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研究成果の概要（和文）：妊娠初期の絨毛は早期には細胞増殖能が強く、その後は絨毛としての機能を担うよう
に分化していく。この機能分化にDNAメチル化が主要な役割を担っているとの仮説を基に研究を行った。正常な
妊娠経過を示している妊娠6～8週、妊娠10-11週、妊娠後期、および妊娠高血圧症候群を発症した後の絨毛を採
取し、そのDNAメチル化をプロファイリングするとともに、絨毛の遺伝子発現との相関について検討した。その
結果、細胞増殖に関連する遺伝子の関与が推定され、それらの遺伝子に存在するCpGサイトの妊娠経過に伴う生
理的なDNAメチル化不全が、妊娠高血圧症候群の胎盤で認められることを確認した。

研究成果の概要（英文）：The villus trophoblasts at 1st trimester of pregnancy have a strong cell 
proliferation ability especially in the early stages, and then differentiate to function as villi in
 the placenta. We conducted research based on the hypothesis that DNA methylation plays a major role
 in this functional differentiation. We collected villus tissues at 6-8 weeks, 10-11 weeks, and late
 gestation. We also collected the tissues in pregnancy with hypertensive disorder of pregnancy 
HDP). Their methylation was profiled by microarray and compared each other. As a result, the 
involvement of genes related to cell proliferation was presumed, and it was confirmed that 
deficiency of physiological DNA methylation in the villous trophoblasts at 1st trimester is 
associated with the pathogenesis of HDP.

研究分野：周産期学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
妊娠初期絨毛の生理的な機能変化にDNAメチル化の変化が重要な役割を果たしていることを明らかにした。妊娠
初期の生理的なDNAメチル化が起こらないことが、絨毛細胞の機能的な変化につながり、それが妊娠高血圧腎症
の病態のもとを形成している可能性が示唆された。DNAメチル化の異常はさまざまな環境因子の影響を受けると
推察され、そのメチル化異常の防止がHDPの発症予防につながる可能性があり、今後の研究の進展が期待され
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（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
エピジェネティクスとは、ゲノム配列変化に依存しない DNAや染色体ヒストン蛋白質への化

学修飾変化に基づく遺伝子発現調節の機構である。中でもエピジェネティックな調節を受け、片

親由来の遺伝子のみが働くインプリンティング機構は胎盤を有する哺乳類が獲得した高度なメ

カニズムであり、DNA メチル化はその主体として胎盤の形成や機能の維持に働いている

（Genome Res,2008）。しかし、ヒトの絨毛細胞分化や胎盤形成、胎盤機能維持との関連で、DNA

メチル化を網羅的に検討した研究は限定的である。 

一方、葉酸は、DNAメチル化に必須の栄養素（DNAのメチル化基質）であるが、二分脊椎な

どの先天奇形との関与がいわれている一方、妊娠合併症発症との関与については一定の見解は

示されていない。 

我々は、胎盤形成期の遺伝子発現異常が妊娠高血圧症候群（HDP）の発症に関与するかを検

討する目的で、妊娠 11週に行った絨毛検査の５症例から余剰絨毛を採取し、その後に HDPを

発症した２症例と正常に経過した３症例で絨毛の遺伝子発現を比較した。その結果、その後に

HDP を発症した症例では、抗酸化因子である heme oxygenase-1 (HO-1)や superoxide 

dismutase (SOD) の発現が低下(絨毛細胞の抗酸化能が低下)し、抗血管増殖因子である Flt-1や

Endoglin 発現が上昇していることを見いだした。これは、妊娠後期に HDP を発症した胎盤で

観察される生理的な変化が、既に妊娠 11週の絨毛細胞に生じていることを示しており、HDPの

病態が妊娠 11 週の段階で既に形成されていることを示すものである(Prenat Diagn, 2008; 

Reprod Sci, 2009; Prenat Diagn 2009; Prenat Diagn. 2011)。 

次に、11 週の絨毛の抗酸化能が低下していたことから、胎盤形成期の酸化ストレスが胎盤形

成に不利に働くとの仮説をもとに、妊娠 8-10 週に、血液の SOD 活性を測定し、活性が低く酸

化ストレスがあると考えられる妊婦を対象に、抗酸化剤を投与して HDPの発症予防ができるか

についてランダム化比較試験（RCT）を行った。具体的には、抗酸化剤としてはビタミン

C(1g/day)と E(400U/day)を妊娠 12週から分娩開始まで投与した。その結果、重症 HDPの発症

は減少しなかったものの、軽症例はオッズ比 0.372と有意に減少した。さらに注目すべきは、投

与開始 4週間後の血液検査（細胞成分由来 RNA発現の評価）で絨毛細胞の HO-1と SOD発現

はプラセボ群に比し有意に高値を示し、同時に Endoglin発現は低値を示した。これより、投与

した抗酸化剤による酸化ストレスの軽減により、絨毛機能が改善し、その結果が抗血管増殖因子

である Endoglinの産生抑制につながったと考えられ、妊娠初期の胎盤形成期の絨毛の酸化スト

レスがその分化・発育に重要な影響を及ぼしていると考えられた。 

さらに、人工妊娠中絶時に採取した正常妊娠経過を示す初期絨毛組織の遺伝子発現の検討で

は、正常な妊娠経過に伴い、抗酸化因子や血管増殖関連遺伝子などの多くの遺伝子発現がダイナ

ミックに変化することを見出している(Reprod Sci, 2012）。これらの生理的な胎盤機能の変化は

喫煙などの環境因子の影響を受けるなどもあり、胎盤(絨毛)の DNAメチル化の変化と深くかか

わっていると考え、胎盤形成と胎盤機能発現に関わる生理的な胎盤機能獲得における DNAメチ

ル化の関与とその異常に伴う HDP発症について検討することとした。 

 
２．研究の目的 
 

妊娠初期の胎盤形成期から妊娠中期に向けての DNAメチル化における変化を把握し、そ

の異常が胎盤形成異常の原因となり、HDPなどの病態形成に繋がると仮説し、その証明を

目的とする。 



具体的には、絨毛細胞の妊娠経過(妊娠 6 週～12 週)に伴う DNA メチル化プロファイル

を作成するとともに、妊娠合併症症例の初期絨毛の DNAメチル化プロファイルと比較する

ことで、妊娠合併症の発症の病態メカニズムを解明する。さらに、胎盤形成過程における妊

娠合併症に特異的な DNAメチル化異常を見いだし、そのメチル化を惹き起こすキーとなる

遺伝子、CpGメチル化サイトを抽出することで、妊娠初期に母体血を用いて胎盤由来のCpG

サイトの DNAメチル化を測定することで、新たな分子マーカーを開発する。 
 
３．研究の方法 
 

妊娠初期の胎盤形成期の絨毛細胞、および HDPを発症した胎盤と正常胎盤から採取した絨毛

細胞での DNAメチル化のマイクロアレイ解析の結果をクラスター解析することで、HDPの絨

毛で起こっている DNAメチル化異常は胎盤形成期に起こっていることを立証する。このクラス

ター解析の結果を踏まえ、HDP の病態形成に主要な役割を果たしていると考えられる CpG サ

イトを、パイロシークエンサーを用いて定量化し、また、遺伝子発現は TaqMan PCRを用いて

定量化し、抽出する。 
 
４．研究成果 
 

胎児心拍が確認できている状態で人工妊娠中絶を行った症例から、説明同意のもと絨毛組織

を採取した。妊娠 6週と 11週に限定して、手術直後に絨毛組織を採取し、凍結保存した。その

後に DNA 抽出を行って DNA メチル化についてメチレーションアレイを用いて全ゲノム上の

45万 CpGサイトを分析し、DNAメチル化をプロファイリングした。 

さらに、HDP を発症した症例(症例は全て妊娠高血圧腎症 PE である)の胎盤と正常に妊娠経

過した症例（ともに帝王切開を実施）の胎盤でも DNAメチル化のプロファイリングを行って両

群間で違いがあった CpG サイトを抽出した。その上で、妊娠後期の正常と HDP 発症で DNA

メチル化状態が有意に異なった 206 の CpG サイトを抽出した。この 206CpG サイトについて

妊娠 6週と 11週のサンプルでの結果をクラスター解析したところ、妊娠 6週と 11週のサンプ

ルが完全に分離した。 

さらに、逆に、妊娠 6週と 11週の DNAメチル化状態に差のあった 1723の CpGサイトにつ

いても妊娠後期と HDPの絨毛での結果をクラスター解析したところ、同様に、妊娠後期の正常

と HDPは完全に分類

された。これらの結果

は、妊娠 6 週から 11

週の間に起こる DNA

メチル化不全がその

後の HDPの病態形成

に主要な役割を果た

していることをを示

す興味深い成果であ

る。 

 

次に、正常妊娠後期と HDPの比較から抽出された 206の DNAメチル化サイトの中で、細胞

増殖に関連する 6 種類の遺伝子(HOXC4, MAD1L1, NSD1, ZFP36L2, AKT3, NCOR2)に注目
し、その遺伝子の発現を正常経過の妊娠 6週、11週、妊娠後期と HDP発症後の絨毛で定量し、



発現量の変化を多数例で比較した。その結果、それら遺伝子発現は妊娠経過に伴って生理的に発

現が上昇し、正常経過の妊娠後期発現量は HDP に比して有意に高値を示すことが確認された。 

 
 
 
 

さらに、HOXC4 の 2 か所の DNA メチル化サイトについて、Pyrosequencing 法でメチル化の
程度を定量化したところ、両サイトともメチル化率は妊娠経過とともに低下していくこと、また、

HDP症例ではメチル化率が高いことがわかった。さらに、メチル化率と遺伝子発現量との相関
をみたところ、ともに有意な負の相関を示し、遺伝子発現を DNAメチル化が制御していること
を確認した。 
この結果から、妊娠初期絨毛の生理的な機能変化に伴う DNAメチル化の変化が起こらないこ
とが、絨毛細胞の機能的な変化につながり、それが妊娠高血圧腎症の病態のもとを形成している

可能性が示唆される。DNA メチル化の異常はさまざまな環境因子の影響を受けると推察され、
そのメチル化異常の防止がHDPの発症予防につながる可能性があり、今後の研究の進展が期待
される。 
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