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研究成果の概要（和文）：流産・死産児の原因解明のため、胎児の形態や染色体を分析し、2回以上流産・死産
を繰り返す不育症症例で、流産時に夫婦と胎児のトリオ分析を行った。原因不明の不育症21家系のうち、16家系
の正常核型を対象に、末梢血や唾液からゲノムDNAを抽出し、全エクソーム解析を実施、DNA定量の確認、ライブ
ラリ調製、エクソン領域キャプチャーを行い、NovaSeq6000でシーケンスを行った。
　データは全エクソーム解析プログラムでマッピングし、ホモ接合体変異や病的バリアントの有無を解析、デー
タベースやPubMedで検索した。流産・死産に関わる病的バリアントの抽出は現時点で困難であるが、本研究の遂
行を継続している。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the cause of miscarriage and stillbirth, fetal morphology and 
chromosomes were analyzed, and trio analysis of the couple and fetus was performed at the time of 
miscarriage in cases of two or more repeated miscarriage or stillbirth. Genomic DNA was extracted 
from peripheral blood and/or saliva, whole exome analysis was performed, DNA quantification was 
confirmed, the libraries were prepared, the exon region capture was performed, and sequencing was 
performed on NovaSeq6000 for normal karyotype in 16 of the 21 families with unexplained miscarriage 
cases.
　Data were mapped with a whole exome analysis program, analyzed for the homozygous mutations and 
pathological variants, and searched in databases and PubMed. The elucidation of pathological 
variants related to miscarriage and stillbirth is difficult at this time, but we are continuing to 
carry out this study.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
流産・死産の原因検索のため、不育症の16家系、48検体全てを用いて全エクソーム解析によるトリオ分析を行
い、ホモ接合体変異や複合ヘテロ接合体変異、病的バリアントの有無を解析したところ、明らかな病的バリアン
トを絞り込むことができなかったことから、不育症の遺伝学的解析により流産・死産の原因を単一の遺伝子多型
の分析により解明することは困難であると思われる。一方、不育症に悩むカップルが多いなかで、その原因は胎
児染色体異常、子宮形態異常、抗リン脂質抗体症候群以外にも多岐にわたり、胚・子宮内膜の局所での病理病態
について未知の領域が多いと考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
国内では、結婚年齢の上昇、出産年齢の高年齢化がしだいに進んできており、16人に 1

人は生殖補助医療による出生である。一方、卵子の老化、高年齢の妊娠による流産率の上

昇（35歳で 20％、40歳で 40％）や胎児染色体異常の増加は、超高齢化社会や労働力人口

の減少を背景に、大きな社会問題になっている。母親の加齢とともに、減数分裂時におい

て染色体の不分離が高頻度で起き、胎児染色体異常・胎生期形態異常やそれに伴う流産・

死産は増加している。 

出生児の 3～5％には先天性疾患がある。また、自然流産・死産の約 70％に胎児染色体

数的異常がみられ、アレイ解析を加えると、さらに約 10％の微細欠失・重複などの染色体

構造異常がみられる。つまり、流産の約 80％には胎児の染色体不均衡がある。また、通常

の受精卵には、かなり高い頻度で染色体異常がみられ、20～34歳で 59%、35～39歳で

63%、40～47歳では受精卵の 74%に染色体の異常がみられる。また、胎児形態異常がみら

れると、染色体異常がなくても多くの胎芽・胎児が淘汰されることが分かっている。 

血管新生は、炎症、低酸素、がんなどにかかわる病態において誘引されるが、胚発生、

創傷治癒、妊娠といった生理的過程においても起きる現象である。胚発生のときは血管新

生が促進され、胎芽・胎児発育が促される。一方、胎児染色体不均衡や胎生期形態異常が

あると、母体胎児境界でフィブリン沈着が増えて、バリア形成され、妊娠維持機構が破綻

する。フィブリン沈着は抗原特異的な免疫反応、細胞性免疫反応でみられ、子宮脱落膜に

おいて免疫系のシグナルが働き、胎児の排除機構へ導かれると考えられる。また、妊娠ご

く初期の段階で、制御性 T細胞が免疫学的寛容を誘導することが分かっている。しかし、

胎児染色体異常や胎生期形態異常があると、なぜほとんどの症例で自然流産となるのか、

について詳しいメカニズムはわかっていない。それが本研究課題の核心をなす学術的な問

いである。 
 
２．研究の目的 
自然流産の要因として、①胎児染色体や胎生期形態異常による胎児因子、②抗リン脂質

抗体症候群や子宮形態異常による母体因子、③局所の炎症等による環境因子の 3つが知ら

れている。私たちはこれまでの研究テーマで、胎児染色体不均衡の遺伝学的要因、遺伝子

多型解析による流産や胎児形態異常の原因について分析を進めてきた。本研究の目的は、

妊娠 10週以降の胎児因子による流産において、脱落膜での免疫・血管新生の制御による

母児間免疫クロストークからみた胎児形態異常の流産、排除機構の解明に焦点を絞ってい

る。 

ほ乳類の胎盤絨毛、母体の免疫細胞を含む脱落膜では多くのサイトカインが発現してお

り、胎児成分が母体免疫・血管系に積極的に認識されることによって脱落膜に生着して妊

娠が成立する。脱落膜細胞のケモカイン遺伝子のサイレンシングによって、T細胞の母体

胎児境界への侵入を制限することがわかっている。また、サイトカイン研究のモデル動物

のうち、HGF（Hepatocyte Growth Factor）ノックアウトマウスでは、胎児形態異常、胎盤

の著しい成長障害による流産が起きることが報告されている。胎生期形態異常があると、

母体胎児境界で細胞性免疫反応でみられるフィブリン沈着が増えている。これらのことか

ら、免疫・血管新生、T細胞が形態異常を有する胎児成分の排除メカニズムにかかわって

いることが示唆される。 



次世代シーケンサーの普及によりさまざまな稀少遺伝性疾患の病因遺伝子が解明されて

きている。全前脳胞症(holoprosencephaly: HPE)の重症型は、16,000人に１人の割合で出生

するが、自然流産 200例に１例の割合で発生する胎生期形態異常であり、99％近くは流産

する。HPE1は 21q22.3、 HPE2は 2p21、HPE3は 7q36、HPE4は 18pの 4つの遺伝子座が

あり、染色体だけではなく、胎児遺伝子変異が母体で認識され、流産に至ることが分か

る。また、胎生期形態異常には、夫婦のホモ接合体変異や複合ヘテロ接合体変異など、病

的バリアントの組み合わせで起きる重篤な遺伝性疾患があり、着床前診断へ結びつく可能

性が高い。 

本研究は、胎児形態異常の子宮脱落膜における免疫系・新生血管因子による流産、排除

機構を解明し、夫婦と児のトリオ分析により着床前診断へつなげるという点で学術的独自

性があり、高年齢の妊娠が急増している社会に与えるインパクトが高いという点で、波及

効果は大きい。 
 
３．研究の方法 
対象者は不育症女性とその夫、胎児（流産絨毛）とし、2-6回の初期流産歴を有して出

産既往は問わないとする。夫婦と胎児（絨毛）のトリオ分析として、2回以上の原因不明

の流産・死産例のうち、夫婦・胎児（絨毛）の染色体分析にて全て正常核型を解析対象と

する。また、不育症精査にて原因不明、絨毛染色体検査にて染色体正常核型を対象とし、

夫婦の末梢血または唾液、胎盤の絨毛成分よりゲノム DNAを抽出して、全エクソーム解

析によるトリオ分析を行い、ホモ接合体変異や複合ヘテロ接合体変異、病的バリアントの

有無を解析する。 

 Germline mutationの検出は、Genomon-exomeを用いて行う。配列リードは Burrows-

Wheeler Alignerを用いて hg19ゲノムをコントロールとし、Variantは Picard toolsを用いて

PCR duplicateを除去し、VarScan2を用いて検出する。Variant allele frequency>0.2 (20%) を

カットオフ値とし、American College of Medical Genetics (ACMG)のガイドラインにより、

(1) ESP6500 exome variant server、(2) 1000 genomes projectでマイナーアレル頻度が 1%を超

える SNPsを除去した。この Variantは、病原性が既に報告された原因 Variant、あるいは関

連するリスクを引き起こすと強く予想される Variantとした。各 Variantの具体的な病原性

については、NCBIの Human Genome Mutation Database、PubMedにより検討する。 
 
４．研究成果 
対象者は 29-40歳の不育症女性とその夫、胎児（流産絨毛）とし、2-6回の初期流産歴を

有して出産既往は問わないとし、夫婦と胎児（絨毛）のトリオ分析として、2回以上の原因

不明の流産・死産例、21症例のうち、夫婦・胎児（絨毛）の染色体分析にて全て正常核型の

16家系、48検体を解析対象とした。また、不育症精査にて原因不明、絨毛染色体検査にて

染色体正常核型を対象とした。夫婦の末梢血または唾液、胎盤の絨毛成分よりゲノム DNA

を抽出して、16家系、48検体全てを用いて全エクソーム解析によるトリオ分析を行い、ホ

モ接合体変異や複合ヘテロ接合体変異、病的バリアントの有無を解析した。 

胎児染色体正常の不育症症例のトリオ解析によって、解析条件からの絞り込みを行った。

常染色体上の候補遺伝子で潜性遺伝（劣性遺伝）形式としては、SLC25A5、NEB、PKD1、

ZMYND15、ERICH3、DNAH17、ARHGEF2（HYDIN）、ZFHX2、MOCOS、PCNT、ZMYM3が

挙げられた。いずれも母体成分の混入がない検体であることを確認した。X染色体上の候補

遺伝子としては、胎児成分が 46,XYであったトリオ解析症例で、FAM47Cの 2か所、GATA1、



DIAPH2、COL4A5、MAGEC2、PASD1、ERCC6L、RAB40AL、RBMXL3、CT47B1、OCRLが挙

げられた。いずれの候補遺伝子でも SNP であり、明らかな病的バリアントと指摘できるデ

ータは抽出困難であった。 

児（絨毛）に引き継がれた Rare variantが、圧倒的に母由来のものが 5症例あり、絨毛と

してエクソーム解析をしていたつもりが母由来のDNA混入によるものであった可能性があ

り、ショートタンデムリピート解析にて個人識別を行った。 

さらに着床前診断へ応用として、ゲノム DNAのトリオ分析で、夫婦の病的バリアン 

トで起きる重篤な遺伝性疾患と判断される症例を検討している。トリオ分析で遺伝的要因

が明らかなときは、着床前診断の対象症例として考慮し、妊娠 10週以降の胎生期形態異常

流産・死産例を含めて対象とし、病理学的に原因分析し、状況に応じてトリオ分析を推進し

ていく。シーケンス結果は、臨床ゲノム情報統合データベースなどのデータベース分析をし

て、PubMed検索で Variantの意義についてさらに詳しく調べていく方針である。 
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