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研究成果の概要（和文）：本研究では、塩基変換法と長いDNAの配列を読み取ることができるナノポアシークエ
ンスを組み合わせることで、少ないDNAから実施できる長いDNAのメチル化修飾解析手法nanoEMの開発を行った。
nanoEMは10 ngのDNAから実施できることや臨床サンプルで実施できることを確認した。また、nanoEMで得られた
メチル化データが一般的に用いられている短いDNAを読み取るメチル化解析手法と比較しても、整合性のあるデ
ータが取得できることを示した。さらに、既存の方法で解析が難しかったインプリンティング領域、繰り返し配
列、構造変異といった領域についてもnanoEM法で解析できることを示した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed nanoEM, a method for whole genome long-read DNA 
methylation analysis that can be performed with less DNA by combining a base conversion method with 
nanopore sequencing. We confirmed that nanoEM can be performed using as little as 10 ng of DNA and 
using clinical samples. NanoEM can obtain consistent data compared to the commonly used methylation 
analysis methods. We also showed that nanoEM can be used to analyze methylation patterns within 
regions such as imprinting regions, repetitive sequences, and structural variation, which have been 
difficult to analyze with most of existing methods.

研究分野：ゲノム科学

キーワード： DNAメチル化　エピジェネティクス　ナノポアシークエンス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
長鎖シークエンスによるメチル化解析によって、よく用いられてきた短鎖シークエンスで解析することが難しか
ったゲノム領域について解析することが可能になった。しかし、長鎖のメチル化解析は、必要なDNA量が多く、
臨床サンプルなどの少ない量のDNAしか取れないサンプルの解析をすることができないという問題点が存在して
いた。本研究で開発したnanoEM法により、これらの微量サンプルの解析が可能となった。これの方法を用いるこ
とにより、様々な研究分野で今後新たな知見を生む可能性があると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
哺乳類では、CpG配列は高頻度でメチル化されており、DNAのメチル化が発生、がん、加齢な
どの様々な過程において重要な役割を持つことが知られている。DNAのメチル化によりインプ
リンティング制御を始めとした遺伝子発現制御やレトロトランスポゾンの不活性化が行われる。
活性化したレトロトランスポゾンの転移ががんの構造変異の引き金となることが示されるなど、
メチル化解析の重要性がさらに高まってきている。 
これまでの DNA メチル化解析では、バイサルファイト処理により非メチル化シトシンをチミ
ンに変換した DNA をイルミナ社などの短鎖シークエンサーで読み取る全ゲノムバイサルファ
イトシークエンス(WGBS)などの手法が一般的だった。バイサルファイト処理は化学的に過酷な
条件下での反応であるため DNAが分解されて長い DNAが得にくく、また偏った領域がシーク
エンスされることが知られていた。近年、TET2/APOBEC を用いて酵素的に塩基変換を行う
EMseqと呼ばれる手法が開発され、分解の少ない DNAを得られるようになった。 
イルミナシークエンサーの読み取り長は、数百 bpと短い。そのため、メチル化情報は CpG配
列ごとの平均のメチル化率として扱われることが一般的であった。その読み取り長を超えて 1本
の染色体や 1分子の DNAがどのようなメチル化パターンを有しているのかや、短いリードのア
ラインメントが難しいレトロトランスポゾンをはじめとする反復性の高い配列や構造変異周辺
のメチル化状態は、ほとんどの場合、明らかではない。近年登場したナノポアシークエンサーに
より、10 kb以上の DNAを 1本のリードとしてシークエンスし、電子シグナルのパターンから
メチル化状態を推定することが可能となった。しかし、ナノポアシークエンスのインプットとし
て 1μg程度の DNAが必要となるため、希少な細胞種や生検由来の組織などの微小なサンプル
で実施することは事実上不可能である。また、長いリードを得るためには専用のキットなどを用
いて傷のない DNA調製することが重要であるが、実際は傷のない DNAを調製することが難し
い場合が多い。長鎖シークエンスと塩基変換を組み合わせてメチル化を解析する SMRT-BS や
lrTAPなどの手法は存在するものの、特定の領域を PCR増幅してシークエンスする手法であり、
長鎖リードと塩基変換を組み合わせたゲノムワイドなメチル化解析はまだ開発されていない。
また、それらの解析に用いられている解析パイプラインは、シークエンスエラーの少ない短鎖リ
ード用のものや塩基変換を想定していない通常の長鎖リード用のものを使用しているため、十
分な検出が行えないという問題点が存在する。長鎖リードのメチル化解析自体がまだ新しい技
術であるため、どの組織がどのようなメチル化パターンを示すのかなどの基盤となるデータが
存在していない。 
 
２．研究の目的 
本研究は、以下の 3つを目的として実施した。 
① 微量サンプルからの長鎖全ゲノムメチル化解析手法”nanoEM”の開発 
微量のゲノム DNA からの塩基変換した長鎖 DNA を調製し、ハイスループット型のナノポアシー
クエンサーPromethION でシークエンスする nanoEM 法を確立する。 
② 塩基変換された長鎖リードの情報解析パイプラインの整備と nanoEM の評価 
塩基置換を有した長鎖リードの解析のための情報解析パイプラインの整備が不十分であるため、
本研究で新たに構築して nanoEM のデータ解析に用いる。nanoEM の解析結果を既存のメチル化解
析手法と比較することにより、nanoEM のメチル化解析の精度を評価する。 
③ 同一ヒト由来の多臓器の DNA への応用と長鎖メチル化解析基盤データの作出 
ヒトの様々臓器由来のゲノム DNA を使用し、長鎖メチル化解析を行う。これにより様々な組織由
来のサンプルにおいても実施可能であることを確認するとともに、1個体の臓器間で異なるメチ
ル化領域やインプリンティング制御領域の検出を試みる。 
 
３．研究の方法 
① 微量サンプルからの長鎖全ゲノムメチル化解析手法”nanoEM”の開発 
メチル化状態の異なる乳がん細胞株 MB231 と BT474 を用いて、nanoEM 条件検討を行った。DNA 量
については、1-50 ng のゲノム DNA を用いた。EMseq により塩基変換を行った後、ロング PCR に
より変換 DNA の全ゲノム増幅を行った。得られた DNA を PromethION によりシークエンスした。 
② 塩基変換された長鎖リードの情報解析パイプラインの整備と nanoEM の評価 
ショートリードのメチル化解析に用いられる Bismark の解析戦略をロングリード用のアライン
メントソフトウェア minimap2 に応用することで、長鎖リード用のメチル化解析パイプラインを
開発した。比較データとして、ショートリードの WGBS、EMseq 及び、nanopore の全ゲノムシー
クエンスからメチル化検出を実施して、nanoEM データの評価に用いた。 
③ 同一ヒト由来の多臓器の DNA への応用と長鎖メチル化解析基盤データの作出 
2 検体の多臓器（6 および 7 臓器）について、PromethION による全ゲノムシークエンス(WGS)を
行った。それぞれ検体の各 1臓器については、短鎖シークエンスによる WGS も行った。 
 



４．研究成果 
① 微量サンプルからの長鎖全ゲノムメチル化解析手法”nanoEM”の開発 
上記 2 種類の細胞株を用いて nanoEM 法の開発を行った。DNA を 10 kb 弱に断片化後、EMseq キ
ットを使用してアダプター付加や塩基変換
を行った。変換後の長鎖 DNA を増幅するた
めに、複数の PCR 酵素及び条件を検討した。
その結果、変換された長鎖 DNA の増幅に成
功し、nanoEM のプロトコルを確立すること
ができた(図 1A)。nanoEM 法を用いて、1-50 
ng の DNA で検討した結果、いずれの DNA 量
からでも nanoEM のライブラリーを得るこ
とができた。PromethION でシークエンスす
ることにより、塩基変換した 5 kb 程度の長
さのリードを取得できることを確認した
(図 1B及び C)。また、ヒト乳がん 3症例(正
常部とがん部の3ペア)由来の DNAを用いて
nanoEM ライブラリーを調製し、臨床検体に
おいてもnanoEMが実施可能であることを示
した。 
 
② 塩基変換された長鎖リードの情報解析パイ
プラインの整備と nanoEM の評価 
nanoEM データの解析のためのデータ解析パイ
プラインを開発し、 github に公開した
(https://github.com/yos-sk/nanoEM)。開発し
たパイプラインを用いて、nanoEM データを解析
した。他の既存法により取得されたメチル化情
報と比較したところ、10 ng 以上の DNA からで
あれば nanoEM は既存の手法と非常に高い相関
を示すデータが取得できることが確認された。
nanoEM では、短鎖リードで解析が困難であった
染色体ごとにメチル化状態が異なるインプリ
ンティング領域(図 2A)、繰り返し配列、構造変
異周辺のメチル化状態(図 2B)を検出できるこ
とを示した。 
 
DNA メチル化解析においては、全ゲノムを対象とした解析よりも CpG アイランドなどのメチル
化による制御を受ける領域を高深度に解析することが重要である。そこで、Exome シークエンス
などに使用されるハイブリキャプチャー法を nanoEM と組み合わせることで、調節領域特異的な
長鎖メチル化解析法 targeted nanoEM 法(t-nanoEM)の確立を試みた。まず、塩基変換前の DNA
をキャプチャーする方法で検討を行ったところ、長い DNA が得られないという問題点が判明し
た。そこで、塩基変換及び PCR 増幅後の DNA をキャプチャーする方法に切り替えたところ、5 kb
を超える長い DNA が取得できた。また、微量化の検討を行ったところ、10 ng の DNA からも実施
することができることを確認した。現在、さらなる改良を実施しており、乳がん細胞株及び臨床
検体において解析を行った後に論文投稿を予定している。 
 
③ 同一ヒト由来の多臓器の DNA への応用と長鎖メチル化解析基盤データの作出 
ヒト 2検体について、短鎖シークエンスのデータから、SNP 検出を行った。また、各臓器のナノ
ポアシークエンスデータから nanopolish によるメチル化検出を行った。Whatshap を用いて、参
照の SNP 情報と長鎖リードを解析することで、染色体ごとに長鎖リードの振り分けを行った。振
り分けられたリードのメチル化情報を集計することで、染色体ごとにメチル化状態の異なる領
域を 400−800 箇所程度検出することができた。現在、検体間の同一組織での共通性の有無や臓器
特異的に染色体ごとにメチル化状態の異なる領域などに着目した解析を進めている。 
 
業績 1と 2の研究成果については、国内外の学術雑誌への論文発表(Sakamoto et al. Nucleic 
acid research 2021; Zaha et al. Bio-protocol 2022; 関 他. 月刊細胞 2021)、学会発表(関 
他 第 44 回分子生物学会年会 2021; Seki & Suzuki. AGBT 2023)、及び、招待講演(関．第 15
回日本エピジェネティクス研究会 2022; 関、鈴木．第 8回日本 HTLV-1学会学術集会 2022)を
行 っ た 。 ま た 、 所 属 研 究 科 か ら プ レ ス リ リ ー ス を 行 っ た (https://www.k.u-
tokyo.ac.jp/information/category/press/8599.html)。3 の成果についても、解析を進めてお
り、結果がまとまり次第、論文投稿を予定している。また、実施過程で得られたロングリードの
情報解析の知識を活かして書籍の分担執筆(三宅、他．がんゲノムデータ解析 2022)を行った。 

図 1. nanoEMの概要 
(A) nanoEM法の概略図。(B) nanoEMのリー長の分布。
(C) nanoEMリードのゲノムへのマッピング結果の例。赤
と黄色が Tと Aへの塩基置換を示している。 

図 2. インプリンティング領域と構造変異の解析結果 
(A,B) nanoEM リードのインプリンティング領域(B)
と SV(B)へのマッピング結果。(A) 四角で染色体特異
的な SNP を示した。(B) 四角で示した領域で欠失を
持つ DNAのみに特異的な低メチル化状態が観察され
た。 
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