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研究成果の概要（和文）：ＤＮＡのメチル化は、それぞれの細胞が発揮できる潜在能力を規定するエピジェネテ
ィクスを担う重要な仕組みのひとつです。ゲノム全体のＤＮＡメチル化状態をメチロームと呼びます。メチロー
ムは、細胞の種類によっても状態によっても変わりますし、父親由来のゲノムと母親由来のゲノムでも異なりま
す。したがって、究極のメチローム解析は、単一の細胞から双方のゲノムについてメチル化パターンを完全に明
らかにすることです。私達は独自の技術で単一細胞メチローム解析への途を拓いてきましたが、本研究では究極
のメチローム解析に向けてその技術を更に高度化しました。

研究成果の概要（英文）：DNA methylation represents a major mechanism for epigenetics, which 
determines the potential of individual cells. Genome-wide pattern of DNA methylation is termed as 
the methylome. The methylome differs from one another, depending not only on the type and status of 
the cell but also between the paternal and maternal genomes. Hence the ultimate methylome analysis 
is to decipher the complete methylation patterns of the two genomes in the same single cell. While 
we developed a unique method that has opened the door to the single-cell methylome analysis, here we
 further improved the method towards the ultimate methylome analysis. 

研究分野： エピゲノミクス
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
①メチローム解析の進歩 
DNA メチル化はヒストン修飾と並ぶ代表的

なエピジェネティック修飾であり、高等動物
の発生分化に不可欠の役割を果たし、様々な
疾患や病態にも密接に関わることから、大き
な注目を集めてきた。 
次世代シーケンサーの登場によってDNAメ

チル化を一塩基解像度で全ゲノムに亘って
明 ら か に す る Whole-Genome Bisulfite 
Sequencing (WGBS)が実現した。しかし、当
初の解析法では、哺乳類の場合だと約 106 個
の細胞と多数回のPCR増幅を必要とした。DNA
メチル化は細胞の種類によって異なるため、
正確な解析には純化した細胞を用いる必要
がある。したがって、この方法では受精卵や
初期胚などの興味深いサンプルの解析は不
可能であった。 
従来法による WGBS ライブラリの作成効率

の低さは、バイサルファイト処理によってア
ダプタを付加されたライブラリ分子が切断
されることに起因する。この問題を回避する
ために我々が独自に開発したのが、バイサル
ファイト処理後にアダプタを付加する戦略
Post-Bisulfite Adaptor Tagging (PBAT)法
である。PBAT の開発によって、1000 個レベ
ルの哺乳類細胞からでもPCRなしに~30Xのカ
バレージを得ることが可能になり、卵子をは
じめ様々な微量試料の解析が実現した。 
更に、PBAT は単一細胞解析への応用も報告

された。しかしながら、そのカバレージやク
オリティは不十分であり、これらを克服でき
る新しい PBAT の開発が望まれていた。 
 

②メチローム解析に残された課題 
PBAT によって、データ品質に問題はあるも

のの単一細胞メチローム解析への途は拓か
れた。しかし、メチローム解析の場合には、
その先にも課題が残されている。それは、ア
レルの識別、つまり二倍体メチロームの解明
である。哺乳類ではＸ染色体の不活化やゲノ
ムインプリンティングに代表されるように、
アレル特異的メチル化（ASM）が起こる。更
に、一塩基多型と連動するような ASM も報告
されており、それらが近傍遺伝子の発現に影
響を与えて多因子疾患の発症に関わる可能
性も注目を集めている。また、細胞ごとにラ
ンダムに起こるASMの可能性も示唆されてい
る。しかしながら、アレル毎のメチル化を長
いゲノム領域に渡って明らかにするエピハ
プロタイピングの方法論は確立されていな
い。 
究極のメチローム解析である単一細胞二

倍体メチロームの解明には、単一細胞解析と
エピハプロタイピングの両立への挑戦が必
要不可欠である。 
 
２．研究の目的 
 真核生物ゲノムの重要なエピジェネティ
ック制御機構である DNA のメチル化は、領域

によっては同一細胞種でも個々の細胞によ
って異なるし、同一細胞内であってもアレル
間で異なることもある。したがって、究極の
メチロームデータとは、一塩基解像度で単一
細胞から二本の染色体を識別できる形で取
得されたものということになる。我々が開発
した PBAT によって一塩基解像度の単一細胞
メチローム解析も実現されつつある現在、次
に挑戦すべき課題は二倍体メチロームの解
明である。 
本研究では、同一遺伝子座位の２つのアレ

ルが共存しないように十分に希釈・分割した
ゲノム DNA に対して、PBAT を反復適用するサ
ブシングルセル解析に挑戦する。そのための
基盤として、現行 PBAT の弱点克服に取り組
む。 
そうして得られたデータから、アレル別の

メチル化を明らかにすることによってエピ
ハプロタイプを再構成し、究極のメチローム
解析への途を拓くことを目指す。 
 
３．研究の方法 
１）現行 PBAT による挑戦 
単一細胞由来 DNA に対して、ランラムプラ

イミングを用いる PBAT で鋳型に成り難い高
AT含量の合成ポリマーをキャリアーDNAとし
て加えた上で、96 ないし 384 ウェルに分割す
ることで希釈を行う。次に、各ウェルにおい
て、異なるインデックス配列を持つアダプタ
ープライマーを用いて、PBAT 反応を反復する
iterative PBAT でライブラリを作成する。最
後に、ライブラリをプールしてシーケンスを
行い、解析を行う。 
 

２）PBAT の改良 
 ランダムプライミングを用いない方法と
して、バイサルファイト変換反応後の 1本鎖
DNA にアダプタオリゴヌクレオチドを連結す
る方法を検討する。具体的には、RNA リガー
ゼを用いる方法と化学的に連結する方法を
検討する。 
 
４．研究成果 
 当初計画では、ランダムプライミングを用
いる現行 PBAT では ATリッチ領域のカバレー
ジが低いという弱点を逆に利用して、ATリッ
チな合成ポリマーをキャリアーDNA として利
用する予定であった。しかしながら、研究の
過程で PBAT の改良の方で大きな進展が見ら
れ、こちらのアプローチの方が当初計画より
も有効であることが期待されたので、研究を
そちらに集中することとした。 
 
１）現行 PBAT の弱点 
 ランダムプライミングを用いる PBAT 法に
は、２つの弱点が存在する。 
第一の弱点は、AT リッチな領域ではカバレ

ージが低くなることである。バイサルファイ
ト変換は、哺乳類の場合、大半の Cを Uに変
換してしまうため、大まかに言って GC 含量



が本来の 50%に低下してしまう。その結果、
AT リッチな領域では極端の GC 含量が下がっ
て、ランダムプライミングに用いる N4配列と
の間のハイブリダイゼーションが起こりに
くくなってしまう。この弱点を克服するため
に、修飾核酸などの使用も検討したが、所期
の成果は得られなかった。 
第二の弱点は、現行 PBAT では極微量解析

になればなる程、マッピングできるリードの
比率が低下する。ターゲットとなるゲノム
DNA が少なくなればなる程、アダプタ同士の
プライミングによる人工産物の比率が増加
するのが、その原因と考えらえる。 
つまりどちらの弱点もランダムプライミ

ングに起因している。この点を改善すれば、
より効率的なライブラリ作成が実現して、2
倍体メチローム解読に必要な両アレルのカ
バレージが可能になる筈である。 
 
２）一本鎖 DNA 連結法の検討 
 ランダムプライミングに代わるアダプタ
付加法としては、RNA リガーゼによる 1 本鎖
DNA とアダプタの連結が考えられる。1 本鎖
DNA 同士の連結を触媒できる酵素は、DNA リ
ガーゼではなく、RNA リガーゼである。しか
しながら、１本鎖 DNA 同士の連結反応の効率
は、１本鎖 RNA 同士の連結反応の効率に比較
すると低いことが知られていた。実際に、市
販の各種RNAリガーゼとその変異体のみなら
ず我々自身で発現精製したRNAリガーゼにも
検討を加えたが、それらの効率はいずれも満
足のゆくものではなかった。 
 
３）化学的 1本鎖 DNA 連結法 
 酵素による連結法の開発が行き詰ったた
め、発想を転換して化学的な連結の検討に取
り組んだ。そこでクリックケミストリーに着
目し、銅触媒を用いるアジドとアルキンとの
環化付加反応(CuAAC: Cu-catalyzed Azide 
Alkyne Cycloaddition）の利用を検討するこ
とにした。何故ならば、CuAAC 反応の結果、
ヌクレオチド間はホスホジエステル結合で
はなくてトリアゾールで連結されることに
なるが、DNA ポリメラーゼによってはこの連
結を乗り越えることが報告されていたから
である。 
 CuAAC 反応を行うには、生体由来の DNA に
アジドかアルキンを導入する必要がある。そ
こで我々は抗ウイルス剤として開発された
各種の 3′-azido-ddNTP に着目して、これをタ
ーミナルデオキシヌクレオチジルトランス
フェラーゼ(TdT)によって、DNA の 3′末端に取
り込ませることを検討した。 
モデルオリゴヌクレオチドを用いた実験

で各種の条件を検討した結果、取り込むヌク
レオチドとしては3′-azido-ddGTPが最も効率
がよいことが判明した。また、DNA 側の 3’
末端の塩基によって取り込み効率に差が生
じることが判明したが、反応系に十分量の
TdT と 3′-azido-ddGTP を用いることで、ほぼ

100%の効率で取り込みを行う条件を確立で
きた（図１）。 

 
図１：TdT による 3′-アジド化標識反応 

  
 続いて 5′末端をエチニル化したアダプタオ
リゴヌクレオチドを東北大学・磯部研究室に
合成して頂き、これを用いた CuAAC 反応によ
る連結の最適化を行った（図２）。その際に、
前の反応からの3′-azido-ddGTPの除去が問題
となったが、SPRI ビーズによる精製の反復に
よってそれを克服する方法を開発した。 

 

 
図２：CuAAC によるアダプタ連結反応 

 
最後にトリアゾール連結を乗り越える伸

長反応を行った（図３）。更に、DNA ポリメラ
ーゼのスクリーニングを行い、Klenow 断片と



Klenow exo-minusが最も効率がよいことを明
らかにした。 

 
図３：プライマー伸長反応 

 
こうして図２に示すような、１本鎖 DNA の

3′末端に１本鎖アダプタオリゴヌクレオチド
を連結する新しい方法が開発された。現在、
論文投稿の準備を進めている。 
 

 
図４：TdT とクリックケミストリーによる 

１本鎖 DNA 連結法 
 

 
４）酵素的 1本鎖 DNA 連結法 
上記の化学的連結法の開発と平行して、酵

素による連結法の開発も継続して進めた。そ
の過程で我々は、RNA リガーゼが、3′-OH が RNA
から提供されていれば、DNA から提供された
5′-P との間を RNA 同士の連結と遜色ない効率
で連結できるという報告に着目した。何故な
らば、ゲノム DNA の末端をリボヌクレオチド
で標識できれば、それが RNA リガーゼのよい
基質となる可能性が示唆されたからである。 
ここで我々が注目したのが、TdT である。

TdTの基質は、言うまでもなくdNTPであるが、
以前よりNTPも限定的に基質として利用でき
ることが知られていた。この場合 TdT の反応
は NMP を 2～4 残基取り込んだところで反応
を停止する。つまり TdT と NTP を用いれば、
限定的なリボ・テーリングが可能になる。実
際にこの性質は cDNA の解析等に利用された
実績があった。 
そこでまず TdTによる NTPの限定的取り込

み反応を、オリゴヌクレオチドをモデルに再
検討して、非常に高い効率でこれが可能であ
ることを確認した。この際にATPを用いると、
次のRNAリガーゼ反応の際にそれをそのまま
基質として利用できる。そこで図５に示す様
なスキームの反応を考案した。 

 
図５：TdT と RNA リガーゼによる 

１本鎖 DNA 連結法 
 
これまでの予備的検討によれば、この反応

は上記の化学的連結法よりも効率が高く、ま
た特殊な合成オリゴヌクレオチドも必要と
しない。そのため、汎用性が高く、様々な局
面での応用も可能であると考えられたため、
特許の出願を行った。 
また、このアプローチで試験的に行った

PBAT によって、GC 含量によるバイアスも軽
減されることが確認されている。したがって、
今後はその最適化を更にすすめて、シングル
セルさらにはサブシングルセル解析の基盤
技術とすることとした。 
更に、この方法の開発によって、現行 PBAT

では利用が不可能であった環状DNAをキャリ
アーDNA と使用することも可能になった。環
状DNAは末端へのアダプタ連結には全く利用
されないという点で優れたキャリアーDNA に
なる。したがって、当初予定していたランダ
ムプライミングと AT リッチポリマーを用い
るアプローチの検討は中断した。 
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