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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、DNA 脱メチル化反応における中間代謝産
物として注目されている。本研究はメチル化異常に起因する小児のインプリンティング異常症において、5hmCが
病態にどのように関与しているかを解明することを目的とする。方法として、疾患モデルiPS細胞および胎盤を
解析し、5hmCの挙動を明らかにすることを試みた。その結果、iPS細胞においては全体的な5hmC含有量は親細胞
である繊維芽細胞に比し増加していた。また、胎盤は血液と比較して5hmCの含有量が多く、特に胎盤のインプリ
ンティング制御領域に5hmCが集簇して存在していることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：5-hydroxymethyl cytosine (5hmC) has been noted as an intermediate metabolite
 in DNA demethylation reactions. The purpose of this study is to elucidate how 5hmC is involved in 
pathogenesis of imprinting disorders caused by methylation defects. We analyzed patient-derived iPS 
cells for disease model and placenta to clarify the dynamic behavior of 5hmC. The overall 5hmC 
content in iPS cells was increased compared to the skin fibroblasts. In addition, placenta had a 
higher content of 5hmC as compared to blood, and in particular, 5hmC was concentrated in the 
imprinting control regions in placental genome.

研究分野：エピジェネティクス
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究はインプリンティング異常症において5hmCの果たす役割を明らかにすることを目標とする、ヒト臨床検体
を用いた世界初の5hmC解析である。不可逆的なゲノム配列の異常とは対照的に、メチル化をはじめとするエピゲ
ノムは可塑性を持ち、治療の標的となる可能性がある。今回得られた知見はpreliminaryなものであるが、今後
もサンプルを増やし広範に解析を行うことにより、メチル化・脱メチル化を制御することによるエピゲノム治療
法の開発につながることが期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
DNA シトシン塩基のメチル化は最も詳細に解析されているゲノムのエピジェネティック修飾で
あり、遺伝子のサイレンシング、細胞の分化増殖、X染色体不活化、ゲノムインプリンティング
等に深く関与していることが知られている。ここで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
るメチル化状態を呈する領域がインプリンティング遺伝子の発現を制御しており、インプリンテ
ィング調節領域（Imprinting Control Region: ICR）と呼ばれる。ヒトの ICR における先天性の
メチル化異常は、Silver-Russell 症候群（SRS）、Beckwith-Wiedemann 症候群（BWS）、Prader-Willi
症候群（PWS）、Angelman 症候群（AS）、鏡-緒方症候群（KOS）、Temple 症候群（TS）などの小児
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といった「エピ変異」は、DNA 配列そのものに起こる「変異」よ
りも高頻度に起こり、また容易に修復されると想定されるが、その機序は未だに解明されていな
い。特に、メチル基 -CH3 を付与する酵素としては DNA メチル化酵素 DNMT の存在が知られてい
るが、逆の脱メチル化が起きるメカニズムは全く不明であった。 
2009 年、5mC の酸化反応により得られる 5hmC がマウス神経細胞や ES細胞のゲノム DNA に存在す
ることが相次いで報告された 1,2)。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 3）。すなわち、5hmC は脱メチル化反応の中間代謝産物であり、A、T、C、G、5mC に次ぐ「第
6の塩基」として現在大きな注目を集めている。特にメチル化によるエピジェネティックな転写
制御という観点から、幹細胞・リプログラミング研究の分野で 5hmC に関する精力的な解析が行
われており、ES細胞の分化全能性維持のために Nanog 遺伝子プロモーターの 5hmC が必須である
こと 4)、受精直後の脱メチル化リプログラミングに 5hmC が関与していること 5，6)など、重要な
基礎的知見が次々に明らかとなっている。 
特記すべきことに、5mC の検出のためにこれまで 20 年来、メチル化解析の標準的手法として頻
用さ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 7)。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
起こりつつある。 
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これまでほとんどなされ
ていなかった。そこで我々は先行研究として、前述の KOS 症例を集積し、酸化バイサルファイト
処理、パイロシークエンス法およびDNAメチル化ビーズアレイという新規解析方法を用いて5hmC
の分布を解析し報告した 8)。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。この報告によって KOS 症例における 5hmC の分布の一部が明らかとなり、
また脳サンプルでの解析が重要であることが示され、また新たに開発した新解析法の有用性が証
明された。 
 
２．研究の目的 
本研究は、メチル化異常に起因する小児のインプリンティング異常症において、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。特に脳における
5mC/5hmC のダイナミックな挙動を明らかにし、メチル化・脱メチル化を制御することによって
神経症状を改善する新規治療薬の開発・発見を目指す。 
 
３．研究の方法 
従来のバイサルファイト（BS）処理では、5hmC と 5mC とを識別することは不可能であったが、
酸化バイサルファイト(oxBS)処理を用いると識別可能となる。通常の BS 処理では、Cが Tに
変換される一方で、5mCおよび5hmCはどちらも変換されず、両者ともCとなり区別できない。
oxBS 処理では、まず過ルテニウム酸カリウム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 BS 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未処理、②BS、③oxBS 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。
引き続いて oxBS 処理サンプルを DNA メチル化ビーズアレイで解析し、ゲノムワイドな 5hmC
の分布を検討する（oxBS-array）。本法は申請者らの先行研究により、ヒトインプリンティ



ング異常症においてその有用性が実証されている 8）。 
我々はマウス脳の IG-DMR において、5mC の脱メチル化中間代謝産物である 5hmC が特徴的な
分布を示し、神経分化に重要な役割を果たす可能性があるという preliminary なデータを得
ている。代表的なインプリンティング異常症である KOS 患者では、インリンティング調節領
域 IG-DMR が高メチル化を示すこと、成長障害や精神運動発達遅滞が必発であること、また
脳に 5hmC が大量に含まれていることから、KOS の特に神経組織における解析は重要である。
患者の神経細胞に直接アクセスすることは困難であることから、疾患モデル神経細胞を対象
として、5mC および 5hmC の挙動を明らかにすることを試みる。具体的には上述の oxBS-array
法を用いて、KOS 症例および KOS と真逆のメチル化異常、遺伝子発現異常を示す TS 症例の親
細胞である皮膚繊維芽細胞、樹立した KOS/TS 症例由来 iPS 細胞、分化誘導した神経幹細胞
を用いて 5hmC の分布について明らかにする。 
 
４．研究成果 
KOS 欠失症例 4例、KOS エピ変異症例 3例、KOS と鏡像関係を示す TS欠失症例 1例より iPS 細
胞を樹立し、神経幹細胞への分化誘導することに成功した。樹立した iPS 細胞に対しては特性
解析を行い、多能性および三胚葉への分化能を確認した。これらを oxBS-array 法で解析した。 
iPS 細胞に関しては、全体的な 5hmC 含有量は親細胞である繊維芽細胞に比しわずかに増加して
おり、ばらつきが大きかった（図 1）。Δβ値（5hmC レベルを表す数値、0が非ヒドロキシメ
チル化、1が完全なヒドロキシメチル化状態にあることを示す）が 0.1 以上を示した CpG 部位
数は iPS 細胞で多く認められた（図 2）。また、親細胞、iPS 細胞ともに、Δβ>0.1 を示す CpG
部位は転写開始点（TSS）近傍や CpG island で少なく、親細胞、iPS 細胞の間で 5hmC の多い CpG
部位の分布パターンには大きな違いは認められなかった（図 3）。 
一方、iPS 細胞を分化誘導して得られた神経幹細胞においては、5hmC の含有量が非常に少なく、
また細胞株間で計測値の幅が大きく、再現性のあるデータが得られなかった。 
また、胎盤にはインプリンティング遺伝子が強く発現していることが知られているが、罹患児
の胎盤組織を入手できたため、これに関しても同様の解析を実施した。解析の結果、胎盤は血
液と比較して 5hmC の含有量が多く、特に胎盤のインプリンティング制御領域に 5hmC が集簇し
て存在していることが明らかになった。 
今後、解析する細胞株数および胎盤数を増やし、5hmC とゲノムインプリンティング異常の関係
について更に研究を進める計画である。 
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