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研究成果の概要（和文）：　ゲノムのメチル化修飾は高等真核生物の発生・分化に重要な役割を担っており、その樹立
と維持機構は比較的解明が進んでいるが、消去機構は長年謎であった。最近、メチルシトシンが酸素添加酵素TETによ
り酸化されたヒドロキシルメチルシトシンが脱メチル化の中間体であることが報告された。一塩基レベルの解像度でゲ
ノム内のヒドロキシメチルシトシンの存在位置を解析する技術は重要であるが、既報にはまだ難点がある。本研究では
、DNAメチル基転移酵素DNMT1を利用して一塩基レベルでヒドロキシメチルシトシンを解析する新規な方法を開発した。

研究成果の概要（英文）： Genomic DNA methylation modification plays crucial role in development. Major 
players of the establishment of DNA methylation and replication-coupled maintenance DNA methylation have 
been identified. Recently, active DNA demethylation step has been reported to be catalyzed initially by 
TET family oxidases to produce hydroxymethylcytosine. Although several techniques to identify the 
position of hydroxymethylcytosine in genome have been reported, they possess disadvantages. In the 
present study, we have developed a new technique to determine hydroxymethylcytosine at single base 
resolution utilizing recombinant DNA methyltransferase DNMT1.

研究分野： DNAメチル化の生化学
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１．研究開始当初の背景 
ゲノムのメチル化模様は、長期間安定に遺

伝情報の発現を抑制する“エピジェネティッ
ク”な印として、高等生物で広く利用されて
いる。DNA メチル化模様の樹立と維持につい
ては責任酵素が同定されており、解析は進ん
でいる。一方、一旦樹立された細胞系譜に依
存して維持されている DNA メチル化模様は、
細胞が分化するときに特定の遺伝子で脱メチ
ル化されることが報告されている。この“能
動的”な“脱メチル化”の機構については長
い間不明であったが、最近、メチルシトシン
が酸素添加酵素 TET により酸化されたヒドロ
キシメチルシトシンが脱メチル化の中間体で
あることが報告されるに至り、ヒドロキシメ
チルシトシンの解析技術は DNA メチル化模様
の制御を理解する上で必須な技術となってき
た。 
ゲノムのヒドロキシメチルシトシンを定量

する方法には、市販のヒドロキシメチルシト
シン認識抗体と T4 ファージ由来のグルコシ
ルトランスフェラーゼを用いてヒドロキシメ
チルシトシンをグルコシル化する方法が報告
されている。一方、ゲノムのヒドロキシルメ
チルシトシンを一塩基レベルの解像度で解析
する主要な２つの技術には、メチルシトシン
を酸素添加酵素 TET により酸化する方法（TAB
法）と、ヒドロキシメチルシトシンを酸化触
媒により酸化する方法（ox 法）がある。いず
れも、酸化後にバイサルファイト法により塩
基配列を決定し、酸化反応前のメチル化修飾
を受けたシトシンの位置と比較することによ
り同定する。しかし、TAB 法は組換え TET の
触媒効率に難があり、また ox 法では DNA の損
傷を制御することが難しいなど、いずれの方
法にも問題がある。一塩基レベルで解析する
技術は、生体内における脱メチル化機構とそ
れに果たすヒドロキシメチルシトシンの機能
を解析するうえで欠かせない技術であり、安
定で、使いやすい技術を開発することは急務
である。 
 我々はこれまでの研究により、DNMT1 がヘ
ミヒドロキシメチルシトシンをほとんどメチ
ル化できないことを見出している。このDNMT1
の持つ性質と、メチルシトシンを解析するバ
イサルファイト法を組み合わせることで、
DNMT1 を用いてヒドロキシメチルシトシンを
一塩基解像度で解析できるのではないかと考
えるに至った。さらに、DNA を前もってバイ
サルフィアトで処理しておくことにより、ヒ
ドロキシメチルシトシンの位置をメチルシト
シンと同一鎖上で解析できると考えた。 
 
２．研究の目的 
維持型メチル基転移酵素である DNMT1 は、

ヘミメチル DNA を選択的にメチル化してフル
メチル DNA に変換するが、ヘミヒドロキシメ
チル DNA を娘鎖に写し取り維持することはで
きない。すなわち、鋳型 DNA 上のメチルシト
シンは複製鎖に DNMT1 によって保持されるの

に対して、ヒドロキシメチルシトシン修飾は
複製鎖では非メチル状態となる。本研究計画
では、DNMT1 がヒドロキシメチル化修飾を消
去してメチル化修飾だけを新生鎖に写し取る
という、DNA メチル基転移素 DNMT1 のもつ特
徴的な性質を利用して、メチル化修飾を受け
ている部位と、ヒドロキシル化修飾を受けて
いる部位を一塩基解像度で分別、同定する技
術を開発する。さらに進めて、解析する（ゲ
ノム）DNA を前もってバイサルファイト処理
をすることにより、DNMT1 処理をした新生鎖
のメチルシトシンとヒドロキシメチルシトシ
ンを同一 DNA 鎖上で同定する方法の開発を目
指す。 

 
３．研究の方法 
ヒト DNMT1 の組換え体を昆虫細胞で発現さ

せ、これを高純度で精製し、ヘミメチル DNA
とヘミヒドロキシメチル DNA を区別して維持
メチル化するための酵素標品とした。 
ヘミメチルシトシンとヘミヒドロキシメチ

ルシトシンを組込んだ 100 塩基対のモデル
DNA を合成して、組換え DNA メチル基転移酵
素がヘミメチルシトシンとヘミヒドロキシメ
チルシトシンを区別して維持メチル化する条
件を検討した。具体的には、モデル DNA をメ
チル基受容体として、組換え DNMT1 の量、塩
の種類と濃度、温度、反応時間によって、メ
チル基受容基質内のヘミメチル CpG とヘミヒ
ドロキシメチル CpG の維持メチル化がどのよ
うに影響を受けるのかについて解析した。同
時にバイサルファイト反応後の DNA の至適な
回収条件についても評価した。 
ゲノム DNA 内でヒドロキシル化されている

ことが報告されている、Morc1遺伝子のプロ
モーター領域にプライマーを設定して、プラ
イマー伸長法で DNA 合成をおこない、それを
DNMT1 でメチル化し、その産物のメチルシト
シンの位置を同定した。配列を親鎖のメチル
化修飾位置と比較することにより、ヒドロキ
シメチルシトシンの位置を同定した。また、
バイサルファイト処理したゲノムからライブ
ラリーを作製し、次世代シーケンサーにより
解析した。 
 
４．研究成果 
DNMT1 と DNA の濃度比、塩の種類と濃度、

温度、反応時間、DNA の回収方法について、
モデル DNA を用いて条件検討をおこない、解
析条件を決めた。この条件を用いて、これま
でヒドロキシメチルシトシンが胚性幹細胞ゲ
ノムで蓄積していることが報告されている
Morc1遺伝子プロモーター領域を例にとり解
析をおこない、DNMT1 を用いる方法によりヒ
ドロキシメチルシトシンの一塩基レベルでの
解析が可能であることを示した。これにより、
従来法とは異なる、ヒドロキシメチルシトシ
ンを一塩基レベルで解析する技術を開発した
（業績①）。 



さらに、解析対象のゲノム DNA を前もって
バイサルファイト処理を行う方法を、Morc1
遺伝子プロモーターを例にとり検討した。そ
の結果、以下に示すような問題点が明らかと
なった。すなわち、前もってバイサルファイ
ト処理をすると、ゲノムの特定の領域でのプ
ライマーのアニールの正確性が損なわれる結
果となった。これは、DNA をあらかじめバイ
サルファイト処理することにより、Cが U（T）
に変換され、伸長反応のためにアニールさせ
たプライマーの配列特異性が低下したためで
あると考えられる。プライマーのアニーリン
グ条件を様々変化させ、各種の DNA ポリメラ
ーゼと転写伸長反応を試みたが、改善されな
かった。 
ゲノムワイドな解析のためのライブラリー

の作製にはプライマーのアニーリングの正確
性は特に必要ないので、ゲノムワイドな解析
を試みたところ、別な問題点が明らかとなっ
た。すなわち、次世代シーケンサーに供する
DNA断片の増幅に用いる DNAポリメラーゼは、
鋳型が AT に富む配列のとき伸長反応が十分
ではなく、ゲノム領域のリード数を増やすこ
とが困難であった。ゲノムワイドな解析のラ
イブラリー作製については、ライブラリー鋳
型の作製を改善すれば、問題点は解決可能で
あると考えている。 
解析方法の開発の条件検討の過程で DNMT1

の興味深い性質を発見した。すなわち、DNMT1
は、ある CpG がヘミヒドロキシメチル化状態
にあっても、周りの CpG メチル化密度が高い
場合には、ヘミヒドロキシメチル CpG 部位の
相補鎖をメチル化してしまう傾向がある。こ
れは、CpG アイランドが密にメチル化されて
いる場合は、たとえ一部が TET によりヒドロ
キシメチル化されていたとしても、脱メチル
化には向かわず、メチル化が維持されること
を意味している。技術的な視点を離れると、
これは、生体内における DNA メチル化状態の
維持機構を理解するうえで非常に興味深い性
質であり、今後検証に値する知見である（業
績①）。 
結論として、ヒト組換え DNMT1 を用いた方

法は、元の鎖のバイサルファイトシーケンシ
ングの結果と対比させることによって、ヒド
ロキシメチルシトシンの一塩基レベルでの解
析方法の一つとして利用価値のある技術であ
ることを示した。しかし、メチルシトシンと
ヒドロキシメチルシトシンを同一鎖上で同定
するために考案した、前もってバイサルファ
イト処理を行う方法は、さらに条件検討を行
う必要があることが明らかとなった。 
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