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研究成果の概要（和文）：Prader-Willi症候群（PWS）患者の臨床データの分析および分子遺伝学的解析を行い、以下
の点を明らかとした。分子遺伝学的解析には、PWSと鏡像的なメチル化異常を示すAngelman症候群(AS)患者サンプルも
使用した。
1)視床下部・下垂体・副腎系の内分泌学的評価を目的としたインスリン負荷試験で、PWS患者では負荷後のコルチゾル
分泌が遷延パターンを示した。2)エピ変異や疾患責任領域内の微細欠失を有するPWS・AS症例に対する網羅的メチル化
解析により、疾患責任領域内の詳細なメチル化パターンを明らかとした。3)既知の発症原因の認められないPWS患者60
中1名でTemple症候群が認められた。

研究成果の概要（英文）：We performed analysis of endocrinological information and molecular genetic tests 
on patients with Prader-Willi syndrome (PWS). For molecular analyses, we also utilized samples taken from 
patients with Angelman syndrome (AS).
First, we performed insulin tolerant test to clarify the feature of hypothalamus, pituitary and adrenal 
gland axis of PWS patients. Although basal and peak values of ACTH and cortisol were within normal range, 
cortisol showed prolonged secretion pattern. Secondly, we performed genome wide methylation analysis to 
reveal DNA methylation pattern among the PWS patients with epimutation or atypical tiny deletion 
involving PWS-SRO (shortest region of overlapping) and AS-SRO in imprinting control region, and revealed 
detailed pattern of DNA methylation in 15q11-13 of these patients.Lastly, we detected one patient with 
Temple syndrome among patients without any of known causes resulting in PWS phenotype.

研究分野：臨床遺伝、先天異常症、小児内分泌、インプリンティング異常症

キーワード： Prader-Willi症候群　インプリンティング異常症　ＤＮＡメチル化　エピ変異
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１．研究開始当初の背景 
ヒトインプリンティング疾患である

Prader-Willi症候群（PWS）は約 15,000人に 1
人の頻度で発症し、特徴的な顔貌、神経・精
神学的、内分泌学的な症状を呈する先天疾患
である。PWS 患者の約 75%で父性由来
15q11-q13領域の欠失、約 25%で 15番染色体
母性片親性ダイソミー(UPD(15)mat)、2%前後
でインプリント調節領域（ICR：imprint control 
region）の異常が認められ、ICR 異常には、
エピ変異と PWS-ICの極微細欠失によるもの
が含まれる（図 1）。近年、snoRNA(SNORD116)
の欠失により PWS 表現型を呈する症例も報
告された。 

 

①PWS の内分泌学的な phenotype 
-(epi)genotype correlation の解明 
年間約 3％の PWS患者が死亡し、その多く
は原因不明の突然死である。PWSでは視床下
部障害を呈するため、潜在する Central 
Adrenal Insufficiency（CAI）と突然死が関連し
ている可能性も想定されている。PWS患者の
副腎機能については、メチラポン試験により
約 60％の患者で CAIが認められたという報
告が存在する一方、インスリン負荷試験
（Insulin tolerance test: ITT）により全例が正常
反応を示したという報告も存在し、PWS患者
の副腎機能の特徴は明らかでなく、その評価
方法も定まっていない。 

②PWS 責任領域におけるインプリント成立機
構の解明 

15q11.2領域に存在する ICRには親由来特
異的なメチル化パターンが存在し、このメチ
ル化の違いにより周辺のインプリンティン
グ遺伝子の発現調節がなされている。このよ
うな親由来特異的メチル化パターンを示す
領域が DMR（Differentially methylated region）
である。PWSにおいてエピ変異は、PWS-ICR
の過剰メチル化により周辺のインプリンテ
ィング制御機構に異常が生じ、父性発現遺伝
子の発現喪失と母性発現遺伝子の過剰発現
を招き、PWS表現型を呈する機序をさす。ま
た、PWS と鏡像的なメチル化異常により、
Angelman 症候群（AS）が発症する。これら

の疾患におけるエピ変異発症機序は未だ解
明されていない。 
また、ICRには、PWS-SRO（shortest region 

of overlapping: 最少欠失領域）および AS-SRO
が存在し、これらの欠失により PWS または
ASが発症する。PWS-SROは DMRである一
方、AS-SRO は DMR ではなく、その機能は
明らかではない。AS-SRO の欠失が母親由来
染色体上に存在する場合 AS が発症するが、
PWS-SRO と AS-SRO の欠失が母親由来染色
体上に存在すると無症状であることから、
PWS-SRO と AS-SRO が周辺のメチル化状態
に階層的に影響を及ぼしていることが想定
されているが、この詳細な機序はわかってい
ない。 

③原因不明 PWS 様症例の原因解明 
 PWS の鑑別診断として、Temple 症候群、
染 色 体 微 細 構 造 異 常 （ 3p25.3-p26.2 、 
Xq27.2-ter重複、1p36、6q16.2、10q26欠失な
ど）が挙げられる。しかし、PWS様臨床症状
を示す症例の中には、これら既知の異常が見
いだされない原因不明 PWS 症例が存在する
と考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、Prader-Willi症候群（PWS）患
者の分子遺伝学的解析を通じて、以下の点を
解明する。 

① PWS 患 者 に お け る 内 分 泌 学 的 な
phenotype-(epi)genotype correlationを明らかと
する。 

②エピ変異、PWSインプリント調節領域の微
細欠失症例の解析から、PWS責任領域のイ
ンプリント成立機構を明らかとする。 

③PWS 様表現型を有する発症原因不明症例
を対象として、既知および新規インプリント
領域や候補遺伝子解析、見出された異常の機
能解析を行い、PWS様表現型の原因を明らか
とする。 
 
３．研究の方法 

本研究では、以下の研究項目を設定し目標の
達成を図った。 

①  PWS 患 者の発症原因解析および
Phenotype-(epi)genotype correlation 検討 
  全症例について、メチル化解析・FISH・マ
イクロサテライト解析・cGH解析により発症
原因を同定し、臨床症状、内分泌負荷試験な
どの臨床情報の収集、分析を行う。 

② PWS 責任領域におけるインプリント成立
機構の解明 
エピ変異、PWSインプリント調節領域の微



細欠失症例に対し、 illumina 社 Human 
Methylation 450による網羅的なメチル化解析
を行う。これにより、PWS責任領域内のみな
らず、他の遺伝子プロモータ、コーディング
領域および遺伝子間領域の各 CpG 部位にお
けるメチル化状態の定量的な評価が可能で
ある。 
さらに、疾患責任領域近傍に存在する遺伝
子や非コーディング領域の塩基置換や微小
欠失・重複により、cisの機構を介して PWS-IC
のエピ変異が惹起されている可能性を検討
するため、エピ変異症例に対し、次世代シー
クエンサーによる PWS 責任領域（15q11-13
領域）のターゲットリシークエンスを実施す
る。同様に、メチル化パターンの確立や維持
に必要な遺伝子（メチル化 DNA 結合蛋白質
遺伝子群など）についても、次世代シークエ
ンサーによる変異解析を行う。 

③ PWS 様症状を呈する原因不明症例の発症
原因解析 
 Agilent社Human cGH arrayによるコピー
数解析、既知インプリンティング 8疾患発症
に関わる 9領域（PLAGL1, PEG1, PEG10, H19, 
Kv, IG, MEG3, SNRPN, GNAS A/B-DMR）にお
ける pyrosequencing法によるメチル化解析 
を行う。 
 
４．研究成果 

①PWS の内分泌学的な phenotype 
-(epi)genotype correlation の解明 
本研究では、PWS患者 39症例に対する ITT
結果から、PWSにおける副腎機能の特徴を明
らかとした。 
PWS39名（M:F= 25:14、年齢中央値 3.0歳、
範囲 7カ月－59才）を対象とし ITTを実施、
負荷前、負荷後 30分、60分、90分、120分
の血糖、ACTHおよびCortisol値を測定した。 
なお、血糖の最低値が 1/2以下または 50 mg/dl
以下であれば有意な低下とみなし、ACTH頂
値が 50 μg/dl 以上、Cortisol 頂値が 20 pg/ml
以上を示したものを正常反応とした。 
その結果、基礎値の中央値（範囲）は、ACTH 

12.6 pg/ml （ 2-507 ）、 Cortisol 17.3 μg/dl
（5.7-78.9）であり、頂値の中央値（範囲）は、
ACTH 187.5 pg/ml （9.8-884）、Cortisol 38 μg/dl 
（23.7-90.9）であった。ACTHでは負荷後 30
分で頂値を示した患者が最も頻度が高かっ
たが（39名中 14名）、その後に頂値を示す患
者の割合も高かった（60分後 8名、90分後 9
名、120分後 8名）。なお、5例で ACTH頂値
が 50 μg/dl以下であったが、いずれの症例も
Cortisol頂値は 20 pg/ml 以上であった。全例
で Cortisol頂値は 20 pg/ml以上であったが、
39名中 26名が負荷後 120分で頂値を示し、

遷延反応を示した。 
本研究では、PWS患者を対象とした ITTにお
いて、全症例で Cortisol 頂値は正常範囲内で
あったが Cortisol の遷延反応が認められた。
この成績は、本症患者において、ストレス下
における Cortisol 分泌制御の異常が存在する
ことを示唆する。本症患者の突然死の発症に
は、このような潜在性 HPA axis機能不全が関
与している可能性がある。 

② PWS 責任領域におけるインプリント成立
機構の解明 
本研究では、PWSにおけるエピ変異発症機
序を解明することを目的として、エピ変異や
非典型的欠失を有する PWS 症例の分子遺伝
学的解析を行い、以下のような成果を得た。 

i) PWS症候群患者 241名を対象とした分子遺
伝学的解析により、エピ変異症例を 4症例同
定した。また、責任領域内のメチル化可変領
域（DMR）のメチル化状態が PWS と鏡像関
係にある Angelman症候群（AS）患者群にお
いても、エピ変異 5 症例を同定した。また、
PWS-SRO および AS-SRO を欠失した症例、
AS-SROを欠失した症例を同定した（図２）。 

 

ii) 両親祖父母の検体入手が可能であったエ
ピ変異 PWS 3 家系に対しマイクロサテライ
ト解析により、全患者で父方祖母由来染色体
にエピ変異が生じていた。この結果から、エ
ピ変異 PWS 患者では、患者父親の配偶子形
成過程において本来消去されるべき父方祖
母由来染色体上のメチル化が消去されなか
った結果、子でエピ変異が発症した可能性が
推測される。 

iii)エピ変異（PWS 4例、AS 5例）に対し、
網羅的メチル化解析を施行し、全ゲノム中 50
か所の DMRのメチル化状態を評価した。疾
患責任領域内の DMRにおいては、PWS症例
で高メチル化、AS症例で低メチル化を示し
ていた。また、責任領域以外でメチル化異常
を示した DMRは同定されず、エピ変異症例
におけるメチル化異常は 15番染色体上の疾
患責任領域内に限局していた。この結果から、



疾患責任領域内 DMRのメチル化確立維持に
は、他染色体上の DMRにおけるメチル化確
立維持機構と独立したメカニズムが存在す
る可能性が示唆された。 

iv) エピ変異症例に対し、次世代シークエン
サーにより、DNAメチル化異常の原因となり
える遺伝子（KHDC3L, ZFP57, NLRP2, NLRP7, 
KAP1）の変異解析を行ったが、変異は同定さ
れなかった。また、エピ変異症例に共通する
疾患責任領域近傍に存在する遺伝子や非コ
ーディング領域の塩基置換や微小欠失・重複
は同定されなかった。 

v) PWS-ICR内欠失を有する 3家系 5症例に対
し、illumina社 Human Methylation 450による
網羅的なメチル化解析を行った。その結果、
15q11-13領域内 13か所のDMRにおけるメチ
ル化状態を検討した結果、既知の DMRでは、
PWS患者で高メチル化、AS患者で低メチル
化、欠失保因者である父親では、欠失範囲で
のみ失保因者の母を認めた。欠失保因者であ
る母親では、いずれの領域においてもメチル
化異常は認められなかった。 
これらの結果から、母親由来染色体において
AS-SROは PWS-SROのメチル化確立に必須
であること、非メチル化 PWS-SROが 15番染
色体に父親型メチル化パターンを確立させ
ることが示された。 

③ PWS 様症状を呈する原因不明症例の発症
原因解析 
研究期間内で、既知の発症原因が認められ
ない原因不明 PWS様臨床症状を有する 60症
例に対し、アレイ CGH による染色体微細構
造異常の有無、パイロシークエンスによる他
のインプリンティング異常症の解析を行っ
た。その結果、Temple症候群症例を 1例同定
した。PWS表現型の原因となりえる新規の異
常は見いだされなかった。 
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