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研究成果の概要（和文）：ヘミメチルDNAを好んでメチル化する維持DNAメチル化酵素のDnmt1を利用して、メチル化状
態を保ったままゲノムを増幅する技術と、それをもとにして、ヒドロキシル化修飾を受けたメチルシトシンを一塩基レ
ベルで解析する技術を開発することをめざした。その結果、シトシンのメチル化修飾とヒドロキシメチル化修飾を配列
上で区別して解析する手法を開発することに成功した。

研究成果の概要（英文）：We have succeeded in establishing the method to distinguish methylated and hydroxy
methylated cytosine in a single nucleotide resolution using recombinant maintenance DNA methyltansferase D
nmt1, which favors to methylate hemi-methylated DNA. 
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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。メチル化模様の樹立と維持は責任酵素
が同定されており、解析は進んでいるが、逆
方向の“脱メチル化”の機構については、最
近、有力な責任酵素が同定されたものの、最
終的な脱メチル化段階の分子機構とその意
義についてはまだ不明な点が多々ある。脱メ
チル化反応の責任酵素として、メチルシトシ
ンのヒドロキシル化を触媒する酸素添加酵
素 TET1、2、3 が注目されている。ゲノムの
ヒドロキシメチルシトシンを定量する方法
は様々な方法が報告され、利用可能である。
一方、ヒドロキシル化されたメチルシトシン
をゲノム内で一塩基レベルの解像度で解析
する方法は、これまで３つの方法が報告され
ているが、必ずしも確立しているわけではな
い。報告されている方法は、ヒドロキシメチ
ルシトシンを酸化触媒により修飾する２つ
の方法と、ヒドロキシメチルシトシンを TET
酵素によりさらに酸化を進行させる方法で
ある。いずれの方法でも、酸化後にバイサル
ファイト法を用いてメチルシトシンとの分
別を行う。現段階では、どの方法にも難があ
る。酸化法はゲノムの断片化が避けられず、
条件設定が難しい。また TET を用いる方法は
ゲノム内のヒドロキシメチルシトシンをカ
ルボキシメチルシトシンに完全に変換させ
る効率に難がある。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の機能を
解析するうえで欠かせない技術であり、その
安定で、使いやすい技術を開発することは急
務である。 
 
２．研究の目的 
維持メチル化酵素である 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
を維持メチル化できない。本研究計画では、
DNA メチル化酵素 Dnmt1 のもつこの特徴的な
性質を利用して、メチル化状態は保持するが
ヒドロキシメチル化状態を消去してゲノム
を増幅する技術を確立する。このようにして
調製した DNA について、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
いる部位を一塩基レベルで分別、同定する技
術を開発する。 

 
３．研究の方法 
マウスの野生型 Dnmt1、改変型 Dnmt1 とヒ

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。 
ヘミメチルとヘミヒドロキシメチルを組

込んだ 100 塩基対のモデル DNA を合成して、
各種の組換えDNAメチル化酵素がヘミメチル
とヘミヒドロキシメチルを分別して維持メ

チル化するのかを検証するための基質とし
た。 
合成 DNA をメチル基受容体として、各種組

換えDNAメチル化酵素の量、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な影響を受け
るのかについて、バイサルファイト法により
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検討した。 
マウス野生型 Dnmt1、変異型 Dnmt1、ヒト

DNMT1 によるメチル化結果の解析をおこない、
比較して、ヘミメチル化部位の維持メチル化
とヘミヒドロキシメチル化部位の脱メチル
化の成績が最も優れている酵素源を決め、そ
の組換え酵素を用いて、反応系の条件を決定
した。 
 

４．研究成果 
 メチル化酵素の種類、DNA と酵素の濃度比、
塩の種類と濃度、温度、反応時間、DNA の回
収方法について条件検討をおこない、解析条
件を決定した。その結果、ヒト DNMT1 を用い
ることにより、ヘミヒドロキシメチル DNA と
ヘミメチルDNAを精度高く分別して維持メチ
ル化する条件を確立した。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。 
一方解析の過程で、DNMT1 を用いたとき安

定にヒドロキシメチル化状態を解析できな
い配列が明らかになった。すなわち、メチル
化された CpG が密に存在して、その中にヒド
ロキシメチル CpG が配置されているとき、ヘ
ミヒドロキシメチル状態であってもDNMT1は
メチル化してしまう傾向が認められた。この
ことは、CpG アイランドが高度にメチル化さ
れていて、その中に少量のヒドロキシメチル
CpG が存在する場合は、ヒドロキシメチル化
されたCpGを検出できない可能性があること
を示している。ただ、ゲノム内の CpG が密に
存在する領域は一般に低メチル化状態であ
る場合が多く、CpG が疎な個所のメチル化が、
分化に依存した脱メチル化には重要である
ことが知られているので、ここで開発した、
DNMT1 を用いた技術は、限定的ではあるもの
の、有用であると考えられる。 
DNMT1 による、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
密度によっては相補鎖にメチル基を入れて
しまうという性質は、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。 
結論として、ヒト組換え DNMT1 を用いた方

法は、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するに
値する技術であると考える。 
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