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研究成果の概要（和文）：胎盤と胎児は、同じの受精卵に由来し、同じゲノムDNA情報を持ちながらも、DNAメチ
ル化修飾は全く異なる。このメチル化の異常は、流産、生活習慣病、癌などの発症に関連する。本研究では、ヒ
ト正常精子、卵子が受精卵を経て胎盤へと分化する過程で、DNAメチル化がどのように変化するのかを明らかに
することを目的とした。ヒト検体を用い、全ゲノムメチローム解析を行った。その結果、ヒトでは受精卵におけ
るDNAメチル化のリ脱メチル化が不完全で、卵子のDNAメチル化情報の一部が胎盤に引き継がれていることが判明
した。この現象は、マウスとは異なり、ヒト特異的な遺伝子発現制御機構が働くことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Placental is common as the interface between mother and fetus to obtain 
nutrients essential for embryonic growth and gene expression is regulated by epigenetic mechanism. 
DNA methylation is a kind of epigenetic factors and globally reprogrammed after fertilization. 
Genomic imprinting is also leads to parent-of-origin specific mono-allelic expression of certain 
genes by DNA methylation (DMR). In this study, we performed genome-wide allelic DNA methylation 
analyses of human germ cells, blastocyst and purified trophoblast cells from placentas. We found 
that incomplete demethylation in btastocyst. RNA sequencing-based allelic expression analyses 
revealed that some of the placenta-specific maternal DMRs were associated with imprinted gene 
expression. These findings highlight the incomplete erasure of germline DNA methylation in the human
 placenta, which is important for understanding normal placental development and the pathogenesis of
 developmental disorders with imprinting effects.

研究分野：産婦人科学、分子生物学

キーワード： 生殖医学　エピジェネティクス
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１．研究開始当初の背景 

DNAのメチル化は、発生のプログラムに従っ

て確立され、核のリプログラミング、ゲノム

インプリンティング、ゲノム安定性、遺伝子

の発現調節などに働く。 

最近、次世代シークエンサーを用いた一塩基

解像度でのゲノムワイドなメチル化解析

（WGBS）により、マウス発生過程における

DNA メチル化の全体像（メチローム）が示さ

れた（Smith ZD et al. Nature 2012 他）。また、5-

メチルシトシン（5mC）が水酸化された 5-ヒド

ロキシメチルシトシン（5hmC）が発見され、

5mC とは対照的に 5hmC は遺伝子発現の亢進

や能動的な脱メチル化機構に関与することが

報告されている（Chuan et al. Cell 2012 他）。ヒ

ト受精卵、胚盤胞での遺伝子発現パターンは、

マウスと異なることが報告されており（Xie et 

al. Genome Res 2010）、マウスで明らかとなった

メチロームをそのままヒトに適用することは

できない。しかし、ヒトでは検体数（DNA量）

が十分確保されないため、発生初期のDNAメ

チル化制御の詳細は全く不明である。本研究は、

微量検体を正確に解析する高精度エピゲノム

測定法を開発し、ヒト生殖細胞のメチローム解

析を実施する、世界で初めての試みである。 

 

２．研究の目的 

ヒト生殖細胞（卵子および精子）、胚盤胞およ

び初期胎盤絨毛細胞の標準メチロームプロフ

ァイルを作成し、機能的、構造的分類による

メチル化制御（5mCおよび 5hmC）について、

生物統計学的解析を行い、受精後の脱メチル

化機構のゲノム特異性について明らかにする。

特に、卵子－精子特異的メチル化領域に注目

し、新規のゲノムインプリンティング領域を

特定する。さらに、ヒト・マウス間の比較エ

ピゲノム解析を行い、保存性、多様性につい

て検討する。 

 

３．研究の方法 

(1) ヒト卵子、精子、胚盤胞、初期胎盤細胞

の収集と精製： 

文部科学省、日本産科婦人科学会へ研究の

申請を行った後、十分な説明とインフォーム

ドコンセントを得て、ヒト検体の収集を行う。 

● 卵子、胚盤胞は、顕微授精、体外受精など

の目的で採取されたもののうち、未成熟卵子

（GV 期、MI 期）と確認され、臨床使用から

外れた形態学的に正常な未受精卵（30 個）を

収集。卵子は、体細胞の混入を避けるため、

顆粒膜細胞および透明帯をタイロード処理に

より完全に除去し、回収。同時に破棄予定の

胚盤胞（10個）を収集。 

● 精子は、精液検査後の精子を Suim-up法を

用い回収し、体細胞を除去。 

● 初期胎盤絨毛細胞は、人工妊娠中絶術後の

正常胎盤（妊娠 7－8週）の一部を使用する。

絨毛部分を採取後、FACS 及びパーコール法

を用いて細胞性栄養膜細胞（CT）を純化・精

製し、ゲノム DNAを抽出する。 

(2) 超微量検体を用いたメチローム解析の確立： 

● PBAT法の改良 

PBAT ライブラリーを増幅系・非増幅系で

調製し、シーケンスを行う。増幅系ライブラ

リーでのマッピングのバイアスやメチル化

状態の変化を非増幅系と比較し、増幅系を用

いることで超微量検体でも充分なゲノムカ

バー率及び depth を実現する PBATライブラ

リー調製法を確立する。 

(3) 次世代シーケンサーを用いた大規模配列

解析： 

ライブラリーの作製には、PBAT 法を用い

る。ライイブラリー作製後、HiSeq2500 を用

いて大規模シーケンス解析を行う。卵子およ

び胚盤胞についてはそれぞれ 7億リード（700

億塩基、ゲノムカバー率 x20に相当）、精子、

胎盤については 6億リードを取得予定である。 

(4) シーケンスデータのマッピング： 

(3)で得られたリードのマッピングおよび

メチル化率の算出には、メチル化解析プログ

ラム Bismarkを用いる。また、リードおよび

メチル化状態の可視化にはゲノムブラウザ

IGVを使用する。以上の解析パイプラインは

既に構築済みである。 

 

 



(5) 構造、機能領域分類とメチル化制御の解析： 

発生の各段階で、CpG island, リピート配列, 

プロモーター、Gene bodyなどの、CGおよび

non-CG のメチル化率を決定する。マウスで

は、リピート配列の一部が受精後の脱メチル

化から保護されることや、卵子で non-CG の

メチル化が頻繁に観察されることが知られ

ている。同様の現象がヒトでも見られるか検

証する。データ解析ソフトには、GeneSpring

および、統計解析ソフト”R”を使用する。 

(6) インプリント DMRの同定とその維持・消

去機構の解析： 

卵子‐精子特異的メチル化領域インプリ

ント（DMR）に注目し、受精後の脱メチル化

や着床後の新規メチル化から保護されてい

るかどうかを既知の GI 遺伝子で明らかにす

る。さらに新規 GI遺伝子領域を検索し、DMR

の保護に関与する共通配列モチーフや、結合

する転写因子などを推測する。 

(7) マウスメチロームとの比較解析： 

領域毎のメチル化制御やインプリント

DMR の制御が、ヒト－マウス間で保存され

ているかどうかを解析する。ヒト－マウス間

のゲノム配列の保存性に関するデータは

UCSCより取得し、統計解析ソフト”R”を用い

てメチル化状態の保存性を定量的に評価す

る。さらに、濃縮されるリピート配列や近傍

遺伝子の機能・発現量による分類を行い、メ

チル化状態が保存されている領域とそうで

ない領域の配列の特徴を明らかにする。 

(8) アクセシビリティを考慮したデータベー

スの構築：  

次世代シーケンサーによる解析では、膨大

なデータを取り扱う必要がある。国内では、

ヒト生殖細胞研究に特化した情報処理パイ

プラインは未整備であり、迅速なシステム確

立が求められている。そのため、得られる情

報と公的データベースの情報を生命科学者

が自由に取り扱うインターフェイスを開発

し、パイプラインを構築する。具体的には、

エピゲノムの視覚的ツールとして UCSC 

Genome Browserを、エピゲノム情報のデータ

ベースへの登録窓口として Galaxyを用い、高

度な情報解析パイプラインを確立する。 

４．研究成果 

（1）ヒト初期胚のメチル化の変化 

受精卵から全能細胞への初期化の過程のメチ

ル化の変化は、マウスで研究されクローン作

成技術などに活かされているが、ヒトでの研

究は倫理的問題から限られている。我々は、

生殖補助医療に由来するヒトの卵子及び胚を

倫理委員会の承認を得て用い、ヒトの初期発

生におけるDNAメチル化の変化をバイサルフ

ァイトDNAシークエンシング法で解析した。

精子と卵子を比較すると、精子はメチル化の

割合が高く、卵子は中程度であるというマウ

スと同じ傾向を示した。一方、初期化を受け

た胚盤胞ゲノムのメチル化を見ると、精子由

来では能動的脱メチル化を受けていたが、卵

子ではあまり変化がみられなかった (図1)。ヒ

トでは受動的脱メチル化はおこっていないと

考えられる（図2）。 

 そこで卵子のメチル化を調べると、ヒトで

は少なくとも44カ所の卵子特有のメチル化領

域があり、そのうち15カ所が胎盤の細胞にの

み見られた。マウス卵子では、メチル化領域

メ
チ
ル
化
の
割
合

精子

胚盤胞

卵子

15M 25M

21番染色体長腕

図 1 ヒトの精子、卵子、胚盤胞のメチル化の比較 

21 番染色体の長腕のメチル化のパターンの比較。胚盤胞の割
合が卵子の半分程度（半分は精子由来）でパターンが似てい
ることから、胚盤胞初期化で卵子のメチル化が残っているこ
とがわかる。 
 

図 2 ヒトの初期発生のメチル化の変化 
ヒトでは卵子のメチル化は初期化を通し維持されることがわ
かった。 
 



は22カ所と胎盤だけは１カ所のみである。ヒ

トでは、初期化を経ても卵子由来のメチル化

がマウスに比べて多く残り、胎盤の遺伝子の

発現に関わるのではないかと考えられた。 

 次に卵子で発現する遺伝子との関係を調べ

たところ、遺伝子配列内のメチル化はその遺

伝子を活性化するが、ヒトのみでメチル化し

ている遺伝子はマウスに比べて千個近く多か

った。その一方で、マウスでDNAメチル化に必

要な酵素Dnmt3lは、ヒトでは発現がみられな

かった。その代わりにヒトではセントロメア

領域のメチル化に関わるDNMT3Bが多く発現し

ていた。セントロメア領域はヒトではメチル

化され、マウスではメチル化されていないの

で、この酵素がヒトの新規のメチル化とセン

トロメアのサテライト配列のメチル化にも寄

与していると考えられる。 

 精子由来のDNAでは初期化の過程で大規模

な脱メチル化がおこるが、残っている位置を

調べたところ移動能力の高いレトロトラン

スポゾンをメチル化していた。レトロトラン

スポゾンによる転移がゲノムに変異をひき

おこすと、発生異常や疾患の原因となるため、

それを防御する役割があるのだろう。こうし

てヒトとマウスでは異なる現象がみられる

ので、ヒトのエピジェネティクスの理解には

ヒトでの研究が重要であることがと明らか

となった。 

 

（2）エピジェネティクスから見える哺乳類

の進化 

 最近、様々な動物の初期発生における DNA

メチル化の変化が報告され、受精後の初期化

機構は、生物種によって多様であることがわ

かってきた。ゲノムインプリンティングは哺

乳類にしか認められない現象で、胎盤の進化

とともに獲得されてきたと言われている。生

物種によってインプリンティングを受ける

遺伝子の数や領域は異なっているので、この

共通性や多様性を明らかにすることが哺乳

類の進化を解明する上での手がかりになる

かもしれない。また、エピジェネティックス

機構の進化には、ウイルスゲノムの侵入も深

く関わっている。例えば、ヒトゲノム上に散

在する内在性ウイルスなどの反復配列の多

くは強固にメチル化され、ゲノム中を転移に

しないように抑制されている。これらの転移

性の配列のゲノムへの侵入に対する感染防

御の戦略が、高等動物では、エピジェネティ

クスに関わる様々な現象として発達した可

能性が考えられる。塩基配列だけではわから

ない複雑なメカニズムが明らかになってき

た今、哺乳類やヒトの進化の解明にも更なる

エピジェネティクス研究が必要である。 
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