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要旨 

    出生体重 2,500g 未満の低出生体重児は我が国では 10％、OECD 加盟国

全体で 6~7%の出生率を占める。低出生体重児は、在胎週数の早い早産児と出生

体重 SD スコアの小さい Small for Gestational Age (SGA)児に分類されるが、いず

れも周産期に子宮内外で栄養不良や低酸素の悪環境に曝露され、生存のための

適応を余儀なくされることが多い。この「適応の過程で、成人後の疾病体質が

形成される」のが DOHaD 仮説の概念であるが、エピジェネティックなメカニズ

ムが大きく関与しているのではないかと考えられている。早産児・低出生体重

児の分野では、DNA メチル化と臨床情報との関連を調べるエピゲノムワイド関

連解析(EWAS)は世界中で行われており、知見も蓄積されているが、遺伝子発現

との関連はほとんど検討されておらず、周産期に起こったメチル化変化の持続

(エピジェネティックメモリー)に関しては結論が出ていない。本研究では、在胎

23 週~41 週の 110 人から得られた新生児の臍帯血・生後末梢血を用いて、単核

球分離後サンプルについて EWAS および遺伝子発現解析を行い、早産児・SGA

児に起こるエピゲノム変化を検討し、エピジェネティックメモリーの候補をリ

ストアップし、その特性について検討した。本研究は、早産児・低出生体重児

の分野で血液サンプルを用いた我が国最初の EWAS 研究である。 
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Ⅰ. 序文 

 １．研究の背景 

   １－１．低出生体重児の 2 大分類－早産児と Small for Gestational Age 

(SGA) 児  

    出生体重が 2,500g 未満の低出生体重児の我が国の出生率は 10％

に上り、OECD 加盟国全体でも 6~7%と一定の頻度での出生を認める。在胎週数

と出生体重はともに低出生体重児の短期予後・長期予後を予測する上で最も重

要な要素である。低出生体重児は大きく在胎週数が 37 週未満の早産児と、出生

体重が在胎週数に比して 10 パーセンタイル未満 (およそ-1.28SD 未満に相当)の

Small for Gestational Age (SGA)児の２つのグループに分類される。早産児は妊娠

37 週以前に出生する児と定義されるが、本来胎児発育段階であるにも関わらず、

正期産児に比べて早期に母体からの栄養や酸素を受け取ることができなくなり

子宮外で生き抜くことを余儀なくされる。対して、SGA 児は子宮内で低酸素・

栄養不良の状況に曝露されることで発生する傾向にある。これら２つのカテゴ

リーの低出生体重児の間には病因や曝露の性質の違いはあるが、ともに周産期

に酸素や栄養の供給が撹乱された状態にある。 
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   １－２．低出生体重児と Developmental Origin of Health and Diseases 

(DOHaD)、そしてエピジェネティクスとの関連 

これらの未熟児、ハイリスク児は後生に慢性疾患に罹患しやすいのだが、

その疫学的な evidence はこれまでにも蓄積している。例えば、早産児や SGA 児

は冠動脈疾患、2 型糖尿病、メタボリックシンドローム、神経行動学的な問題を

抱えることが多い[1-3]。オランダ飢饉に関する研究により、妊娠中の母体低栄

養の後に低出生体重児が増加し、その低出生体重児は成人後の死亡率や疾病罹

患率が高くなるという事実が補強された[4]。さらに、早産児および低出生体重

児は小児期の後期でさえ、BMI が増加したり[5]、インスリン感受性が低下した

り[6]、血圧が上昇する[7]など代謝動態に変化が生じる傾向にあることも分かっ

ている。これらの事実は DOHaD 仮説(Developmental Origin of Health and Diseases)、

すなわち胎児期・生後早期の悪環境を乗り越えるために起こる適応反応により

成人期以降の慢性疾患への罹患しやすさが起こるという仮説を支持するもので

ある[8, 9]。DOHaD 仮説は、「胎児期の低栄養・低酸素に晒された低出生体重児

特に SGA 児が、子宮内プログラミングにより冠動脈疾患や 2 型糖尿病、メタボ

リックシンドロームなどの成人後の慢性疾患に罹患しやすくなる」とする Barker

仮説[2]を基盤として発展されたものであるが、｢胎児期から幼少期の発育・発達
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途中にかけて悪環境に晒された胎児・新生児・小児において、環境という外力

により“くせ”ないし形質ひいては疾病体質が形成される｣概念、“developmental 

plasticity”を基本概念とする仮説[9, 10]であり、対象とする疾病は上述のものに加

え更にアレルギー疾患[11]、炎症性疾患[12]、精神疾患[13]、骨粗鬆症[9]、悪性

腫瘍[14]など疾患全般が含まれる(表 1)。エピジェネティックなメカニズム、つ

まり DNA 塩基配列の変化によらない遺伝子発現の変化のメカニズムは細胞・組

織の分化に中心的な役割を担う[15, 16]が、同時に環境曝露による“くせ” (形質・

疾病体質)の形成の上でも重要な役割を果たしdevelopmental plasticityの本質を説

明するのに最も適したメカニズムの一つ[9, 10]ではないかと考えられている。す

なわち、胎児期・生後早期におけるエピジェネティックな変化が後生の慢性疾

患の発症に関与しているかもしれない。 

表 1. DOHaD 仮説と Barker 仮説の関係 
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１－３．これまでの早産児・低出生体重児領域のエピゲノムワイド関連

研究 

前述の通りエピジェネティックなメカニズムは developmental plasticity の

上で重要な役割を果たすと考えられている。エピジェネティクスには DNA メチ

ル化、ヒストン修飾、micro RNA、クロマチンリモデリングなどが含まれ、いず

れのメカニズムも重要である[9, 17]が、このうち最も実験系として安定してゲノ

ムワイドな情報を供給でき、分子疫学的検討が行いやすいのが、DNA メチル化

情報[18]である。また、ChromHMM[19, 20]に代表にされるクロマチン修飾など

の推定ソフトウェアなどにより他のエピジェネティックな修飾の推定も DNA

メチル化解析結果から可能になってきている。 EWAS(Epigenome-Wide 

Association Study: エピゲノムワイド関連分析)とは、現状では DNA メチル化と

臨床情報の関連をゲノムワイドに分子疫学的に検討することを指すのがほとん

ど[18]だが、マイクロアレイ技術の進歩により世界中で精力的に行われている。

周産期の分野では臍帯血を用いた研究で、在胎週数[21-26]、出生体重[23, 27]、

出生体重 z-score[28]に関連するメチル化変化を検討した報告がこれまでにされ

ている。しかしながら、これらの研究では、2 点明らかになっていないことがあ

る。第一に、DNA メチル化変化が RNA 発現に関与するかどうかに関しては検
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討されていない。典型的には転写開始点の最近傍に位置し CpG サイトが豊富な

ことの多い Promoter 領域での DNA メチル化は遺伝子発現の抑制に働くとされ

[9]、Gene Body 領域における DNA メチル化は遺伝子発現の増加に働くことが多

い[29]と言われているが、DNA メチル化と臨床情報の関連についての検討で終

始していることがほとんどで、DNA メチル化・遺伝子発現の同時の検討はまだ

行われておらず、実際の DNA メチル化による遺伝子発現への影響は明らかにさ

れていない。第二に、生後のメチル化についての検討はほとんど行われておら

ず、検討されていたとしても研究によって解釈が異なる。先行研究 2 報による

と出生時に確認された沢山のメチル化変化は成人期までには消失する[23, 30]が、

これら２つの生後のメチル化変化の結果は異なり、早産および SGA に関連して

エピジェネティックメモリーが生じるかどうかはコンセンサスの得られていな

いところである。その他、これらの先行研究の問題点として、検討した細胞は

積極的には分離されておらず、全血サンプルないし血液中の全白血球および全

有核細胞からなる細胞集団を意図したサンプル(以下、これらを｢全血ないし全血

に準じたサンプル｣と呼ぶ)のメチル化を解析したものであることがあげられる。 
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 ２．研究の目的 

本研究の目的は DNA メチル化アレイおよび遺伝子発現アレイを用いて

早産および SGA に関連したエピジェネティック変化を調べ、生後にも持続する

変化すなわちエピジェネティックメモリーを探索することである。また、本研

究ではより正確にエピジェネティック変化を解析するために、単核球分離後の

buffy coat を用いることで可能な限り骨髄球を除外して細胞集団のリンパ球純度

を上げ、DNA メチル化、遺伝子発現、およびそれらの関連を同時に評価した。

本研究は早産および SGA 児の分野において、(1)日本における血液検体でのエピ

ゲノムワイド関連解析(EWAS)を行った最初の研究であり、(2)同一の単核球分離

後サンプル内で遺伝子発現も広範囲に検討した世界で初めての EWAS 研究であ

る。 
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Ⅱ．方法 

 １．研究対象の集団 

    本研究は前向きの横断型観察研究である。計画当時(2014 年 6 月)の先

行研究([21, 22, 26, 30]; これらの先行研究のサンプル数の中央値は 95.5) を

基にして、在胎週数に関連する CpG が確認されることを期待して、臍帯血サン

プル数が 100 以上で、早産児と正期産児を同程度の割合で含むことを目標にし

た。この目標の上、著者、研究協力者および参加者の母児の準備が整っている

時間に該当する児を対象にリクルートした。2014 年 10 月から 2016 年 7 月まで

の期間で東京大学医学部付属病院・東京都立墨東病院で出産した母児 147 組を

リクルートし、144 組から書面での同意を得た。(拒否は 3組だった。) 図 1(次

頁)に研究参加者のリクルート、および DNA メチル化解析サンプルのフィルタリ

ングまでの流れを示す。 全ての参加者から臍帯血を得た。臍帯血は児の娩出の

際に採取した。対して、生後の児の末梢血に関しては修正 36 週(在胎週数に出

生後週数を加算したときに 36週となる時点) を過ぎて、採取が可能な場合に限

り、サンプリングを行った。 出生後 2週間以後に、入院を継続しており、呼吸・

循環・貧血などを含む全身状態が安定していると担当医が判断し、最も予定日

に近い日に静脈穿刺により生後末梢血のサンプリングを行った。 
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図 1. 研究参加者のリクルート、および DNA メチル化解析用サンプルのフィルタ

リングまでの流れ 

生後児血は以下の参加者からは得られなかった。; 出生後 2 週間以内に退院し

た児(n = 63)、生後末梢血のサンプリングを両親が拒否した児(n = 3)、他院に

転院した児(n = 1)、生後末梢血採取前に死亡した児(n = 2)、出生後に先天性

疾患があることが判明した児(n = 4)、サンプリングの予定や都合がつけられな

かった児(n = 1)。得られた生後児血検体は 70サンプルであった。DNAメチル化

アレイ解析用のサンプルフィルタリングとして、得られた臍帯血 144 サンプル

のうち、推定リンパ球数が 5  105未満のもの(n = 5)、 品質不良であったもの
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(n = 7)、出生後に trisomy21 (n = 1)、ミトコンドリア病 (n = 1)、先天性消

化管奇形 (n = 1)、5p-症候群 (n = 1)、卵子提供 (n = 1)が判明したものは除

外し、また最終的にノーマライゼーション(統計解析を円滑にするために、解析

前に実験誤差などのバイアスやノイズを取り除く観測値補正のステップ)の後

に、遺伝的・環境的要因により解析結果を増強・減弱させるリスクのある双胎

のサンプル (n = 17) もエピゲノムワイド関連解析(EWAS)の推奨案[18]に従い

最終的に除外した。生後児血 70サンプルからはサンプリング時の修正週数が外

れ値であった 4 サンプルを除外し、臍帯血と同様にノーマライゼーションの後

に双胎のサンプル (n = 14)および解析可能な臍帯血メチル化データを有してい

ないサンプル(n = 5)も除外した。最終的な解析用の DNAサンプルは臍帯血が 110

サンプル、生後児血が 47サンプルであった。 

次に遺伝子発現アレイ解析用の RNA サンプルのフィルタリングの流れに

ついて述べる(図 2; 次頁)。臍帯血発現アレイ解析用のサンプルフィルタリング

では、得られた 144 サンプルのうち、推定リンパ球数(自動血球カウンターで総

白血球数にリンパ球分画を乗じて算出)が 5  105未満のもの (n = 5)、単核球

分離の際に溶血剤処理を行わなかったもの (n = 59)、品質不良のもの (n = 9)、

解析可能な DNAメチル化データを有していないサンプル (n = 6)を除外し、DNA
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メチル化解析と同様にノーマライゼーションの後に双胎のサンプル(n = 10)も

除外した。最終的な解析用の臍帯血 RNAサンプルは 55サンプルであった。 

図 2. 遺伝子発現アレイ解析用の RNA サンプルのフィルタリングの流れ 

最後に、生後末梢血発現アレイ解析用のサンプルフィルタリングでは、得られ

た生後児血 70サンプルのうち、単核球分離の際に溶血処理を行わなかったもの 

(n = 14)、品質不良のもの (n = 4)、解析可能な DNA メチル化データを有して

いないサンプル (n = 4)を除外し、DNAメチル化と同様にノーマライゼーション

の後に双胎のサンプル (n = 13)も除外した。最終的な解析用の生後児血 RNA

サンプルは 35 サンプルであり、評価に必要なサンプル数に達していないと判断

したため、本論文では以降の解析に用いなかった。 
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 ２．研究対象集団の臨床データの収集および算出 

    臨床データ(在胎週数(GA)、出生体重、児の性別、経産数、分娩様式（帝

王切開 or 経腟分娩）、母体年齢、妊娠前母体 BMI、IVF( In Vitro Fertilization)な

ど ART(生殖補助医療)による妊娠か否か、母体の喫煙状況(妊娠中母体喫煙、妊

娠前母体喫煙)、母体の妊娠中の情報(妊娠糖尿病、絨毛膜羊膜炎、妊娠高血圧症 

、特発性の前期破水、前置胎盤の有無)、生後児血サンプリング時の修正週数)

は病院診療録から得た。父親のデータ(体重、身長、年齢)は質問紙を通して収集

した。出生体重の SD-score、すなわち日本のレファレンスデータに基づいた在

胎週数に比しての出生体重の z-score は、日本小児内分泌学会が提供している計

算プログラム(http://jspe.umin.jp/medical/keisan.html)により、在胎週数、出生体重、

児の性別、経産数の入力から算出した。 

 

３．単核球分離と DNA および RNA の抽出 

採取した臍帯血および生後末梢血から採取後 24 時間以内に Ficoll 比重液

を用いた比重遠心法による単核球分離を行った。(図 3; 次頁) 血液サンプルの容

量が 1ml 未満のときには、自動血液分析装置を用いて白血球数と全白血球中の

リンパ球分画を測定した。推定のリンパ球数が 5  105未満のサンプルは単核球

http://jspe.umin.jp/medical/keisan.html
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分離の処理は行わなかった。 

図 3. 単核球分離および DNA/RNA 抽出までの工程 

 

2015 年 4 月までに得た 59 個の臍帯血サンプルと 14 個の生後児血サンプルに関

しては、遠心後の buffy coat を直接-メルカプトエタノール添加の RLT buffer で

lysis した。ゲノム DNA は単核球分離後の buffy coat のライセートから Qiagen 社

の AllPrep kit を用いて抽出した(プロトコール 1)。 2015 年 5 月以降に得た残り

の臍帯血 76 サンプルと生後児血 52 サンプルに関してはプロトコール 2 を適用

した。プロトコール 2 では最初に遠心後の buffy coat を赤血球溶血液に混ぜた。

2 番目にこの混ぜた溶血液を遠心してペレットから赤血球を含む溶血液を除去

した。3 番目にペレットを-メルカプトエタノール添加の RLT buffer で lysis し

た。4 番目にペレットのライセートから、プロトコール 1 で用いたのと同じキッ
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トを用いてゲノム DNA とトータル RNA を同時抽出した。最後に、プロトコー

ル 1 とプロトコール 2 ともに、ゲノム DNA とトータル RNA のアリコートをマイ

クロアレイ実験まで-80℃で保存した。 

 

 ４．DNA メチル化アレイにおける Quality Control とデータの前処理 

抽出の後、ゲノム DNA を EpiTect Plus DNA Bisulfite kit (Qiagen 社)を用い

てバイサルファイト変換した。このバイサルファイト DNA を、48 万ヵ所以上

の CpG サイトのメチル化レベルを調べることのできる DNA メチル化アレイ、

Infinium HumanMethylation450 BeadChip (イルミナ社)[31]を用いてデータ処理し

た。各 CpG サイトのメチル化レベルは値として算出した。( = メチル化アレ

ルの信号強度 (M) / (非メチル化アレルの信号強度 (U) + メチル化アレルの信号

強度 (M) + 100) ) すなわち、値は 0 (完全な非メチル化)から 1 (完全なメチル化)

までの範囲の値をとることになる。全てのメチル化データの前処理は R 環境

(version 3.3.2)内で行なった。各サンプルの品質は RnBeads package(v. 1.4.0)[32]お

よび minfi package(v. 1.20.2)[33]を用いて行い、バイサルファイト変換効率、ハイ

ブリダイゼーション効率、メチル化プローブおよび非メチル化プローブの信号

強度の基準に基づき、品質不良と判断したプローブは除外した(図 4)。 
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図 4. DNA メチル化アレイにおける品質チェックとデータの前処理 

 

Quality Control (QC: 品質チェック)に合格した DNA メチル化解析用のデータ

セットは 127 個の臍帯血サンプルと 66 個の生後末梢血サンプルで構成されてい

る。品質不良のサンプルを除いた後、ChAMP package(v.2.6.0)[34]を用いて probe 

filtering を行なった(図 5)。 

図 5. DNA メチル化解析における Probe Filtering 
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品質チェック用に搭載されている非 CpG プローブは解析対象から除外した。XY

染色体上にも重要な遺伝子が含まれているが、男女共通に起こる DNA メチル化

変化を検討する研究デザインであるため、また交差反応を起こしやすく評価の

際の注意が必要になることが多い[35]ため、先行研究[23, 25, 28, 30, 36, 37]に倣っ

て XY 染色体上のプローブは除外した。その他、detection p-value(≒アレイ画像

内でのプローブシグナルとバックグラウンドの識別度)が 0.01 以上のプローブ、

ビーズカウントが 3 未満のプローブは除外した。ChAMP package の初期設定に

基づき、Nordlund[38]が定義した複数箇所にマッピングされる可能性のあるプロ

ーブは除外した。さらに、Chen ら[35]のデータに基づき、交差反応する恐れの

あるプローブやアジア人の MAF(minor-allele frequency)が 1%以上の多型関連プ

ローブは除外した。Probe filtering の後、410,735 個の CpG プローブが以降の解

析対象として残った。バックグラウンド補正および dye-bias(染め上げバイアス)

補正 (Noob)[39]を minfi package を用いて行った後、type2 probe のバイアスを減

らすために beta-mixture quantile normalization (BMIQ)[40]を ChAMP package を用

いて行った。これら全ての前処理の後、最終的に双胎のサンプル(臍帯血 17, 生

後末梢血 14)をエピゲノムワイド関連解析(EWAS)の推奨案[18]に従い除外した。 

 



 28 

 ５．アレイデータによる単核球分離後 buffy coat 内の細胞分画の推定 

単核球分離後 buffy coat 内の細胞分画(白血球と有核赤血球の組成)につい

て臍帯血解析用の Bakulski[41] のレファレンスデータセットを用いて

Houseman[42]が提案した方法を用いて推定値を算出した。リンパ球(CD4+T 細胞、

CD8+T 細胞、NK 細胞、B 細胞)、骨髄球(顆粒球、単球)、および有核赤血球(赤

芽球)を含む細胞分画の推定値データは以降の多変量メチル化解析に用いた。 

 

 ６．遺伝子発現アレイとデータ前処理  

遺伝子発現アレイとデータ前処理の流れを図 6 に示す。 

図 6.  遺伝子発現アレイ解析とデータ前処理の流れ 
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抽出の後に、最初にトータル RNA を NanoDrop-1000 spectrometry (Thermo 

Scientific) を用いて、定量および品質チェックを行なった。RNA 収量が 150ng

未満のものや、RNA 吸光度比(A260/A280)が 2.3 以上のサンプルは除外した。トー

タル RNA の品質は更に Agilent 2100 Bioanalyzer system (Agilent Technologies) の

自動キャピラリー電気泳動を用いて確認した。RNA integrity number (RIN)が 7 未

満のサンプルは除外した。そして、トータル RNA100ng をもとに Low Input Quick 

Amp Labeling Kit (Agilent)を用いて Cyanine 3 でラベル化した cRNA を合成した。

ラベル化の後、cRNA 600ng を Agilent Gene Expression Hybridization Kit (Agilent)

を用いて断片化した。断片化した cRNA を SurePrint G3 Human GE microarray 

860K Ver. 3.0 (Agilent Technologies)にハイブリダイズした。ハイブリダイゼーシ

ョンの後、Gene Expression Wash Buffer の 1 および 2 (Agilent Technologies)を用い

て、アレイスライドをウォッシュし、Agilent DNA Microarray Scanner (Agilent 

Technologies)でスキャンした。Agilent Feature Extraction (FE) software (ver. 

10.7.3.1) を用いて、raw intensity data を得た。 

各サンプルのアレイの品質チェック、probe filtering 、ノーマライゼーションは

GeneSpring14.5 (Agilent Technologies)を用いて行なった。Metrics で外れ値を示し

たサンプルは除外した。遺伝子発現解析のためのサンプル QC を通過したデータ
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セットは臍帯血 65 サンプル、生後末梢血 48 サンプルで構成した。サンプル QC

の後に、このデータセットで quantile normalization を行なった。全 RNA サンプ

ル中50％以上において発現レベルが20パーセンタイル以上であるプローブを採

択し、XY 染色体上のプローブは除外した。46,789 プローブが以降の解析に使用

できることとなった。これら全ての前処理の後、最終的に EWAS の推奨案[18]

に準じて双胎のサンプル(臍帯血 10, 生後児血 13)を除外した。 生後児血の RNA

サンプルは 35 サンプルであり、評価に必要なサンプル数に達していないと判断

したため、本論文では以降の解析に使用しなかった。ノーマライゼーションと

フィルタリングの工程を経たデータを R 環境に取り込み、統計解析した。 

 

 ７．統計解析 

全ての統計解析は R(v. 3.3.2)環境内で行なった。全体の解析の枠組みは図

7(次頁)にまとめ、各解析の詳細については、以下７－１～５に記載した。 
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図 7. 全体の解析の枠組み 

 

７－１．在胎週数ないし出生体重 SD スコアと関連のある臨床的特徴の

検討 

最初に、児の在胎週数(GA)または出生体重 SD スコアと関連のある出生前

の変数(臨床的特徴)を調べるために単変量回帰分析を行なった。在胎週数、出生

体重 SD スコア、児の性別に加え、在胎週数または出生体重 SD スコアに関連す

る 6 つの出生前の変数を以降の解析に用いることとした。次に、在胎週数また
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は SD スコアとの関連を再確認するために、目的変数を除いた全ての変数で調整

した多変量回帰分析を行なった。Gelman[43]と Lin ら[37]が用いた方法に従って、

二値出生前変数の正規化は行わなかった。また連続出生前変数は標準偏差が 0.5

となるように標準化して、連続変数と二値変数それぞれの効果量を比較できる

ようにした。 

 

７－２．在胎週数ないし出生体重 SD スコアについてのエピゲノムワイ

ド関連解析(EWAS) およびパスウェイ解析 

全 CpG プローブにおける説明変数と臍帯血の DNA メチル化変化を評価

するために、２つの多変量線形回帰モデルによる感度分析的手法を用いた解析

を行った。説明変数は在胎週数(GA)および出生体重 SD スコアである。 

𝑌𝑚𝑒𝑡ℎ  =  𝛽0  +  𝛽𝐺𝐴  ×  𝑋𝐺𝐴  +  𝛽𝑆𝐷𝑠𝑐𝑜𝑟𝑒  ×  𝑋𝑆𝐷𝑠𝑐𝑜𝑟𝑒  +  ∑(𝛽𝑖  ×  𝑋𝐶𝑂𝑉)  +  𝜀 

２つの線形回帰モデルのうち、一つのモデルは各 CpG サイトの DNA メチル化

変化を目的変数、児の性別・バッチ・推定細胞分画など最低限必須と考えられ

る項目を調整変数として検討するモデルである。対して、もう一つのモデルは

前者のモデルに絨毛膜羊膜炎・特発性の前期破水・妊娠高血圧症・母体喫煙状

況(母体の妊娠前喫煙)・母体の妊娠前 BMI・帝王切開を調整変数に加えたもので



 33 

ある。前者のモデルが主要解析モデルの｢モデル 1」、後者がサブ解析モデルの｢モ

デル 2｣である。サンプル数が 110 と限られているため、調整変数の項目数とし

てはモデル 1 の方が適切であるが、可能な限り交絡調整を行う目的で感度分析

の概念に基づきモデル 2 での確認を行なった。具体的な手順としては、まず各

解析モデルにおいて、410,735 箇所の CpG サイトの多重検定補正を行い、false 

discovery rate (FDR)が 0.05 未満[44]であるものを在胎週数ないし出生体重 SD ス

コアに関連する CpG サイトとしてまず採択した。そして最終的にモデル 1 とモ

デル 2 で両方とも在胎週数ないし出生体重 SD スコアと関連を認め、モデル 1 と

モデル 2 での回帰係数の符号が一致するものを在胎週数関連 CpG サイトないし

SD スコア関連 CpG サイトとして決定した。 

エピゲノムワイド関連解析(EWAS)の後、パスウェイ解析を行った。在胎週数関

連 CpG サイトないし SD スコア関連 CpG サイトと遺伝子の紐付けは ChAMP 

package [34]を用いて行った。次に回帰係数の符号に従って、在胎週数関連 CpG

サイトをメチル化率増加型およびメチル化率減少型在胎週数関連 CpG サイトに、

SD スコア関連 CpG サイトをメチル化率増加型およびメチル化率減少型 SD スコ

ア関連 CpG サイトに分類した。イルミナ社の遺伝子のアノテーションがないプ

ローブやgene body, 3’UTR(3’側の非翻訳領域), intergenic region (IGR: 遺伝子間領
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域)にマッピングされるものはパスウェイ解析には用いなかった。また、重複す

る遺伝子名は一つと数えた。各カテゴリーにおいて遺伝子名が 2,000 以上になっ

た場合は遺伝子上に 2 つ以上の関連 CpG サイトがある遺伝子名のみをパスウェ

イ解析に用いた。最後に DAVID Bioinformatics Resources 6.8 [45] で KEGG パス

ウェイにおけるエンリッチメントを評価した。多重検定補正後 FDR の基準に基

づいた評価を行うために Benjamini-Hochberg 法を用いた。パスウェイ解析での

採択基準は enrichment-FDR 0.1 以下とした。 

在胎週数関連 CpG ないし出生体重 SD スコア関連 CpG の所在について、転写開

始点を軸としたゲノム領域分類、CpG アイランドを軸とした分類で整理したの

で、これらの分類とその一般的な意義についてもこの項で説明する。まず、前

者は遺伝子の転写開始点からの位置関係、つまり遺伝子の構造をベースにした

CpG サイトの所在の分類である(図 8; 次頁)。遺伝子は大きく Promoter 領域

(TSS1500, TSS200, 5’UTR, 1stExon)、Gene Body 領域(Body, 3’UTR)に別れ、その

他は遺伝子間領域(IGR: Intergenic Region)となる。定説では Promoter 領域の DNA

メチル化は遺伝子発現の低下につながる[9]とされ、また Gene Body 領域の DNA

メチル化は遺伝子発現の亢進につながることが多い[29]と言われている。この分

類での DNA メチル化の遺伝子発現への寄与の度合いを大小関係で表すと、
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[Promoter 領域] > [Gene Body 領域] > [遺伝子間領域]、となる。 

図 8. 転写開始点(TSS)を軸とした CpGサイトの所在に関してのゲノム領域分類 

次に、CpG アイランドを中心とした分類について説明する(図 9)。CpG アイラン

ドは 200 塩基以上の長さを有し、 GC 部分が全体の 50%以上を占める 領域で、 

CpG shore は CpG アイランドの一端から 2,000 塩基の間領域、 CpG shelf は CpG

アイランドの一端から 2000 ~ 4000 塩基の領域、 Open Sea は左のどのカテゴリ

ーにも属さず、GC 部分の少ない領域になる。前述の Promoter 領域の 7 割が CpG

アイランドを有するとされる[46]が、この CpG アイランドは低メチル化状態に

あることが多い[47]のだが、実際にはこの CpG アイランドのメチル化変化は起

こりにくく、むしろ CpG アイランドの外側の領域の方が、変化が起こりやすい

のだが、これら外側のメチル化変化も遺伝子発現の調節に関与する[48]と言われ

ている。しかし、外側の変化も遺伝子発現に関係するとはいえ、やはり CpG ア

イランドからの距離が近い方が遺伝子発現への影響は一般的には強い。 
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図 9. CpG アイランドを軸とした CpG サイトの所在に関しての分類 

 

 ７－３．在胎週数ないし出生体重 SD スコアについての遺伝子発現関連解析お

よびパスウェイ解析 

在胎週数ないし出生体重 SD スコアに関連する遺伝子発現の変化を探索

するために、臍帯血の EWAS でメチル化変化を認めた遺伝子を対象に遺伝子発

現アレイ解析を行った。遺伝子発現関連解析の準備にあたって、CpG サイトを

対応する遺伝子発現プローブにマッチングさせる必要があったが、Promoter 領

域だけでなく Gene Body 領域も発現に影響を及ぼしうること[29, 49-51]、遺伝子

発現の調節に強く影響すると考えられている CpG アイランドのメチル化変化は

実際には起こりづらくその周囲の DNA メチル化変化が頻度的には重要であり

遺伝子発現の調節にも関わること[48, 52, 53]、転写開始点あるいは CpG アイラ

ンドからのどの程度離れれば遺伝子発現との関連がなくなるかという明確ある
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いは普遍的な線引きはまだできていないことから、他の分野の先行研究[54, 55]

に倣って、同一染色体上での塩基同士の相互作用(cis-interaction)がおよそ 250kb

上下流の範囲で起こっていた知見[56]を考慮し、可能な限り全ての CpG サイト

を 250kb 上下流の範囲内に位置する品質チェック済みの遺伝子発現プローブに

マッチさせることとした。こうして、在胎週数ないし出生体重 SD スコアと FDR

基準で関連を認めた 27,701 箇所の CpG プローブの中で、Homer のアノテーショ

ンツール[57]を用いて、19,790 プローブを対応する遺伝子発現プローブにマッチ

させた(図 10)。 

図 10. EWAS で得られた在胎週数関連 CpG と出生体重 SD スコア関連 CpG を、

対応する遺伝子発現プローブにマッチング 
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その後、臍帯血での EWAS で使用した「モデル 1」と同様の多変量線形回帰モ

デルを用いて、説明変数と臍帯血における遺伝子発現強度(底 2 の対数変換後の

もの)の関係を評価した。(「モデル 2」による解析は、調整変数の数がサンプル

数 55 に比して多すぎて不適切と判断したため、遺伝子発現関連解析には用いな

かった。) 説明変数は在胎週数(GA)および出生体重 SD スコアである。9,691 個

の遺伝子発現プローブの多重検定補正を行い、false discovery rate (FDR)が 0.05

未満[44]であるものを在胎週数ないし出生体重 SD スコアに関連する発現プロー

ブとして採択した。 

多変量遺伝子発現解析の後、FDR 基準(FDR <0.05)で関連のあったプロー

ブ群を対象とするパスウェイ解析と、FDR 基準での説明変数との関連プローブ

が存在した場合に限り追加で、多重検定補正なしで関連があったプローブ群を

対象にパスウェイ解析を行なった。本研究では回帰係数の符号に従って、在胎

週数関連発現プローブを発現増加型および発現減少型在胎週数関連発現プロー

ブに、SD スコア関連発現プローブを発現増加型および発現減少型 SD スコア関

連発現プローブに分類した。アジレント社の遺伝子のアノテーションがないプ

ローブはパスウェイ解析には用いなかった。また、重複する遺伝子名は一つと

数えた。最後に DAVID Bioinformatics Resources 6.8 [45] で KEGG パスウェイに
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おけるエンリッチメントを評価した。多重検定補正後 FDR の基準に基づいた評

価を行うために Benjamini-Hochberg 法を用いた。パスウェイ解析での採択基準

は enrichment-FDR 0.1 以下とした。 

 

７－４．DNA メチル化と遺伝子発現の関連の確認 

DNA メチル化と遺伝子発現の直接の関連を確認するために、本研究では

FDR 基準(FDR <0.05)で在胎週数と関連のある CpG サイト(臍帯血での EWAS)お

よび FDR 基準で在胎週数と関連のある遺伝子発現(臍帯血での遺伝子発現関連

解析)をともに有する遺伝子について DNA メチル化と遺伝子発現の相関をみる

解析を行った。最初に、Homer のアノテーションツール[57]を用いて、369 個の

RefSeq 遺伝子に由来する 401 個の在胎週数関連転写産物、および対応する 1085

箇所の CpG で構成される 1,179 個の CpG と遺伝子発現の組み合わせを、遺伝子

発現関連解析の準備と同様に、250kb 上下流の範囲内であれば転写開始点や CpG

アイランドなどを軸とした領域区分による制限は特に行わず、総当たりで作成

した(図 11; 次頁)。次に、1,179 個の各組み合わせに対して単変量線形回帰モデ

ルを用いて関連性を調べた。ここでは、補正なしの p 値においての 0.05 未満を

有意基準とした。 
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図 11. DNA メチル化-遺伝子発現の直接比較のために、在胎週数関連 CpG サイ

トと 対応する在胎週数関連発現プローブの組み合わせを作成 (n=55, 臍帯血) 

 

 

７－５．エピジェネティックメモリーの候補絞り込み 

在胎週数ないし出生体重 SD スコアについての EWAS の結果をもとに、

本研究では出生時にみられたメチル化変化が生後も持続(エピジェネティックメ

モリー)している CpG サイトの候補を選ぶ為の解析を行った。臍帯血と生後末梢

血の両方のデータを得られる 47 人の児のサンプルを用いて、在胎週数関連およ

び出生体重 SD スコア関連 CpG サイトに対して、臍帯血サンプルと生後末梢血

の間メチル化率の Pearson の相関係数を算出した。本研究では相関係数が 0.7 以

上の CpG サイトをエピジェネティックメモリーの候補と考えた。そして候補

CpG サイトが 50 箇所以上であった場合には、ChromHMM[20]において 12 種類

のヒストンマークで特徴づけられる 25 種類のクロマチン状態のエンリッチメン
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トを調べる解析を行った。このエンリッチメント解析では、本研究では臍帯血 T

細胞に基づいたアノテーションと臍帯血 B 細胞に基づいたアノテーションを利

用した。この 25 種類のクロマチン状態のエンリッチメントの評価は Fisher の正

確検定を用いて行い、多重検定補正には Bonferroni 法を用いた。Bonferroni 補正

後 p 値(ここでは[補正前 p 値] × 25)の有意基準は 0.05 未満とした。 
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Ⅲ. 結果 

我々は臍帯血 110 サンプルと生後末梢血 47 サンプルからのノーマライズされ

た DNA メチル化データ、および臍帯血 55 サンプルからのノーマライズされた

遺伝子発現データを得た。全ての解析用データは単胎の児由来である。これら

の解析に参加していただいた 110 組の母児において、平均の在胎週数は 34 週で

平均の SD スコアは-0.6 であった(表 2)。  

表 2. 本研究における臍帯血 110 サンプルの臨床データの分布 

 
平均値 (SD) 中央値 N (%) 

在胎週数 34.0 (4.9) 35.0 
 

<28 週 
  

17 (15.5) 

28-32 週 
  

17 (15.5) 

32-37 週 
  

31 (28.2) 

>37 週 
  

45 (40.9) 

出生体重 SD スコア -0.6 (1.4) -0.5 
 

<-2.5  
  

16 (14.5) 

-2.5 ~ -1.28 
  

22 (20.0) 

-1.28 ~ 1.28 
  

60 (54.5) 

1.28 ~ 2.5 
  

12 (10.9) 

性別 
   

男児 
  

53 (48.2) 

女児 
  

57 (51.8) 

分娩様式 
   

帝王切開 
  

89 (80.9) 

経腟 
  

21 (19.1) 
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 平均値 (SD) 中央値 N (%) 

母体妊娠前 BMI 21.1 (3.5) 20.3 
 

<18.5 kg/m2 
  

23 (20.9) 

18.5 ~ 25 kg/m2 
  

77 (70.0) 

25 ~ 30 kg/m2 
  

4 (3.6) 

>30 kg/m2 
  

6 (5.5) 

妊娠中の母体喫煙 
   

Yes 
  

2 (1.8) 

No 
  

108 (98.2) 

妊娠前の母体喫煙 
   

Yes 
  

7 (6.4) 

No 
  

103 (93.6) 

絨毛膜羊膜炎 (CAM) 
   

Yes 
  

25 (22.7) 

No 
  

85 (77.3) 

特発性の前期破水 (iPROM) 
   

Yes 
  

11 (10.0) 

No 
  

99 (90.0) 

妊娠高血圧症 
   

Yes 
  

20 (18.2) 

No 
  

90 (81.8) 

母体年齢 33.8 (4.7) 34 
 

<25 歳 
  

1 (0.9) 

25 ~ 30 歳 
  

20 (18.2) 

30 ~ 35 歳 
  

41 (37.3) 

35 ~ 40 歳 
  

34 (30.9) 

>40 歳 
  

14 (12.7) 

父親の年齢 36.4 (6.7) 35.5 
 

<25 歳 
  

2 (1.8) 

25 ~ 30 歳 
  

11 (10.0) 

30 ~ 35 歳 
  

31 (28.2) 

35 ~ 40 歳 
  

33 (30.0) 

>40 歳 
  

33 (30.0) 
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 平均値 (SD) 中央値 N (%) 

父親の BMI 23.1 (2.9) 22.7 
 

<18.5 kg/m2 
  

2 (1.8) 

18.5 ~ 25 kg/m2 
  

82 (74.5) 

25 ~ 30 kg/m2 
  

23 (20.9) 

>30 kg/m2 
  

3 (2.7) 

生殖補助医療による妊娠 (ART) 
   

Yes 
  

25 (22.7) 

No 
  

85 (77.3) 

母体の妊娠糖尿病 (GDM) 
   

Yes 
  

4 (3.6) 

No 
  

106 (83.5) 

前置胎盤 
   

Yes 
  

10 (9.1) 

No 
  

100 (90.9) 

経産数 
   

>0 
  

43 (39.1) 

0 
  

67 (60.9) 

 

34.5%が SGA(ここでは出生体重が 10 パーセンタイル未満)で、10.9%が large for 

gestational age (LGA; ここでは出生体重が 90 パーセンタイル以上)であった。

48.2%の児が男児であった。80.9％の児が帝王切開で出生していた。母体の平均

年齢は 33.8 歳であった。母体の平均妊娠前 BMI は 21.1 であった。妊娠中の母体

喫煙は 2 人のみ(1.8％)であり、そのためこの項目は以降の解析には用いなかっ

た。7 人の母体(6.4%)が妊娠前まで喫煙していた。3.6%(4 人)の母体が妊娠糖尿

病、25％が絨毛膜羊膜炎、11％が絨毛膜羊膜炎などの炎症を伴わない特発性の
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前期破水、20%が妊娠高血圧症を合併していた。 

 

１．在胎週数ないし出生体重 SD スコアと関連する臨床的特徴 

本研究では出生前の変数と在胎週数および出生体重 SD スコアとの関連

について評価した。在胎週数は出生体重 SD スコア、児の性別、出産様式、母体

の妊娠前 BMI, 母体の妊娠前喫煙および絨毛膜羊膜炎と関連を認めた (図 12、

表 3; p <0.05)。 

図 12. 在胎週数ないし出生体重 SD スコアと出生前変数の関係 (n=110, 臍帯血) 

 

*印は各説明変数と各出生前変数の関連度(p 値)を表す。(** = p-value <0.05 (単変
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量回帰分析); * = p-value of 0.060(suggestive)) 

 

表 3: 出生前変数と在胎週数の関連－単変量回帰分析の結果 

回帰係数 (Est)、95%信頼区間(CI)、p-value はそれぞれ、1) 連続出生前変数の場

合は、標準偏差の 2 倍の変化に対しての週数変化について評価した結果、 2) 二

値変数の場合は、2 つのカテゴリーの比較で評価した結果を表す。 

 Est 95%CI p-value 

出生体重 SD-score 2.6 (0.83, 4.4) 0.0046 

男児 -2.0 (-3.9, -0.21) 0.029 

経産 -0.41 (-2.3, 1.5) 0.67 

帝王切開 -3.1 (-5.4, -0.86) 0.0075 

母体年齢 0.90 (-0.96, 2.8) 0.34 

母体妊娠前 BMI -2.5 (-4.3, -0.70) 0.0071 

父の年齢 -0.53 (-2.4, 1.3) 0.58 

父の BMI -0.57 (-2.4, 1.3) 0.54 

生殖補助医療 (ART) 0.40 (-1.8, 2.6) 0.72 

母体の妊娠前喫煙 -6.1 (-9.7, -2.5) 0.0011 

妊娠糖尿病 (GDM) -0.24 (-5.2, 4.7) 0.93 

絨毛膜羊膜炎 (CAM) -4.7 (-6.7, -2.7) 1.1E-05 

特発性の前期破水 (iPROM) -2.9 (-6.0, 0.12) 0.060 

妊娠高血圧症 -1.6 (-4.0, 0.80) 0.19 

前置胎盤 -0.0057 (-3.2, 3.2) 0.99 

 

表 4: 出生前変数と出生体重 SD スコアの関連－単変量回帰分析の結果 

回帰係数 (Est)、95%信頼区間(CI)、p-value はそれぞれ、1) 連続出生前変数の場

合は、標準偏差の 2 倍の変化に対しての SD スコア変化について評価した結果、 

2) 二値変数の場合は、2 つのカテゴリーの比較で評価した結果を表す。 

 Est 95%CI p-value 

在胎週数 0.76 (0.24, 1.3) 0.0046 

男児 0.058 (-0.48, 0.60) 0.83 

経産 -0.46 (-1.0, 0.080) 0.094 

帝王切開 -0.59 (-1.3, 0.087) 0.087 
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 Est 95%CI p-value 

母体年齢 0.23 (-0.31, 0.77) 0.40 

母体妊娠前 BMI 0.24 (-0.29, 0.78) 0.37 

父の年齢 -0.031 (-0.57, 0.51) 0.91 

父の BMI 0.25 (-0.29, 0.79) 0.36 

生殖補助医療 (ART) 0.18 (-0.46, 0.82) 0.58 

母体の妊娠前喫煙 0.79 (-0.31, 1.9) 0.16 

妊娠糖尿病 (GDM) 1.1 (-0.35, 2.5) 0.14 

絨毛膜羊膜炎 (CAM) 0.19 (-0.45, 0.83) 0.56 

特発性の前期破水 (iPROM) 0.51 (-0.38, 1.4) 0.26 

妊娠高血圧症 -1.1 (-1.8, -0.44) 0.0014 

前置胎盤 -0.39 (-1.3, 0.55) 0.41 

 

在胎週数は特発性の前期破水とも suggestive な関連を認めた (p = 0.060)。出生体

重 SD スコアは在胎週数以外に妊娠高血圧症との関連を認めた(p <0.05)。出生体

重 SDスコアが高くなるほど、在胎週数は高くなる方向に関連していた (表 3, 表

4)。男児、帝王切開、母体の妊娠前母体 BMI 高値、母体の妊娠前喫煙、絨毛膜

羊膜炎は在胎週数が下がる方向に関連していた。特発性の前期破水は在胎週数

が下がる方向に suggestive なレベルで関連していた。 

GA(在胎週数)、出生体重 SD スコア、児の性別に加え、在胎週数または出生体重

SD スコアに関連する 6 つの出生前の変数を選択し、以降の解析に用いた。6 つ

の変数は分娩様式、母体の妊娠前 BMI、母体の妊娠前喫煙、絨毛膜羊膜炎、特

発性の前期破水、妊娠高血圧症である。これらの変数を用いた多変量解析では
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各変数がもたらす効果の方向性としては、単変量解析のときと比較して大きな

変化はなかった (表 5、表 6)。しかし、在胎週数と児の性別や母体の妊娠前 BMI

との関連は有意ではなくなり、一方で特発性の前期破水や妊娠高血圧症との関

連は有意に転じた。 

表 5: 出生前変数と在胎週数の関連－多変量回帰分析の結果 

回帰係数 (Est)、95%信頼区間(CI)、p-value はそれぞれ、1) 連続出生前変数の場

合は、標準偏差の 2 倍の変化に対しての週数変化について評価した結果、 2) 二

値変数の場合は、2 つのカテゴリーの比較で評価した結果を表す。 

 Est 95%CI p-value 

出生体重 SD-score 2.6 (1.1, 4.1) 0.0011 

男児 -1.1 (-2.6, 0.41) 0.15 

帝王切開 -2.5 (-4.4, -0.68) 0.0081 

母体妊娠前 BMI -0.68 (-2.3, 0.97) 0.42 

母体の妊娠前喫煙 -4.4 (-7.7, -1.2) 0.0076 

絨毛膜羊膜炎 (CAM) -4.6 (-6.5, -2.7) 6.8E-06 

特発性の前期破水 (iPROM) -4.7 (-7.2, -2.3) 0.00027 

妊娠高血圧症 -2.6 (-4.7, -0.49) 0.016 

 

表 6: 出生前変数と出生体重 SD スコアの関連－多変量回帰分析の結果 

回帰係数 (Est)、95%信頼区間(CI)、p-value はそれぞれ、1) 連続出生前変数の場

合は、標準偏差の 2 倍の変化に対しての SD スコア変化について評価した結果、 

2) 二値変数の場合は、2 つのカテゴリーの比較で評価した結果を表す。 

 Est 95%CI p-value 

在胎週数 1.1 (0.44, 1.7) 0.0011 

男児 -0.10 (-0.64, 0.43) 0.70 

帝王切開 -0.29 (-0.95, 0.38) 0.40 

母体妊娠前 BMI 0.50 (-0.062, 1.1) 0.080 

母体の妊娠前喫煙 0.78 (-0.37, 1.9) 0.18 

絨毛膜羊膜炎 (CAM) 0.40 (-0.33, 1.1) 0.28 
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 Est 95%CI p-value 

特発性の前期破水 (iPROM) 0.87 (-0.036, 1.8) 0.060 

妊娠高血圧症 -0.87 (-1.6, -0.14) 0.020 

 

 

 ２．在胎週数ないし出生体重 SD スコアについてのエピゲノムワイド関連解析

(EWAS)およびパスウェイ解析 

    在胎週数ないし出生体重 SD スコアについてのエピゲノムワイド関連

解析(EWAS: Epigenome-Wide Association Study)の結果を図 13(次頁)に示す。「モデ

ル 1」(説明変数: 在胎週数および出生体重 SD スコア、目的変数: メチル化率、

調整変数: 細胞組成、バッチ、児の性別)による線形回帰分析の結果と「モデル 2」

(モデル 1 に調整変数として、絨毛膜羊膜炎の有無、特発性の前期破水の有無、

妊娠高血圧症の有無、妊娠前母体喫煙の有無、妊娠前母体 BMI、帝王切開によ

る出生の有無を加えたもの)による結果を比較して回帰係数の正負も含めて共通

の CpG サイトを在胎週数関連 CpG サイトおよび SD スコア関連 CpG サイトと

決定した(図 13a、b、図 14、図 15)。在胎週数関連 CpG サイトは全部で 27,619

箇所であり、このうちメチル化率増加型(週数が進むとメチル化率が増加するタ

イプ)は 17,260 箇所、メチル化率減少型は 10,359 箇所であった(図 13a, c)。 
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図 13. 在胎週数ないし出生体重 SDスコアについてのエピゲノムワイド関連解析

(EWAS)(n = 110, 臍帯血) 
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(図 13説明) a 青の円は「モデル 1」の線形回帰分析で在胎週数と関連のあった

CpGを表し、黄の円は「モデル 2」の線形回帰分析で在胎週数と関連のあった CpG

を表す。青と黄の円の交わりの部分が、最終的に決定した「在胎週数関連 CpG」

である。 b 灰色の円は「モデル 1」の線形回帰分析で出生体重 SD スコアと関連

のあった CpG を表し、ピンクの円は「モデル 2」の線形回帰分析で SD スコアと

関連のあった CpG を表す。灰色とピンクの円の交わりの部分が、最終的に決定

した「SDスコア関連 CpG」である。  c 在胎週数関連 CpGの「モデル 1」におけ

る回帰係数をx軸に、 p-value (-log10スケール) を y軸にとった Volcano plot。 

d SDスコア関連 CpG の「モデル 1」における回帰係数を x軸に、 p-value (-log10

スケール) を y軸にとった Volcano plot。 e プロモーター(ここでは TSS1500, 

TSS200, 5’UTR, 1stExon の領域)上において、2 つ以上メチル化率減少型在胎

週数関連 CpGを認めた遺伝子名を用いて行ったパスウェイ解析(DAVID 6.8)の結

果。Enrichment-FDR の上位 10個のみ提示。 f プロモーター上において、2つ以

上メチル化率増加型在胎週数関連 CpG を認めた遺伝子名を用いて行ったパスウ

ェイ解析(DAVID 6.8)の結果。Enrichment-FDRの上位 10個のみ提示。   

*モデル 1) 説明変数: 在胎週数、SDスコア、 調整変数: 児の性別、実験バッ

チ、推定細胞分画 

**モデル 2) 説明変数: 在胎週数、SDスコア、調整変数: 児の性別、実験バッ

チ、推定細胞分画、絨毛膜羊膜炎、特発性の前期破水、妊娠高血圧症、母体の

妊娠前喫煙、母体の妊娠前 BMI、帝王切開 

***GA: gestational age(在胎週数), EWAS: epigenome-wide association 

study(エピゲノムワイド関連解析) 

****    (   ): 説明変数が増加した際にメチル化率が増加する(減少する)CpG。 
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図 14. DNAメチル化と在胎週数の関連度(p-value) についてのManhattan Plot (n 

= 110, 臍帯血) 

 

a 「モデル 1」による線形回帰分析の結果。ゲノムオーダー(染色体番号と染色

体上の位置を加味した座標)を x軸に、p-value(–log10スケール)を y軸にとっ

た。水平に走る赤い直線は Bonferroni補正による閾値(0.05)を、青い直線は FDR

補正による閾値(0.05)を表す。 Bonferroni 基準で関連のある CpG は 9,823箇所

で、FDR基準で関連のある CpGは 43,930箇所であった。 b 「モデル 2」による

線形回帰分析の結果。Bonferroni基準で関連のある CpGは 5,820 箇所で、FDR

基準で関連のある CpG は 29,071箇所であった。  

*｢モデル 1, 2｣に関しては図 13参照 

 

 



 53 

図 15. DNA メチル化と出生体重 SD スコアの関連度(p-value) についての

Manhattan Plot (n = 110, 臍帯血) 

 

a 「モデル 1」による線形回帰分析の結果。ゲノムオーダー(染色体と染色体上

の座標)を x軸に、p-value(–log10スケール)を y軸にとった。水平に走る赤い

直線は Bonferroni 補正による閾値(0.05)を、青い直線は FDR補正による閾値

(0.05)を表す。 Bonferroni 基準で関連のある CpGは 23箇所で、FDR基準で関

連のある CpGは 658 箇所であった。 b 「モデル 2」による線形回帰分析の結果。

Bonferroni基準で関連のある CpGは 4箇所で、FDR基準で関連のある CpGは 163

箇所であった。  

*｢モデル 1, 2｣に関しては図 13参照 
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対して、SD スコア関連 CpG サイトは全部で 150 箇所であり、メチル化率増加

型(SD スコアが増えるとメチル化率が増加するタイプ)は 113 箇所、メチル化率

減少型は 37 箇所であった(図 13b, d)。 

パスウェイ解析の結果は、SD スコア関連 CpG サイトに関してはメチル

化率増加型・減少型どちらのカテゴリーでも enrichment-FDR≤0.1 を満たす KEGG

パスウェイはなかった。在胎週数関連 CpG サイトに関しては、メチル化率増加

型のものでは ECM-receptor interaction, PI3K-Akt signaling pathway の他、

Adrenergic signaling in cardiomyocytes, Estrogen signaling pathway などが検出され、

FDR>0.1 であるものの suggestive なレベルのものとして、Oxytocin signaling 

pathway, Signaling pathways regulating pluripotency of stem cells が検出された(図

13e, 表 7)。メチル化率減少型のものは Cytokine-cytokine receptor interaction や

NF-kappa B signaling pathway などの pathway が検出された。 

表 7: 在胎週数関連 CpG における、KEGG パスウェイでのエンリッチメント解

析結果  

*ER-p-value: DAVID エンリッチメント解析で算出された enrichment-p-value 

**ER-FDR: Benjamini-Hochberg 法による多重検定補正後の enrichment-p-value 

***GA: gestational age  ****: ER-FDR >0.1 であるが、suggestive な関連性。 

[Positively-GA-related-CpGs (週数が進むとメチル化率が増加するタイプ)] 

KEGG pathway Count ER-p-Value* ER-FDR** 

ECM-receptor interaction 16 9.8E-05 0.025 

Adrenergic signaling in cardiomyocytes 21 2.1E-04 0.026 
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KEGG pathway Count ER-p-Value* ER-FDR** 

Tight junction 19 7.0E-04 0.044 

PI3K-Akt signaling pathway 36 5.3E-04 0.045 

Cell adhesion molecules (CAMs) 19 1.1E-03 0.054 

Rap1 signaling pathway 23 3.9E-03 0.095 

Gastric acid secretion 12 2.6E-03 0.10 

Estrogen signaling pathway 14 3.8E-03 0.10 

Ras signaling pathway 24 4.6E-03 0.10 

Focal adhesion 23 3.1E-03 0.11**** 

Oxytocin signaling pathway 19 3.6E-03 0.11**** 

Signaling pathways regulating pluripotency of 

stem cells 

17 5.7E-03 0.12**** 

[Negatively-GA-related-CpGs (週数が進むとメチル化率が増加するタイプ)] 

KEGG pathway Count ER-p-Value* ER-FDR** 

Inflammatory bowel disease (IBD) 14 2.1E-07 5.0E-05 

Rheumatoid arthritis 15 1.7E-06 2.0E-04 

Influenza A 19 3.0E-05 1.8E-03 

Cytokine-cytokine receptor interaction 22 4.4E-05 2.1E-03 

Intestinal immune network for IgA production 10 2.7E-05 2.2E-03 

Viral myocarditis 10 1.3E-04 4.5E-03 

Tuberculosis 18 1.3E-04 5.1E-03 

NF-kappa B signaling pathway 12 1.9E-04 5.7E-03 

Allograft rejection 8 2.4E-04 6.3E-03 

Staphylococcus aureus infection 9 4.9E-04 0.012 

HTLV-I infection 21 5.5E-04 0.012 

Herpes simplex infection 17 5.9E-04 0.012 

Graft-versus-host disease 7 8.3E-04 0.015 

Primary immunodeficiency 7 9.8E-04 0.017 

Chemokine signaling pathway 16 2.0E-03 0.029 

Measles 13 2.2E-03 0.030 

Autoimmune thyroid disease 8 2.0E-03 0.031 

Type I diabetes mellitus 7 3.0E-03 0.036 

T cell receptor signaling pathway 11 2.9E-03 0.038 
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KEGG pathway Count ER-p-Value* ER-FDR** 

Leishmaniasis 9 3.0E-03 0.038 

Asthma 6 3.4E-03 0.038 

Jak-STAT signaling pathway 13 4.4E-03 0.047 

Malaria 7 6.6E-03 0.067 

Toxoplasmosis 11 7.7E-03 0.075 

Natural killer cell mediated cytotoxicity 11 9.7E-03 0.089 

Cell adhesion molecules (CAMs) 12 0.010 0.091 

Amoebiasis 10 0.011 0.095 

 

在胎週数関連 CpG サイトと SD スコア関連 CpG サイトの所在についても

検討したが、TSS(Transcription Starting Site: 転写開始点)を中心としたゲノム領域

分類(TSS1500: 転写開始点から-1500 ~ -200 塩基の領域、TSS200: 転写開始点か

ら-200 塩基までの領域、5’UTR: 5’側の非翻訳領域、1stExon: 第 1 エクソン、Body: 

gene body、3’UTR: 3’側の非翻訳領域、IGR: 遺伝子間領域)では、アレイ内 CpG

の所在配分と大きく変わらなかった(図 16; 次頁)。CpG アイランドを中心とした

分類(CpG island: 200 塩基以上の長さを有し、GC 部分が全体の 50%以上を占める

領域、 CpG shore: CpG アイランドの一端から 2,000 塩基の間の領域、CpG shelf: 

CpG アイランドの一端から 2000 ~ 4000 塩基の領域、Open Sea: 左のどのカテゴ

リーにも属さず、GC 部分の少ない領域)では、在胎週数関連 CpG サイトでは CpG 

shore が 8,980 箇所(32.5%; アレイ内全 CpG は 22.9%)と最も多く、SD スコア関
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連 CpG サイトでは Open Sea が 82 箇所(54.7％; アレイ内全 CpG は 36.0％)と最も

多かった。 

図 16. 在胎週数関連 CpG ないし出生体重 SD スコア関連 CpG の分布 

 

左右の区分: 左のパネルがゲノム上 TSS(転写開始点)を中心としたゲノム領域

分類の分布で、右のパネルが CpG アイランドを中心とした分類の分布。上中下

の区分: 上のパネルが在胎週数関連 CpG についてのもので、中のパネルが SD

スコア関連 CpG についてのもの、下のパネルが DNA メチル化アレイ

HumanMethylation450 BeadChip に含まれる CpG 全体についてのもの. 

*GA: gestational age(在胎週数), SD-score: birthweight SD-score(出生体重 SD スコ

ア) 
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 ３．在胎週数ないし出生体重 SD スコアについての遺伝子発現関連解析および

パスウェイ解析 

    在胎週数ないし出生体重 SD スコアについての EWAS で決定した関連

CpG サイト 27,701 箇所のうち 19,790 箇所に対応する 9,691 種類の遺伝子発現プ

ローブについて「モデル 1」(説明変数: 在胎週数および出生体重 SD スコア、目

的変数: log2Expression(全サンプル全プローブ中発現シグナル強度が最小のもの

を 1 に設定し、シグナル強度に対し底 2 の対数変換を行ったもの)、調整変数: 細

胞組成、バッチ、児の性別)による線形回帰分析を用いて行った、遺伝子発現関

連解析の結果を図 17c, d に示す。SD スコア関連遺伝子発現プローブは補正なし

の p 値が 0.05 未満のものは 6 個認めたが、多重検定補正後 FDR<0.05 を満たす

プローブは検出しなかった(図 17d)。在胎週数関連のものに関しては FDR<0.05

を満たすプローブを計 401 個(週数が進むと発現が増加するプローブが 195 個、

対して発現減少型が 206 個)、[補正なし p 値]<0.05 を満たすプローブを計 1,834

個(発現増加型が 1,005 個で、発現減少型が 829 個)認めた(図 17c)。後者はパスウ

ェイ解析にのみ用いて、前者を「在胎週数関連遺伝子発現プローブ」と決定し

パスウェイ解析を含む以降の解析に用いた。 

(本文は図 17 を間に挟んで続く。) 
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図 17. 在胎週数ないし出生体重 SD スコアについての遺伝子発現関連解析 (n = 

55, 臍帯血) 
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(図 17 説明) a 青い円は臍帯血のEWASで在胎週数と関連のあったCpGを表し、

ピンクの円は出生体重 SD スコアと関連のあった CpG を表す。 b 臍帯血の

EWAS で検出された全 27,701 箇所の CpG サイトのうち、19,640 箇所を 9,691 個

の遺伝子発現プローブにマッチした。 水色の円は在胎週数関連 CpG に対応した

遺伝子発現プローブを表し、ピンクの円は SD スコア関連 CpG に対応した発現

プローブを表す。 c 在胎週数についての遺伝子発現解析結果の Volcano plot。x

軸は回帰係数、 y 軸は p-value (-log10 スケール) を表す。解析には、EWAS でも

用いた｢モデル 1｣による線形回帰分析を応用した。濃い青のドットは FDR 基準

で関連を認めたプローブを表す。 水色のドットは FDR 基準を満たさないもの

の、補正なしの p 値が 0.05 未満のプローブを表す。灰色のドットは補正なしの

p 値でも関連を認めなかったプローブを表す。 d 出生体重 SD スコアについて

の遺伝子発現解析結果の Volcano plot。 x 軸は回帰係数、 y 軸は p-value (-log10

スケール) を表す。解析には、EWAS でも用いた｢モデル 1｣による線形回帰分析

を応用した。ピンクのドットは FDR 基準を満たさないものの、補正なしの p値

が 0.05 未満のプローブを表す。灰色のドットは補正なしの p 値でも関連を認め

なかったプローブを表す。 e [補正なし p値]<0.05 を満たす発現減少型の遺伝子

発現プローブを用いて行ったパスウェイ解析の結果。Enrichment-FDR の上位 10

個のみ提示。棒グラフの x 軸は enrichment-p-value (-log10 スケール)を表す。 f [補

正なし p 値]<0.05 を満たす発現増加型の遺伝子発現プローブを用いて行ったパ

スウェイ解析の結果。Enrichment-FDR の上位 10 個のみ提示。棒グラフの x 軸は

enrichment-p-value (-log10 スケール)を表す。  

*モデル 1) 説明変数: 在胎週数、出生体重 SD スコア、目的変数: 遺伝子発現レ

ベル(全サンプル全プローブの中で信号強度が最小のものを 1 として表した発現

レベルを log2 変換したもの)、調整変数: 児の性別、実験バッチ、細胞組成 

**GA: gestational age(在胎週数), SD-score: birthweight SD-score(出生体重 SD スコ

ア), EWAS: epigenome-wide association study (エピゲノムワイド関連解析) 

 

 

 

 



 61 

在胎週数関連遺伝子発現プローブ(FDR<0.05 での採択)を用いたパスウェ

イ解析では発現増加型では enrichment-FDR≤0.1 をみたす KEGG パスウェイは検

出されず、発現増加型プローブは Platelet activation のみの検出であった(表 8)。

次に、[補正なし p 値]<0.05 を満たすプローブを用いて再度、パスウェイ解析を

行ったところ、発現増加型では NF-kappa B signaling pathway、Cytokine-cytokine 

interaction など、発現減少型では PI3K-Akt signaling pathway、ECM-receptor 

interaction などのパスウェイが検出された(図 17e, f, 表 9)。 

表 8: FDR 基準で採択した在胎週数関連発現プローブにおける、KEGG パスウ

ェイでのエンリッチメント解析結果 

ここでは、enrichment p-value ≤0.1 の KEGG パスウェイを掲示している。  

*ER-p-value: DAVID エンリッチメント解析で算出された enrichment-p-value 

**ER-FDR: Benjamini-Hochberg 法による多重検定補正後の enrichment-p-value 

***GA: gestational age 

[Negatively-GA-related expression probes(週数が進むと発現が減少するプローブ)] 

KEGG pathway Count ER-p-Value* ER-FDR** 

Platelet activation 9 4.5E-05 6.3E-03 

Rap1 signaling pathway 8 5.1E-03 0.30 

Pathways in cancer 11 5.8E-03 0.24 

Cell cycle 6 8.2E-03 0.25 

Focal adhesion 7 0.018 0.39 

MicroRNAs in cancer 8 0.025 0.44 

Asthma 3 0.037 0.53 

Proteoglycans in cancer 6 0.051 0.60 

TGF-beta signaling pathway 4 0.053 0.57 

Hematopoietic cell lineage 4 0.055 0.54 

ECM-receptor interaction 4 0.058 0.53 
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KEGG pathway Count ER-p-Value* ER-FDR** 

PI3K-Akt signaling pathway 8 0.059 0.51 

Prostate cancer 4 0.059 0.48 

Gap junction 4 0.059 0.48 

Cytokine-cytokine receptor interaction 6 0.083 0.58 

Transcriptional misregulation in cancer 5 0.090 0.59 

[Positively-GA-related expression probes(週数が進むと発現が増加するプローブ)] 

KEGG pathway Count ER-p-Value* ER-FDR** 

Epstein-Barr virus infection 5 0.048 1 

Phagosome 4 0.098 1 

 

表 9: [補正なし p 値] <0.05 の基準で採択した在胎週数関連発現プローブにおけ

る、KEGG パスウェイでのエンリッチメント解析結果 

*ER-p-value: DAVID エンリッチメント解析で算出された enrichment-p-value 

**ER-FDR: Benjamini-Hochberg 法による多重検定補正後の enrichment-p-value 

***GA: gestational age 

[Negatively-GA-related expression probes(週数が進むと発現が減少するプローブ)] 

KEGG pathway Count ER-p-Value* ER-FDR** 

PI3K-Akt signaling pathway 31 1.1E-05 2.6E-03 

Rap1 signaling pathway 21 1.0E-04 4.8E-03 

Platelet activation 16 9.1E-05 5.4E-03 

ECM-receptor interaction 13 8.3E-05 6.5E-03 

Focal adhesion 21 7.9E-05 9.2E-03 

Proteoglycans in cancer 19 4.6E-04 0.018 

Cell cycle 14 6.9E-04 0.023 

Gap junction 11 1.5E-03 0.044 

Hypertrophic cardiomyopathy (HCM) 10 2.3E-03 0.060 

Dilated cardiomyopathy 10 3.9E-03 0.088 

[Positively-GA-related expression probes(週数が進むと発現が増加するプローブ)] 

KEGG pathway Count ER-p-Value* ER-FDR** 

Graft-versus-host disease 13 1.1E-09 2.5E-07 

Allograft rejection 13 4.8E-09 5.8E-07 

Type I diabetes mellitus 13 2.4E-08 1.9E-06 
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KEGG pathway Count ER-p-Value* ER-FDR** 

Viral myocarditis 14 1.2E-07 7.2E-06 

Autoimmune thyroid disease 13 3.2E-07 1.6E-05 

HTLV-I infection 26 9.3E-06 3.8E-04 

Inflammatory bowel disease (IBD) 12 2.1E-05 6.4E-04 

Cell adhesion molecules (CAMs) 18 2.0E-05 6.9E-04 

NF-kappa B signaling pathway 13 8.6E-05 2.3E-03 

Antigen processing and presentation 12 1.1E-04 2.6E-03 

Herpes simplex infection 19 1.6E-04 3.5E-03 

Leishmaniasis 11 2.8E-04 5.6E-03 

Hematopoietic cell lineage 12 3.0E-04 5.6E-03 

Rheumatoid arthritis 12 4.1E-04 7.0E-03 

Asthma 7 7.3E-04 0.012 

Intestinal immune network for IgA production 8 1.7E-03 0.025 

Tuberculosis 16 2.5E-03 0.035 

Staphylococcus aureus infection 8 3.8E-03 0.049 

Epstein-Barr virus infection 16 5.0E-03 0.061 

Cytokine-cytokine receptor interaction 18 5.6E-03 0.065 

Signaling pathways regulating pluripotency of 

stem cells 

13 6.1E-03 0.068 

Insulin resistance 11 7.0E-03 0.074 

Osteoclast differentiation 12 9.9E-03 0.099 

Phagosome 13 0.012 0.11**** 

Toxoplasmosis 11 0.013 0.12**** 

B cell receptor signaling pathway 8 0.014 0.12**** 

****: FDR >0.1, suggestive 

 

本項の最後に、確認・参考のため、遺伝子発現解析に用いた臍帯血 55 サンプル

の臨床データの分布を以下、表 10 に示す。平均の在胎週数は 33.0 週で平均の

SD スコアは-0.9 であった。38.2%が SGA(ここでは出生体重が 10 パーセンタイ
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ル未満)で、5.0%が large for gestational age (LGA; ここでは出生体重が 90 パーセ

ンタイル以上)であった。56.4%の児が男児であった。78.2％の児が帝王切開で出

生していた。母体の平均年齢は 33.4 歳であった。母体の平均妊娠前 BMI は 21.1

であった。妊娠中の母体喫煙は 2 人(3.6％)であった。5 人の母体(9.1%)が妊娠前

まで喫煙していた。1.8%(1人)の母体が妊娠糖尿病、27.3％が絨毛膜羊膜炎、10.9％

が絨毛膜羊膜炎などの炎症を伴わない特発性の前期破水、20.0%が妊娠高血圧症

を合併していた。 

表 10. 遺伝子発現解析に用いた臍帯血 55 サンプルの臨床データの分布 

 
平均値 (SD) 中央値 N (%) 

在胎週数 33.0 (5.2) 33.3  
 

<28 週 
  

10 (18.2) 

28-32 週 
  

14 (25.5) 

32-37 週 
  

14 (25.5) 

>37 週 
  

17 (30.9) 

出生体重 SD スコア -0.9 (1.6) -0.9  
 

<-2.5  
  

11 (20.0) 

-2.5 ~ -1.28 
  

10 (18.2) 

-1.28 ~ 1.28 
  

29 (52.7) 

1.28 ~ 2.5 
  

5 (9.1) 

性別 
   

男児 
  

31 (56.4) 

女児 
  

24 (43.6) 

分娩様式 
   

帝王切開 
  

43 (78.2) 

経腟 
  

12 (21.8) 
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平均値 (SD) 中央値 N (%) 

母体妊娠前 BMI 21.1 (3.9) 20.0  
 

<18.5 kg/m2 
  

13 (23.6) 

18.5 ~ 25 kg/m2 
  

35 (63.6) 

25 ~ 30 kg/m2 
  

4 (7.3) 

>30 kg/m2 
  

3 (5.5) 

妊娠中の母体喫煙 
   

Yes 
  

2 (3.6) 

No 
  

53 (96.4) 

妊娠前の母体喫煙 
   

Yes 
  

5 (9.1) 

No 
  

50 (90.9) 

絨毛膜羊膜炎 (CAM) 
   

Yes 
  

15 (27.3) 

No 
  

40 (72.7) 

特発性の前期破水 (iPROM) 
   

Yes 
  

6 (10.9) 

No 
  

49 (89.1) 

妊娠高血圧症 
   

Yes 
  

11 (20.0) 

No 
  

44 (80.0) 

母体年齢 33.4 (5.1) 33 
 

<25 歳 
  

1 (1.8) 

25 ~ 30 歳 
  

12 (21.8) 

30 ~ 35 歳 
  

18 (32.7) 

35 ~ 40 歳 
  

17 (30.9) 

>40 歳 
  

7 (12.7) 

父親の年齢 36.4 (7.7) 35 
 

<25 歳 
  

1 (1.8) 

25 ~ 30 歳 
  

7 (12.7) 

30 ~ 35 歳 
  

15 (27.3) 

35 ~ 40 歳 
  

14 (25.5) 

>40 歳 
  

18 (32.7) 
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平均値 (SD) 中央値 N (%) 

父親の BMI 23.7 (3.4) 23.3  
 

<18.5 kg/m2 
  

2 (3.6) 

18.5 ~ 25 kg/m2 
  

38 (69.1) 

25 ~ 30 kg/m2 
  

12 (21.8) 

>30 kg/m2 
  

3 (5.5) 

生殖補助医療による妊娠 (ART) 
   

Yes 
  

13 (23.6) 

No 
  

42 (76.4) 

母体の妊娠糖尿病 (GDM) 
   

Yes 
  

1 (1.8) 

No 
  

54 (98.2) 

前置胎盤 
   

Yes 
  

3 (5.5) 

No 
  

52 (94.5) 

経産数 
   

>0 
  

22 (40.0) 

0 
  

33 (60.0) 

 

  

 ４．DNA メチル化と遺伝子発現の関連の確認 

    在胎週数関連遺伝子発現プローブ 401 個と対応する在胎週数関連 CpG

サイト 1,085 箇所の組み合わせ 1,179 組(RefSeq 遺伝子として 369 個)に対して、

メチル化－遺伝子発現間の関連について単変量回帰モデルを用いて解析した結

果(相関係数の分布)を図 18(次頁)に示す。 
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図 18. 在胎週数関連遺伝子発現プローブと対応する在胎週数関連 CpG の DNA

メチル化－遺伝子発現間の関連についての検討 (n = 55, 臍帯血) 

 

a. (図 11 の再掲) 1,085 箇所の在胎週数関連 CpG サイトと対応する 401 個の在胎

週数関連遺伝子発現プローブから 369 個の RefSeq 遺伝子を介して、1,179 通り

の直接比較用の CpG-発現プローブの組み合わせを作成。  b. 在胎週数関連の

CpG と対応する発現プローブの組み合わせ全ての DNA メチル化-遺伝子発現

(log2 スケール)間相関係数の分布  c. p<0.05 の組み合わせを除いた場合の、在胎



 68 

週数関連の CpG と対応する発現プローブの組み合わせ全ての DNA メチル化-発

現(log2 スケール)間相関係数の分布 

*GA: gestational age 

 

1,179 組の DNA メチル化-遺伝子発現間の相関係数の中央値は-0.14 で、相関係数

が負の組み合わせが 730 組で、正の組み合わせが 449 組であった(図 18b)。全組

み合わせ 1179 組のうち、p<0.05 の組み合わせのみ採択したところ、672 組の組

み合わせ(257 個の RefSeq 遺伝子に相当)がこの基準を満たした。この 672 組のう

ち、相関係数が負の組み合わせ(メチル化率が増加すると遺伝子発現が減少する

組み合わせ)が 426 組で、正の組み合わせが 246 組であった(図 18c)。在胎週数関

連 CpG サイト 27,619 箇所のうち、対応する遺伝子に在胎週数との関連を認め、

DNA メチル化と遺伝子発現の直接の相関を認めたものは 628 箇所となる。 
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５．エピジェネティックメモリーの候補 

    在胎週数関連 CpG サイト 27,619 箇所と出生体重 SD スコア関連 CpG サ

イト 150 箇所の臍帯血-生後末梢血の間の DNA メチル化率の相関係数の分布を

図 19a(次頁)、図 20a に示す。在胎週数関連 CpG サイトで相関係数が 0.7 以上の

ものは 2,093 箇所で、SD スコア関連 CpG サイトで相関係数が 0.7 以上のものは

7 箇所であった。SD スコア関連 CpG サイト７箇所全ておよび在胎週数関連 CpG

サイトの一部(４箇所)の、臍帯血メチル化率と生後末梢血メチル化率の関係を示

す散布図をそれぞれ図 20b、図 19b に示す。 

次に在胎週数関連 CpG サイトの中のエピジェネティックメモリーの候補

サイトについて、ChromHMM における 12 種類のヒストンマークで特徴づけら

れる 25 種類のクロマチン状態のエンリッチメントを検討した解析結果について

述べる。T cell でのアノテーション(以下 T-cell-Anno)、B cell でのアノテーショ

ン(以下 B-cell-Anno)ともに多数認めるクロマチン状態は第 1 位から第 4 位まで

同じで、第 1 位 Quiescent/Low (ヒストンマークの関与が少ない状態; T-cell-Anno: 

26.5%, B-cell-Anno: 24.2%)、第 2 位 Repressed Polycomb (抑制性のポリコーム; 

T-cell-Anno: 19.3%, B-cell-Anno: 20.8%)、 

(本文は図 19、20、21、表 11 を間に挟んで続く。) 
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図 19. 在胎週数関連のエピジェネティックメモリーの候補 CpG (n = 47, 臍帯血

および生後末梢血) 

a 在胎週数(GA)関連 CpG27,619 箇所における臍帯血-生後末梢血の間の DNA メ

チル化率の相関係数の分布を表すヒストグラム。赤線の囲みは相関係数が 0.7 以

上、すなわち DNA メチル化変化が生後も持続する CpG の候補である。 b 候補

CpG のうち 4 箇所について、x 軸に臍帯血での DNA メチル化率、y 軸に生後末

梢血でのメチル化率を表した散布図を例示。 c GA(在胎週数)関連 CpG のうち臍

帯血-生後児血間相関係数が 0.7 以上のものの、25 種クロマチン状態の内訳 (臍

帯血 T cell でのアノテーション)。 d GA 関連 CpG のうち臍帯血-生後児血間相関
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係数が0.7以上のものの、25種クロマチン状態のエンリッチメント (臍帯血T cell

でのアノテーション)。エラーバーは 95%CI 信頼区間(CI)を表す。*はエンリッチ

されているクロマチン状態、すなわち Bonferroni 基準 (p-value <0.05/25)で有意な

関連がありオッズ比が 1(黒の破線)以上の状態を表す。結果として、エンリッチ

されていたクロマチン状態の 95%CI の下限は全て 1.5(青の破線)を超えていた。 

*GA: gestational age(在胎週数), EWAS: epigenome-wide association study(エピゲノ

ムワイド関連解析) 

以下の略語は ChromHMM で定められているものである。: TssA: Active TSS, 

PromU: Promoter upstream TSS, PromD1: Promoter downstream with DNase, 

PromD2: Promoter downstream TSS, Tx5: Transcription 5’, Tx: Transcription, Tx3: 

Transcription 3’, TxWk: Weak Transcription, TxReg: Transcription Regulatory, 

TxEnh5: Transcription 5’ Enhancer, TxEnh3: Transcription 3’ Enhancer, TxEnhW: 

Transcription Weak Enhancer, EnhA1: Active Enhancer 1, EnhA2: Active Enhancer 2, 

EnhAF: Active Enhancer Flank, EnhW1: Weak Enhancer 1, EnhW2: Weak Enhancer 2, 

EnhAc: Enhancer Acetylation Only, DNase: DNase only, ZNF_Rpts: ZNF genes & 

repeats, Het: Heterochromatin, PromP: Poised Promoter, PromBiv: Bivalent Promoter, 

ReprPC: Repressed Polycomb, Qies: Quiescent/Low 
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図 20. 出生体重 SD スコア関連のエピジェネティックメモリーの候補 CpG(n = 

47, 臍帯血および生後末梢血) 

a 出生体重 SD スコア関連 CpG150 箇所における臍帯血-生後末梢血の間の DNA

メチル化率の相関係数の分布を表すヒストグラム。赤線の囲みは相関係数が 0.7

以上、すなわち DNA メチル化変化が生後も持続する CpG の候補である。 b 候

補 CpG 全 7 箇所について、x 軸に臍帯血での DNA メチル化率、y 軸に生後末梢

血でのメチル化率を表した散布図。  

*GA: gestational age(在胎週数), EWAS: epigenome-wide association study(エピゲノ

ムワイド関連解析) 
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図 21. 在胎週数関連のエピジェネティックメモリーの候補CpGについての補足

(n = 47, 臍帯血および生後末梢血) 

 

a GA(在胎週数)関連CpGのうち臍帯血-生後児血間相関係数が0.7以上のものの、

25種クロマチン状態の内訳 (臍帯血T cellでのアノテーション)。 b GA関連CpG
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のうち臍帯血-生後児血間相関係数が 0.7 以上のものの、25 種クロマチン状態の

エンリッチメント (臍帯血 T cell でのアノテーション)。エラーバーは 95%CI 信

頼区間(CI)を表す。*はエンリッチされているクロマチン状態、すなわち

Bonferroni 基準 (p-value <0.05/25)で有意な関連がありオッズ比が 1(黒の破線)以

上の状態を表す。結果として、エンリッチされていたクロマチン状態の 95%CI

の下限は全て 1.5(青の破線)を超えていた。 c ChromHMM における、臍帯血 T 

cell での 25 種クロマチン状態のアノテーションと B cell でのアノテーションの

関係性。y 軸が INPUT で、x 軸が OUTPUT。DNA メチル化アレイ上の一つの

CpG に、T cell における一つのアノテーションが割り当てられた場合(INPUT)、

どの B cell でのアノテーションがどの程度の率で該当するか(OUTPUT)を表した

ヒートマップ。 d 前述 c における検討の順序を逆にしたもの。 DNA メチル化

アレイ上の一つの CpG に、B cell における一つのアノテーションが割り当てら

れた場合(INPUT)、どの T cell でのアノテーションがどの程度の率で該当するか

(OUTPUT)を表したヒートマップ。  

*GA: gestational age(在胎週数), EWAS: epigenome-wide association study(エピゲノ

ムワイド関連解析) 

以下の略語は ChromHMM で定められているものである。: TssA: Active TSS, 

PromU: Promoter upstream TSS, PromD1: Promoter downstream with DNase, 

PromD2: Promoter downstream TSS, Tx5: Transcription 5’, Tx: Transcription, Tx3: 

Transcription 3’, TxWk: Weak Transcription, TxReg: Transcription Regulatory, 

TxEnh5: Transcription 5’ Enhancer, TxEnh3: Transcription 3’ Enhancer, TxEnhW: 

Transcription Weak Enhancer, EnhA1: Active Enhancer 1, EnhA2: Active Enhancer 2, 

EnhAF: Active Enhancer Flank, EnhW1: Weak Enhancer 1, EnhW2: Weak Enhancer 2, 

EnhAc: Enhancer Acetylation Only, DNase: DNase only, ZNF_Rpts: ZNF genes & 

repeats, Het: Heterochromatin, PromP: Poised Promoter, PromBiv: Bivalent Promoter, 

ReprPC: Repressed Polycomb, Qies: Quiescent/Low 
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表 11: 在胎週数関連エピジェネティックメモリーの候補 CpG 2,093 箇所におけ

る 25 種クロマチン状態のエンリッチメント解析結果(ChromHMM における臍

帯血 T cell および B cell でのアノテーション (T-, B-cell-Anno) を利用) 

*Bonferroni 基準(p-value <0.05/25)を満たし、オッズ比>1 のクロマチン状態に関

しては p-value を太字で示した。 **OR: オッズ比、CI: 信頼区間 

25-Chromatin-State (T-cell-Anno) Proportion (%) OR 95%CI p-value 

Active TSS (TssA) 0.2 0.034 (0.0094, 0.088) 1.3E-42 

Promoter upstream TSS (PromU) 8.9 0.82 (0.70, 0.96) 0.010 

Promoter downstream with DNase 

(PromD1) 

3.6 0.31 (0.25, 0.40) 4.8E-32 

Promoter downstream TSS (PromD2) 2.4 2.5 (1.9, 3.3) 1.4E-08 

Transcription 5’ (Tx5) 1.0 0.51 (0.31, 0.79) 0.0014 

Transcription (Tx) 0.2 0.12 (0.037, 0.27) 7.9E-13 

Transcription 3’ (Tx3) 1.0 0.18 (0.11, 0.29) 2.7E-24 

Weak Transcription (TxWk) 2.1 0.57 (0.41, 0.77) 8.1E-05 

Transcription Regulatory (TxReg) 1.2 1.1 (0.70, 1.6) 0.68 

Transcription 5’ Enhancer (TxEnh5) 0.3 0.53 (0.20, 1.2) 0.13 

Transcription 3’ Enhancer (TxEnh3) 0.9 1.3 (0.79, 2.1) 0.23 

Transcription Weak Enhancer (TxEnhW) 1.0 0.51 (0.31, 0.80) 0.0014 

Active Enhancer 1 (EnhA1) 0.9 2.2 (1.3, 3.6) 0.0020 

Active Enhancer 2 (EnhA2) 0.9 1.4 (0.81, 2.2) 0.17 

Active Enhancer Flank (EnhAF) 0.4 0.83 (0.38, 1.6) 0.76 

Weak Enhancer 1 (EnhW1) 5.6 2.8 (2.3, 3.4) 5.9E-21 

Weak Enhancer 2 (EnhW2) 4.2 1.3 (1.1, 1.6) 0.012 

Enhancer Acetylation Only (EnhAc) 0 0 (0, 3.5) 0.63 

DNase only (DNase) 1.5 2.4 (1.6, 3.4) 2.4E-05 

ZNF genes & repeats (ZNF_Rpts) 0.2 1.1 (0.29, 2.7) 0.79 

Heterochromatin (Het) 0.5 0.76 (0.37, 1.4) 0.49 

Poised Promoter (PromP) 3.4 3.1 (2.4, 3.9) 1.4E-15 

Bivalent Promoter (PromBiv) 14.0 1.9 (1.7, 2.2) 3.0E-22 

Repressed Polycomb (ReprPC) 19.3 3.1 (2.8, 3.5) 3.5E-73 

Quiescent/Low (Quies) 26.5 0.79 (0.71, 0.86) 3.1E-07 
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25-Chromatin-State (B-cell-Anno) Proportion (%) OR 95%CI p-value 

Active TSS (TssA) 0.6 0.11 (0.056, 0.18) 3.1E-35 

Promoter upstream TSS (PromU) 9.7 0.95 (0.82, 1.1) 0.51 

Promoter downstream with DNase 

(PromD1) 

6.6 0.48 (0.40, 0.57) 4.2E-20 

Promoter downstream TSS (PromD2) 2.1 3.2 (2.3, 4.4) 6.6E-11 

Transcription 5’ (Tx5) 0.6 0.30 (0.15, 0.52) 4.6E-07 

Transcription (Tx) 0.5 0.21 (0.10, 0.39) 2.0E-10 

Transcription 3’ (Tx3) 1.3 0.21 (0.14, 0.30) 6.4E-27 

Weak Transcription (TxWk) 2.0 0.55 (0.40, 0.75) 3.4E-05 

Transcription Regulatory (TxReg) 1.6 1.1 (0.78, 1.6) 0.46 

Transcription 5’ Enhancer (TxEnh5) 0.4 0.52 (0.24, 0.99) 0.051 

Transcription 3’ Enhancer (TxEnh3) 0.8 1.2 (0.70, 1.9) 0.42 

Transcription Weak Enhancer (TxEnhW) 0.7 0.53 (0.29, 0.89) 0.013 

Active Enhancer 1 (EnhA1) 0.4 0.68 (0.29, 1.4) 0.37 

Active Enhancer 2 (EnhA2) 0.6 0.74 (0.38, 1.3) 0.38 

Active Enhancer Flank (EnhAF) 0.4 0.71 (0.33, 1.4) 0.39 

Weak Enhancer 1 (EnhW1) 3.9 2.8 (2.2, 3.5) 6.8E-15 

Weak Enhancer 2 (EnhW2) 2.9 1.2 (0.92, 1.6) 0.15 

Enhancer Acetylation Only (EnhAc) 0.5 1.3 (0.64, 2.3) 0.39 

DNase only (DNase) 1.8 2.7 (1.9, 3.8) 8.7E-08 

ZNF genes & repeats (ZNF_Rpts) 0.2 0.82 (0.22, 2.1) 1 

Heterochromatin (Het) 0.7 0.63 (0.34, 1.1) 0.086 

Poised Promoter (PromP) 2.3 2.4 (1.7, 3.1) 1.3E-07 

Bivalent Promoter (PromBiv) 14.5 2.3 (2.0, 2.6) 1.3E-33 

Repressed Polycomb (ReprPC) 20.8 3.0 (2.7, 3.3) 1.3E-72 

Quiescent/Low (Quies) 24.2 0.79 (0.71, 0.87) 1.7E-06 
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第 3 位 Bivalent Promoter (転写活性型ヒストンマークの H3K4me3 と転写抑制型

ヒストンマークの H3K27me3 の両方の修飾が入る領域; T-cell-Anno: 14.0%, 

B-cell-Anno: 14.5%)、第 4 位 Promoter upstream TSS(転写開始点より上流のプロモ

ーター領域; T-cell-Anno: 8.9%, B-cell-Anno: 9.7%)の順である(図 19c、図 21a、表

11)。エンリッチメント解析で、オッズ比が 1 を超えていてかつ p 値が Bonferroni

基準(p<0.05/25=0.002)を満たすクロマチン状態はどちらのアノテーションでも

Repressed Polycomb, Bivalent Promoter, Poised Promoter(文献により定義が異なる

が、本研究で扱う ChromHMM の｢25 種クロマチン状態｣の分類における定義は、

抑制型マーク H3K27me3 との関連の少ない転写活性の弱いあるいは転写活性の

不安定なプロモーター領域)、DNase Only(DNA 加水分解酵素である DNase に高

感受性なオープンクロマチン領域)、Weak Enhancer 1(活性の弱いエンハンサー領

域、ヒストンマークとしては転写活性型の H3K4me1 と H3K4me2 が中心)、

Promoter downstream TSS(転写開始点より下流のプロモーター領域、ヒストンマ

ークとしては転写活性型の H3K4me1、H3K4me2、H3K4me3、H3K79me2)であっ

た(図 19d、図 21b、表 11)。 

さらに、在胎週数関連エピジェネティックメモリーの候補 CpG サイトに

おける遺伝子発現についてこれまでの解析結果を基にまとめ直したので、図 22
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に示す。 

図 22. 在胎週数関連エピジェネティックメモリーの候補CpGサイトにおける遺

伝子発現 

 

a 水色の円は在胎週数(GA)関連エピジェネティックメモリーの候補 CpG (2,093

箇所)、橙色の円は対応する遺伝子に在胎週数と関連する発現を認め(図 17)、DNA

メチル化率と遺伝子発現の関連も認めた CpG 628 箇所を表す。 b CMYA5上の

Promoter 上の CpG サイト cg09481121(左)と Gene Body 上の CpG サイト
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cg10273135(右)における、在胎週数と臍帯血 DNA メチル化率の関係を示す散布

図(上)と臍帯血-生後末梢血間の DNA メチル化率の関係を示す散布図(下)。 c 在

胎週数(GA)関連エピジェネティックメモリーの候補 CpG と発現との相関を認め

た CpG の交わり部分の 63 箇所においての DNA メチル化率-遺伝子発現(log2 ス

ケール)間の相関係数の分布。x 軸が相関係数で、y 軸が相関係数を昇順に並べた

際の順位。緑の丸は Promoter 領域(TSS1500, TSS200, 5’UTR, 1stExon)内、ピンク

の丸は Gene Body 領域(Body, 3’UTR)内、黒の丸は IGR(intergenic region)内の CpG

を意味する。 d 水平に走る軸の下に染色体の位置情報(座標)を、上に TSS(転写

開始点)に対しての位置関係を示す。星印は 12 箇所の CpG サイトを意味する。

上のグラフは各 CpG サイトにおける、在胎週数に対しての DNA メチル化の変

化率の推移を示す。下のグラフは各 CpG サイトにおける、DNA メチル化-遺伝

子発現(log2 スケール)間の相関係数の推移を示す。 e CMYA5遺伝子の発現プロ

ーブ A_23_P124946 の在胎週数と遺伝子発現(log2 スケール)の関係を表す散布図。 

f CMYA5上の Promoter 上の CpG サイト cg09481121(左)と Gene Body 上の CpG サ

イト cg10273135(右)における、臍帯血 DNA メチル化率と遺伝子発現(log2 スケー

ル)の関係を示す散布図。 

*GA: gestational age, EWAS: epigenome-wide association study, Est. : estimates(回帰

係数), TSS: Transcription Starting Site(転写開始点) 

**TSS200: 転写開始点から上流の 200 塩基までの領域、TSS1500: 転写開始点か

ら上流 200~1500 塩基の間の領域、5’UTR: 5’側の非翻訳領域、3’UTR: 3’側の非

翻訳領域 

 

在胎週数関連エピジェネティックメモリー候補 CpG サイト 2,093 箇所の中で、

臍帯血サンプルにおいて在胎週数に関連した遺伝子発現を認め、かつ DNA メチ

ル化と遺伝子発現の直接の関連を認めたものは 63 箇所であった(図 22a)。これら

63 箇所のうち DNA メチル化-遺伝子発現の相関が負のもの(メチル化率が増加す

ると遺伝子発現が減少するもの)は 38箇所、正のものは 25箇所であった(図 22b)。
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更にTSS1500, TSS200, 5’UTR, 1stExonを Promoter領域、gene body, 3’UTRをBody

領域として、Promoter、Body、IGR(intergenic region)の 3 つの分類で分けた。

Promoter 領域のメモリー候補は 24 箇所で、DNA メチル化-遺伝子発現の相関が

負のものは 13 箇所(このうち CMYA5 遺伝子内のものが 9 箇所)、正のものは 11

箇所であった。 

上記 63 箇所のうち、最も個数の多かった遺伝子が CMYA5 であり、総数

12 箇所であった。この 12 箇所の内訳は Promoter 領域 9 箇所と Gene Body 領域 3

箇所で、両方の領域の CpG サイトが在胎週数関連の DNA メチル化、在胎週数

関連の遺伝子発現、DNA メチル化-遺伝子発現の相関、出生時から生後の維持メ

チル化を認めた(図 22b, d, e, f)。その他、上記 63 箇所の中で IGR(Intergenic Region: 

遺伝子間領域)も含めて、複数箇所の CpG サイトが検出された遺伝子は UCN(8

箇所)、SLC12A7(5 箇所)、TNFAIP2(4 箇所)、NGF(3 箇所)、TAS2R41(2 箇所)、

EXOC3L4(Illumina による遺伝子名は C14orf73; 2 箇所)、LPPR2(2 箇所)であった

(表 12: 次頁)。 
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表 12.  

 

CpGprobe
ChromatinState

_Tcell_cord

ChromatinState

_Bcell_cord
Gene_Illumina Gene_Agilent Correlation CHR MAPINFO feature

%Methylation

/week
pval.GA

Cord-Post-

Correlation

cg26411822 2_PromU 2_PromU STX12 STX12 -0.29 1 28099013 TSS1500 -0.7 4.3E-05 0.70

cg00320094 24_ReprPC 23_PromBiv GPR177 WLS 0.41 1 68695183 Body 0.7 8.4E-08 0.72

cg02987481 24_ReprPC 24_ReprPC NGF NGF -0.41 1 115881544 TSS1500 0.3 5.9E-05 0.73

cg07790079 25_Quies 25_Quies NGF -0.32 1 116021925 IGR 0.4 6.5E-05 0.82

cg25599129 25_Quies 25_Quies NGF -0.32 1 116022006 IGR 0.7 1.0E-05 0.82

cg16246545 4_PromD2 4_PromD2 PHGDH PHGDH -0.52 1 120255941 Body 0.5 1.8E-07 0.70

cg27179622 25_Quies 25_Quies LEFTY2 LEFTY2 -0.30 1 226127290 Body 0.9 1.3E-04 0.94

cg20028470 24_ReprPC 24_ReprPC UCN UCN 0.44 2 27530829 5'UTR 0.3 3.8E-06 0.87

cg07537370 24_ReprPC 24_ReprPC UCN UCN 0.39 2 27531124 5'UTR 0.4 4.8E-04 0.79

cg05231308 24_ReprPC 24_ReprPC UCN UCN 0.41 2 27531163 TSS200 0.6 2.1E-09 0.84

cg04527918 24_ReprPC 24_ReprPC UCN UCN 0.53 2 27531170 TSS200 0.6 4.7E-07 0.82

cg13833437 24_ReprPC 11_TxEnh3' UCN UCN 0.46 2 27531236 TSS200 0.6 1.1E-06 0.81

cg05113927 24_ReprPC 11_TxEnh3' UCN UCN 0.39 2 27531244 TSS200 0.6 3.7E-06 0.81

cg21752601 24_ReprPC 11_TxEnh3' UCN UCN 0.43 2 27531310 TSS200 0.5 4.7E-07 0.72

cg20442078 24_ReprPC 11_TxEnh3' UCN UCN 0.46 2 27531360 TSS1500 1.1 4.6E-12 0.73

cg05960677 2_PromU 2_PromU RBM43 RBM43 -0.33 2 152117363 Body -1.8 5.0E-09 0.70

cg26627956 6_Tx 6_Tx CFLAR CFLAR 0.31 2 202004766 Body 0.7 3.7E-08 0.75

cg21674813 25_Quies 25_Quies OBSL1 OBSL1 -0.35 2 220425073 Body 0.7 3.9E-08 0.76

cg01948202 3_PromD1 3_PromD1 PARP14 PARP14 -0.32 3 122400474 Body -1.3 1.3E-07 0.82

cg00509649 9_TxReg 9_TxReg SLC12A7 SLC12A7 -0.61 5 1103848 Body -1.3 1.6E-03 0.92

cg13681701 9_TxReg 9_TxReg SLC12A7 SLC12A7 -0.58 5 1103910 Body -0.8 5.8E-04 0.90

cg16163535 13_EnhA1 9_TxReg SLC12A7 SLC12A7 -0.59 5 1107098 Body -0.8 1.6E-04 0.71

cg14596589 13_EnhA1 9_TxReg SLC12A7 SLC12A7 -0.44 5 1107148 Body -0.9 4.1E-04 0.83

cg13592947 3_PromD1 3_PromD1 SLC12A7 SLC12A7 -0.45 5 1111049 Body -0.6 2.6E-03 0.93

cg09481121 22_PromP 22_PromP CMYA5 CMYA5 -0.45 5 78985425 TSS1500 1.8 2.1E-13 0.71

cg00611789 22_PromP 22_PromP CMYA5 CMYA5 -0.42 5 78985432 TSS1500 1.8 4.3E-12 0.81

cg11438310 22_PromP 22_PromP CMYA5 CMYA5 -0.45 5 78985434 TSS1500 1.1 9.3E-12 0.77

cg10257870 22_PromP 22_PromP CMYA5 CMYA5 -0.38 5 78985484 TSS200 1.5 5.2E-11 0.75

cg03546977 22_PromP 22_PromP CMYA5 CMYA5 -0.36 5 78985489 TSS200 1.1 1.7E-10 0.76

cg09655403 22_PromP 22_PromP CMYA5 CMYA5 -0.44 5 78985495 TSS200 2.0 5.2E-10 0.79

cg15197065 22_PromP 22_PromP CMYA5 CMYA5 -0.43 5 78985562 TSS200 1.5 2.7E-12 0.75

cg04154027 22_PromP 22_PromP CMYA5 CMYA5 -0.41 5 78985588 TSS200 1.9 1.9E-12 0.75

cg23279355 22_PromP 22_PromP CMYA5 CMYA5 -0.40 5 78985592 TSS200 1.8 1.9E-11 0.78

cg21606036 25_Quies 22_PromP CMYA5 CMYA5 -0.44 5 78985900 Body 1.3 2.9E-12 0.74

cg10273135 25_Quies 25_Quies CMYA5 CMYA5 -0.56 5 78986111 Body 1.1 7.9E-10 0.71

cg02366931 25_Quies 25_Quies CMYA5 CMYA5 -0.51 5 78986160 Body 0.4 3.5E-06 0.79

cg11033617 25_Quies 25_Quies RASGEF1C RNF130 -0.28 5 179562118 Body -0.2 1.0E-03 0.81

cg17099072 2_PromU 2_PromU GABBR1 GABBR1 0.40 6 29601489 TSS1500 0.6 2.0E-05 0.71

cg18221076 17_EnhW2 5_Tx5' HCG26 0.52 6 31442934 IGR 0.5 9.0E-05 0.83

cg17362900 17_EnhW2 10_TxEnh5' HLA-DPB1 HLA-DPA1 0.27 6 33047944 Body 0.9 5.1E-08 0.71

cg01418527 17_EnhW2 23_PromBiv FSCN1 FSCN1 -0.47 7 5631189 TSS1500 0.3 7.8E-04 0.74

cg02557364 25_Quies 25_Quies TAS2R41 -0.30 7 143208268 IGR 0.2 1.4E-05 0.76

cg08384657 25_Quies 25_Quies TAS2R41 -0.28 7 143208406 IGR 0.6 1.0E-08 0.73

cg04259752 23_PromBiv 23_PromBiv LOXL2 LOXL2 0.47 8 23262159 TSS1500 0.6 2.3E-10 0.76

cg02174341 25_Quies 25_Quies UCMA UCMA 0.38 10 13276466 TSS200 0.7 2.3E-09 0.71

cg02737384 2_PromU 2_PromU RASSF4 C10orf10 -0.39 10 45470199 Body 0.6 3.6E-03 0.87

cg12527260 23_PromBiv 2_PromU RCOR2 RCOR2 -0.40 11 63683744 Body 0.3 8.5E-05 0.80

cg17205324 24_ReprPC 24_ReprPC EFS EFS -0.47 14 23835595 TSS1500 0.4 5.7E-12 0.80

cg19628497 24_ReprPC 24_ReprPC DLK1 DLK1 -0.81 14 101194267 Body 0.8 1.7E-03 0.93

cg22502625 24_ReprPC 24_ReprPC C14orf73 EXOC3L4 -0.31 14 103568366 Body 0.3 1.8E-03 0.78

cg10973146 24_ReprPC 24_ReprPC C14orf73 EXOC3L4 -0.35 14 103568471 Body 0.7 7.9E-07 0.72

cg09814127 5_Tx5' 8_TxWk TNFAIP2 TNFAIP2 0.35 14 103593235 Body 0.5 3.1E-04 0.89

cg18587137 5_Tx5' 8_TxWk TNFAIP2 TNFAIP2 0.30 14 103593503 Body 0.9 1.9E-05 0.87

cg18620571 5_Tx5' 8_TxWk TNFAIP2 TNFAIP2 0.34 14 103593505 Body 0.7 1.8E-04 0.91

cg10501093 5_Tx5' 8_TxWk TNFAIP2 TNFAIP2 0.33 14 103593520 Body 0.8 1.8E-04 0.89

cg05899103 8_TxWk 8_TxWk LOC390595 UBAP1L 0.58 15 65394570 Body 0.7 9.7E-09 0.72

cg24339470 16_EnhW1 23_PromBiv SARM1 SARM1 0.34 17 26712412 Body 0.2 3.3E-05 0.72

cg08577293 19_DNase 19_DNase DHX58 DHX58 0.54 17 40253614 3'UTR 0.7 1.9E-07 0.72

cg00441918 19_DNase 19_DNase IGF2BP1 IGF2BP1 -0.49 17 47113407 Body 0.5 7.1E-05 0.78

cg00376735 8_TxWk 7_Tx3' LPPR2 LPPR2 0.35 19 11473212 Body 1.1 5.0E-10 0.73

cg19699893 8_TxWk 7_Tx3' LPPR2 LPPR2 0.29 19 11473353 Body 0.4 7.2E-08 0.71

cg17250863 8_TxWk 8_TxWk GGT7 GGT7 0.58 20 33451272 Body 1.0 8.3E-12 0.75

cg23835646 2_PromU 13_EnhA1 LGALS2 LGALS2 -0.49 22 37976063 TSS200 -0.4 4.6E-05 0.73
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(表 12 説明) 在胎週数関連エピジェネティックメモリーの候補 CpG の中で発

現との相関を認めた CpG63 箇所のクロマチン状態および DNA メチル化変化、

遺伝子発現との相関、生後のメチル化維持に関してのまとめ 

CpGprobe: DNA メチル化アレイにおけるプローブの ID 

ChromatinState_Tcell_Cord: 臍帯血 T cell でのクロマチン状態のアノテーション。

色分けは ChromHMM に準じた。 

ChromatinState_Bcell_Cord: 臍帯血 B cell でのクロマチン状態のアノテーション 

Gene_Illumina: イルミナのアノテーションによる対応遺伝子の名前。２つ以上同

一の遺伝子名を認める場合はクリーム色で示した。 

Gene_Agilent: アジレントのアノテーションによる対応遺伝子の名前。２つ以上

同一の遺伝子名を認める場合はクリーム色で示した。 

Correlation: DNA メチル化と遺伝子発現(log2 スケール)の間の相関係数。負の相

関は青で、正の相関は赤で表した。 

CHR: 染色体の番号 

MAPINFO: 染色体上の位置情報(座標) 

feature: TSS を中心に分類した遺伝子上の領域名。図 8, 11, 16 の説明を参照。

Promoter 領域(TSS1500, TSS200, 5’UTR, 1stExon)は緑色、Gene Body 領域(Body, 

3’UTR)はピンク色、IGR(intergenic region)は灰色で表した。 

%Methylation/week: 在胎週数についての EWAS で｢モデル 1｣で算出された回帰

係数。１週間あたりのメチル化率の変化(%)を表す。 

pval.GA: 在胎週数についての EWAS で｢モデル 1｣で算出された p-value。 

Cord-Post-Correlation: 臍帯血-生後末梢血間のメチル化率の相関係数。相関係数

の高いものを濃い赤で表した。 

EWAS: epigenome-wide association study 

 

本項の最後に、確認・参考のため、エピジェネティックメモリーの候補絞り込

みに臍帯血・生後児血の DNA メチル化データを用いた児 47 人の臨床データの

分布を以下、表 13 に示す。平均の在胎週数は 30.9 週で平均の SD スコアは-1.0

であった。44.7%が SGA(ここでは出生体重が 10 パーセンタイル未満)で、6.4%
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が large for gestational age (LGA; ここでは出生体重が 90 パーセンタイル以上)で

あった。48.9%の児が男児であった。83.0％の児が帝王切開で出生していた。母

体の平均年齢は 34.0 歳であった。母体の平均妊娠前 BMI は 22.1 であった。妊娠

中の母体喫煙は 1 人(2.1％)であった。4 人の母体(8.5%)が妊娠前まで喫煙してい

た。6.4%(3 人)の母体が妊娠糖尿病、31.9％が絨毛膜羊膜炎、14.9％が絨毛膜羊

膜炎などの炎症を伴わない特発性の前期破水、29.8%が妊娠高血圧症を合併して

いた。 

表 13. エピジェネティックメモリーの候補絞り込みの解析に臍帯血・生後児血

の DNA メチル化データを用いた 47 人の児の臨床データの分布 

 
平均値 (SD) 中央値 N (%) 

在胎週数 30.9 (3.5) 31.6 
 

<28 週 
  

11 (23.4) 

28-32 週 
  

14 (29.8) 

32-37 週 
  

21 (44.7) 

>37 週 
  

1 (2.1) 

出生体重 SD スコア -1.0 (1.5) -0.9 
 

<-2.5  
  

11 (23.4) 

-2.5 ~ -1.28 
  

10 (21.3) 

-1.28 ~ 1.28 
  

23 (48.9) 

1.28 ~ 2.5 
  

3 (6.4) 

性別 
   

男児 
  

23 (48.9) 

女児 
  

24 (51.1) 
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平均値 (SD) 中央値 N (%) 

分娩様式 
   

帝王切開 
  

39 (83.0) 

経腟 
  

8 (17.0) 

母体妊娠前 BMI 22.1 (4.3) 21.5 
 

<18.5 kg/m2 
  

10 (21.3) 

18.5 ~ 25 kg/m2 
  

30 (63.8) 

25 ~ 30 kg/m2 
  

2 (4.3) 

>30 kg/m2 
  

5 (10.6) 

妊娠中の母体喫煙 
   

Yes 
  

1 (2.1) 

No 
  

46 (97.9) 

妊娠前の母体喫煙 
   

Yes 
  

4 (8.5) 

No 
  

43 (91.5) 

絨毛膜羊膜炎 (CAM) 
   

Yes 
  

15 (31.9) 

No 
  

32 (68.1) 

特発性の前期破水 (iPROM) 
   

Yes 
  

7 (14.9) 

No 
  

40 (85.1) 

妊娠高血圧症 
   

Yes 
  

14 (29.8) 

No 
  

33 (70.2) 

母体年齢 34.0 (4.9) 34 
 

<25 歳 
  

0 (0) 

25 ~ 30 歳 
  

8 (17.0) 

30 ~ 35 歳 
  

16 (34.0) 

35 ~ 40 歳 
  

18 (38.3) 

>40 歳 
  

5 (10.6) 
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平均値 (SD) 中央値 N (%) 

父親の年齢 37.4 (7.7) 36 
 

<25 歳 
  

1 (2.1) 

25 ~ 30 歳 
  

4 (8.5) 

30 ~ 35 歳 
  

11 (23.4) 

35 ~ 40 歳 
  

14 (29.8) 

>40 歳 
  

17 (36.2) 

父親の BMI 23.4 (3) 23.1 
 

<18.5 kg/m2 
  

1 (2.1) 

18.5 ~ 25 kg/m2 
  

35 (74.5) 

25 ~ 30 kg/m2 
  

9 (19.1) 

>30 kg/m2 
  

2 (4.3) 

生殖補助医療による妊娠 (ART) 
   

Yes 
  

11 (23.4) 

No 
  

36 (76.6) 

母体の妊娠糖尿病 (GDM) 
   

Yes 
  

3 (6.4) 

No 
  

44 (93.6) 

前置胎盤 
   

Yes 
  

6 (12.8) 

No 
  

41 (87.2) 

経産数 
   

>0 
  

20 (42.6) 

0 
  

27 (57.4) 
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Ⅳ．考察 

低出生体重児は早産児・Small for Gestational Age(SGA)児の 2 つに大きく

分類されるが、いずれも 2 型糖尿病や冠動脈疾患、神経学的問題などのハイリ

スク児である。「子宮内・生後早期における低酸素・低栄養など悪環境への適応

に伴い、疾病体質が形成される」というのが DOHaD 仮説であるが、エピジェネ

ティックなメカニズムの関与がこれまでに示唆されてきた。本研究の目的は臍

帯血および生後末梢血中の単核球分離サンプルにおける DNA メチル化および

遺伝子発現データを用いて、早産児および SGA 児に起こるエピジェネティック

変化を調べ、そのうち後生に持続する候補を探索することである。本研究は早

産および SGA 児の分野において、(1)日本における、血液検体でのエピゲノムワ

イド関連解析(EWAS)を行った最初の研究であり、(2)同一の単核球分離後サンプ

ル内で発現も広範囲に検討した世界で初めての EWAS 研究である。 

本研究では最初に早産や SGA に影響しうる臨床的特徴を検討したが、絨

毛膜羊膜炎[58]、特発性の前期破水[59]、妊娠高血圧症[60]が在胎週数と負の相

関すなわち早産との関連を有し、妊娠高血圧症が出生体重 SD スコアと負の相関

すなわち SGA との相関を有して[60]いたことは先行疫学研究と合致する所見で

あった。二番目に必須の調整変数である細胞組成、実験バッチ、性別に前述の
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臨床的特徴や妊娠前喫煙、分娩様式(帝王切開)、妊娠前母体 BMI を加えて、線

形回帰モデルによる調整を行い在胎週数ないし出生体重 SD スコアについての

EWAS を行った。150 箇所の SD スコア関連 CpG サイトと 27,619 箇所の非常に

多くの在胎週数関連 CpG サイトを検出した。非常に多くの在胎週数関連 CpG サ

イトが検出されたことは先行の EWAS 研究[24, 25]でも述べられており、また

CpG の所在をみても CpG アイランドを軸とした分類では CpG アイランドの隣

の CpG shore が最多数だったことも先行研究[24]と合致する。先行研究では在胎

週数が進むとメチル化率が下がるメチル化率減少型在胎週数関連 CpG サイトの

方が多く検出されていた[21, 22, 25]のに対し、本研究では在胎週数が進むとメチ

ル化率が増加する CpG サイトが多く検出された。これは、先行研究が全て好中

球を多く含有する臍帯血全血ないし全血に準じたサンプルを用いた研究なのに

対し、本研究はリンパ球がメインの単核球分離後サンプルを用いていることに

起因するのかもしれない。ゲノム全般的な傾向として、成熟により顆粒球は低

メチル化方向に向かい、リンパ球は高メチル化方向に進むことが最近の基礎的

な研究から推察される[47]。 

その後、上述の EWAS で得られた在胎週数関連 CpG サイトおよび出生体

重 SD スコア関連 CpG サイトを併せた全体の約 7 割程度にあたる 19,640 箇所の
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CpG サイトと対応する遺伝子転写産物 9,691 箇所に焦点を当てて、遺伝子発現関

連解析を行なった。この解析では多重検定補正後有意基準(FDR 基準)を満たす

SD スコア関連遺伝子発現は検出されず補正なしの場合でも 6 箇所と非常に少な

かったが、401 種(RefSeq 遺伝子としては 369 個)と多くの在胎週数関連遺伝子発

現(FDR 基準)を認め、補正なしの場合は 1,834 個に上った。在胎週数関連遺伝子

発現が多数確認された一方で SD スコア関連遺伝子発現が検出されなかったの

は、サンプル数が 55 と少なかったことが大きな理由の一つかもしれないが、関

連 CpG サイトの所在として在胎週数関連 CpG はより発現に影響しやすい CpG 

shore に多く存在し、SD スコア関連 CpG は発現に影響しにくい open sea に多く

存在していたこととも関係しているのかもしれない。また、興味深いことに、

補正なしの在胎週数関連発現遺伝子名を用いたパスウェイ解析では在胎週数が

進むと発現が減少する発現減少型遺伝子発現のカテゴリーでは PI3K-Akt 

signaling pathway と ECM-receptor interaction が、発現増加型のカテゴリーでは

NF-kappa B signaling pathway が有意かつ上位に位置したが、これはメチル化解析

で得られた在胎週数関連プロモーター領域内 CpG サイト責任遺伝子を用いたパ

スウェイ解析の結果と矛盾しない結果である。すなわち、EWAS 後パスウェイ

解析では、在胎週数が進むとメチル化が増加するメチル化率増加型のカテゴリ
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ーで PI3K-Akt signaling pathway と ECM-receptor interaction が、メチル化率減少型

のカテゴリーで NF-kappa B signaling pathway が上位だったのだが、これは｢DNA

メチル化が増加すると遺伝子発現が抑制される｣定説に従う結果となり、実験や

解析の妥当性を支持する結果と考えられる。また、PI3K-Akt signaling pathway は

糖代謝・神経発達・サイトカイン・細胞増殖などに関与する重要なパスウェイ

の一つであり、そのような意味でも興味深い。DNA メチル化と遺伝子発現の関

連・相関に関しても確認を行ったが、関連が見られたのが 369 個の RefSeq 遺伝

子中約 3 分の 2 の 257 個であった。このうち負の相関、すなわちメチル化率が

増加すると発現が減少する、定説型の相関をとるものは約 3 分の 2 で、残りの 3

分の 1 は正の相関、反定説型の相関であった。しかし、最近の研究結果から、

反定説型のメチル化-発現関係は少なからず見られることが分かっており[47, 

61]、割合としても他の分野の先行研究と大きな差はなかった[61]。 

最後の解析として、出生時の DNA メチル化変化が生後も持続するエピジ

ェネティックメモリーの候補を選ぶ解析を行った。在胎週数関連 CpG サイト

27,619 箇所のうち、2,093 箇所が候補として選択されたが、例として挙げた

GABBR1 遺伝子の CpG は場所の完全一致はないものの、同一遺伝子内の他の

CpG ではエピジェネティックメモリーを示唆する報告がある[30]。GABBR1 は
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GABA-B 受容体 1 の責任遺伝子で神経細胞においては抑制性のシグナル伝達を

担う[62]。本研究で用いた細胞は、リンパ球系を主とする血液細胞であり、神経

細胞に同様のエピジェネティック変化が起こるとは言えないが、解析上は

PI3K-Akt signaling pathwayなど GABA に関連するパスウェイも検出されており、

パスウェイという意味で何らか他の臓器でも起こっている可能性を考慮して、

代表的な機能の一つをここで紹介した。TRHR 遺伝子は甲状腺ホルモン放出ホル

モン受容体の責任遺伝子だが、早産児ではしばしば甲状腺ホルモンが低値にな

り、治療対象となることもあり[63]、興味深かったので、例示した。CACNA1C

は電位依存性カルシウムチャネルサブユニット1c の責任遺伝子でこの遺伝子

のメチル化状態が双極性障害との関連を示唆する報告[64]もある。また、マウス

ではこのカルシウムチャネルの機能低下が心肥大や心不全をもたらすとする報

告もある[65]。PRDM16 は近年の研究で褐色脂肪組織の発達に関わり、肥満との

関わりが注目されている遺伝子である[66]。また、これら 2,093 箇所のエピジェ

ネティックメモリーの候補についてクロマチン状態の特徴がないかどうかを

ChromHMM の 25-Chromatin-State のアノテーションを用いてエンリッチメント

解析を行ったが、Repressed Polycomb(抑制性のポリコーム結合部位)と Bivalent 

Promoter(転写活性型ヒストンマークの H3K4me3 と転写抑制型ヒストンマーク
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の H3K27me3 の両方の修飾が入る Promoter 領域)が数的にも多く、また有意レベ

ルも非常に高く特にエンリッチされていた。これら 2 つのクロマチン状態は 2

者の間で移行しやすく類似のクロマチン状態ともいえる。 

上述のエピジェネティックメモリー候補の CpG サイト 2,093 箇所のうち、

臍帯血で DNA メチル化と遺伝子発現との相関が確認できたのは、僅かに 63 箇

所であるが、プロモーター領域で反定説型発現パターンをとるものはさらに無

視できない割合となった。また、Gene Body 領域はメチル化率が増加すると発現

が促進されることが多い[29]と考えられているが、それに反するものも無視でき

ないレベルで一定数存在することが分かった。例えば、Urocortin の責任遺伝子

UCN 上の CpG サイト (cg200228470, cg07537370, cg05231308, cg04527918, 

cg13833437, cg05113927, cg21752601, cg20442078)は全て Promoter 領域内に位置

しているが、発現とは正の相関(メチル化率増加に伴い発現増加)を示す。これら

UCN 上の CpG サイトのクロマチン状態(25-Chromatin-state)は、半数は T-cell で

のアノテーション(T-cell-Anno)、B-cell でのアノテーション(B-cell-Anno)の両方、

半数はT-cell-AnnoでRepressed Polycomb(抑制性のポリコーム結合部位)であった。

また、C14orf73(EXOC3L4)遺伝子上の CpG サイト(cg22502625, cg10973146)は

Gene Body 内に存在するが、発現とは負の相関(メチル化率増加に伴い発現減少)
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を示したが、クロマチン状態は T-cell-Anno, B-cell-Anno の両方で Repressed 

Polycomb であった。最近の研究で、ポリコーム結合部位でのメチル化変化で定

説とは異なる発現パターンをとることが報告[67, 68]されており、これらの CpG

サイトの発現パターンに関しても同様にポリコームの影響が関与しているのか

もしれない。 

エピジェネティックメモリーの候補 CpG サイトで遺伝子発現との関連が

みられた 63 箇所の中で、3 箇所以上が同一遺伝子内にあったものについて CpG

サイトの数が多い順に述べる。CMYA5 遺伝子内には Promoter 領域に 9 箇所の

CpGサイトとGene Body領域に 3箇所、計 12のCpGサイトが検出された。CMYA5

遺伝子は主に骨格筋や心筋に発現している遺伝子であり[69]、変異や遺伝子多型

により心室肥大・血圧上昇[70, 71]や、統合失調症の発症リスクが上昇する[72]

ことも報告されている遺伝子であるが、Promoter 領域内のクロマチン状態は

T-cell-Anno、B-cell-Anno ともに Poised Promoter(文献により定義が異なるが、本

研究で扱う ChromHMM の｢25 種クロマチン状態｣の分類における定義は、抑制

型マーク H3K27me3 との関連の少ない転写活性の弱いあるいは転写活性の不安

定なプロモーター領域)であった。在胎週数関連のメチル化および発現、メチル

化と発現の負の相関(メチル化率増加に伴い、発現減少)がみられたが、Promoter
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領域よりも Gene Body 領域の方が強い相関がみられた。しかし、Promoter 領域

の方が CpG サイトの数としては多く、数的な要素が実際の発現に寄与したもの

と考えた。Urocortin の責任遺伝子 UCN 上の CpG サイトは上述の通り、プロモ

ーター領域内に 8 箇所の CpG サイトを認め、メチル化-発現関係は反定説型の正

の相関を示していたが、ポリコームによる影響が示唆された。Urocortin は

Corticotropin-releasing-hormone(CRH: 副腎皮質刺激ホルモン放出ホルモン )の

family の中の 1 分子で、神経細胞内で多く認められ、心血管系・消化管系・免疫

系などのストレス反応の際に重要な役割を担うものと考えられている[73]。中で

も血管拡張作用や心筋虚血後再灌流による傷害に対しての心筋保護作用が報告

されている[73, 74]。SLC12A7 遺伝子内には、5’から 3’にかけて Promoter 領域・

Gene Body 領域と定義されたイルミナのアノテーションにおける Gene Body 領

域に 5箇所のCpGサイトを認め、これらはメチル化-発現状態は負の相関である。

しかし、クロマチン状態としては他の 4 箇所 (cg00509649, cg13681701, 

cg16163535, cg14596589)は Transcription Regulatory(転写制御部位 )、Active 

Enhancer 1 (活動型エンハンサー1)などのアノテーションがついているものの、

最も 3’側の cg13592947 は Promoter downstream with DNase(DNase の高感受性を

有する下流側のプロモーター)のアノテーションがついており、実際には下流型
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のプロモーターであるため、通常の Body 領域での発現パターンではなくなる。

SLC12A7 は別名 KCC4 とも呼ばれ、Potassium-chloride cotransporter(カリウム-ク

ロライド共輸送体)の中の一つであり、神経細胞など多くの細胞にみられ[75]、

神経伝達において重要な役割を果たし[76]、GABA の分泌への関与も報告されて

いる[77]が、その他腫瘍細胞の浸潤に影響することも報告[78, 79]されている。

TNFAIP2 遺伝子内には 4 箇所の CpG サイトが該当し、全て Body 領域内だが、

メチル化-発現関係は正の相関を示し、一般的な発現パターンであった。TNFAIP2

遺伝子は TNF-a induced protein 2 の責任遺伝子で、EXOC3L3 遺伝子とも呼ばれ、

前述の抑制性のポリコームとの関連について述べた EXOC3L4 とは 24,764 塩基

(約 25kb)と比較的近い位置に存在する。両遺伝子のメチル化とも、在胎週数が

進むにつれ増加する傾向にあるが、EXOC3L4 の発現は減少し、TNFAIP2 の発現

は増加する。この遺伝子は、NF-kB の標的遺伝子の一つ[80]であり、TLR(Toll-like 

receptor) signaling など免疫系に関与[81]し、腫瘍[82, 83]や自己免疫疾患[81, 84]

との関連が報告されている。NGF 遺伝子は近傍の Intergenic Region(IGR: 遺伝子

間領域)も含めて、3 箇所(cg02987481: TSS1500, cg07790079 & cg25599129: IGR)

の CpG サイトが該当した。Promoter 領域と意義は同じものと考えられ、メチル

化-発現関係は負の相関を示し、定説に合致するパターンであった。NGF 遺伝子
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は NGF(Nerve Growth Factor)の責任遺伝子で、NF-kappa B signaling pathway の構

成要素の一つである。神経伝達・軸索輸送に関与する遺伝子で、変異により自

律神経障害が起こる[85-87]。近年ではアルツハイマー病における遺伝子治療の

標的として注目を集めている[88, 89]。 

再度 2,093 箇所のエピジェネティックメモリーの候補 CpG サイトについ

てまとめ直すと、これらの箇所には一定のクロマチン状態の傾向がみられ、大

半は発現との直接の相関がなかった。また少数の発現との関連がみられた箇所

には、反定説型の発現パターンをとるものが少なからずみられ、ポリコーム修

飾の好発部位も一定頻度でみられた。エピジェネティックメモリーの形成には

DNA メチル化そのものとは別のエピジェネティックなメカニズムが関与してい

ることが推察された。 

研究の限界として、やはりサンプル数が最大でも 110 と限られているこ

とが第一に挙がる。先行研究[21-23, 26, 30, 36]で用いられている全血もしくは全

血に準じたサンプルに比べ、新生児血からの単核球分離は実験工程において労

力が要求されるため、結果としてサンプル数が減ったといえるかもしれない。

しかし、この方法の選択で、細胞集団がリンパ球集団により絞られた効果もあ

ったと考えている。最近の基礎的な研究[47]でも示されているが、骨髄球は成熟
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により低メチル化に向かい、リンパ球は成熟に伴い高メチル化に向かう、とい

う真逆の性質を持つ。先行研究のように全血もしくは全血に準じたサンプルを

用いた場合は、このように真逆の性質を持つ 2 大系統の細胞群が均等なレベル

で内在することになり、DNA メチル化と遺伝子発現ともに評価が不正確になる

可能性がある。単核球分離を行なった場合は、リンパ球系統の DNA メチル化と

遺伝子発現が反映されることが予想される。「血球の中でどの細胞分画の DNA

メチル化が DNA メチル化によるエピジェネティック変化の全身への影響を一

番的確に反映していると考えられるのか」、というのは分かっておらず、好中球

など顆粒球に絞り込む方法も選択できたが、現実的に好中球よりもリンパ球の

方が半減期も長く、好中球分離よりも単核球分離の方が簡便で実験手技上の利

点があると考えたので、単核球分離を行なった。本研究では、リンパ球の中で

最大数をとることの多い CD4T cell 由来の DNA と RNA が、メチル化と遺伝子

発現ともに結果に最も寄与したものと考えている。このようにして、DNA メチ

ル化と遺伝子発現について同時かつより正確に評価することが可能となり、こ

れまでの全血サンプルの DNA メチル化のみの評価に留まる研究で得られなか

った知見が集められたことや、骨髄球と異なるリンパ球が主体のサンプルの特

性を新たに報告できたことは本研究の強みである。第 2 の限界として、2 施設の
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みで得られたサンプルを扱っており、また解析によりサンプル数および集団属

性が異なる(臍帯血の EWAS: n = 110、臍帯血の遺伝子発現関連解析およびメチル

化－発現間の関連解析: n = 55、臍帯血・生後児血の DNA メチル化データを用い

たエピジェネティックメモリーの候補絞り込みの解析: n = 47)ため、集団バイア

スは懸念される。特に最後のエピジェネティックメモリー候補絞り込みの解析

では、ほとんどが早産児のサンプルからのデータからによるものとなった。し

かし、少なくとも臍帯血の EWAS に関しては、限られた集団の中においても早

産児の一般的な傾向も確認され、解析手法に関しては適切に対処したものと考

えている。また、エピジェネティックメモリーの候補でメチル化－発現間の関

連もみられた CMYA5, UCN, SLC12A7 上の大部分の CpG サイトは最近の先行

EWAS 研究[25]でも在胎週数関連 CpG として確認されている。更に、エピジェ

ネティックメモリーの候補 CpG にはポリコーム結合の好発部位のエンリッチメ

ントを確認しており、生物種は異なるが最近の基礎的な研究でポリコームがエ

ピジェネティックメモリーの形成で重要な役割を担うといわれている[90, 91]こ

となどを考慮すると、最後の解析についても一定の妥当性はあるものと考える。

今後、サンプル数や施設数を増やしての日本人集団での検討が望まれる。第 3

の限界として、エピジェネティックメモリーの評価時期が予定日付近のみにな
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ってしまったことが挙げられる。DOHaD 仮説は「胎児期ないし幼少期の環境曝

露による成人後疾病体質の形成」を基本概念としており、エピジェネティック

メモリーを評価するための生後検体採取時期として、最も理想的なのは成人期

や学童期と考えるのが自然である。実際に、縦断的に評価している先行研究も

あり、先行研究[23]では 7 歳時と 17 歳時に、先行研究[30]では 18 歳時に生後検

体を採取・評価している。[23]では 7 歳以降にほぼすべての在胎週数関連メチル

化変化がなくなり、[30]ではわずかに在胎週数関連メチル化変化が残っている。

この 2 つの研究の結論は食い違う点もあるが、大部分の在胎週数関連メチル化

変化がなくなったという点では共通している面もある。本研究としては、我が

国での母子コホート設立の歴史は日が浅く、データベースやフォローアップ体

制も確立されていない現状もあり、児の退院後に生後検体を採取することが極

めて困難であるために、生後 1 年以降の採取は行なわなかった。しかし、生後

早期にどのような変動をとるかに関しては先行研究ではまとまった評価がされ

ておらず、そのような意味で修正 40 週前後での DNA メチル化評価をしたこと

は逆に本研究の強みである。また、先行研究[23, 30]の学童期・成人期近くの

EWAS では大部分のメチル化変化がなくなっており、メチル化変化として残り

やすい部分を見つける意味では、言い換えるとエピジェネティックメモリーの
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根拠は本当に存在するのかを判定する意味では、むしろこの早めの時期の生後

検体採取・評価に特有の強みがあるのではないかと考えている。第 4 の限界と

して、あくまでリンパ球を主とする血球の評価に留まったことが挙げられる。

DOHaD の前身である Barker 仮説では、2 型糖尿病やメタボリックシンドローム

に焦点を当てられており、可能であれば肝臓・膵臓をはじめとする臓器のエピ

ジェネティックな状態を評価したいと考えるのが自然であるが、実際には臓器

の検体採取には制限・制約がある。血球は最もアクセスしやすい細胞の一つで、

その DNA メチル化に代替的マーカーとしての意味を期待することが多い反面、

他臓器への応用には注意を要するという意見[92]もある。そもそも、細胞・臓器

が異なれば、発生・分化の過程が異なるのでエピジェネティックには異なる。

このような批判的な意見も踏まえた上で、今回の解析結果の細胞・組織・臓器

としての意義を述べると、まず DOHaD の概念は発祥となった Barker 仮説のよ

うに代謝系などに焦点を当てたものではなく、包括的なもので疾病全般に適用

されるので、純粋に血液・免疫系における一定の評価にはなると考える。そし

て、前述の反対意見[92]もある一方で、他の分野では特定の遺伝子領域では血球

と脂肪組織との類似性も見られた報告[93, 94]もあり、今後のデータの蓄積と整

理により正しい遺伝子領域選択ができれば他の組織・臓器への意義づけも可能
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になるものと期待される。第 5 の限界として、周産期に「結果」として生じた

DNA メチル化変化の評価に留まったことが挙げられる。すなわち、DNA メチル

化は「結果」と「原因」の双方の性質を併せ持つ。今後は周産期に発生した DNA

メチル化変化からの将来の疾病予測が重要になってくると考えられるが、その

ためにはコホートやバイオバンクとの連携が必要不可欠と考える。 
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Ⅴ．結論 

    エピゲノムワイド関連解析(EWAS)により、多くの在胎週数関連 DNA

メチル化変化、およびいくつかの出生体重 SD スコア関連メチル化変化を確認し、

前者においては遺伝子発現との関連も一定数確認した。在胎週数関連メチル化

変化の中には生後にも持続する候補を見いだすことができ、早産児に在胎週数

関連のエピジェネティックメモリーが発生することが示唆された。これらのエ

ピジェネティックメモリーはポリコーム蛋白の結合などクロマチン状態の傾向

が存在することも分かり、また必ずしも遺伝子発現との関連が確認できない場

合や、DNA メチル化増加に伴い遺伝子発現が増加するなど定説にそぐわない場

合も一定数見られることが分かり、エピジェネティックメモリーの形成にはメ

チル化そのものだけではなく、メチル化以外のエピジェネティックなメカニズ

ムが関与していると考えられた。本研究は今後の日本の新生児 EWAS 研究の基

盤になるものと考える。 
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