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研究成果の概要（和文）：トランスオミクスにおいて重要なエピゲノム解析技術の高感度化および多重化に取り
組み、独自のTACSライゲーションを開発してメチローム解析技術PBATを高度化するとともに、新規in vivoゲノ
ムフットプリント法DMS-seqを開発した。更に、TACSライゲーションを利用して非定型的DNA構造に富む新規セル
フリーDNAを発見した。また多重エピゲノム解析技術開発の基盤となる新規DNAメチル化酵素を同定した。

研究成果の概要（英文）：In this project, we aimed to develop highly-sensitive and/or multiplexed 
epigenome sequencing methods, which should be critical to accelerate trans-omic analyses. First, we 
developed a highly efficient method for single-stranded DNA ligation termed TACS ligation and 
introduced it to further improve the performance of PBAT, the most sensitive and reliable methylome 
sequencing method of our own. Second, we developed DMS-seq for in vivo genome-wide mapping of 
protein-DNA interactions and nucleosome centers, thus adding a unique method to the toolbox for 
epigenomics. Third, we applied TACS ligation to cell-free DNA analysis and revealed a novel class of
 short single-stranded DNA enriched with noncanonical DNA structure, or antisense of G-quadruplex 
structure. Fourth, we identified a novel DNA methyltransferase, which should lay a basis for a 
multiplexed epigenomics method to encode histone modification information to methylation of 
neighborhood DNA.

研究分野： ゲノム科学

キーワード： DNAメチル化　ゲノムフットプリンティング　セルフリーDNA　DNAメチル化酵素

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
全ゲノムバイサルファイトシーケンシングにおいて有数の実績を残してきたPBAT法が新技術TACSライゲーション
の開発によって更に高度化されて支援に活用されたことによって、メチローム解析を含む多彩な研究が数多く促
進された。更に新規ゲノムフットプリント法の開発により、エピゲノム解析手法のレパートリーが拡がった。ま
た長らく見落とされてきた新規クラスの発見によって、血中セルフリーDNAの全貌を明らかにした。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 トランスオミクスでは、同一試料から様々な階層の計測を行ない、その結果を統合的に解析す
る必要がある。特にエピゲノムは、DNA メチル化・各種ヒストン修飾・ヒストンバリアント・
ヌクレオソーム配置・クロマチンアクセシビリティ・核内高次構造等の実に多種多様なサブ階層
から構成されていることから、エピゲノム解析自体がトランスオミックとならざるを得ないと
いう特性を備えている。したがって、次世代エピゲノム解析技術に求められるものは、必要な試
料の量を最小化する計測の高感度化か、複数階層を同時に計測する計測の多重化になる。研究開
発当初は、トランスクリプトーム解析で始まった一細胞解析に刺激されたエピゲノム解析の超
高感度化への取り組みが始まる一方で、多重計測に向けた模索も始まりつつあるという状況で
あった。 
 
２．研究の目的 
上記の認識の下、本研究においては、エピゲノム解析技術の高感度化および多重化を意識した

計測手法の開発研究に取り組む。特に、研究代表者が開発実績を持つ高感度・高精度メチローム
解析技術 PBAT について、更なる高度化を要素技術の開発を通して実現することを目指す。そう
して高度化された PBAT を用いて領域内の各課題におけるメチローム解析を支援し、代謝アダプ
テーション研究の推進に貢献する。また、新規エピゲノム計測技術および多重エピゲノム解析技
術の開発に取り組むとともに、その過程で開発された各種技術の応用展開を図る。 
 
３．研究の方法 
（１）次世代メチローム解析技術の開発 
 PBAT は、バイサルファイト変換されたゲノム DNA(BS-DNA)の相補性 DNA を２回のランダムプ
ライミングによって合成することによって、全ゲノムバイサルファイトシーケンス（WGBS）を行
う技術である。PBAT は、一細胞解析も可能な高感度のみならず、最も高い正確性を有すること
が示されている。しかしながら、PBAT には、①ライブラリ断片長が短い、②極微量解析時のマ
ッピング率が低い（人工副産物が多い）、③低 GC含量領域のカバレッジが低下する、という欠点
があった。これらはいずれもランダムプライミングに起因するものと考えられる。そこでランダ
ムプライミングに代わる効率的なアダプタ付加法を開発することで、これらの欠点を克服した
次世代 PBAT の開発を目指す。 
 
（２）次世代ゲノムフットプリント法の開発 
 ゲノム DNA とタンパク質の相互作用をゲノムワイドに解析するフットプリント法は、DNaseI
を利用するために核の単離を前提とし、技術的難易度も高くならざるを得なかった。この点を克
服するために、細胞膜透過性の DNA メチル化試薬であるジメチル硫酸(DMS)による in vivo フッ
トプリンティングに着目し、これを次世代シーケンシングと組み合わせてゲノムワイドに展開
する DMS-seq の開発を試みることとした。 
 
（３）新規要素技術を用いたセルフリーDNA(cfDNA)解析 
 PBAT の高度化のために開発された効率的一本鎖 DNA(ssDNA)連結技術である TACS ライゲーシ
ョン法(以下 TACS)を ssDNA 解析法の導入が転写因子フットプリントの検出に有効とされる血中
cfDNA 解析に応用する。 
 
（４）多重エピゲノム解析の要素技術開発 
 ヒストン修飾の情報を近接 DNA にメチル化としてエンコードした上でメチローム解析を行う
ことによって、内在性メチル化情報を一緒にデコードする方法に必要な技術の開発を行う。 
 
４．研究成果 
（１）次世代メチローム解析技術の開発 
 BS-DNA は変性した ssDNA であることから、ランダムプライミングに代わるアダプタ付加法と
して、我々は効率的な ssDNA 連結法の開発に取り組んだ。ssDNA 同士を連結する活性を有するの
は DNA リガーゼではなく RNA リガーゼである。しかしながら、RNA リガーゼの ssDNA 連結活性は
RNA 連結活性に比較すると各段に低い。RNA リガーゼは、形成するホスホジエステル結合の 3’
末端側がリボヌクレオチド(rNMP)であることに敏感であるが、5’末端側はデオキシリボヌクレ
オチド(dNMP)であっても問題がない。したがって、標的 ssDNA の 3’末端に rNMP を付加すれば、
RNA リガーゼによって ssDNA アダプタと効率的に連結することが可能な筈である。ssDNA の 3’
末端に dNMP を付加する Terminal deoxyribonucleotidyl transferase (TdT)は、rNTP を基質と
して与えると 2 ないし 3 残基を付加したところで反応が停止することが知られていた。そこで
我々は、ATP 存在下で TdT 処理することによって ssDNA の 3’末端に rAMP を付加した後、RNA リ
ガーゼを加えることで ssDNA アダプタと連結する方法を開発し、TdT-assisted Adenylate 



Connector-mediated ssDNA ligation (TACS)
と命名した（右図）。TACS は通常の RNA リガ
ーゼによるssDNA連結よりも格段に効率がよ
いことが判明した。また 2-3 残基の rAMP が
連続して存在する ssDNA であっても Taq DNA
ポリメラーゼが相補鎖を合成できることも
判明した。 
 
 そこで我々は、まず BS-DNA 上でランダム
プライミングによって得られた相補性DNAに
TACS で ssDNA アダプタを付加する tPBAT を
試みた。その結果、インサート長の改善が見
られた。また、投入 DNA 量を極微量まで減ら
してもライブラリ収量がそれに応じて減少
してゆくことが判明し、実際にシーケンスを
行ってもマッピング率が低下しなかった。以
上より、PBAT 原法の問題点①と②が解決され
たことが分かった。そこで tPBAT を用いて領域内のメチローム解析の支援を行い、いずれにおい
ても所期の WGBS データの提供に成功した。 
 tPBAT は、PBAT 原法の欠点①と②を克服できたが、③については大きな改善を達成できなかっ
た。その原因は、BS-DNA 上でのランダムプライミングを排除できていないことにある。そうせ
ざるを得なかったのは、BS-DNA の 3’末端に対しては TACS による ssDNA 連結がホスファターゼ
処理を施しても効率的に働かなかったからである。この結果は、BS-DNA の 3’末端が OH基でも
リン酸基でもないことを示唆しており、デオキシリボースが開裂したような構造を取っている
ことが予想された。そこで想定される構造を除去できる可能性のある酵素を検討し、その酵素を
発現精製した上でアルカリフォスファターゼとともに BS-DNA に作用させたところ、TdT による
3’末端標識効率が各段に向上したことから、3’末端を OH 基に変換できたことが分かった。3’
末端構造が確定した訳ではないが、末端修復処理によって BS-DNA を TACS の基質とすることが
可能となった。 
そこで末端修復を施した BS-DNA に TACS でアダプタを付加した上で、アダプタに相補的なプラ

イマーから相補鎖を伸長させた上で第２のアダプタを付加することを試みた。第２のアダプタ
を TACS で連結する方法(TACS-TACS 法)を試みたところ、低 GC含量領域のカバレージが劇的に改
善した。Neurospora ゲノムには局所的に極端に ATに富む領域(RIP 領域)が存在し、PBAT や tPBAT
ではその領域のカバレッジが極端に低下していたが、TACS-TACS では全く問題なくカバーされた。
ゲノム全体のカバレージも極めて理想的な状態となった。一方でライブラリ収率自体は tPBAT よ
りも低下し、期待されたライブラリ断片長の更なる伸長も見られなかった。前者の改善を目指し
て、第２のアダプタを T4 DNA リガーゼで付加する方法(TACS-T4)も試みたが、大きな改善は得ら
れなかった。以上の結果は、BS-DNA 上での相補鎖合成が末端まで達していない分子が多いこと
を示している。そこで様々な DNA ポリメラーゼおよびその変異体をテストして最適化を進めた
結果、損傷乗越え型酵素との併用が有効であることが判明した。 
 以上、tPBAT の開発によって実用レベルでの PBAT の高度化に成功するとともに、TACS-TACS と
TACS-T4 による更なる改善の方向性も明らかにすることができた。 
 
（２）次世代ゲノムフットプリント法の開発 
 DMS による in vivo フットプリンティングをゲノムワイドに行う DMS-seq の着想を得て、出芽
酵母をモデルに各種条件の最適化を進めた。DMS は２本鎖 DNA 中の Gと Aをメチル化する。メチ
ル化された DNA をポリアミンと APE-1 で処理するとメチル化部位で切断が起こる筈である。実
際に in vivo で DMS 処理をした細胞から回収した DNA に上記の反応を行った上でライブラリ化
してシーケンスすると、切断部位の 99%は Gか Aであることを確認した。 
得られた断片をマップすると遺伝子間領域、特に転写開始点上流に顕著なピークが形成され

た。これはヌクレオソームフリー領域に存在する非定型的クロマチン粒子を検出したものと思
われた。更に DMS-seq のリードは、様々な転写因子結合モチーフを中心とするピークを形成し
た。また、DMS 切断点を基準に算出したフットプリントは ChIP-seq ピークとよい相関を示し、
刺激によるピークの変動もα因子処理による Ste12
結合部位で確認された。一方、遺伝子体部では DMS-
seq のピークが一定間隔で出現する振動パターンを
示したが、興味深いことに MNase-seq パターンと位相
が逆になっていた（右図）。この結果は、MNase がリン
カーDNA を切断するのに対して、DMS がヌクレオソー
ムの中心部(dyad）を優先的に切断することを示唆す
る。ヌクレオソーム dyad を最も正確に同定したヒス
トン変異体を用いる化学修飾法のデータと DMS-seq
のデータを比較したところ、dyad が DMS によって優



先的に修飾されることが確認された。したがって、DMS-seq は遺伝子改変なしに直接的にヌクレ
オソーム中心点を同定できる初めての方法となった。更に酵母のみならずヒト培養細胞 IMR-90
でも CTCF の結合やヌクレオソーム中心の検出が可能であることが確認された。 
 以上より DMS-seq は他の手法にはないユニークな特徴を備えた in vivo フットプリント法で
あることが確認された。DMS-seq におけるピークのアノテーションシステムについても検討を予
定していたが、公共 ChIP-seq データを集積した ChIP-Atlas がその機能を代替できることが判
明した。 
 
（３）新規要素技術を用いたセルフリーDNA(cfDNA)解析 
 TACS は従来の ssDNA 連結技術を遙かに凌駕する効率を示したことから、様々な ssDNA 解析で
有用な要素技術になることが期待された。一方、Snyderらにより血中cfDNAを解析する際にssDNA
ライブラリを作成すると、通常の解析対象であるヌクレオソームサイズの cfDNA よりも短い断
片が回収され、それらが転写因子結合部位(TFBS)のフットプリントになることが報告されたた
め、TACS を血中 cfDNA 解析に応用することとした。 
 cfDNA に関する基礎情報を得るべく、TdT による 3’末端標識と変性ポリアクリルアミドゲル
電気泳動法で cfDNA のサイズ分布を検討する実験系を構築して、各種条件の検討を行った。その
結果、ヒト血漿から Proteinase K 処理-フェノール・クロロフォルム抽出-イソプロパノール沈
殿 (PPIP 法)によって DNA を回収すると、約 50 nt の ssDNA が鋭いピークを形成すること、つま
りヌクレオソームサイズの断片とほぼ同等のモル数存在することが判明した。この断片を cell-
free short single-stranded (3S) DNA、略して C3D と命名した。血漿を ssDNA 得的ヌクレアー
ゼで処理すると、ヌクレオソームサイズの断片が影響を受けないのに対して、C3D は消失したこ
とから、C3D は DNA 回収操作中に生じたものではなく、元来、血漿中に ssDNA で存在しているこ
とが示された。興味深いことに、幅広く利用されている市販のカラムベースの DNA 調製キットで
は C3D は回収されないし、僅かに回収されても ssDNA 用プロトコルを用いない限りはライブラ
リ化されることもない。そのため、C3D は従来の
研究で完全に見落とされてきたものと思われた。 
 そこで我々は PPIP 法で回収したヒト血中
cfDNA に対して TACS-T4 法を用いてライブラリを
作成し、シーケンシングを行った。得られたデー
タを解析した結果、C3D に相当する短いリードを
ゲノムにマッピングするとピークを形成する分
画(C3Don)と形成しない分画(C3Doff)に大別される
ことが分かった。後者は TFBS に富み、Snyder ら
が報告した短鎖cfDNAに相当する性質を備えてい
た。一方、C3Donは G-quadruplex (G4)構造の相補
鎖に富む独特の構成を示した（右図）。C3Donの生
成機構や病態生理学的意義は今後の課題である
が、これまで全く報告されていない新しいクラス
の cfDNA の存在を明らかにすることができた。 
 
（４）多重エピゲノム解析の要素技術開発 
 エピジェネティクスの２大分子機構は DNA メチル化とヒストン修飾であり、両者の間の機能
的連関も明らかにされている。しかしながら、両者に関する情報は、同一試料を分割して、それ
ぞれの方法で取得されている。そのため、同一染色体上における両者の関係は明らかではない。
この問題を克服するための方法として、我々はヒストン修飾情報を DNA メチル化に変換して、内
在性メチル化情報と一緒に読み出す方法を考案した。具体的には、ヒストン修飾のリーダータン
パク質ないし特異的抗体に DNA メチル基転移酵素(DNMT)を融合させておき、ヒストン修飾の近
傍の DNA をメチル化した上で、メチローム解析を行うというものである。この発想は H3K9me を
認識するドメインを持った DNMT が DNA をメチル化することによって、H3K9me と DNAme の分布が
一致する Neurospora のエピゲノム解析からヒントを得たものであった。 
 当初は DNMT として GATC 中の A の 6 位をメチル化する Dam の利用を検討した。具体的には、
DpnI と DpnII で切断して作成したライブラリをシーケンスして、末端修復パターンの違いでメ
チル化部位と非メチル化部位を識別する DamID-seq を開発した。この方法を用いて、dCas9-Dam
を発現した酵母で標的部位近傍のメチル化の検出を行った。また、ナノポアシーケンサーMinION
による直接検出の検討も並行して行った。 
 その後、ヒストン修飾の多重検出を行うため、異なる配列コンテクストで Cの 5位をメチル化
する酵素の利用を検討した。哺乳類のメチル化は主として CGに起こる。これまでに GC メチレー
スを用いてクロマチンアクセシビリティと内在性メチル化を同時に検出する NOMe-seq が報告さ
れている。GC 部位のうち、GCG 配列については人工的に導入した GC メチル化と内在性 CG メチ
ル化の識別ができない。そこで CG とは重ならない認識配列を持った DNMT の検索を行うことと
した。具体的には、細菌の CG メチレースおよび GC メチレースと相同性を有する配列をデータベ
ースから検索し、それらの人工遺伝子を大腸菌で発現させて、その発現株のゲノム DNA に対して
tPBAT による WGBS を行うことで認識配列を同定することとした。この実験系を用いてスクリー



ニングを行った結果、これまでに報告のない新しい認識配列を有する DNMT を同定することがで
きた。この酵素を精製して単離核に作用させたところ、NOMe-seq が可能であることを確認され
た。よってこの酵素はヒストン修飾の DNA メチル化エンコーディングに利用可能であると考え
られ、ヒストン修飾エンコーダー分子を構築するための基盤が整備された。 
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