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研究成果の概要（和文）：ゲノムのDNAメチル化はクロマチン構造の変化などを介して遺伝子発現の抑制に寄与
する。これまでに、5mCはTETタンパク質により5hmCを経て脱メチル化することが報告された。そのため、5hmCを
検出する技術は脱メチル化過程を解析する上で重要である。5hmC解析技術はこれまでに複数の報告があるが、ど
れも一長一短であった。そこで申請者は本研究で2種類の新たな5hmC解析技術の開発を行った。1つ目は酵素反応
を利用したもので、もう一つは化学的酸化反応を利用した方法である。これらの方法はいずれも操作が簡便で再
現性がよく、有用性が高いと考えている。

研究成果の概要（英文）：Cytosine methylation in genome contributes to gene silencing through 
changing chromatin state. At present, hydroxymethylcytosine (5hmC) produced from methylcytosine 
(5mC) by TET oxigenase is thought to be an possible intermediate for demethylation. Hence, a 
technique to analyze 5hmC at single base resolution in genome contributes to understanding of 
demethyltion processes. However, the reported techniques to analyze 5hmC harbor some disadvantages. 
In this period, I have successfully established two independent method to analyze 5hmC at single 
resolution, as I planned. One is enzymatical method and the other is chemical one. From my research,
 highly reproducible results are able to be obtained by these two easy methods. Thus, this project 
could contribute to the advance of functional understanding of 5hmC.
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１．研究開始当初の背景 
	 エピジェネティック修飾の一つである
DNAメチル化（5-メチルシトシン: 5mC）は、
遺伝子発現の制御に関与する。これまでに、
CpG のシトシン塩基にメチル基を導入する
酵素は DNMT、脱メチル化に関与する酵素は
TET であることが知られている。近年、TET
による脱メチル化には 5-ヒドロキシメチル
シトシン（5hmC）を経由したルートが存在す
ることが明らかになった。そのため、5hmC
の所在および機能を解析することは脱メチ
ル化のメカニズム解明に必須であると考え
られる。そのため、数年前から 5hmCの 1塩
基レベルの検出方法が複数グループより報
告されていたが、再現性や DNA 分解の問題
など、それぞれ一長一短があった。そのため、
申請者はより安定に再現性よく 5hmCを検出
する方法を確立し、それを利用した 5hmCを
介した脱メチル化研究を行う必要があると
考え、本研究計画に取り組んだ。 
 
２．研究の目的 
	 本研究計画では、安定に 1 塩基レベルで
5hmC を検出する方法を確立することを目指
した。具体的には、既報の問題点として挙げ
られる、反応系の安定性および DNA 分解を
抑える方法の開発を試みた。 
	 また、新たに確立した 5hmC検出法を用い
てマウス ES 細胞で脱メチル化する領域の
5hmC 変化を解析し、解析法の妥当性の検討
と新しい脱メチル化メカニズムの解明を目
指した。 
 
３．研究の方法 
	 これまでに安定に DNAメチル化(5mC)を 1
塩基レベルで検出する方法としてバイサル
ファイト法が確立されていた。しかし、バイ
サルファイト法では 5hmCも 5mCと同一塩基
として検出されるために区別ができない。そ
のため本研究では既報とは異なる 5hmC検出
法：(1)酵素（DNMT1）を用いた 5hmC 検出
法、および(2)化学反応を用いた 5hmC検出法、
の 2種類の解析方法の確立を行った。 
 
(1)は DNMT1を用いた方法であるが、DNMT1
はヘミメチル化 DNA のみにメチル基を導入
し、ヘミヒドロキシメチル化 DNA には導入
しないという性質を持つ（図 1）。これを利用
して、細胞内 DNAに人工的にメチル化 DNA
をヘミメチル化し、5mCと 5hmCを区別する
試みを行った。 

＜図 1：DNMT1を用いた 5hmC検出法＞ 
 
(2)は化学反応を用いる方法で、これまでにも
他グループから酸化反応を利用した 5hmC検
出法が方向されていた。これは、5mCは酸化
剤による酸化を受けにくいことに対し、5hmC
は酸化され 5fCとなりやすいという性質の差
を利用する。5mC はシークエンスで「C」と
認識されるのに対し、5fCは「T」と認識され
るため、5mCと 5hmCの区別が可能である（図
2）。この原理に基づく 5hmC検出法はこれま
でにも報告があったが、報告されている酸化
剤では DNA 分解が激しく微量サンプルには
利用できないため、申請者らはよりマイルド
な酸化条件による 5hmC検出法を目指した。 

＜図 2：酸化剤を利用した 5hmC検出法＞ 
 
４．研究成果	
①新たな 5hmC検出法の確立	
	 申請者は上記(1)および(2)の 2種類の 5hmC
検出法を確立した。 (1)で使用する酵素
DNMT1 は所属研究室で作製したタンパク質
を用いたが、既報で 5hmC検出に利用されて
いる TET タンパク質と比べて安定に存在す
ることができるため、実験間のばらつきが少
なく 5hmCの検出が可能だった。また、本手
法の原理をさらに発展させた 5hmC解析法が
所属研究室（大阪大学）と共同研究を行って
いる研究室（東京医科歯科大学・幸田尚先生）
で開発されており、DNMT1 を用いた 5hmC
検出は有用性が高いと考えられる（Kawasaki 
et al., 2016）。 
 
	 また、申請者は酸化剤を用いた 5hmC検出
法を試みた（東京大学・福沢世傑先生との共
同研究）。本研究に利用した酸化剤は
AZADOL/BAIBであるが、酸化剤にミセルを
形成させることで強力な酸化作用を抑制す
ることができる。既に酸化剤を利用した方
法：oxBS-seqが別グループより報告されてい
るが、本手法はマイルドな酸化反応であるた
めDNA分解が抑えられることが期待された。
その結果、非常に操作が簡便で再現性がよく
DNA 分解が少ない酸化条件を決定すること
ができ、微量サンプルの DNA からも解析可
能になることが期待できる 5hmC検出法が確
立できた。 
	 これらの手法については(1)は 2015年FEBS 
Open Bio誌に、(2)は 2016年 Bioorg Med Chem
誌に報告している。 
	
②確立した 5hmC 検出法を利用したマウス

hemi-hydroxymethylated CpG. The KCl concentration was changed
from 0 to 200 mM with the constant concentration of 12 mM NaCl
derived from the DNMT1 preparation (Fig. 1D and Supplemental
Fig. S2B). With 38 mM KCl, 80% and 53% of the
hemi-hydroxymethylated sites of H1 and H2, respectively, were
methylated. With 108 mM KCl, 23% and 7% of the hemi-

hydroxymethylated sites of H1 and H2, respectively, and about
10% of the unmodified C1 and C2 sites were methylated. Under
identical salt conditions, 87% and 100% of M1 and M2, respectively,
were methylated. With the higher concentration of KCl (188 mM),
more than 85% of all the CpG sites remained un-methylated. From
these findings, we set the conditions for the methylation reaction

Fig. 1. Optimization of DNA methylation conditions with DNMT1 using model DNA containing unmodified, hemi-methylated, and hemi-hydroxymethylated CpG. (A) Outline
of DMAB-seq. Unmodified (C), methylated (5mC), and hydroxymethylated (5hmC) CpG are shown as open, closed, and gray circles, respectively. (B) DNA sequence of 60 bp of
the 100bp_6CpG used for the model experiment (Supplemental Table S1), and the analytical processes are shown. Two each of unmodified (C1 and C2), methylated (M1 and
M2), and hydroxymethylated CpGs (H1 and H2) are indicated. (C) DNMT1 dose-dependent methylation of the 100bp_6CpG. The DNA was methylated with the indicated
ratios of DNMT1, and then the DNA methylation was determined by BS sequencing. The numbers determined to be CpG over numbers of CpG examined {CpG/(CpG + CpT)} at
each CpG site are shown. Raw data are shown in Supplemental Fig. S2A. (D) Salt concentration-dependency of DNA methylation of the 100bp_6CpG by DNMT1. DNMT1
methylation reactions were performed with the indicated KCl concentrations and 12 mM NaCl, using 0.92 lg of DNMT1 and 62 ng of oligonucleotide. Raw data are shown in
Supplemental Fig. S2B. (E) Site-specific methylation analysis of the 100bp_6CpG under the optimal conditions. Three independent experiments were performed and the
averages ± S. D. are shown in the left panel. Raw data for the methylated (closed circles) and un-methylated (open circles) sites with or without DNMT1 are shown in the right
panel.
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ES 細胞での 5hmC 検出と脱メチル化制御機
構の解析	
	 また、手法(2)を用いて ES 細胞の培養条件
を変えることで DNA メチル化が変化するこ
とが知られている特定の遺伝子のプロモー
ター領域の 5hmCの検出を行った。その結果、
予想通り脱メチル化の過程の細胞では 5hmC
を検出することができた。 
	 この解析では脱メチル化の経時変化を追
跡できたため、いつどこの CpGが 5hmCを多
く含有するかの詳細を調べることができた
（投稿準備中）。今後はさらに、5hmCが多く
存在する時間および場所にどのようなヒス
トン修飾が多く共局在するのかをChIP-qPCR
などを用いて調べることで、5hmC を経由す
る脱メチル化の分子メカニズムの一つを明
らかにしていきたいと考えている。 
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