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研究成果の概要（和文）：妊娠経過に伴う絨毛DNAメチル化の生理的変化と妊娠高血圧腎症（以下PE）症例での正常変
化からの逸脱を明らかにする目的で本研究を行った。胎児心拍を確認後に人工流産となった症例、周産期合併症なく経
過した症例、PE症例を対象とした。絨毛DNAメチル化プロファイルを作成し網羅的解析を施行し、PEの病態形成への関
連が示唆される遺伝子を抽出しさらなる検討を行った。その結果①胎盤の正常な発生・成熟はDNAメチル化によりコン
トロールされていること、②絨毛におけるDNAメチル化異常がPEの発症に関与していること、③その異常が胎盤形成期
である妊娠6週から11週の時点ですでに生じている、以上3点の可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：Normal placentation and placental development require changes of DNA methylation s
tatus in some specific genes and the responsible genes differ with stage in pregnancy. It was suggested th
at the alterations of villous DNA methylation caused between 6 to 11 weeks were associated with the pathog
enesis of preeclampsia.
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１．研究開始当初の背景 
妊娠高血圧症候群（Pregancy induced 

hypertention: PIH）は母児の予後に多大な影
響を与える妊娠合併症の一つで、病態解明・
予知・予防といったさまざまな点で研究がす
すめられている。PIH は胎盤形成の際に認め
る、絨毛細胞のラセン動脈でのリモデリング
異常が原因であり、“胎盤形成異常による疾
患”とされているが、詳細な発症機序は不明
な点が多かった。2003 年に Maynard らによ
り PIH を発症した母体血中の sFlt-1 値や
sEng 値が有意に上昇していることが報告さ
れ（J Clin Invest,2003、N Engl J Med,2006）、
以降、これらの抗血管増殖因子と PIH との関
係についての研究が進み、この結果を支持す
る報告が多数なされた（Nat Med,2006, 
Placenta,2008）。また、PIH 症状を認める前
から母体血中のこれらの蛋白量は有意に上
昇していることも確認され、母体血中の
sFlt-1値や sEng値の異常高値がPIHの病態
に大きく関与していることはすでにコンセ
ンサスを得ているが、これらの蛋白が異常に
産生される原因や機序については未だ解明
されていない。 
一方、近年、DNA の配列変化（変異）を

伴わない遺伝子発現変化のメカニズムであ
る DNA の修飾変化（エピジェネティクス）
の存在が明らかにされ、特に個体の発生や組
織の成熟・分化の過程において、各遺伝子に
大きなエピジェネティック変化が生ずるこ
とがわかってきた（Nature,2007）。さらにヒ
トゲノム全域の DNA 修飾解析（エピゲノム
解析）により、ゲノム上のどの遺伝子領域が
DNA の修飾（エピゲノム修飾）を受けるか
は細胞や組織の種類により異なっているこ
と（Genes Cells,2002）、エピゲノム修飾パタ
ーンに依存して細胞や組織特有の遺伝子発
現が決定されていること、さらにこれにより
細胞特有の機能発現（分化）が決定されるこ
と（Genome Res,2008）、が明らかにされ、
とりわけ胎盤では特有の振る舞いをする遺
伝子（ゲノム刷込み遺伝子）のエピジェネテ
ィ ッ ク 変 化 が 報 告 さ れ て き た が
（Placenta,2005）、胎盤において、どのよう
な遺伝子にエピジェネティックな変化がみ
られるかを網羅的に解析した例はなかった。 
申請者は、予備的な研究として、PIH の発

症前（妊娠 12 週）に、胎盤において、FLT1
遺伝子が異常高発現を呈することを明らか
にし、研究協力者の関沢とともに PIH の発症
予測に有用な胎盤マーカーとして報告した
（Prenat Diagn,2008）。一方、「胎盤は胎児
の成長とともに、質・量ともに大きく変容す
る臓器であり、このため種々の遺伝子に発現
変化がみられるゆえ、緻密な遺伝子発現制御

がなされているのではないか」、「このような
発現制御システムの異常が胎盤形成異常の
原因となっているのではないか」、さらに「こ
の制御にエピジェネティックなシステムが
関わっているのではないか」と考え本研究を
計画した。 
２．研究の目的 
妊娠高血圧症候群は全妊娠の 3-5%に認め

る妊娠合併症である。発症すると母児ともに
リスクが高いため、発症予知やその予防が周
産期予後の改善に大きく貢献可能であり、そ
の方法の開発が期待されてきた。このような
背景の下、妊娠高血圧症候群の主要因が胎盤
形成異常であることや胎盤における遺伝子
の発現異常、母体血中での発症前からの遺伝
子産物量の上昇が明らかにされてきた。しか
し「遺伝子発現異常を来すメカニズム」は不
明であった。そこで申請者らは、妊娠経過に
伴う絨毛 DNA メチル化の生理的変化と妊娠
高血圧腎症症例での正常変化からの逸脱を
明らかにし、これにより「エピジェネティク
スに基づく妊娠高血圧症候群の病態把握マ
ーカー」の礎となる知見を獲得する。 
３．研究の方法 
昭和大学病院および連携病院で胎児心拍

を確認後に人工流産となった症例、周産期合
併症のない帝王切開分娩症例、妊娠高血圧腎
症（以下 PE）と診断され帝王切開術にて分
娩となった症例を対象に胎盤（絨毛）を採取
した。帝王切開症例は全て未陣発・未破水症
例に限定した。 

(1) 妊娠 6 週 5 例、妊娠 10-11 週 5 例、正
常妊娠後期 10 例（26-38 週、中央値 37 週、
平均 35 週）、PE 症例 11 例（27-37 週、中央
値 31 週、平均 32 週）の絨毛組織から DNA
を抽出し、各症例の DNA メチル化プロファ
イル作成した。アレイは Illumina Infinium® 
HumanMethylation450 BeadChip を使用し
た。①妊娠 6 週群と 11 週群、妊娠 11 週群と
正常妊娠後期群を比較し、正常妊娠における
絨毛 DNA メチル化の生理的変化について検
討した。②PE 群と正常妊娠後期群を比較し
た。 

(2) (1)-②で、PE でメチル化異常を認める
CpG 群として抽出された 1,317 CpG sites の
うち、CpG island に存在する 206 CpG sites
の結果を用い、DNA メチル化プロファイル
を作成した全ての症例を対象にクラスター
解析を施行した。 

(3) (2)で確認された、「PE 絨毛で DNA メ
チル化異常を認め、かつ妊娠 6 週から妊娠
10-11 週でも DNA メチル化率が有意に変化
する CpG sites 群（アレイでの DNA メチル
化パターン：妊娠 6 週- 高メチル化、妊娠
10-11 週- 中メチル化、正常妊娠後期- 中メチ
ル化、PE- 高メチル化）」から細胞増殖など



との関連が報告されている遺伝子（AKT3、
HOXC4 、 MAD1L1 、 NCOR2 、 NSD1 、
ZFP36L2）を選出し、遺伝子発現量について
検討した。対象は妊娠 6 週群、妊娠 11 週群、
正常妊娠後期群、PE 群で各群につき 10 症例
ずつとした。絨毛組織からmRNAを抽出し、
各遺伝子の mRNA 量を RT-PCR 法で測定し
各群間で比較した。 
４．研究成果 
(1) ① 妊娠 6週群と 11週群との比較でメチ
ル化に有意差を認めたのは 15,153 CpG sites、
11 週群と正常妊娠後期群では 29,422 CpG 
sites であった。妊娠 6週群と 11 週群、妊娠
11 週群と正常妊娠後期群の両方の比較で有
意に変化を認めたのは、このうちの 638 CpG 
sites のみであった。この結果より、胎盤の
正常な発生・成熟は DNA メチル化によりコン
トロールされていること、さらにその責任を
担っている CpG site は妊娠時期により異な
る可能性が示された。② 正常妊娠後期群と
比較し PE群で有意差を認めたのは 1,317 CpG 
sites で、このうち PE でメチル化傾向であっ
たのは 547 CpG sites、脱メチル化傾向であ
ったのが 770 CpG sites であった。PEでメチ
ル化異常を認める CpG に比べ、胎盤の正常な
発生・成熟に伴い生理的に DNA メチル化が変
化するCpGのほうがはるかに多いことが分か
った。また、PE で DNA メチル化異常を認める
CpG の中には生理的な変化を認める CpG が含
まれていることも分かった。 
(2) クラスター解析の結果、解析に用いた
206 CpG sites における DNA メチル化パター
ンは、妊娠 6週、妊娠 10-11 週、正常妊娠後
期、PE（2 パターン存在）でそれぞれ明らか
な異なることが分かった。この結果は、PE で
DNA メチル化異常を認める CpG のなかには、
妊娠 6週から妊娠 10-11 週にかけて DNAメチ
ル化率が変化する部分が含まれていること
を示すものである。 
(3) 検討した全ての遺伝子において、妊娠初
期には低発現で、妊娠の経過に伴い発現が増
加する傾向であった。PE 群では正常後期群と
比較し低発現であり、特に HOXC4 や MAD1L1
では妊娠 6週と同程度に低発現であった。こ
の遺伝子発現の傾向は、アレイで得られた
DNA メチル化の結果から予想された遺伝子発
現傾向と全て一致していた。この結果より、
これらの遺伝子はDNAメチル化により遺伝子
発現がコントロールされている可能性が示
唆された。 
 以上より、①胎盤の正常な発生・成熟は DNA
メチル化によりコントロールされているこ
と、②絨毛における DNA メチル化異常が PE
の発症に関与していること、③その異常が胎
盤形成期である妊娠 6 週から 11 週の時点で
すでに生じている可能性が示された。 
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