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研究成果の概要（和文）：14番染色体父親性ダイソミー (UPD(14)pat) 症候群患者胎盤の組織およびインプリンティン
グ遺伝子の発現を検討した。胎盤過形成はUPD(14)pat症例、欠失例で認めた。DLK1, RTL1は絨毛血管内皮に発現し、患
者胎盤では絨毛血管内皮基底膜の腫大を認めた。RTL1の発現は全例で著しく増強し、DLK1の発現はUPD(14)pat症例での
み増強し、母性発現遺伝子の発現は消失していた。以上の結果は1) RTL1は胎盤絨毛血管の発育に重要な役割を果たし
ている、2) RTL1はRTL1as上のmicroRNAsによってtransにRNAiで制御されることを示唆する。

研究成果の概要（英文）：We performed placental study of two cases with UPD(14)pat and a case with maternal
 microdeletion involving DLK1, DMRs and MEG3. RTL1 and DLK1 expressed only in endothelial cells of villous
 vessels. In the placentas of UPD(14)pat revealing placentomegaly, the expression of DLK1 and RTL1 increas
ed, even though in the placenta of a case with microdeletion revealing placentomegaly, only the expression
 of RTL1 increased. Electron microscopic study showed hyperplasia of the endothelial cells and the pericyt
es in the placentas of UPD(14)pat. Expression analysis using placentas of UPD(14)pat showed excessive RTL1
 expression above the normal control levels because of a synergic effect between the biallelic activation 
of RTL1 and loss of functional microRNA in RTL1as as a repressor for RTL1. These results indicate that exc
essive RTL1 expression causes placentomegaly and RTL1 expression is regulated through an RNAi mechanism. R
TL1 may play an essential role in the development of human placenta. 
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１．研究開始当初の背景 
我々のグループはこれまでに、14 番インプリ
ンティング異常症発症機序の解明、個体およ
び胎盤におけるインプリンティングセンタ
ーの同定と生殖細胞レベルでメチル化が確
立する germ line DMR である IG-DMR と受精
後にメチル化が確立する secondary DMRであ
る MEG3-DMR の役割、機能を明らかとし、
同一インプリンティング領域内に存在する
germline DMR と secondary DMR の役割、機能
を世界で初めて明らかとした。Rtl1 KO マウ
スにおいて胎盤低形成が、Rtl1 過剰発現マウ
スにおいて胎盤過形成が認められているこ
とからヒトにおいても RTL1 が胎盤形成異常
症の原因であると考えた。さらに我々は、
RTL1発現が消失しているUPD(14)mat患者で
成長障害、子宮内胎児発育遅延を認めること
から、RTL1 が成長障害、子宮内胎児発育遅
延の候補遺伝子であると考えた。加えて、14
番染色体インプリンティング遺伝子をどの
ように制御されているのかは未だ不明であ
り、患者検体を用いた発現解析から 14 番染
色体インプリンティング遺伝子発現制御メ
カニズムを明らかにしようと着想した。 
 
２．研究の目的 
研究の目的を以下の通り設定した。①胎盤に
おける 14 番染色体インプリンティング遺伝
子の機能解明と胎盤形成異常症の原因解明、
②14 番染色体インプリンティング遺伝子発
現調節機構の解明 
 
３．研究の方法 
①胎盤における 14 番染色体インプリンティ
ング遺伝子の機能解明と胎盤形成異常症の
原因解明 
胎児診断された UPD(14)pat 症候群患者の新
鮮凍結胎盤、もしくはパラフィン包埋された
標本を用いて、光学顕微鏡での HE 染色標本
の検討、電顕像の検討、DLK1 抗体、RTL1
抗体、DIO3 抗体を用いた免疫染色法による
胎盤の組織学的検討加え、14 番染色体インプ
リンティング遺伝子の発現を定量 PCR 法に
て検討する。DLK1 抗体、DIO3 抗体は購入し、
RTL1 抗体については我々が作成した。 
②14 番染色体インプリンティング遺伝子発
現調節機構の解明 
①の胎盤サンプルを用いた定量 PCR 法によ
り、RTL1asにコードされるmicroRNAのRTL1
に対する trans の制御機構を明らかとする。次
に、 UPD(14)pat 症候群エピ変異症例、
UPD(14)mat エピ変異症例の検体を用いて、
Infinium HumanMethylation450 BeadChip を用
いた網羅的メチル化解析を施行する。14 番染
色体インプリンティング領域以外のメチル
化異常も示す症例については、trans に関与す

るインプリンティング制御因子関連遺伝子
の変異が予想されることから両親の検体と
合わせてエクソーム解析を施行する。一方 14
番染色体メチル化可変領域以外のメチル化
異常が同定されない場合、インプリンティン
グ関連因子の結合に障害を及ぼす cis の変異
がメチル化可変領域に存在すると予想され
ることから 14q32.2 インプリンティング領域
全領域の target resequence を行う。 
 
４．研究成果 
症例 1、2 は UPD(14)pat、症例 3 は既報のよ
うに母親由来アレルの DLK1 から MEG3 まで
の 108,768 bp の欠失症例、症例 4 は父親由来
アレルの重複例であった。症例 1-3 は胎盤過
形成を認める。症例 4 は胎盤過形成を認めな
い。表現型は症例 1-3 は典型的な UPD(14)pat
表現型を示すが、症例 4 は腹壁異常および特
徴的顔貌のみを認める。 

 
図 1.  症例 1-4 における 14 番染色体インプ
リンティング遺伝子の発現 
 
症例 1-3 の光顕像では、中間から幹絨毛にお
いて、血管内腔の拡張が認められたが、末端
絨毛での変化は同定されなかった。電顕像で
は、末端絨毛の血管内皮、周皮細胞の腫大が
同定された。免疫染色にて、DLK1、RTL1、
DIO3 ともに絨毛血管内皮および周皮細胞で
発現していることが明らかとなった。DLK1
は症例 1、2 では発現が増強していたが、症
例 3 ではコントロールと同程度の発現であっ
た。RTL1 は症例 1-3 全てで過剰発現となっ
ていた。DIO3 は発現の差は認められなかっ
た（図 2）。症例 1、2 の新鮮凍結胎盤を用
いた定量 PCR 法による発現定量解析では、
DLK1、RTL1 の過剰発現を認め、すべての母
性発現遺伝子の発現は消失していた（図 3）。
DLK1、RTL1 が発現している絨毛の血管内皮
基底膜および周皮細胞の分布のサンプル間



でのばらつきを補正するために、症例 1 と 2
の DLK1 発現量が正常コントロールの 2 倍と
なるようにし、それぞれ RTL1、DIO3 の発現
量を補正した。結果、UPD(14)pat の 2 症例に

 
図 2. 図３ 胎盤の組織学的検討 LM: 光学
顕微鏡像、EM: 電顕像、DLK1: DLK1 抗体
を用いた免疫染色、RTL1: RTL1 抗体を用いた
免疫染色、DIO3: DIO3 抗体を用いた免疫染色。
下段は在胎週数、胎盤重量、在胎週数別平均
胎盤重量比を示す。 
 
おいて DLK1 は正常コントロールの 2 倍、
RTL1 は 4-6 倍、DIO3 は 1 倍という結果にな
った（図 3）。 

 
図 3. 
発現定量解析結果 
 
症例 1-3 の組織学的検討により、DLK1、RTL1、
DIO3 が絨毛血管内皮に発現し、UPD(14)pat
の 2 例において電顕にて、血管内皮基底膜お
よび周皮細胞の腫大が同定された。免疫染色
にて胎盤過形成を認める症例 1-3 全てに
RTL1 の過剰発現を認めたが、DLK1 は症例 1、

2 では発現増強を認めたが、症例 3 では認め
なかった。これらの結果により UPD(14)pat
に認められる胎盤過形成の責任遺伝子は
RTL1 であり、胎盤絨毛血管の発育に重要な
役割を果たしていることが明らかとなった。 
発現定量解析では、UPD(14)pat 胎盤の 2 例
において DLK1 は約 2 倍、RTL1 は約 4-6 倍、
DIO3 はコントロールとほぼ同程度、母性発
現遺伝子の発現は消失という結果となった。
RTL1 の過剰発現は RTL1as 内の microRNAs の
発現消失により 1 コピーあたりの RTL1 発現
量が増加し、2 コピーからの発現でさらにそ
の発現量が増加したと考えられる。以上の結
果は、1) DIO3 はインプリンティングをうけ
ていない。2) RTL1 は RTL1as 上の microRNAs
によって transにRNAiで制御されていること
を示す。この結果はマウスでの解析結果に一
致する結果である。 
 エピ変異症例におけるインプリン
ティング制御因子および制御因子結合配列
の検索については、網羅的メチル化解析を施
行し、複数領域メチル化可変領域のメチル化
異常症例についてはエクソーム解析を施行
し、塩基置換を同定した。現在サンガー法に
より確認作業を施行中である。14q32.2 イン
プリンティング領域メチル化可変領域のみ
の異常症例に対しては 14q32.2 領域全領域の
target resequence を施行した。こちらもサンガ
ー法現による塩基置換の確認作業中である。 
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