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研究成果の概要（和文）：生物は、同一のゲノム配列を様々に読み分けることによって、多様な細胞を創り出していま
す。そのための仕組みのひとつとして、ヒトをはじめ様々な生物は、ゲノムの中の特定の場所にあるシトシンという文
字に化学的にマークを付けるメチル化を利用しています。最近の研究によって、生物はヒドロキシメチル化というマー
クも利用されていることが分かりました。そこで、この研究ではヒドロキシメチル化のマークがゲノム中のどこに付け
られているか、それを明らかにする新しい方法を開発しました。

研究成果の概要（英文）：Living organism reads the same genome sequence variably to create a variety of 
cell types. To read the same genome differentially, many organisms including human exploits a mechanism 
termed methylation, which chemically marks the genomic letter called “cytosine” located in particular 
locations in the genome. Recent studies revealed that the orgamisms also use hydroxymethylation to mark 
their genomes. In this study, we developed methods to reveal the positions of hydroxymethylation in the 
genome.

研究分野： ゲノム科学

キーワード： ５ヒドロキシメチルシトシン

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
真核生物ゲノムDNA中の修飾塩基としては、

シトシン(C)の５位炭素原子がメチル化され
て生じる５メチルシトシン(5mC)が古くより
知られ研究が進んでいた。特に哺乳類におい
ては、DNA メチルトランスフェレース３
(DNMT3)による「書き込み」機構、DNMT1 によ
る「維持複製」機構、そしてメチル化 DNA 結
合タンパク質による「読み取り」機構につい
ての理解が、分子レベルと個体レベルの双方
で大きく進展した。更に次世代シーケンス技
術の登場により、5mC の分布をゲノム全体に
わたって一塩基解像度で把握することも可
能になった。その反面、「消去」機構として
の DNA 脱メチル化に関しては、未だに議論が
絶えず不明の部分が多く残されたままにな
っていた。 
2009 年、哺乳類ゲノム中の新しい修飾塩基

として５ヒドロキシメチルシトシン(5hmC)
の存在が明らかにされた。5hmC は 5mC の酸化
によっても生じるが、例えば Purkinje 細胞
ではその含量は 5mC の 40％にも及び、単なる
酸化的障害による分解産物とは考えにくい。
実際に、5hmC は 2 オキソグルタル酸および
Fe(II)を要求するオキシゲネースの一種で
ある Tetによって 5mCから生成されることが
示された。更に Tet1 を胚性幹細胞でノック
ダウンすると、Nanog プロモータの低メチル
化状態を維持できず、幹細胞性が失われるこ
とも報告された。 
ここで注意したいのは、5mC を複製時に維

持する DNMT1 が 5hmC を認識しないことであ
る。つまり、5mC が 5hmC に変換されると次回
の複製では維持されず、娘細胞には Cとして
伝えられる。したがって、5hmC は脱メチル化
の中間段階であって、上記の Nanog プロモー
タの低メチル化状態も Tet1 と 5hmC を介する
脱メチル化機構によって維持されている可
能性も考えられる。また、メチル化 DNA を認
識する MBD タンパク質が 5hmC を認識しない
ことは、細胞が両者を峻別していることを示
すと同時に、5hmC への変換が機能的には脱メ
チル化と同義である可能性も示唆する。この
ように、5hmC は DNA 脱メチル化との関連から
も大いに注目集めた。 
 

２．研究の目的 
 上記のような状況の下、5hmC のゲノム内分
布を探るべく、その網羅的検出法の検討が始
まった。5mC の位置を同定する際のゴールド
スタンダードであるバイサルファイトシー
ケンス法では、5mC と 5hmC を識別できないこ
とが示された。これはバイサルファイトを利
用して得られたメチロームデータの解釈に
も影響を及ぼす重要な知見である。また、
5hmC 特異的抗体の作製も進められているが、
抗体で免疫沈降したDNA断片をシーケンスす
る方法には２つの限界がある。第一の限界は、
5mC の研究で示されてきたように、対象とな
る修飾塩基が集中する領域以外の検出が困

難な点である。5hmC の場合、その含量は一般
に 5mC よりも少ないので、困難はより一層で
あろう。第二の限界は、得られた配列中のど
のCがヒドロキシメチル化されているのかを
特定できない点である。つまり、このアプロ
ーチには感度と解像度の双方に限界がある
ために、新しい方法の開発が求められたが、
有力な方法は報告されていなかった。我々は、
5mC の位置を一塩基解像度で全ゲノムに亘っ
て決定する全ゲノムバイサルファイトシー
ケ ン ス 法 （ Whole Genome Bisulfite 
Sequencing; WGBS）に関して、世界最高感度
の 技 術 Post-Bsulfite Adaptor Tagging
（PBAT）を開発した実績があり、その経験を
活かして 5hmC の位置を一塩基解像度で決定
する新しい方法を開発することを目的とし
た。 
 一方、5hmC の「書き込み」機構に関しては、
既にそれを実行する酵素 Tet1 およびそのホ
モログ Tet2、Tet3 が同定されている。しか
しながら、5mC を認識する MBD タンパク質が
5hmC を認識しないことから、5hmC は 5mC と
は異なるエピジェネティックマークとして
機能すると考えられるにも関わらず、その
「読み取り」機構の解明に関してはまだ何の
端緒も得られていなかった。この問題に対し
て我々は、メチル化 DNA 結合タンパク質を検
出・スクリーニングする独自の酵母１ハイブ
リッドシステムを開発した実績を活かして、
ヒドロキシメチル化 DNA 結合タンパク質を
探索するシステムの開発を試みることにし
た。 
 
３．研究の方法 
項目１：5hmC マッピング技術の開発 
 以下に述べる酵素を用いる方法および酸
化剤を用いる方法を考案して、条件の検討を
進めた。当初は(1)と(2)を計画したが、その
後の研究情勢の急速な展開に鑑みて、項目１
に集中して注力することとして、新たに(3)
～(5)についても検討を加えた。 
 
(1)MspJI-Seq 
制限酵素 MspJI は 5mCNNR(N9/N13-14)という

認識切断様式を示す。したがって、ゲノム DNA
を消化すると、YNCGNR 配列のうち CpG がメチ
ル化されている部位からは、その CpG を中心
とする32～34ntの断片(MspJIタグ)が切り出
される。MspJI タグの配列を次世代シーケン
サで網羅的に決定して、ゲノムにマップする
とメチル化 CpG の位置を特定できる。さて、
MspJI は、認識配列中の 5mC が 5hmC に変換さ
れても活性を示すが、5hmC がグルコース化さ
れた5-glucosyl-hmC (5ghmC)に変換されると
活性を示さない。この変換は、T4 ファージの 
β-glucosyltransferase (βGT)によって触
媒できる。そこで、この性質を利用して、以
下に述べる方法で 5hmC の位置のゲノムワイ
ドな特定を試みた（MspJI-Seq）。 
まず、ゲノム DNA を CpG メチレース M.SssI



とβGT で処理する。これを MspJI で消化して
MJ タグを除去すると、残った高分子側 DNA 画
分には 5ghmCpG のみが残る。２サイクルのラ
ンダムプライミングでこの画分に対する２
本鎖相補性 DNAを合成すると、5ghmCpG が CpG
に戻った DNA が得られる。この DNA を M.SssI
処理して CpGを 5mCpG に変換し MspJI-Seq に
供すると、元来の 5hmCpG 部位のみがタグと
して回収される。 
 

(2)M.SssI による脱ヒドロキシメチル化に基
づく differential WGBS 法 
 細菌由来のメチレースである M.SssI や
M.HhaIをメチル基ドナーであるSAM非存在下
で 5hmCpG を含む DNA に作用させると、下記
の反応で 5hmCpG から HCHO が奪われて CpGが
生成される。 
 

5hmCpG  →  CpG + HCHO 
 
一方、5mCpG や CpG には何の影響も及ぼさな
い。したがって、M.SssI 処理の有無で WGBS
データを比較すると(differential WGBS)、
M.SssI 処理によって脱メチル化が亢進した
部位として 5hmCpG 部位を捉えることが可能
になる。 
 
(3)W-Seq 
 岡本らによって見出されたタングステン
（W）酸化物によって 5hmC を 5hmU グリコー
ルに変化する反応を利用すれば、5hmC を Cか
ら Tに変換された部位として読み出すことが
可能である。 
 
(4)oxBS-Seq 
 5hmC を化学的に酸化すると 5fC 更に 5caC
へと変換される。5hmC はバイサルファイト処
理によって変換されないので5mCと識別が出
来ないが、5fC や 5caC は変換されて Tとして
読み出されるために、5mC との識別が可能で
ある。つまり通常の WGBS の結果を酸化剤処
理 DNA に対する WGBS の結果と比較すること
によって、5hmC の位置と修飾率を求めること
が可能になる。この手法は、当初、ルテニウ
ム（Ru）を酸化剤として用いる方法として報
告された。そこでこの変換反応を追試して、
我々独自の高感度 WGBS 技術である PBAT 法と
組み合わせることを試みた。 
 更に Ru よりも DNA 損傷の少ない酸化剤と
して我が国で開発されたAZADOを用いても検
討を進めた。 
 
(5)TAB-Seq（Tet-Assisted Bisulfite-Seq） 
 βGT 処理によって 5hmC をグルコシル化し
た後に Tet を作用させて 5mC を 5fC や 5caC
にまで酸化してから、バイサルファイトシー
ケンスを行うと、5hmC のみが Cとして出力さ
れる。これを通常の WGBS の結果と比較する
ことによって、5hmC の位置と修飾率を求める
ことが可能になる方法が報告されたので、こ

れを PBTA 法と組み合わせることを検討する
ことにした。 
 
 上記の(1)～(5)について、合成モデルオリ
ゴヌクレオチドを用いた条件の最適化を進
めた。そこで有効性を認めたものについては、
実際のゲノム DNA への応用を図った。 
 
項目２：ヒドロキシメチル化 DNA 結合タンパ
ク質の１ハイブリッドスクリーニング 
 我々は、LexA オペレータと LexA の相互作
用を利用してリクルートしたCpGメチレース
M.SssI によってベイト配列をメチル化し、メ
チル化DNA結合タンパク質をスクリーンする
独自の酵母１ハイブリッドシステムを開発
した。そこで、この系にオキシゲナーゼ Tet1
を共発現させて、ベイト配列中の 5mCpG を
5hmCpG に変換することを試みる。つまり、哺
乳類ゲノム中の生理的 5hmC 生成経路 ―de 
novo CpG メチレースによる 5mCpG の生成と
Tet1 オキシゲネースによる 5hmCpG への変換
― の酵母細胞内再現を目指す。 
 これに成功すれば、メチル化 DNA 結合タン
パク質のスクリーニングと同様に、ヒドロキ
シメチル化DNA結合タンパク質のスクリーニ
ングも可能になる。 
 
４．研究成果 
項目１：5hmC マッピング技術の開発 
(1) MspJI -Seq 
 MspJI を用いてゲノム DNA の切断実験を繰
り返したが、明確な 32～34nt の断片(MspJI
タグ)を安定して回収することが困難であっ
た。活性化オリゴヌクレオチドと呼ばれる合
成核酸の共存が要求されるなど、結果は安定
しなかった。32～34nt の断片が観察された場
合にそれらをクローン化して配列決定を行
った。期待される結果としては、断片の中央
部にYnCGnR配列が出現することであったが、
そのような断片は少数であった。この結果は、
少なくとも我々が試みた条件下では、MspJI
が期待された特異性を発揮してゲノムDNAを
切断しなかったことを示していた。このよう
に、通常の制限酵素よりも相当に利用しにく
い酵素であることが明らかになったため、こ
の方法の追求は断念することにした。 
 
(2)M.SssI による脱ヒドロキシメチル化に基
づく differential WGBS 法 
 HhaI 部位に 5hmC を含む合成モデルオリゴ
ヌクレオチドを用意して、メチレース M.HhaI
を SAM 非存在下で作用させた上で、脱ヒドロ
キシメチル化の度合いを HhaI 消化によって
評価する実験を行った。その結果、脱ヒドロ
キシメチル化が起こることは確認できた。効
率を上昇させるために、種々の検討を進めっ
た結果、市販の M.HhaI は SAM を結合してい
るようで、それを消費させる必要があること
が分かった。そこで非修飾 HhaI 部位を持つ
ダミー基質に晒して、SAM を消費した後に、



本来の基質に作用させる等の工夫が必要で
あった。また、反応の平衡を脱ヒドロキシメ
チル化に傾けるために、生成物である HCHO
を酵素的に破壊したり、透析で系から除去す
る等の工夫も行った。また、M.SssI について
も同様の実験を行った。しかしながら、実用
に耐える効率での脱ヒドロキシメチル化を
安定に行う条件の同定には至らず、このアプ
ローチも断念することにした。 
 
(3)W-Seq 
 合成モデルオリゴヌクレオチドをタング
ステン酸化物あるいはタングステン酸と過
酸化水素水で処理することによって、5hmC の
hmUg への変換を再現することに成功した。当
初、hmUg の生成はピペリジンによる切断で検
出しており、高い変換効率を得ていた。しか
しながら、PCR 増幅後に塩基配列決定を行う
と変換効率（＝C ではなく T と読まれるリー
ドの率）は、切断アッセイによるものよりも
低い値しか得られなかった。つまり未変換の
ものが優先的に増幅されている可能性が示
唆された。この点を確認するために、蛍光プ
ライマーを用いたプライマー伸長アッセイ
を行ったところ、タングステン酸化物処理し
たサンプルに関しては、伸長阻害産物の生成
を認めた。その量は切断アッセイと相関して
おり、hmUg が通常の DNA 合成酵素による鎖伸
長をブロックする可能性を示唆していた。 
 そこで市販の様々な酵素について、プライ
マー伸長アッセイを行ったところ、損傷乗り
越え型酵素が最も優秀な成績を収めること
が分かった。しかしながら、その効率は概ね
50%程度であり、これはピリミジン環に対し
て水酸基がどちらに配置されるかという異
性体効果である可能性が示唆された。 
 いずれにせよ、高い変換率は得られるもの
のそれを実用に結びつけるには、hmUg を容易
に乗り越えるDNA合成酵素が必要であること
が判明した。チミングリコールを乗り越える
酵素や通常のDNA合成酵素の変異体などの利
用が今後は必要になると考えられる。 
 
(4)oxBS-Seq 
 KRuO4 を酸化剤として用いる方法が報告さ
れたので、その追試を行った。実際に合成モ
デルオリゴヌクレオチドにおける酸化が再
現されて、原法の追試には成功した。しかし
ながら、DNA の量が激減すること、毎回の実
験による安定な再現が難しいこと等々の実
用上の問題点が浮上して、PBAT 法との組み合
わせによる効率的な oxBS-Seq の確立には至
らなかった。 
 そこで Ru よりも DNA を損傷しない酸化剤
の利用を念頭に文献調査を行った結果、我が
国で開発された酸化剤 AZADO を見い出した。
AZADO およびその誘導体は、超高活性と立体
障害の大きな第2級アルコールの酸化にも有
効であり、アルコールの空気酸化反応も可能
なものとして注目されている触媒である。 

 実際に合成モデルオリゴヌクレオチドに
作用させたところ、5hmC を酸化できることが
確認できた。そこで溶液の組成や反応時間な
ど様々な条件に検討を加えて、実用に耐える
条件の検索を行ってきたが、安定して高い酸
化を実現できる条件には未だ至っておらず、
継続的な検討が必要であると思われた。 
 
(5)TAB-Seq 
 市販のβGT と Tet1 を用いた TAB-Seq を行
うにあたり、それぞれの酵素の変換効率をモ
ニターできる合成モデルオリゴヌクレオチ
ドを準備して、反応条件の検討を進めた。そ
の結果、簡単な PCR-RFLP で変換をチェック
することが可能になった。また、次世代シー
ケンサで読み出し可能な系も確立された。 
 更に、5hmC は通常の 5mC よりも格段にレベ
ルが低いことから、通常の WGBS よりも高い
読み深度が必要とされることも少なくない
ことを勘案し、全ゲノムではなくハイブリダ
イゼーションでエンリッチした制御領域を
対象とする標的ヒドロキシメチローム解析
の系を確立することにした。そのための第一
段階として、SureSelect Methyl-Seq プロー
ブでエンリッチした DNA に PBAT を適用する
ことで、高感度の標的メチローム解析技術を
開発した。 
 その上でTAB-Seqにこれを応用するために、
βGTとTetで処理したDNAを上記のアッセイ
で変換効率をチェックし、 SureSelect 
Methyl-Seq プローブでエンリッチしてから、
PBAT 法による BS-Seq を行う方法を試みた。
一連の操作のための条件検討を重ねた上で、
実際にマウスES細胞をモデルに標的TAB-Seq
のライブラリ作成を試みて成功した。1 µg 程
度のゲノム DNAから PCRフリーでのライブラ
リ作成も可能であるため、１塩基解像度ヒド
ロキシメチル化解析のための有効な手段に
なると期待される。 
 
項目２：ヒドロキシメチル化 DNA 結合タンパ
ク質の１ハイブリッドスクリーニング 
 産総研 BIRC の協力を得て完全長 cDNA クロ
ーンを整備入手して、1 ハイブリッドシステ
ム構築の準備を整えたが、項目１に集中して
項目２を一旦中断したために、発現系の構築
は予定通りには進まなかった。 
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