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研究成果の概要（和文）：インプリンティング疾患ベックウィズ・ビーデマン症候群（BWS）は、ICR1の異常高
メチル化で発症する。正常ICR1のメチル化はアレル間で異なり、その維持にはSOX2/OCT4結合部位（SOBS）と
CTCF結合部位（CBS）が重要であるが、分子機構は未解明である。マウスICR1のSOBSと4ヶ所のCBSに変異を導入
した変異マウスパネル（10系統）を作製し、解析した。その結果、ICR1のメチル化維持の鍵部位はSOBSとCBS3で
あり、これらの領域にSOX2/OCT4とCTCFが結合できなくなるとクロマチン構造が変化することで高メチル化が生
じ、表現型を惹起する遺伝子発現変化が起こると示唆された。

研究成果の概要（英文）：Beckwith-Wiedemann syndrome (BWS), an imprinting disorder, is caused by 
aberrant hypermethylation at the ICR1. Methylation status at the normal ICR1 differs between the two
 parental alleles, and the maintenance of the differentially methylation relies on the interaction 
of specific binding sites, namely the SOX2/OCT4 binding sites (SOBS) and the CTCF binding sites 
(CBS). However, the underlying molecular mechanisms remain elusive. In this study, we generated a 
panel of mutant mice with mutations introduced into the SOBS and four CBS sites of mouse ICR1 (10 
strains) to investigate their impact. Our findings indicate that the key regions responsible for 
ICR1 methylation maintenance are SOBS and CBS3. It is suggested that disruption of SOX2/OCT4 and 
CTCF binding to these regions leads to chromatin structural changes, resulting in aberrant 
hypermethylation and subsequent alterations in gene expression that contribute to the observed 
phenotypic manifestations including overgrowth.

研究分野：エピジェネティクス

キーワード： インプリンティング疾患　Beckwith-Wiedemann症候群　インプリティング制御領域　DNAメチル化　SOX2
/OCT4　CTCF　過成長

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
母性ICR1のメチル化維持には、SOBSとCBS3が重要であることが判明し、これまで不明であったSOBSとCBSの協働
分子機構の一端が解明できた。BWS発症につながる胎生期のメチル化異常の発生機構の解明につながる。また、
遺伝子診断、治療、予防の技術開発の基盤となる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

(1) インプリンティング疾患ベックウィズ・ビーデマン症候群（BWS）におけるメチル化促進現

象と DNAメチル化バウンダリー 

インプリント遺伝子の片アレル発現（父性アレルと母性アレルのうち一方が選択的に発現）

は、インプリンティング制御領域（ICR）の DNA メチル化により制御されている。ベックウィ

ズ・ビーデマン症候群（BWS）は、過成長、巨舌、腹壁欠損、臍帯ヘルニア、胎児性腫瘍などを

含む多様な症状を呈するインプリンティング疾患であり、11p15領域にある ICR1の異常高メチ

ル化（gain of methylation: ICR1-GOM）が発症原因の一つである。正常な ICR1は父性アレルがメ

チル化、母性アレルが非メチル化であり（図１）、母性アレルで ICR1-GOMが生じると、細胞増

殖因子 IGF2の両アレル発現が惹起され、BWSの症状が出現する。ICR1には SOX2/OCT4結合

部位（SOBS）と CTCF結合部位（CBS1-7）があり、母性アレルの非メチル化には OCT4と CTCF

の結合が重要であることが報告されている 1-3)。加えて、SOBS に変異が生じると OCT4 が結合

できず、ICR1-GOMが惹起され BWSが発症することが示されている 2,4)。 

研究代表者は、SOBSの一塩基置換によって発症した BWSの母から同塩基置換が子に伝達さ

れると、母で生じた ICR1-GOMが子においてさらに広範囲かつ高度になる現象（DNAメチル化

促進現象）を見いだした 5)（図１）。母

子間の DNAメチル化の差異を見ると、

CTCF結合部位 1〜4（CBS1〜CBS4）は

同程度であるが、CBS6および CTF7で

は子において顕著に上昇していること

から、少なくとも CBS4と CBS6の間に

DNAメチル化の伸展をブロックする境

界領域（DNAme boundary）が存在する

ことが示唆された（図１）。世代を経る

際に、この DNAme boundaryを乗り越え

ること（伸展）でメチル化促進が生じる

と考えられた。 

 

(2) SOX2/OCT4結合部位変異マウスにおけるメチル化伸展制御 

母性アレルの非メチル化に OCT4と CTCFの結合が重要であることは、マウスモデルでも証

明されている 6,7)。また、CBSについては、マウスの解析で、すべての CBSを変異させたアレル

を母から伝達させると母性アレルの ICR1-GOMが生じることが報告されている 3)。 

マウス ICR1 は人と類似し

ており、SOBS と４つの CBS

（CBS1-4）を持つ。そこで、マ

ウス SOBSに変異（mSO）を導

入し、母から仔へ伝達させたと

ころ（mSO/+）、SOBSからCBS2

に向かって高メチル化が進展

していたが、SOBS から CBS3

の間で高メチル化の進展がブ

ロックされていた（図２）。つ



まり、ヒトと同様に DNAme boundaryが存在し、これを乗り越えないと DNAメチル化は進展し

ないことが示唆された。また、過成長、Igf2の両アレル発現など BWSで生じる変化は認められ

なかった。 

boundary については、研究初期には、エンハンサーが遺伝子プロモーターに作用するのをブ

ロックするインスレーター、あるいはヘテロクロマチンの伸展をブロックする境界（Chromatin 

boundary）と認識されていたが、現在ではエンハンサーを遺伝子プロモーターに適切に供給する

ためのクロマチンループ形成領域として認識されている。特に、CTCF、コヒーシン、その他の

因子が結合して Topological Associating Domain（TAD）の境界を形成する領域を指し、TADの研

究は近年飛躍的に進展している 8,9)。しかしながら、DNAメチル化が周囲に伸展する際の boundary

の存在や分子機構はほとんど解明されておらず、CpG アイランド・コアの Sp1 結合部位がレト

ロウィルスベクターを DNAメチル化から防ぐという報告があるのみである 10)。研究代表者が見

いだした DNAme boundaryには Sp1結合部位はなかった。したがって、ICR1においては、SOBS

と CBSがどのように協働して DNAme boundaryを超えずに非メチル化を維持しているのかは未

解明のままである 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、DNAme boundary を超えて異常 DNA 高メチル化が進展する際に SOBS と

CBSがどのように協働しているか、つまり母性 ICR1の DNA非メチル化維持における SOBSと

CBSの分子機構を解明することである。 

 

３．研究の方法 

(1) ICR1変異マウスパネルの作製 

母性 ICR1の DNA非メチル化維持

における SOBS と CBS の分子機構を

解明するため、CRISPR-Cas9システム

を用いて、マウスの母性アレル ICR1の

SOBSと 4ヶ所のCBSに変異を導入し

た変異マウスパネルを作製した。この

変異マウスパネルは、計 10 系統の変

異マウス（mSO、mSO+CBS1（mSOC1）、

mSO+CBS2（mSOC2）、mSO+CBS3

（mSOC3）、mSO+CBS4（mSOC4）、

mCBS1（mC1）、mCBS2（mC2）、mCBS3

（ mC3 ）、 mCBS4 （ mC4 ）、

mCBS3+mCBS4（mC3+C4））で構成されている（図 3）。変異雌マウスと PWK雄マウスを交配さ

せ、母性アレルに変異を有する産仔を得た。仔の尻尾および肝臓、腎臓、舌から核酸を抽出した。 

 

(2) 表現型解析 

作製した変異マウスパネルの表現型（出生時過成長の有無）を解析した。1 dpcの時点で野生

型マウスの平均+2SD以上である場合に過成長とした。この基準は、BWSの臨床診断時に用いる

基準とほぼ同じである 11)。 

 



(3) DNAメチル化解析と遺伝子発現解析 

DNAメチル化に関しては、SOBSと 4ヶ所の CBSをそれぞれ増幅する PCR primerを設計し

た。bisulfite処理した尻尾 DNAを鋳型に PCRを行い、T-vector にクローニングしてシークエン

スを行うことでメチル化を解析した。遺伝子発現は、各臓器から抽出した RNA を用いた。Igf2

の発現については、RT-PCR産物をシークエンスし、B6と PWKの多型を利用して発現アレルを

解析した。Igf2 と H19 の総発現量については、TaqMan probe を用いたリアルタイム RT-PCR で

定量した。 

 

(4) クロマチン免疫沈降による CTCF/Rad21結合状態の解析 

mSO、mC3、mC4、mSOC3、mSOC4の 10.5日胚を用いて、抗 CTCF抗体、抗 Rad21抗体（コ

ヒーシン構成因子）によるクロマチン免疫沈降（ChIP）を行い、CBS1-4について qPCRを行っ

た。 

 

４．研究成果 

(1) 表現型解析 

変異マウスパネルのうち、mSOC3、mSOC4、mC3+C4 に過成長を認め、その頻度は mSOC3

が８割程度と最も高く、mSOC4と mC3+C4は４割以下の低頻度であった。この頻度の違いは統

計学的な有意差（χ2検定）があった。その他の変異マウスでは過成長を認めなかった。 

 

(2) DNAメチル化解析と遺伝子発現解析 

過成長を示した mSOC3、mSOC4、mC3+C4について、DNAメチル化解析と遺伝子発現解析

を行った。DNA メチル化に関しては、mSOC3 で ICR1 全域にわたる高度な高メチル化が生じ、

Igf2の両アレル発現と発現量の増加、および H19の発現低下を認めた。mSOC4は、ICR1全域に

わたって高メチル化を認めたが、その程度は軽度で、特に CBS3近傍の高メチル化が軽度であっ

た。mC3+C4は、CBS3、CBS4を中心に SOBSを超えて高メチル化を認めたが、CBS1と CBS2

の高メチル化は極めて軽度であった。すなわち、ICR1 全域の高メチル化は認められなかった。

mSOC4 と mC3+C4 では、Igf2 の両アレル発現と発現量の増加、H19 発現低下を認めたが、Igf2

の総発現量は臓器によって異なる可能性が示唆された。過成長を示さなかった他の変異マウス

では、変異を導入した部位の周辺領域に限局した高メチル化を認めたが、ICR1 全域にわたるよ

うな広範囲には及ばなかった。また、Igf2の両アレル発現と発現増加、H19発現低下も認めなか

った。 

 

(3) クロマチン免疫沈降による CTCF/Rad21結合状態の解析 

mSOC3では、すべての CBSにおいて CTCFとコヒーシンの結合が大幅に低下していた。一

方、mSOC4では、変異を導入した CBS4で CTCFの結合が顕著に低下したものの、CBS1-3への

結合は軽度の低下にとどまっていた。また、コヒーシンの結合は、やはり CBS4では顕著に低下

したが、CBS1-3 ではほとんど変化しなかった。mSO では、CBS1/2 への CTCF の結合が軽度低

下し、コヒーシンの結合は CBS2 のみで軽度低下した。mC3、mC4 では、変異を導入した CBS

のみで CTCFの結合およびコヒーシンの結合が低下したが、それ以外の CBSでは変化しなかっ

た。 

 

以上より、ICR1全域へ DNAメチル化が進展するための鍵となる部位は SOBSと CBS3であ



り、これらの領域に SOX2/OCT4 および CTCF が結合できなくなるとクロマチン構造が変化し、

それに伴い高メチル化が生じ、過成長を惹起させる遺伝子発現変化が起こることが強く示唆さ

れた。 
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