
様式Ｆ-１９ 
 

 

科学研究費助成事業（学術研究助成基金助成金）研究成果報告書 

 

 

平成２５年 ６月 ３日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

研究成果の概要（和文）：クロマチン動態の理解を深めるには、ヌクレオソームや転写因子と

DNA の相互作用イベント間の連鎖・相関を把握することが重要である。そのために、我々は

DNA 切断ではなくて塩基修飾の導入と次世代シーケンサによるその網羅的検出を基盤とする

ゲノムワイドクロマチン解析法の開発を試みた。同様の手法 NOME-Seq が報告されたが、我々

独自のバイサルファイトシーケンス技術 PBAT の併用によって、実用的で高感度な解析を実現

できる目途が立った。 

 
研究成果の概要（英文）：To improve our understanding of chromatin dynamics, we have to 

reveal linkage/association among nucleosome/transcription factor–DNA interactions. 

Toward this goal, we tried to develop a novel method that utilizes base modifications, but 

not DNA cleavage, to reveal chromatin structure in a genome-wide scale. While a similar 

method termed NOME-Seq was reported, its combined use with PBAT, a bisulfite 

sequencing method of our own, would enable a practical and highly-sensitive analysis. 
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１．研究開始当初の背景 

クロマチン構造の動的変化は様々な生命
現象の根幹にあり、その理解にはゲノム上の
タンパク質結合配置の解明が不可欠である。
次世代シーケンサの登場によって、マイクロ
コッカルヌクレアーゼ消化によるヌクレオ
ソーム配置の決定や DNaseI フットプリント
法による転写因子結合部位の検出もゲノム
ワイド化された。 

次に理解すべきは、これらの結合イベント
間の関連性(独立・協同・依存・排他 etc)であ
る。しかし、現行法ではその情報が得られな
い。極端な例として、図の様な状態で４つの
ヌクレオソーム・転写因子が配置・結合して

いるゲノム領域を考えよう。 

 

現行法で４つの結合部位が同定されたと
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しても(図左）、２つの異なるクロマチン状態
の存在を見抜くことはできず、４因子が同一
分子に同時に結合した状態と理解しがちで
ある。なぜだろうか？それは、現行法がそれ
ぞれの結合部位を｢独立｣の結合断片または
フットプリントとして検出し、結合イベント
間の｢連鎖｣情報を完全に捨ててしまうから
である。つまり、ヌクレアーゼによる DNA

の切断は、結合部位間の関連性情報をも切断
してしまう。したがって、クロマチン状況の
正しい理解には、DNA 切断反応を用いない
解析法が必要である。 

 

２．研究の目的 

 クロマチン動態の理解を深めるには、ヌク
レオソームや転写因子の結合部位を同定す
るのみならず、各結合イベント間の関連性(相
関)を把握することが重要である。しかし、ヌ
クレアーゼに依拠する現行の解析法では、各
結合部位が独立の結合断片またはフットプ
リントとして検出されるために、結合イベン
ト間の関連性に関する情報が失われ、集団全
体の平均像しか得られない。 

そこで我々は、出芽酵母をモデル系に、DNA

切断ではなくて、塩基修飾の導入と次世代シ
ーケンサによるその網羅的検出を基盤とす
るゲノムワイドクロマチン解析法を開発す
る。こうして得られるデータの単一分子解像
度を活用して、クロマチン構造に関する集団
構造や結合イベント間の関連性を把握し、ク
ロマチン動態の本質の理解に迫る新しい研
究スタイルの開拓を目指す。 

 

３．研究の方法 

 塩基修飾の導入と次世代シーケンサによ
るその網羅的検出を基盤に、ゲノムワイドク
ロマチン構造解析法を開発する。具体的には、
出芽酵母をモデルに以下の３手法の開発に
取り組む。 

(1) DNA-(シトシン -C5)-メチレースを in 

vivo で発現させるか、または単離核に作
用させた上で、全ゲノムバイサルファイ
トシーケンス法(WGBS)でメチル化部位
を同定する方法 

(2) DNA-シチジンデアミネースを in vivoで
発現させるか、または単離核に作用させ
た上で、全ゲノムショットガンシーケン
ス法(WGS)で C→T 変異部位を同定する
方法 

(3) 単離核・クロマチンに適切な方法でバイ
サルファイト処理を施した上で、WGS

でシトシンの脱アミノ化部位(C→T 変異
部位)を同定する方法 

 
４．研究成果 
(1)DNA-(シトシン-C5)-メチレースによるメ
チル化 

 細菌由来のCpGメチレースM.SssIを用い
てメチル化の条件検討を進めた。酵母ゲノム
DNA を対象にメーカー推奨の条件でメチル
化を行い、新たに発売されたメチル化依存性
制限酵素 MspJI による切断での評価を進め
ることとした。 

 しかしながら、結果が安定せず、その原因
を追究したところ、MspJI の切断自体がしば
しば不安定であることが判明した。この酵素
にはアクティベターオリゴヌクレオチドを
添加することが当初はメーカーから推奨さ
れおり、それに従って使用をしていたが、対
照の非メチル化 DNA も切断するなどのトラ
ブルが起こった。やがて、アクティベーター
オリゴを入れない反応が推奨されるように
なったものの、今後は元来ゲノムがメチル化
されている生物の DNA も切れづらくなるな
ど、その使用には困難が伴った。 

 そこで切断部位数は減少するが、確実性の
高いMspIとHpaIIの組み合わせでの評価を
行った。また、M.SssI に関しても、別の実験
からメーカーによって品質が異なることも
明らかになったため、当時、市販されていた
２社のものをテストした。 

 更に当研究室に小型の次世代シーケンサ
Illumina MiSeq が導入されたことを踏まえ
て、実際にメチル化処理したものをシーケン
スして評価を行った（下図）。 

 

 上手のグレーの部分はリード数を表し、赤
い部分はメチル化レベルを表している。この
図からも明らかなように、ゲノム全体が概ね
均一にメチル化されるものの、そのレベルは
50%程度と不満足なものであった。その後も
様々な条件検討を加えたが、満足のゆくレベ
ルのメチル化を得るには至らなかった。 

 一方、Peter A Jones らは、我々と同様の
アプローチに成功して、これを NOME-Seq

として発表した。彼らは、哺乳類細胞を対象
にしているため、内在性メチル化と識別がで
きない CpG メチル化ではなくて、GpC をメ
チル化する酵素 M.CviPI を利用している。更
に NOME-Seq キットが Active Motif 社から
販売されるようになった。したがって、この
段階で敢えて我々自身で M.SssI によるメチ
ル化を最適化することは断念することにし
た。 

 NOME-Seq では単離核を M.CviPI でメチ
ル化処理した後に、DNA を抽出してから、
通常の MethylC-Seq プロトコルに沿って全



 

 

ゲノムバイサルファイトシーケンシング
(WGBS)を行っている。つまりメチル化アダ
プタ付加後にバイサルファイト変換を施し
てから、シーケンスを行っている。そのため、
５µg の DNA、つまり 106個程度の細胞が解
析に必要となっている上に、バイサルファイ
トによる鋳型 DNA の破壊を補うべく、PCR

増幅のステップが含まれている。 

 我々はこれらの問題を回避すべく、バイサ
ルファイト処理後の DNA にアダプタを付加
する独自の Post-Bisulfite Adaptor Tagging 

(PBAT)法を開発してきた。PBAT を用いると
125 pg からでも PCR 増幅なしで鋳型を作成
することが可能であり、30 ng (5 x103細胞相
当)の DNA があれば、非増幅で哺乳類ゲノム
を 30X カバーできる。したがって、PBAT 法
をNOME-Seqの後半部分にあたるWGBSの
ステップで利用すれば格段の高感度が達成
される。 

 NOME-Seq では GC-rich 領域ほど情報が
豊かになるが、PCR 増幅を含む従来法ではそ
このカバレージが低くなることが指摘され
ていた。そこで我々は同一サンプルを従来法
と PBAT 法で WGBS を行って評価した。そ
の結果、GC-rich 領域のカバレージは PBAT

法が圧倒的によいことが分かった（下図）。
その意味でも NOME-Seq では PBAT を利用
することが有効であろうと考えられた。 

 以上より、NOME-Seq については市販キ
ットを踏襲しつつ、PBAT を導入することで
現実的に有効な高感度解析を実現できる基
盤が整えられた。 

 

(2)シチジンデアミネースによる脱アミノ化 

 シチジンデアミネースで C を脱アミノ化
して U に変換することでフットプリントを
得ることを目指した。用いる酵素としては酵
母細胞内で発現実績があった AID を用いる
ことにして、産総研 BIRC よりヒト全長
cDNA を入手してこれを利用した。 

 酵素として利用するには安定な供給源が
なかったために、vivo での利用を検討した。
M.SssI については vivo での発現が toxic に
なることを以前の研究で経験していたため、
AID にそれがないことを期待したためでも
ある。但し、C が U に変換されるとこれを修
復するウラシル DNA グリコシレース UDG1

が働く。そこで出芽酵母を改変して、UDG1

非存在下で一過性に AID を誘導できる株を
構築することとした。 

 具体的には、AID をメチオニン欠乏で誘導
可能な MET17 プロモータで、UDG1 をグル
コースで抑圧可能な GAL1 プロモータで、そ
れぞれ制御する株を作成した。この株を、グ
ルコースを含みメチオニンを含まない培地
に移すと AID がアクセシブルなクロマチン
領域に C の脱アミノ化を惹起するが、UDG1

が存在しないために修復を受けずに残る。そ
こでこれらの２つの酵素の発現をレシプロ
ーカルに制御可能であるかどうかをテスト
した。その結果、発現は期待通りにスイッチ
できることが分かった。AID に GFP を付加
した実験では細胞質のシグナルが強かった
ために、核移行シグナルを付加することも試
みたが、発現レベルが減少するという結果が
得られた。 

 
 併せて、カナバニン耐性株の出現で変異導
入率も評価を行った。その結果、GFP やエピ
トープタグを付加しない AID が最もよい成
績を与えることが分かった。しかしながら、
変異率が不十分であったので、ミスマッチ修
復系の酵素を破壊したりなどの操作も加え
た株も作成した。更に、AID による変異導入
効果を増強することが報告されている THO

複合体の変異も試みた。 

 上記のカナバニンテストで評価した上で、
次世代シーケンサによるゲノム配列決定を
行い、変異の評価を進めた。しかしながら、
期待された C→T のトランジション変異につ
いては、有意の上昇は見られなかった。 

 AID の活性が不十分である可能性や、高変
異株が淘汰された可能性もあり、vivo での利
用には一定の限界があることを思わせる結
果となった。単離核に対して in situ で精製
酵素を作用させるメチレースと同様のアプ
ローチの方が有効であるかもしれない。 

 

(3)単離核・クロマチンの直接バイサルファイ
ト処理 

上記項目の遅れたために、十分な検討は行
えなかった。しかしながら、市販キットのう
ちに、比較的精製度の低い DNA にも有効な



 

 

ものが見出され、今後の検討における有用な
情報が得られた。 
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