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研究成果の概要（和文）：近年、生殖補助医療（ART）出生児の増加に伴い、先天性インプリンティング（GI）
異常症の発症頻度の増加が報告されている。しかし、その原因がART操作によるものか、患者背景によるものか
明らかではない。本研究では、ARTリスクについてゲノム疫学手法を用いた解析により、1）10万人を対象に、凍
結胚移植（FET）児が、新鮮胚移植児に比し、性比の偏り（男児の増加）や一卵性双胎の頻度が高いこと2）FET
胎盤ではマイクロRNAを含むエピゲノムの変化が生じ、特にGI遺伝子の発現調節に変化が多くみられること3）
ART由来先天性GI異常症の患児には、特有な症状やメチル化変異の相違点がみられることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Assisted reproductive technology (ART) has become increasingly common due to
 late marriage and improvement of medical technology. However, the majority of recent studies 
published have suggested an increased incidence of normally very rare imprinting disorders in babies
 conceived after ART. The relationship between ART and aberrant genomic imprinting is still unclear.
 However, the major epigenetic events take place in the process of ART. The isolation and culture of
 early embryos may prevent the proper establishment and maintenance of genomic imprinting and cause 
imprinting disorders. 1) The risk of secondary sex ratio imbalance and increased monozygotic 
twinning after blastocyst transfer (BT) 2) Genome-wide microRNA expression profiling in placentae 
from frozen-thawed BT 3) Association of four congenital imprinting disorders and ART. These results 
help to clarity the necessity for new standards for reform in ART in order to increase safety and 
produce healthy babies.

研究分野： 分子生物学、産婦人科学

キーワード： 生殖補助医療（ART）　ゲノムインプリンティング　胎盤　DNAメチル化　microRNA　先天性インプリン
ト異常症
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研究成果の学術的意義や社会的意義
生殖細胞および初期胚において、DNAメチル化などのエピジェネティクスが非常にダイナミックに変動する。DNA
メチル化は、受精の際安定に維持されるGIを制御するため、配偶子や初期胚を扱うART操作の安全性とリスク評
価には最適な指標である。本研究では、ART出生児の身体的特徴とエピゲノム解析を組み合わせ、リスクの一端
を示した。また、先天性GI異常症におけるメチル化パターン分析は、疾患の病因、病態の解明にとどまらず、今
後のART操作のリスク要因の発見に繋がり、安全性の高い標準化したART治療へ貢献できると予想される。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

我が国では、晩婚化の社会情勢と医療技術の向上により、生殖補助医療（ART）は急速に

普及してきた。しかし、ART の普及と共に、これまで非常に稀であったゲノムインプリン

ティング（遺伝子刷り込み：GI）異常を原因とする先天性疾患（Beckwith-Wiedemann 症候

群：BWS 等）の発症頻度が増加している事が、国内外で報告されている。ART は、GI 遺伝

子のメチル化が確立する時期の配偶子や受精卵を操作するため、排卵誘発、配偶子操作、培

養液などの DNA メチル化を含むエピジェネティクスへの影響について懸念されている。ま

た、GI の破綻は先天性疾患、周産期異常に限らず、乳幼児の身体的発育、精神的発達、行

動異常等にも関連する事も報告されている。さらに、がんや生活習慣病などの成人性疾患の

原因となりうるため、次世代社会の最重要な課題として、早急に実態を把握し、適切な対応

が必要とされる。 

 

２．研究の目的 

本研究では、ART 治療によるリスクと安全性について評価するため、ART 出生児を対象

に、患者背景と生活習慣を考慮した出生状況調査（周産期合併症、先天奇形、性差、出生体

重等）と、出生後の身体的発育、認知行動面をも考慮した神経行動学的な発達に関する観察

研究を、子どもの成長のマイルストーンに照らし、大多数例の自然妊娠群と比較することで、

戦略的に把握することを目的とする。さらに、ART 操作によるリスク評価として、ART 由

来胎盤と先天性 GI 異常症の試料を用い、網羅的なメチル化解析を行い、科学的根拠に裏付

けされたデータを分析し、集積する。 

 

３．研究の方法 

(1) ART 児の出生状況と発育・発達に関する縦断的観察研究： 

ART 出生児の分類、データ解析を開始：エコチル全国調査（全固定データ 104,102 人の出生

児）を活用し、ART 群（胚盤胞：BT 群 2,081 人、分割胚：ET 群 752 人）、非 ART 群（人工

授精）（3,716 人）、自然妊娠群（92,281 人）のデータを抽出した。BT と性比の関係及び BT

と一卵性双胎の発生頻度について、交絡要因について補正し、多変量解析により正確に評価

した。 

(2) ART 由来胎盤の包括的エピゲノム解析： 

エピゲノム機構として、胎盤の発育、成長に重要な役割を果たす胎盤特異的マイクロ RNA

（miRNA）の存在が知られている。miRNA は、21～25 塩基の RNA 分子で、特定の遺伝子

に結合することで発現を抑制する機能を有している。本研究では、新鮮胚（12 例）と凍結

胚（60 例）の満期（39-40 週）自然妊娠（24 例）の胎盤の miRNA の発現を網羅的に比較し、

その表現型との関連性について検討した。 

(3) ART 由来先天性 GI 異常症患児における ART リスク評価： 

全国の小児科および産婦人科施設（2777）の協力下に、先天性 GI 異常症である BWS、Angelman

症候群（AS）、Prader-Willi 症候群（PWS）、Silver-Russell 症候群（SRS）の 4 疾患を対象とし、

患者数、臨床像、ART 治療内容および遺伝子診断の有無などについて調査を実施した。次に、

ART 由来の SRS 患者（ART-SRS） 5 名、自然妊娠由来の SRS 患者（非 ART-SRS）5 名、お

よび自然妊娠由来の健常者 10 名の末梢血 DNA を用い、RRBS 法による網羅的 DNA メチル

化解析を行い、ART-SRS のメチル化変異の特徴と臨床像について統計学的な解析を行った。 



４．研究成果 

(1) ART 児の出生状況と発育・発達に関する縦断的観察研究： 

ART 群として、BT 群（2081 名）、ET 群

（752 名）、非 ART 群（人工授精：Non-

ART）、自然妊娠群（Sp）の 4 群を基本

属性で比較し、有意差を示す項目を抽

出した。BT 群と ET 群を合わせた ART

群では、母親年齢、BMI、教育歴、収入、

PCS（physical health condition）、MCS

（Mental health condition）、喫煙率、飲

酒量において、非 ART 群と自然妊娠群

に、有意な違いを認めた。ET 群と BT

群 で は 、  MCS (mental component 

summary）、収入で有意差を認めた。次

に、多変量解析にて、4 群を比較した場

合、モデル 2 ともに BT 群では有意差

をもって男児の出生率が高いことが判

明した。次に、一卵性双生児（MZT）の

頻度に関しても、モデル 1、2 ともに BT

群で有意差をもって他の群より高いことがわかった。これらのデータは、以前中島らが報

告した内容と大きな違いは認めなかった。諸外国のデータを比較しても、エコチル調査に

基づいた SSR と MZT データと大きな違いは認められず、人種や地域による影響は少ない

ものと考えられました。結果として、BT により出産した児は、性比に偏りがみられ、男

児が多い傾向がみられた（OR：1.10, 95%  CI:1.01-1.20）。また、一卵性双胎の頻度との相

関も高いことが判明した（OR：4.12, 95%  CI:2.57-6.59）。この内容は Hattori H et al. 

Reproductive Biology and Endocrinology. 2019 に論文発表した。 

 

(2) ART 由来胎盤の包括的エピゲノム解析： 

1）自然分娩、凍結胚移植、新

鮮胚移植により出生した児

の胎盤（n=4）の 3 群間の

miRNA の発現量の比較を

volcano plot で示した（図 1-

A）。FC（2 倍以上の変化）と

p-value を使って、発現が異な

る遺伝子を抽出し、各群間に

特徴を示す miRNA を抽出し

た（図 1-B）。凍結胚移植群と

自然分娩群の比較では、凍結

胚移植群で 55 の発現増加、39 の発現低下 miRNA が存在した。凍結胚移植群と新鮮胚移

植群の比較では、凍結胚移植群で 19 の発現増加、28 の発現低下 miRNA が存在した。そ
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図 1 miRNA の網羅的なボルケーノブロット解析 
発現量の変化（Fold change:FC）を横軸、p-value を縦軸 

男児の出生率 OR 95% CI P-value

Model 1 Sp 1.000 
Non-ART 0.984 0.921 - 1.051 0.638 
ET 0.901 0.781 - 1.042 0.160 
BT 1.100 1.007 - 1.201 0.035*

Model 2 Sp 1.000 
Non-ART 0.984 0.921 - 1.051 0.625
ET 0.900 0.780 - 1.041 0.158
BT 1.099 1.006 - 1.201 0.037*

一卵性双胎児の割合 OR 95% CI P-value

Model 1 Sp 1.000 
Non-ART 0.590 0.262 - 1.330 0.203
ET 1.058 0.261 - 4.291 0.937
BT 4.061 2.544 - 6.481 < 0.001**

Model 2 Sp 1.000 
Non-ART 0.589 0.261 - 1.330 0.203
ET 1.070 0.261 - 4.345 0.924
BT 4.115 2.571 - 6.587 < 0.001**

表 1 男児出生率と一卵性双胎児の割合 

モデル 1 では母親の交絡因子を補正、モデル 2 では両親
の交絡因子を補正を行った 



れぞれの比較で凍結胚移植群で共通して変化したものが、発現増加では 20、発現低下で

は 19 の miRNA が存在した。2）インプリンティング領域（C19MC）の 14 の miRNA で

変動が大きく、また C19MC-DMR（アレル特異的メチル化領域）の DNA メチル化に変化

が認められた（メチル化率 38％→78％）3）GO 解析より、胎児、胎盤への成長に関与す

る遺伝子がリストアップされた 4）Pathway 解析により、2 型糖尿病や様々な癌と関連す

る経路が変化することが明らかとなった。ART による凍結操作により、miRNA を含むエ

ピゲノムの違いにより、特に GI が確立、維持される時期の受精卵を取り扱う際、GI 遺伝

子の発現調節に変化がみられることが示された。この内容は、Hiura H et al. Clinical 

Epigenetics 2017.に公表した。 

 

(3) ART 由来先天性 GI 異常症患児における ART リスク評価： 

全国多施設調査では、2777施設のうち、1957施設から有効回答が得られた（回答率70.5%）。

先天性 GI 異常症 4 疾患の総患者数は 931 名であり、その内訳は、BWS が 117 名、AS が

227 名、PWS が 520 名、SRS が 67 名であった。このうち ART 由来患者の割合は、BWS

が 6.0％、AS が 1.8％、PWS が 4.6％、SRS が 11.9％であり、AS 以外の疾患は、本邦の総

出生数（1985 年から 2015

年）における ART 由来児の

出生率（1.34％）よりもその

頻度が高かった。ART 治療

内容は、IVF または ICSI に

より出生した児の割合が全

体のおよそ 6 割を占めてい

た。ART 由来患者の臨床像

は、非 ART 由来患者と類似

していたが、若干の相違点

も見られた（図 2）。ART-

BWSおよびART-SRSでは、

疾患発症の原因は、全例が

責任遺伝子領域の DNA メチ

ル化の異常（4/4 および 5/5）

であった。 

ART-SRS、非 ART-SRS を対

象としたメチローム解析の結

果では、DNA メチル化変異

（DNA methylation variation：

DMV）を 7.5%以上のメチル化

レ ベ ル 変 化 か つ false 

discovery rate（FDR）< 0.05 と

定義した場合、ART-SRS 群で

は、ほとんどの領域において

図 3 ART-SRS と非 ART-SRS 間の DMV 数の比較 

縦軸は DMV の数、横軸は ART-SRS 患者（ART）と非 ART-
SRS 患者（非 ART）を示す。黒とグレーのバーはそれぞれメ
チル化された DMV と脱メチル化された DMV の数を示す。 
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非 ART-SRS 群より、DMV の割合が有

意に高かった（FDR<0.001）（図 3）。

また、DMV が多く認められた領域は、

精子由来ゲノムで高メチル化を示し、受

精直後に脱メチル化を受ける領域であ

った（図 4）。この結果は、Hattori H et 

al. Clinical Epigenetics 2019.に発表した。 

本研究では、ART とエピゲノム、特にゲ

ノムインプリンティングとの関連につ

いて検討してきた。受精時のエピゲノム

変異は、胎児に遺残し成人期の生活習慣

病の発症に関連（DOHaD 学説）すること

も報告されているため、今後、ART 由来

児を対象とした大規模かつ中長期にわたる健康調査が必要であると考える。また、ART リ

スク要因の特定は、今後の ART 技術の向上に繋がり、出生児に安全な標準化した ART 治

療を提供できると考える。 

 

 

 図 4 SRS患者のプロモーター領域のDMV 

ART-SRS 群と非 ART-SRS 群の DMV：合計 83 個の
プロモーター領域で DMV が認められた。83 領域の
うち、37 領域が ART-SRS 群で、14 領域が非 ART-
SRS 群に特異的に認められた。 
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