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研究成果の概要（和文）：5-ヒドロキシメチル化シトシン（5hmC）は5-メチル化シトシン（5mC）から合成され、脱メ
チル化反応における中間代謝産物として近年注目されている。5mCと5hmCを区別することのできる酸化バイサルファイ
ト法を用いて、代表的なインプリンティング異常疾患であるKagami-Ogata症候群（KOS）における5mCおよび5hmCの分布
を解析した。血液中には5hmCは含有量が少なく、KOSにおいて5hmCが果たす役割は不明であったが、一方で脳組織には5
hmCが多く含まれていることが確認された。インプリンティング異常疾患の多くは神経症状を伴うことから、神経組織
の解析が重要であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：5-hydroxymethylcytosine (5hmC), converted from 5-methylcytosine (5mC) by TET 
enzymes, is an intermediate of the demethylation pathway. We applied the newly developed oxidative BS 
(oxBS) treatment to detect 5hmC in blood samples from Kagami-Ogata syndrome (KOS) patients. As a result, 
it was found that 5hmC was not a major component in abnormally hypermethylated IG-DMR or at a global 
level, at least in blood from KOS patients. As the brain sample contained large amounts of 5hmC, the 
neural tissues of KOS patients are promising candidates for analysis in elucidating the role of 5hmC in 
the neurodevelopmental context.

研究分野：小児科学　臨床遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
ゲノムインプリンティングとは、母親と父
親由来のゲノムにその親由来の起源が記憶
される哺乳類に特有の現象であり、その結果、
母方と父方から受け継がれた一対の対立遺
伝子が識別され異なる発現を示す。母方と父
方染色体とで異なるメチル化を呈する領域
（Differentially methylated region: DMR）がイ
ンプリンティング遺伝子の発現を規定して
おり、インプリンティング調節領域
（Imprinting control region: ICR）と呼ばれる。
メチル化を欠損したマウス胎児ではインプ
リンティング異常が見出されることが知ら
れており、実際にヒトにおいても、ICRにお
ける先天性のメチル化異常はSilver-Russell症
候群、Beckwith-Wiedemann 症候群、
Prader-Willi症候群、Angelman症候群、
Kagami-Ogata症候群（KOS）、Temple症候群
などの先天異常症候群の原因となる。一方で
後天性のメチル化異常は、生活習慣病や癌、
精神疾患等の原因となることが知られてい
る。メチル化をはじめとするエピジェネティ
ックな DNA修飾は可塑性を伴いダイナミッ
クに変化するため、こうしたメチル化異常
（エピ変異）は DNA配列そのものに起こる
変異よりも容易に起こり、また容易に修復さ
れると想定されるが、そのメカニズムは未だ
に明らかにされていない。 

2009年、5-メチル化シトシン（5-methyl C: 
5mC）の酸化反応により得られる 5-ヒドロキ
シメチル化シトシン（5-hydroxymethyl C: 
5hmC）がマウス神経細胞や ES細胞のゲノム
DNAに存在することが報告された
（Kriaucionis et al. Science 2009, Tahiliani et al. 
Science 2009）。その後、ヒドロキシル化酵
素TET1-3による脱メチル化カスケード（図
１）の存在が示され、5hmCは 5mC→Cと
いう DNA脱メチル化反応の途中で合成さ
れることが判明した（Guo et al. Cell 2011）。
以来、5hmCは「第 6の塩基」として大きな
注目を集めている。特にこれまで幹細胞研究
の分野で精力的な解析が行われており、ES
細胞の分化全能性維持のために 5hmCが必須
であること（Ito et al. Nature 2010）など、重
要な知見が次々に明らかとなっている。しか
しながらメチル化とゲノムインプリンティ
ングは密接に関与しているにも関わらず、ヒ
ドロキシメチル化とゲノムインプリンティ
ングの関係についての研究は、マウス、ヒト
いずれにおいてもこれまで全くなされてい
ない。また特記すべきことに、5mCの検出の
ためにこれまで 20年来行われてきたバイサ
ルファイト処理による塩基置換では、5mCと
5hmCとを鑑別することができないことが判
明した（Huang et al. Plos One 2010）。この事
実は、これまで 5mCと評価していたものの少
なくとも一部は 5hmCである可能性があるこ
とを意味し、この結果、メチル化研究におい
て大きなパラダイムシフトが起きている。 
 

 
 

 
２．研究の目的 
上記の背景およびこれまでのマウスでの研
究成果をもとに、本研究ではゲノムインプリ
ンティング異常に起因するヒト先天異常症
候群において 5hmCの果たす役割を明らかに
することを目標とする。特に 5hmCが脱メチ
ル化の中間代謝物であることに注目し、DNA
メチル化の可塑性を踏まえて5mC/5hmCの挙
動を明らかにし、新しい診断方法や治療薬の
開発の基盤となる知見を目指す。 
 
３．研究の方法 
研究開始当初は、5mC/5hmC抗体を用いた
免疫沈降法による解析を予定していたが、酸
化バイサルファイト（oxBS）法を代替法とし
て導入することにより、一塩基レベルの解像
度でより詳細かつ正確な解析が可能となっ
た。従来のバイサルファイト（BS）法では、
5hmCと 5mCとを識別することは不可能であ
ったが、oxBS法ではそれが可能となった。
すなわち BS法では、Cが Tに変換される一
方で、5mCおよび 5hmCは変換されず Cと判
定される。oxBS法では、まず過ルテニウム
酸カリウム（KRuO4）を用いた酸化反応によ
って 5hmCのみが 5-formylcytosine（5fC）に
変換される。引き続いてのバイサルファイト
処理により、Cと 5fCが Tに変換される一方
で、5mCは変換されず Cと判定される。従っ
て、①元の配列、②バイサルファイト処理、
③KRuO4酸化＋バイサルファイト処理、の三
者の配列を比較することにより、一塩基の解
像度で C、5mC、5hmCの同定が可能である。
具体的には BSによる定量値（メチル化比
率）は 5mCと 5hmCの合計であり、一方で
oxBSによるそれは 5mCのみを含むため、
BSから oxBSを差し引きすることで 5hmC
の定量値が得られる（図 2）。 

 
 

(図 1) 



 

 
今回は、代表的なインプリンティング異常
疾患であり、IG-DMRの高メチル化により発
症し、羊水過多、ベル型小胸郭、腹壁異常、
精神運動発達遅滞等を示すインプリンティ
ング異常症である KOS症例を集積し解析を
行った。まず、oxBS処理サンプルを用いて、
メチル化異常が確認されている IG-DMRにお
いてパイロシークエンス法を行い、通常の BS
法によるメチル化比率から差し引くことで
5hmCを定量した（oxBS-pyro）。次に、oxBS
処理サンプルを DNAメチル化ビーズアレイ
（Illumina Infinium HumanMethylation450 
BeadChip）で解析し、ゲノムワイドな 5hmC
の分布を検討した（oxBS-array）。 
 
４．研究成果 

KOS患者末梢血 DNAにおいては、正常コ
ントロールと同様に 5hmCの含有量が非常に
少なく、IG-DMR等の ICRを含めて特徴的な
分布パターンは認められなかった。一方で正
常脳DNAには多量の 5hmCが含まれており、
これは既報と一致した（図 3）。 

 
KOS 症例（Pt1-3）および正常コントロールの
末梢血、脳を用いた IG-DMR における
oxBS-pyro 解析 

 
血液中には 5hmCは含有量が少なく、KOS
において 5hmCが果たす役割は不明であった
が、一方で脳組織には 5hmCが多く含まれて
いることが確認された。インプリンティング
異常症は神経症状を伴うことから、神経組織
の解析を今後行う必要があると思われた。脳
サンプルの入手は困難であることを踏まえ、
患者由来 iPS細胞から神経細胞を分化誘導し、
解析を継続中である。 
本研究の成果は Clinical Epigenetics誌 2015
年 7巻 1号に掲載された（研究代表者山澤が
最終・責任著者）。これは世界で初めてのヒ
トインプリンティング異常症における 5hmC
に関する報告である。 
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