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研究成果の概要（和文）：エピゲノム情報が進化を推進するプライマリーな要素だと考えられる。本研究では、メダカ
を使ってエピゲノム情報を収集・解析し、それらの進化を詳しく調べた。その結果、パラログ遺伝子領域に関して、ゲ
ノム配列の保存度と配列のDNAメチル化の保存度とは相関していないことを見出した。さらに、ロングリードを用いて
細胞間のDNAメチル化の多様性をより効率的に捉える手法を提案し、細胞集団におけるDNAメチル化の不均一性を解明し
た。具体的には、ゲノム全域にわたって低メチル化領域のDNAメチル化の不均一性が抑えられたことを明らかにし、高
・低メチル化領域の境界における漸次的に変化するメチル化パターンを最初に発見した。

研究成果の概要（英文）：Epigenetic information has been considered to be the primary driver for 
evolution. In this research, we collected epigenetic information of medaka fish and studied epigenetic 
evolution in depth. One of our findings is methylation level conservation rates of paralogue gene pairs 
seem to be uncorrelated with DNA sequence conservation rates of them. Another one is that we designed a 
new efficient approach to study cell-to-cell variability of cytosine methylation, which is essential for 
deeply understanding inherent cellular perturbation. Comparing methylation status of coexisting CpG sites 
on long sequencing reads, we observed repressed methylation variability in hypomethylated regions across 
the entire genome, and a first gradational change of methylation status on boundaries of hypomethylated 
regions. This approach allows a concise and comprehensive assessment of cell-to-cell DNA methylation 
variability.
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１．研究開始当初の背景 
(1) 進化の中心要素であるゲノム配列より、

遥かに環境要因に柔軟に適応するエピ
ゲノムのほうが、進化を推進するプライ
マリーな要素だと考えられる。しかし、
エピジェネティック情報と生命現象の
制御との関係は未解決な問題が多く、特
に進化上の重要プロセスである全ゲノ
ム重複について、網羅的なエピゲノム研
究はほとんど行われておらず、その保存
パターンと制御の詳細についてまだ解
明されていない。 
 

(2) 技術革新によって、次世代シーケンサを
使えば全ゲノム領域のエピゲノム情報
の収集を容易にできた。また、以前の研
究によって、申請者らは一塩基解像度
DNA メチロームを同定する生物実験手法
とインフォマティクス技術の確立をし
た。(Qu et al. 2012) 

 
２．研究の目的 
本研究では、インフォマティクスの技術を駆
使し、メダカを使って DNA メチル化や、クロ
マチン修飾因子などのエピジェネティック
情報を収集解析し、エピジェネティック情報
の進化と制御を解明することを目指してい
た。 
(1) DNA メチル化をはじめとする多数のクロ

マチン修飾因子などのエピジェネティッ
ク情報が、全ゲノム重複によって形成さ
れたパラログ領域において、どのような
進化をたどり、制御機能を獲得したかを
明らかにする。 
 

(2) エピゲノミクスレベルの細胞摂動とその
分子機構の理解するために、細胞集団に
おける DNA メチル化の不均一性・多様性
を明らかにする。 

 
３．研究の方法 
(1) バイオインフォマティクスの手法を使っ

て、収集したエピジェネティック情報を
ゲノムへ高精度にマッピングした。Ka/Ks
解析によって全ゲノム重複に由来する染
色体ブロックの同定と、パラログ遺伝子
のゲノム配列の保存度の比較と、進化的
に保存された低メチル化領域のエピゲノ
ムの特徴を分析した。 

(2) 我々は先ず、ロングリードにおける連鎖
するシトシンメチル化（CpG サイト）を
利用して、細胞間の DNA メチル化の多様
性をより効率的に捉える手法を開発した。
この手法のもとに、メチル化の連鎖情報
を得られるための Illumina 社 MiSeq 
Systems を使う全ゲノムバイサルファイ
トシーケンシング実験を実行し、具体的
にはメダカの肝臓細胞を使った実験と情
報解析を行った。 

 

４．研究成果 
(1) 収集したメダカのDNAメチル化とクロマ

チン修飾マークなどのエピジェネティ
ック情報とメダカゲノムの進化速度と
の関係を調べた。パラログ遺伝子領域に
関して、ゲノム配列の保存度と配列の
DNA メチル化の保存度とは相関していな
いことを見出した（図 1）。これによって、
DNA メチル化の進化にはトランスエレメ
ントが関与することが示唆された。 

 
図 1. パラログ遺伝子における DNA メチル

化の保存度と DNA 配列の保存度との関係。 

 
 

(2) 細胞集団におけるDNAメチル化の不均一
性・多様性の解明。以下の成果をまとめ、
現在投稿中である。 
① 細胞間の DNA メチル化の多様性をよ

り効率的に捉える新しい手法を提案
した。具体的には、ロングリード
（Illumina 社 MiSeq シーケンサ、
2x300bp ペアエンド）における連鎖
するシトシンメチル化（CpG サイト）
を解析した（図 2）。我々は、3～21
個の隣接 CpG サイトのメチル化の連
鎖情報の抽出に成功し、隣接 5 つの
CpG サイトのメチル化パターンに注
目した場合、全 CpG サイトの 38%を
カバーできた。これは以前の手法
（Landan et al. 2012）より 100 倍
もカバー率を上げた。 

 

 
図 2. ロングリードからより長い DNA メチ

ル化の連鎖情報が得られる。 
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② ゲノム全域にわたって低メチル化領
域の DNA メチル化の不均一性が抑え
られたことを明らかにした。細胞間
のメチル化パターンの多様性を測る
指標として、われわれはジニ係数 G 
(G = 1-Σ(Pi

2))を使った。Piはメチ
ル化パターン i の頻度である。メチ
ル化パターンが均一の場合は G = 0、
逆にメチル化パターンが非常に不均
一で、多様な場合は G が 1 に近づく
（図 3）。興味深い発見は、メチル化
パターンの多様性は低メチル化領域
に抑えられることである。これは
DNA メチル化の複製に関わるメチル
トランスフェラーゼの酵素の精度が
不完全であることが示唆された。図
3 は隣接 5 つの CpG サイトのメチル
化パターンの分布を示しているが、
同様の傾向は、全ての 3〜21 個の隣
接 CpG サイトのメチル化パターンに
おいて観察された。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

図 3. DNA メチル化パターンの多様性は

高メチル化、低メチル化と中間的にメチ

ル化された領域に大きく異なる。 

 
 

③ 高・低メチル化領域の境界における
漸次的に変化するメチル化パターン
を最初に発見した。今までは高・低
メチル化領域の境界に、メチル化レ
ベルの平均値が大きく変わることが
よく知られるが、その変化の詳細は
不明であった。我々の手法を使い、
ローグリードにおけるメチル化のパ
ターンの頻度に比率の差の検定を行
い、トップに相違であったパターン
のほとんどが漸次的なメチル化の変
化をサポートすることが明らかであ
った（図 4）。 

 
 

 

 

図4. 高・低メチル化領域の境界におけるDNA

メチル化パターンの変化。従来の手法によれ

ば、平均化されたメチル化レベルが得られる

（上図）ことに対して、ロングリードにおけ

るメチル化の連鎖を使えば、より詳細な変化

の様子が捉える（中図）。比率の差の検定を

行った場合のトップ 10 個のパターン（頻度

>1%, 下図）がリストされたが、トップの 7

個は漸次的変化を構成している。 
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