図１左）を指標に、既知の 50 個所の iDMRs に相当する CpG プローブ
の同定、並びに新規 iDMRの探索を行った。124箇所の新規 iDMR候補領域のうちの 40個所程度
についてアレル親由来を区別できるDNA多型を用いたアレル特異的バイサルファイトシーケン
ス解析を行い、アレル親由来特異的メチル化の有無を検証した。 
 
（３）ATACシーケンス法 
オープンクロマチン領域を網羅的に同定する方法として、改良型 ATAC シーケンスプロトコー
ル (文献 1) を導入し、ヒト培養細胞を用いて良好なデータが取得できることを確認した。次に



マウス F1雑種 9.5日胚（C57B6♀x JF1♂由来ならびに JF1♀x C57B6♂由来）を対象に ATACシーケ
ンスデータを取得した。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）DNAメチル化 EPICアレイによるインプリンティング疾患エピゲノム診断の迅速化・簡便
化 
インプリント遺伝子のアレル特異的遺伝子発現は、アレル特異的 DNAメチル化領域 (imprinted 

differentially methylated region, iDMR) に制御される。ヒト全染色体片親性 ダイソミーモザイク症例
について EPICアレイを用いて取得した DNAメチル化データを解析し、50箇所の既知 DMRに対
応する 789箇所の CpGプローブカタログを作成した（Hernandez Mora et al. Epigenomics. 2018）。更
に新規の iDMRとして JAKMIP1-DMRと PTCHD3-DMRを同定した。これらの情報により、EPICア
レイによるインプリンティング異常疾患症例のエピゲノム診断が迅速化・簡便化されることが
期待された。実際にインプリンティング疾患の一つである Silver-Russell症候群 94例のゲノム・
エピゲノム診断分類研究（Inoue et al. Clin. Epigenet. 2020）や ZNF597-DMR低メチル化を呈する胎
児発育遅延症例の同定研究（Yamazawa et al. J.Med. Genet. 2020）において本研究で得られた iDMR
プローブ情報が有用であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１：全ゲノムダイソミー症例を対象としたゲノムワイド DNAメチル化解析によるイン
プリンティング制御領域 (iDMR) の網羅的同定戦略（左）とアンプリコンバイサル
ファイトシーケンス 

 
 
（２）アンプリコンバイサルファイトシーケンス法 
ベンチトップシーケンサーを用いたアンプリコンバイサルファイトシーケンスプロトコール
を確立し、ライブラリ作製条件を論文（PMID: 29962238) に記載した。数十から数百の PCR産物
を対象に各サンプルについて数千リードのバイサルファイトシーケンスデータを低コスト・短
時間で取得し、メチル化率算出・メチル化パターン可視化（図１右）が可能な解析体制を構築
した。 

iDMRメチル化状態確立における上流 LTR配列の役割を解明するための比較エピゲノム解析研
究において、このアンプリコンシーケンス法を活用し、論文発表に貢献した（Bogutz AB et al. Nat 
Commun. 2019 ;10:5674)。  
 
（３）異常妊娠胎盤検体群を対象としたインプリント DMRエピ変異解析 
インプリント遺伝子の多くは胎盤発生・機能に重要であり、子宮内発育遅延や妊娠高血圧症
候群など胎盤機能低下を伴う異常妊娠の一部において、iDMR エピゲノム異常・インプリント
遺伝子発現異常がその病因・病態に関与する可能性が考えられているが十分に解明されていな
い。妊娠高血圧症候群（HDP）あるいは胎児発育遅延(FGR)を伴う異常妊娠症例 140 例、正常妊
娠 39例を対象に臍帯血ならびに胎盤における iDMRメチル化異常を検索し た。22領域の iDMR
の DNAメチル化レベルを測定し、HDP群ならびに FGR群では、胎盤における IGF2-DMR2が有意
な低メチル化傾向を示すことを見出した。一方、140 例中 3例で、胎盤特異的に H19-DMRなら
びに IGF2-DMR0/IGF2-DMR2 の低メチル化を呈する症例を同定し、H19 の両アレル発現と IGF2 の
顕著な発現低下を確認した（Yamaguchi Y et al. Clin Epigenet. 2019; 11:113）。  
 



（４）アレル特異的オープンクロマチン情報、プロモーター・エンハンサー相互作用情報の取
得 
クロマチン高次構造解析手技を確立するためのモデルとしてマウス ES細胞・TS細胞を対象
に 4C-seq解析・HiC解析を実施し、マウス Tead4プロモーターに相互作用するエンハンサー群を
同定した (Tomikawa J et al. Nucleic Acids Res. 2020 ;48:278-289)。マウス C57B6系統・JF1系統の F1
雑種胚盤胞から樹立した ES細胞 (B6xJF1および JF1xB6)について capture-HiC解析を実施し、ア
レル別データ解析により iDMRに対してアレル特異的に相互作用するエンハンサー領域候補群
を同定した。アレル別データ解析には SNPsplit 
(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/SNPsplit/) を用いた。さらに B6系統・JF1系統間交配
で得たマウス F1雑種 9.5日胚を対象とした ATACシーケンス解析を実施し、アレルの区別が可
能なオープンクロマチンプロファイルを取得した。これらのデータセットを統合的に解析する
ことで、インプリント遺伝子クラスターにおけるアレル特異的発現制御機構の更なる解明を目
指す。 
 
 以上のように当初の研究目標に沿って、ヒトゲノムのインプリント制御領域群を対象とした
DNAメチル化解析に有用なデータセットの作出・方法の改良に成功し、それらを疾患研究、進
化研究に応用した。更に、今後のインプリント疾患病因病態解明研究、インプリント発現制御
機構解明研究のための基盤情報として、アレル特異的オープンクロマチン情報、アレル特異的
プロモーター/エンハンサー相互作用情報をゲノムワイドに取得した。 
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