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研究成果の概要（和文）：アカパンカビにおけるDNAメチル化の存在意義を調べるため、野生株およびDNAメチル
化状態に変化が生じていることが知られている3種類の変異株の間で比較解析を行った。全ゲノムバイサルファ
イトシークエンシング（WGBS）とクロマチン免疫沈降シークエンシング（ChIP-Seq）によりDNAメチル化とヒス
トンの翻訳後修飾状態を比較した。その結果、DNAのメチル化とヒストンの翻訳後修飾の一部の新しい相関関係
が確認された。このことはヒストン修飾に対するDNAメチル化の新しい機能を示唆していた。

研究成果の概要（英文）：To reveal the functional meanings of DNA methylation in Neurospora crassa, a
 series of comparative analyses was performed among wild type and three mutants with deficient or 
showing altered DNA methylation. By using whole-genome bisulfite sequencing (WGBS) and chromatin 
immunoprecipitation combined with massive parallel sequencing (ChIP-Seq), genome-wide states for DNA
 methylation and histone post-translational modification were compared. We observed some interesting
 relationships between histone modifications and DNA methylation, which indicates the existence of 
novel function of DNA methylation on histone modifications.

研究分野： Epigenetics
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１．研究開始当初の背景 
 
 DNAのシトシンの 5メチル化（以降 DNA
メチル化）はヘテロクロマチン形成のマーカ
ーとして知られている。シトシンのメチル化
はゲノム刷り込みや X 染色体の不活化に関
わることが早くから知られており、哺乳類で
はDNA メチル化が正常な発生のために必須
である。また、がん細胞でメチル化の異常が
見られることが知られるようになり、その仕
組みについての研究は医学的にも重要さを
増している 
アカパンカビ（Neurospora crassa）は

DNA メチル化研究のモデル系として古くか
ら注目されている生物である。これはアカパ
ンカビのゲノムサイズは 43 Mbp と小さく、
また、高等真核生物に見られるクロマチン修
飾のほとんどを持っているというエピゲノ
ム研究に適した特性を有することもその原
因の一つであろう。しかし、皮肉なことに、
この生物における DNAのシトシンの 5-メチ
ル化は、分子遺伝学的研究によりそのメチル
化に至るまでの機構が明らかにされている
一方で、DNA メチル化酵素である dim-2 の
欠損が表現型にほとんど影響を及ぼさない
など、この生物における DNA メチル化の機
能的意義はいまだ明らかにされていない。 
 これまでの研究でアカパンカビの DNA の
メチル化は RIP 領域と呼ばれる過去にリピ
ート領域であったゲノム領域に専ら導入さ
れることが明らかになっている。RIP は
Repeat-induced point mutationの略で、こ
の生物が利己的遺伝子から自己のゲノムを
保護する機能である。利己的遺伝子がゲノム
中で複製すると相同性の高い DNA 配列が複
数ゲノム中に存在することになる。RIPはこ
ういったゲノム領域を見つけてはその両方
に変異を加えるという方法で利己的遺伝子
の増幅を防いできたものと考えられている。
ちなみに RIPが起こると CpA配列中のシト
シンが脱アミノ化されて TpA 配列へと変換
される。このため RIP領域は ATリッチにな
り、また TpA 出現頻度も他のゲノム領域に
比べて高くなる。つまり、ゲノム配列情報か
ら配列の特性によって RIP 領域を同定する
ことが可能である。DNA メチル化はこのよ
うな RIP領域に導入されることから、利己的
遺伝子の転写を抑える機構の一つと考える
こともできる。実際に薬剤を用いて DNA メ
チル化を消失させた場合には一部の RIP 領
域からの転写量が増大したとする報告もあ
る。しかし、この現象の一般性やメカニズム
については一切明らかになっていない。 
 
２．研究の目的 
 
 アカパンカビの DNA メチル化は、ヒスト
ン H3 の 9 番目のリジン残基がメチル化
（H3K9me3）された後、H3K9me3 に結合
する活性のある HP-1 と DNA メチル基転移

酵素であるdim-2の複合体が当該領域にリク
ルートされることによって引き起こされる
ことが知られている。この DNA メチル化と
ヒストン翻訳後化学修飾の密接な関係は、逆
に DNA のメチル化がヒストン翻訳後修飾な
どに対して何らかの影響を持つことを疑わ
せる。そこで、野生株と既に DNA のメチル
化状態が変化することが知られているいく
つかの変異体との間でゲノム網羅的な比較
エピゲノム解析と比較トランスクリプトー
ム解析を実施する。DNA メチル化とクロマ
チン・転写状態の関係を明らかにすることで、
この生物の DNA のメチル化の存在意義にア
プローチすることを試みる。 
 
３．研究の方法 
 
材料 
 米国の Fungal Genetics Stock Center か
らアカパンカビの野生株およびDNAメチル基
転移酵素欠損株（dim-2 株）、ヒストン脱アセ
チル化酵素複合体の構成タンパク質が欠損
した 2 株（cdp-2 株、hda-1 株）を入手し、
Fries 完全培地で振とう培養した後菌体を回
収した。 
 
WGBS 
ビードビーターで破砕した菌体をラウリ
ルサルコシルを含む溶解液で加熱インキュ
ベーションしてライセートの抽出を行った。
エタノール沈殿でバッファーを一度除いた
後、得られたペレットを溶解し、プロテアー
ゼを加えてタンパクの分解を進めた。次いで
フェノール抽出とリボヌクレアーゼ処理を
行うことで除タンパクとRNAの除去を実施し、
エタノール沈殿により DNA 標品を得た。 
DNA メチル化状態の測定は、独自に開発し
てきた Post-Bisulfite Adaptor Tagging
（PBAT）法で調製された鋳型をイルミナ社
MiSeq システムにて配列決定することにより
行った。得られた配列データは独自のマッピ
ングプログラム BMap により行い、得られた
マッピング情報も独自の解析ラインを用い
て集計を行った。最終的にデータはゲノムブ
ラウザで可視化した。 
 
ChIP-Seq 
菌体ペレットを緩衝ホルマリン溶液に浸
けクロスリンクを行った後、グリシン液でク
エンチングを行った。この固定化済み菌体ペ
レットを液体窒素で冷却したクールミルを
用いて破砕した後、Covaris C220 にて断片化
を行った。このクロマチンライセートに対し
て１４種類のヒストン翻訳後化学修飾に特
異的な抗体が固相化されたマグネティック
ビーズを加えることでクロマチン免疫沈降
を行った。ビーズ上に濃縮された DNA は溶出
と脱クロスリンク操作の後、イルミナ社のキ
ットに従って鋳型に変換し、イルミナ社
MiSeq を用いて配列決定を行った。得られた



配列データは Bowtie を用いてアカパンカビ
のゲノム配列上にマッピングし、集計を行っ
た。 
 
RNS-Seq 
 菌体ペレットを液体窒素で冷却したクー
ルミルで破砕した後、トリゾルを用いて RNA
抽出を行った。DNaseI 処理の後、Ribo-Zero 
Magnetic Gold Kit により rRNA の除去を行っ
た。NEBNext Ultra Directional RNA Library 
Preparation Kit により鋳型調製を行い、イ
ルミナ社 MiSeq を用いて配列決定を行った。
配列データの解析は Tophat/Cufflinks を用
いて実施した。 
 
 
４．研究成果 
 
メチル化変異体間の比較メチローム解析 
 
 WGBS によるメチロームの比較は野生株と
cdp-2 株および hda-1 株の 3 者で行った。こ
こでdim-2株を解析対象から除外した理由は
この株ではDNAのメチル化が完全に消失して
いることが知られているため、データを取得
する意味が無いためである。 
 面白いことに同じ HDAC 複合体の構成因子
である cdp-2 と hda-1 の変異体は DNAのメチ
ル化パターンに違いがあることが判明した。
このことは cdp-2 と hda-1 には異なる機能が
あることを意味しており、今後の解析に期待
がもたれる。また、過去の野生株のメチロー
ム解析から DNAのメチル化は RIP領域と呼ば
れるゲノム領域に集中していることがわか
っており、このメチル化の程度は RIP 領域の
サイズに依存していることが示されている。
cdp-2 と hda-1 で野生株と異なるメチル化状
態を示した領域はそのほとんどが小さな RIP
領域であり、特に 5kbp 以下の領域で顕著な
傾向があることが明らかになった。 
 
変異体間の比較 ChIP-Seq 解析 
 
 ChIP-Seq解析ではH3K9me3、H3K4ac、H3K9ac、
H3K14ac、H3K18ac、H3K27ac、H3K36ac、H3K56ac、
H3K79ac、H4K5ac、H4K12ac、H4K16ac の 12 種
類の抗体を用いて解析を行った。 
 まず、過去に DNA メチル化との相関が示さ
れている H3K9me3 と DNA メチル化の局在の比
較を試みた。その結果、過去の報告通り、DNA
メチル化が観察された領域はそのほとんど
の領域で H3K9me3 の局在が観察された。この
傾向は hda-1 変異体で特異的に DNAメチル化
が消失したゲノム領域でも確認され、DNA メ
チル化とH3K9me3の強い相関があらためて確
認された。 
 その一方で、DNA のメチル化が局在してい
るにもかかわらず、H3K9me3 の局在が確認出
来ないゲノム領域が124領域存在することも
明らかになった。従来の DNA のメチル化モデ

ルに即して考えると、この領域は DNA のメチ
ル化が導入された後に H3K9 のトリメチル化
が除かれたことになる。あるいは H3K9me3 非
依存的にDNAのメチル化が導入された領域で
ある可能性もある。面白いのはこういった領
域のほとんどが 2kbp 以下の小さい領域であ
るという点である。このことは DNA メチル化
の確立機構とDNAメチル化あるいはヘテロク
ロマチンの維持機構が別々に存在する可能
性も示唆している。 
 次に H3K9me3と同じアミノ酸残基が対象と
なる翻訳後修飾である H3K9ac と DNA メチル
化の関係を調べた。面白いことに過去に
H3K9acとDNAメチル化の逆相関が議論された
例があるにもかかわらず、ゲノム規模では
DNAのメチル化とH3K9acの局在には大きな相
関がないことが明らかになった。この結果は
H3K9ac を脱アセチル化することにより H3K9
のトリメチル化が進行するきっかけになる
と考えられてきた既存のモデルに対して否
定的なものであった。こういった H3K9ac と
同様の局在を示すものをその他のデータと
比較した結果、H4K16ac が同定されている。 
 
転写とエピゲノムの関係 
 
 DNA メチル化はヘテロクロマチン形成と強
い相関が他の生物で示されており、またアカ
パンカビにおいてもDNAメチル化の阻害剤に
よる DNAメチル化消失が DNAメチル化の局在
するゲノム領域の転写活性化に寄与した報
告がある。そこで、最後に RNA-Seｑによる
mRNA 定量とエピゲノム変化の相関解析を行
った。その結果、cdp-2 や hda-1 株では転写
量が増大している RIP 領域が観察された。し
かし、こういった領域で DNA のメチル化の局
在量に変化が起こった領域は見いだされな
かったため、DNA のメチル化が転写調節と直
接関わっている可能性は低いものと結論づ
けられた。 
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