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研究成果の概要（和文）：本研究事業を通じ、ゲノムDNA中に存在するヒドロキシメチル化を網羅的に解析する
新規解析手法を新たに開発した。この方法を用いて、先天性のメチル化異常に起因する稀少疾患症例を対象とし
てヒドロキシメチル化の分布を解析し世界で初めて報告した。一方で遺伝性腫瘍に関しては、収集できた臨床検
体が少なく、またDNAの変性が著しいため解析に難渋した。検体の再収集や再解析などが必要で想定よりも時間
を要したため、研究期間内には新規知見の発見に至っていない。研究期間終了後も、本解析を継続している。

研究成果の概要（英文）：The novel method to analyze the distribution of 
methylation/hydroxymethylation in genomic DNA has been developed. Using this method, we first 
reported the hydroxymethylation status in congenital human imprinting disorders. Next, we have tried
 to analyze the blood and tumor samples derived from the hereditary tumor syndromes; however, a 
limited number of tumor samples and denaturation of DNA have created much difficulties in performing
 the analysis. It has taken more time than expected to re-collect and re-analyze human tumor 
samples, thus the investigation has yet to be completed. We are still conducting the analysis.

研究分野： エピジェネティクス
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１．研究開始当初の背景 
がんの多くは体細胞変異により発症するが、
約 5〜10％のがんは遺伝的に世代を越えて継
承されうる生殖細胞変異に起因し、若年発症、
多臓器重複、血縁者内に複数が発症、といっ
た特徴が認められる。BRAC1/2 遺伝子の生殖
細胞変異は遺伝性乳がん・卵巣がん（以下、
HBOC）の主たる原因であり、変異を有する
患者の 50〜80％は新たな乳がんを発症する
（Antoniou et al. Am J Hum Genet 2003）。しか
しながら HBOC 患者の約半数には病的変異
が認められず（Sugano et al. Can Sci 2008）、他
に原因となる（エピ）ゲノム異常の存在が示
唆される。 
近年、生殖細胞系列におけるがん関連遺伝子
のエピ変異（メチル化異常）と遺伝性腫瘍、
特にリンチ症候群との関連が指摘されてい
る（Hitchins et al. Cancer Cell 2011）。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、メチル化異常のエピ変異は 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治療・
創薬の標的として魅力的であると考えられ
るが、その発症メカニズムは未だ明らかでな
い。 
2009 年、5-メチルシトシン（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（Kriaucionis et al. 
Science 2009, Tahiliani et al. Science 2009）、以
来、5hmC は「第 6 の塩基」として大きな注
目を集めている。実際に 5hmC に関して幹細
胞や神経細胞研究の分野で精力的な解析が
行われ重要な知見が次々と明らかになって
いるが、HBOC をはじめとする遺伝性腫瘍と
5hmC の関連に関する研究はこれまで報告が
なされていない。 
研究代表者はケンブリッジ大学においてメ
チル化異常の研究に従事し、母体の低栄養の
影響が 5hmC を介して胎児に伝達されること
（Radford et al. Science 2014）などの知見を報
告してきた。今回、この経験を踏まえて、5hmC
が HBOC をはじめとする遺伝性腫瘍の発症
に関係しているのではないか、という着想に
至った。 
 
２．研究の目的 
本研究は、HBOC およびその他の遺伝性腫瘍
において、メチル化およびヒドロキシメチル
化が病態にどのように関与しているかを解
明することが目的である。特に 5hmC が DNA
脱メチル化機構の中間代謝産物であること
に着目し、遺伝性腫瘍において脱メチル化を
促すことによるエピゲノム治療法の開発に
つながる知見の獲得を目指す。 
 
３．研究の方法 
（1）若年発症（40 歳未満）、（2）多臓器重複

がん、（3）血縁者に悪性腫瘍患者が多発、の
いずれかの要件を満たし、遺伝性が示唆され
る乳がん、卵巣がんおよび関連がん患者とそ
の血縁者を対象とする。末梢血および摘出組
織の提供を受け、DNA の抽出を行う。この
DNA を用い、メチル化ビーズチップアレイ
（Illumina HumanMethylation 450 BeadChip 
Array）による網羅的なエピゲノム解析を行
い、”methylome”を明らかにする。特にゲノム
インプリンティング調節領域、組織特異的メ
チル化可変領域、DNaseI 高感受性領域（クロ
マチン構造弛緩部位）等に注目し、また末梢
血と癌組織のメチル化の程度を比較するこ
とで、腫瘍発生に関わるエピゲノム異常を明
らかにする。 
次に 5hmC に注目し、以下の方法により 5mC
と 5hmC とを分けて検出する。従来のバイサ
ルファイト法では、5hmC と 5mC とを識別す
ることは不可能であったが、最近、これを改
良した oxBS 法が発表された（Booth et al. 
Science 2012）。通常の BS 法を行うと、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。 

患者 DNA を oxBS 処理したのち、同様にビー
ズチップアレイによる解析を行う。ここで得
られたデータは5hmCを含まず5mCそのもの
を反映していると想定されるため、5mC の結
果と差し引きすることで一塩基レベルの解
像度で 5hmC の分布、”hydroxymethylome”が
明らかとなる。 
 
４．研究成果 
本研究に先立ち、oxBS 法とビーズチップア
レイを組み合わせた新規解析手法
（oxBS-array 法）を新たに開発し、先天性の
メチル化異常に起因する稀少疾患症例を対
象に、5hmC の分布を一塩基レベルでゲノム



ワイドに解析し報告した（Matsubara et al. Clin 
Epigenetics、研究代表者山澤が最終・責任著
者）。本論文はヒトメチル化異常症例におい
て 5hmC の分布を明らかにした初めての報告
である。本手法によって、5mC および 5hmC
の分布をゲノムワイドに探索することが可
能となった。 
この手法を用いて HBOC および関連がん症
例検体の解析を開始した。しかしながら収集
できた臨床検体、特に腫瘍組織検体が想定よ
り少なく、また組織固定のため DNA の変性
が著しかったため、oxBS 処理の実施に難渋
した。この結果、臨床検体の再収集や再解析
に多大な時間を要したため、HBOC およびそ
の他の遺伝性腫瘍における methylome および
hydroxymethylome の解明、および
phenotype-(epi)genotype correlation の知見の獲
得には研究期間内には至らなかった。研究期
間終了後も、本解析を継続している。 
今後、より大規模に臨床検体を集積するとと
もに、oxBS 法をブラッシュアップし解析手
法の改善を図ることで、遺伝性腫瘍における
5hmC の役割の解明および脱メチル化機構を
介した治療法開発に繋がる知見の獲得を目
指したい。 
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