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研究要旨 
ベックウィズ・ビーデマン症候群（BWS）はゲノムインプリンティング異常症であるが、インプリン
ティング機構の本態は不明な点が多い。本研究では、本邦 BWS 症例についてゲノム・エピゲノム解
析を行い、発症原因の分子機構を明らかにすることを目的とした。解析の結果、165 症例の発症原因
別の頻度が明らかとなった。ART 出生児の頻度を発症原因別に集計したが、有意差を認めなかった。
また、既知の発症原因の遺伝子解析については、有償化を実施し、問題なく解析が進んでいる。一方、
H19DMR 高メチル化は受精後、特に着床後に生じ、モザイクになることが示唆された。その原因の１
つとして、H19DMR 内の A2 リピートに存在する OCT 結合サイトの変異を見出し、その分子機構の
一端を明らかにした。CDKN1C 変異は、CKI ドメインのミスセンス変異と QT ドメインの欠失に集約
されることから、変異による不十分な細胞周期抑制が BWS 表現型の原因と判明した。さらに、メチ
ル異常に比べ、CDKN1C 変異はモザイクでないため特徴的な症状がそろって出現すると考えられた。
BWS に合併することのが多い肝芽腫についてゲノム刷り込みに関連する 33 ヵ所の DMR のメチル化
を包括的に解析し、そのエピゲノム・ゲノム異常の特徴を見出した。さらに、BWS の鑑別診断の 1 つ
である Perlman 症候群において、LINE-1 を介した non-allelic homologous recombination (NAHR)に起因
する DIS3L2 エキソン 9 のホモ欠失を認めた。本領域は、LINE-1 による NAHR のホットスポットであ
ることが示唆された。 
 

Ａ．研究目的 
過成長、巨舌、臍帯（臍）ヘルニアを三主徴

とするベックウィズ・ビーデマン症候群（BWS）
（OMIM #130650）は、ゲノムインプリンティン
グ異常症である。疾患遺伝子座は11番染色体短
腕15領域（11p15）の刷り込み領域で、これまで
に本領域において５種類のゲノム・エピゲノム
変異が見出されている（KvDMR1脱メチル化
（ KvDMR1-LOM ）、 H19DMR 高 メ チ ル 化
（H19DMR-GOM）、父性片親性ダイソミー
（patUPD）、CDKN1C遺伝子変異、11p15領域を
含む染色体異常）。しかし、これら既知のゲノ
ム・エピゲノム変異が生じる原因、つまりイン
プリンティング機構の本態は不明な点が多い。
本研究では、本邦BWS症例について、ゲノム・
エピゲノム解析を行い発症原因の分子機構を明
らかにすることを目的とした。また、BWSに合
併することが多い胎児性腫瘍として知られる肝
芽腫とインプリンティング異常との関連性を明
らかにするため、33ヵ所のインプリントDMRの
メチル化状態を解析した。 

 
Ｂ．研究方法 

これまでに当研究室で収集した症例のうち、
Weksbergら（Eur J Hum Genet, 2010）、DeBaunet
ら（J Pediatr, 1998）、Elliotら（Clin Genet, 1994）
の診断基準のうちいずれかにに合致する165症
例について既知のゲノム・エピゲノム解析を施
行した（2014年3月10日現在）。解析には、主に
末 梢 血 由 来 の ゲ ノ ム DNA を 用 い た 。
KvDMR1-LOMについては、メチル化感受性制限

酵素NotIとメチル化非感受性制限酵素BamHIの
組合せ、H19DMR-GOMについては、メチル化感
受性制限酵素MluIとメチル化非感受性制限酵素
PstIの組合せでゲノムDNAを消化しサザンブロ
ットを行った。メチル化インデックス（％）は、
FLA-7000 fluoro-image analyzerを用いて測定し
た。patUPDについては、11p15のShort tandem 
repeat (STR) マーカー（D11S1997, HUMTH01, 
D11S1984）をPCRで増幅したのち、Applied 
Biosystems 3130 genetic analyzerで電気泳動し、
GeneMapper softwareで各アレル由来PCR産物の
ピーク高を計測してモザイク率を算出した。
H19DMR-GOM症例については、H19DMR自身の
塩基配列をシークエンス法にて解析した。また、
CDKN1Cの変異についてもシークエンス法にて
解析した。染色体異常は、染色体検査の結果を
用いた。 

肝芽腫の解析については、弧発例11例とBWS
合併例1例の腫瘍組織、隣接肝組織からゲノム
DNAを抽出し、33ヵ所のインプリントDMRのメ
チ ル 化 状 態 を MALDI-TOF-MS お よ び
bisulfite-pyrosequensing法で解析した。正常コン
トロールとして、3例の肝臓組織（他疾患で死亡
した小児肝２例、先天性胆道閉鎖症の小児肝１
例）を用いた。また、STRマーカーを用いて、
コピー数異常、UPDの有無について解析した。 

また、当初BWSと診断され、後にPerlman症
候群（OMIM #267000）と確定診断された症例
について、原因遺伝子DIL3L2の変異解析を行っ
た。 

 



       

Ｃ．研究結果 
1．発症原因別頻度 

発症原因別の頻度を表１に示す。既知の異常
なし症例が 47 例（28％）を占めたことから、未
同定の原因の存在が示唆された。KvDMR1-LOM
で ART 出生児 7 例を認めたが、発症原因別の
ART の頻度については有意差を認めなかった
（2x6 表χ二乗検定）。また、染色体異常はすべ
て 11p15 領域の部分トリソミーであった。 

 
表１ 発症原因別頻度（n = 165） 

発症原因 症例数 頻度 生殖補助医療 

KvDMR1-LOM 50 30% 
7 
(顕微授精 1、体外受精 2、
人工授精 2、排卵誘発 2) 

H19DMR-GOM 12 7% 1 (排卵誘発) 

patUPDモザイク 37 23% 1 (人工授精) 

CDKN1C 変異 12 7% 0 

Trisomy 11 7 4% 0 

既知の異常なし 47 29% 3 (排卵誘発) 
 
 
2.発症原因（５種類）の解析費用の有償化 

発症原因（５種類）の解析費用の実費相当分
（５万円）を患者負担あるいは医療機関負担と
した。これ以外の詳細な解析（H19DMR の変異
解析や 11p15 以外のインプリント DMR のメチ
ル化解析など）については、無償とした。有償
化に当たっては、佐賀大学医学部倫理委員会で
の審議・承認を経て、佐賀大学内の規則を改定
し、患者負担用と医療機関負担用の２種類の書
式を準備した。解析依頼の際に、患者負担か医
療機関負担のどちらかを選択して、該当する書
式で申し込む形式を取った。有償化以降 35 例の
解析を行った。 
 
3．H19DMR-GOM の発生時期と原因に関する検
討 

H19DMR-GOMがいつ生じるのか不明であっ
た。H19DMR-GOM 症例のうち 2 例（BWS047、
bwsh21-015）で胎盤組織も収集できたため、末
梢血と胎盤の H19DMR の DNA メチル化状態に
ついて解析した。末梢血（患児組織）と胎盤（胚
体外組織）でメチル化状態が異なることがわか
った。具体的には、BWS047 では、末梢血で 100％
メチル化、胎盤で 70％メチル化を示し、
bwsh21-015 では、末梢血で 90％メチル化、胎盤
で 71％メチル化を示した。H19DMR 内の SNP
を用いて親由来アレルを区別した上で、母由来
アレルに異常メチル化が生じていることを確認
した。また、STR 解析で 11p15.5 領域が 2 コピ
ーであること、サザンブロットとシークエンス
解析で H19DMR 内に欠失や変異がないことを
確認した。これらの結果から、本来 50％で維持
されているはずのH19DMRのDNAメチル化が、
着床後の de novo メチル化に巻き込まれたため

に H19DMR-GOM が生じると考えられた（論文
1）。 

また、H19DMR-GOM の一因として本領域の
微小欠失・点変異が報告されているが、本邦例
の解析報告はない。そこで、H19DMR にメチル
化 異 常 を 認 め た 本 邦 の BWS 12 例 と
Silver-Russell 症候群（SRS；SRS では 40-60%の
患者で H19DMR-LOM を示す；計 13 例）につい
て、H19DMR の変異解析を行った。SRS では、
全ての症例で変異を認めなかったが、１例の
BWS において、H19DMR 内に存在する A2 リピ
ートの OCT 結合サイトに de novo の一塩基変異
を認めた（GRCh37/hg19, chr11:2,023,018C>T）。
この変異は母性アレルに生じており、EMSA 解
析により OCT4 の結合を阻害することが明らか
となった。これらの結果から、母性アレル
H19DMR に OCT4 の結合することにより、着床
後の de novo メチル化から H19DMR をプロテク
トしていると考えられた（論文 11）。 

 
3．CDKN1C 変異症例の解析 

CDKN1C 変異症例は 12 例であったが、この
うち二組の同胞例が含まれていたため、変異の
種類としては 10 種類であった。このうち 3 種類
は既に論文発表されているので（Hatada et el., 
Nat Genet, 1996; Hatada et al., Hum Genet, 1997; Li 
et al., Genomics, 2001）、新規変異例 6 例について
の解析結果を示す（表２）。 

 
表２ CDKN1C 変異（論文 3 より改変） 

Patient Amino Acid 
Change 

Protein 
Domain Inheritance 

BWS059 p.G234fsX36 QT maternal 
(grandfather) 

bwsh21-055A
&055B p.L154fsX117 PAPA maternal 

bwsh21-073 p.W61R CKI maternal 

bwsh21-098 p.Y91H CKI maternal 
(grandmother) 

bwsh21-129 p.P106fsX20 CKI 直下 maternal 

bwsh21-055A と bwsh21-055B は同胞 
 
bwsh21-055Aと bwsh21-055Bは同胞であった

ため、新規変異の種類は 5 種類でフレームシフ
ト 3 種 類 （ p.G234fsX36 、 p.L154fsX117 、
p.P106fsX20）、ミスセンス変異 2 種類（p.W61R、
p.Y91H）であった。ナンセンス変異とミスセン
ス変異については、健常人 100 名に認められな
いことを確認した。CDKN1C タンパクは、N 末
より CKI ドメイン、PAPA リピートドメイン、
QT ドメインがあり、CDK インヒビターとして
細胞周期を負に制御する。新規 5 種類の変異は
CKI ドメインのミスセンス変異と QT ドメイン
の欠失に集約された。これらの症例では、いわ
ゆる三主徴（過成長、巨舌、臍（臍帯）ヘルニ
ア）がみられ、片側肥大、腹腔内臓器腫大およ
び奇形、外性器異常は見られなかった。１例
（bwsh21-098）において、心臓横紋筋腫がみら



       

れたが、この症例は結節性硬化症を合併してお
り、そのために腫瘍が発生したと考えられた（論
文 3）。 

 
4．肝芽腫におけるインプリント DMR のメチル
化解析 

BWS は、Wilms 腫瘍や肝芽腫などの胎児性腫
瘍を併発するリスクが高く、これらの腫瘍では
11p15 のインプリント異常が関連することが知
られている。そこで、肝芽腫 12 例（弧発例 11
例と BWS 合併例 1 例）について、ゲノム中の
33 ヵ所のインプリント DMR のメチル化状態を
解析した。正常コントロール肝臓、腫瘍隣接肝
臓、腫瘍組織をそれぞれ比較したところ、18 ヵ
所のインプリント DMR のメチル化が少なくと
も 1 例以上の腫瘍で異常になっており、メチル
化異常頻度はインプリント DMR 間で大きく異
なっていた。KvDMR1 と IGF2-DMR0 がもっとも高
頻度に低メチル化を示し、 INPP5Fv2-DMR と
RB1-DMR が高頻度に高メチル化を示した。特定のイ
ンプリント DMR が腫瘍組織だけでなく隣接肝
臓で低メチル化が生じていること、高メチル化
は腫瘍組織特異的に生じていることが判明した。
また、LINE-1 のメチル化を調べたところ、３つ
の検体間で大きな差はないことから、ゲノム全
体のメチル化に変化はないことが示唆された。
11p15.5 と 20q13.3 では片親性ダイソミーやコピ
ー数異常が見られた（論文 10）。 

 
5．Perlman 症候群の原因遺伝子解析 

BWSの鑑別診断の 1つに常染色体劣性遺伝病
の Perlman 症候群がある。症例 BWS055 は、妊
娠中に羊水過多、両側腎腫大を認め、出生後に
は過成長を認めたため、当初 BWS を疑い、
11p15.5 の遺伝子解析を行ったが異常を認めな
かった。染色体検査も正常であった。児は 175
日齢で敗血症のため死亡し、剖検の結果、
Perlman 症候群と診断された。2012 年に Astuti
らにより、2q37.1のDIS3L2遺伝子変異がPerlman
症候群の原因であることが報告されたため、
DIS3L2 の変異解析を行った（Astuti et al., Nat 
Genet, 2012）。解析の結果、患児においてエキソ
ン 9 のホモ欠失を認めた。両親を解析したとこ
ろ、エキソン 9 のヘテロ欠失であり、患児は両
親から欠失アレルを受け継いで発症したと考え
られた。エキソン 9 の上流と下流には LINE-1
が存在することから、欠失の切断端を詳細に解
析したところ、欠失は LINE-1 を介した
non-allelic homologous recombination (NAHR)で
生じたことが示唆された。さらに、父由来の欠
失断端と母由来の欠失断端では配列が異なるこ
とがわかった（論文 8）。 

 
Ｄ．考察 
発症原因（５種類）の頻度については、国内最
大級の症例数を解析することで、その頻度を明
らかにした。また、発症原因と ART との関連性
については有意差を認めなかった。BWS の症状
に関する解析については、これまでの厚生労働
科学研究費補助金（難治性疾患克服研究事業）

の研究でおこなっているため、ここでは症状に
関する考察は割愛し、解析費用の有償化につい
て若干の考察を加える。これまでの解析の経験
から、BWS をはじめとするインプリンティング
疾患の遺伝子解析のニーズが存在することは確
実である。一方で、解析費用の全額を研究費で
充当した場合は、研究期間が終了すれば遺伝子
解析を継続することはできない。そこで、基本
的な既知の発症原因（５種類）の解析に限って、
実費相当分を有償化した。このことにより、患
者および医療現場には、遺伝子異常により予測
されるリスク等を還元することができ、且つよ
り詳細な研究に研究費を充当できるようになる
と考えられる。これまでに特に問題なく、遺伝
子解析を進めることができており、今後の遺伝
子解析のモデルケースになると考えられる。 

 
一般に、受精後にはゲノム全体の脱メチル化

が生じ、着床以降に de novo の再メチル化がおこ
る。着床以降は、個体では再メチル化が高率に
生じるが、胎盤組織では再メチル化は緩やかに
生じる。この間、インプリント DMR のメチル
化 は 50 ％ に 維 持 さ れ て い る 。 今 回 の
H19DMR-GOM 症例の DNA メチル化解析から、
末梢血（患児組織）と胎盤（胚体外組織）では
メチル化状態が異なり、末梢血でより高いメチ
ル化状態（末梢血で 90-100％、胎盤で 70％）で
あることがわかった。このことは、本来 50％で
維持されているはずの H19DMR の DNA メチル
化が、着床後の再メチル化に巻き込まれたこと
を意味する。一方、bwsh21-015 の末梢血は 90％
メチル化を示した。加えて他の H19DMR-GOM
症例も 66-90％と様々な程度のメチル化異常を
示すことが明らかとなっている。これは、メチ
ル化異常が受精後に起こりモザイクとなってい
ることを示している。これらの結果から、
H19DMR の高メチル化は受精後、特に着床後に
生じることが強く示唆された。 

一方、H19DMR は、非メチル化母性アレルに
CTCF 蛋白が結合することによって、メチル化
感受性インシュレーターとして機能し、
IGF2/H19 ドメインの刷り込み遺伝子の発現を
制御している。この領域のメチル化異常は、IGF2
と H19 の発現異常を引き起こし、表現型が相反
する 2 つの成長障害疾患 BWS と SRS の原因と
なる。これまでに、OCT 結合サイトに点変異・
微小欠失を認めた数例の BWS 症例が欧米より
報告されている。マウスでは、OCT に隣接する
SOX 配列も含んだ SOX-OCT モチーフが母性ア
レルの非メチル化の維持に重要であることが in 
vitro でも、in vivo でも報告されている。さらに、
ヒトで認められた変異部位は全て A2 リピート
内の OCT 結合サイトに存在し、このサイトはマ
ウスに１ヵ所しかないマウス OCT 結合サイト
に相当する。従って、ヒトにおいて A2 リピー
ト内に存在する OCT 結合サイトに変異が生じ
ると、OCT が結合できずその結果高メチル化と
なり、CTCF が遊離し IGF2 と H19 の発現異常を
誘導することが示唆された。H19DMR-GOM の
一因を明らかにすることができた。 



       

 
新規6例のCDKN1C変異は、CKIドメインのミ

スセンス変異とQTドメインの欠失に集約され
た。両ドメインとも細胞周期を抑制するために
重要であることが明らかにされていることから、
これらの変異により細胞周期の抑制が不十分と
なりBWSの表現型が現れたと考えられる。症状
としては、いわゆる三主徴（過成長、巨舌、臍
（臍帯）ヘルニア）がそろって認められた。一
般にBWSの症状は多様である。これは、メチル
化異常とpatUPDはモザイクで、組織毎にモザイ
ク率が異なることが理由とされている。しかし、
CDKN1C変異については、変異は原則母由来な
ので患児のすべての細胞で変異が存在する。こ
のため特徴的な症状がそろって認められると考
えられる。 

 
肝芽腫の解析から、肝芽腫ではゲノム全体の

メチル化が比較的保たれているが、一部のDMR
のメチル化は腫瘍化に先立って起こる可能性が
示唆された。高頻度にエピゲノム・ゲノム異常
を示すDMRの存在は、刷り込み遺伝子の発現異
常が肝芽腫発生に関連することを示唆している。
特に、11p15領域は12例中10例にエピゲノム・ゲ
ノム異常が見られたことから、腫瘍発生に重要
な役割を果たしていることが示唆された。 

 
Perlman症候群は、極めて希な常染色体劣性遺

伝病で、BWSの鑑別診断として重要な疾患であ
る。今回解析した症例では、エキソン9のホモ欠
失を認めた。この欠失は、LINE-1によるNAHR
に起因すると考えられたが、父由来の欠失断端
と母由来の欠失断端が異なる配列であることが
わかった。Aluを介したNAHRが多くの疾患の原
因として見出されているのに対し、LINE-1によ
るNAHRは極めて希で本症例が世界で4例目（疾
患としても4つめ）である。さらに、両親は非血
族結婚であり、父由来の欠失断端と母由来の欠
失断端が異なる配列であることから、それぞれ
の祖先で独立して欠失が生じたと考えられる。
Astutiらは、エキソン9の欠失を異なる人種の3症
例で見出していることから（Astuti et al., Nat 
Genet, 2012）、DIS3L2遺伝子のエキソン9は
LINE-1によるNAHRのホットスポットであるこ
とが示唆される。 
 
Ｅ．結論 

３つの診断基準のいずれかに合致する 165症
例の BWS について既知の発症原因別頻度を明
らかにした。ART と発症原因の間に相関関係は
認められなかった。また、既知の発症原因の遺
伝子解析については、有償化を実施し、問題な
く解析が進んでいる。 

BWS における H19DMR-GOM は受精後、特
に着床後に生じ、モザイクになることが強く示
唆された。H19DMR-GOM の一因として、A2 リ
ピート内に存在する OCT 結合サイトの変異を
見出し、その分子機構の一端が明らかになった。 

CDKN1C 変異は、CKI ドメインのミスセンス
変異と QT ドメインの欠失に集約され、変異に
よる不十分な細胞周期抑制が BWS 表現型の原
因と考えられた。メチル異常に比べ、CDKN1C
変異についてはモザイクでないため特徴的な症
状がそろって出現すると考えられた。 

肝芽腫についてゲノム刷り込みに関連する
DMR のメチル化を包括的に解析し、そのエピゲ
ノム・ゲノム異常の特徴を見出した。 

BWSの鑑別診断の 1つである Perlman症候群
の 1 例において、LINE-1 による NAHR に起因す
る DIS3L2 エキソン 9 のホモ欠失を認めた。本領
域は、LINE-1 による NAHR のホットスポットで
あることが示唆された。 
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Ｇ．知的財産権の出願・登録状況（予定を含
む。） 
 
１．特許取得  

 
 
 
 

なし 
２．実用新案登録 
なし 

３．その他 
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