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研究成果の概要（和文）：本研究は、メチル化異常に起因する小児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。解析の過程で、成長障害を主症
状とする症例に既報のないメチル化異常を同定し、新規のインプリンティング疾患として報告した。また、イン
プリンティング異常症430症例のバイサルファイト処理検体においてメチル化ビーズアレイの解析を終了した。
今後は酸化バイサルファイト処理検体のメチル化ビーズアレイ解析を完了し、“hydroxymethylome”の実態を解
明する予定である。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to elucidate how hydroxymethylation is 
involved in the pathogenesis of imprinting disorders caused by methylation defects. In the course of
 our analysis, we identified a previously unreported methylation abnormality in a patient with 
growth failure and reported it as a novel imprinting disorder. In addition, methylation bead array 
analysis was completed in bisulfite-treated specimens from 430 cases of imprinting disorders. In the
 future, we plan to carry out methylation bead array analysis of oxidative bisulfite-treated 
specimens to elucidate the actual status of "hydroxymethylome".

研究分野： 臨床遺伝学

キーワード： ゲノムインプリンティング　メチル化　ヒドロキシメチル化　先天異常症候群

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
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。本研究により、ヒドロキシメチル化がインプリンティング異常症の発症に関与している可能
性が示唆された。引き続きその詳細な機構を解明し、エピゲノム治療薬の開発を目指す。さらに本研究の成果
は、先天性の症候群に加えて、生活習慣病や悪性腫瘍、精神疾患などの後天的なメチル化異常に起因する疾患に
ついても診断法・治療法の開発の手がかりを与え、再生、生殖、精神医学といった多方面の生命科学分野に波及
し、国民健康の増進に広く貢献することも期待される。

※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 
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
ことが相次いで報告された。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。すなわち、5hmC は脱メチル化反応の中間代謝産物であり、脱メチル化機構に中心的役割を
果たすことから、大きな注目を集めている。 
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（BS）による塩基置換では、5mC と 5hmC とを区別すること
ができないことが判明した。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。最近、特に幹細胞・リプログラミング研究の分野では、ES 細胞の分化
全能性維持のために 5hmC が必須であること、受精直後の脱メチル化リプログラミングに 5hmC が
関与していることなど重要な知見が報告されている。さらには、加齢、白血病やメラノーマ等の
悪性腫瘍、神経疾患といった疾患と 5hmC との関連についても報告が相次いでいる。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、5hmC とゲノム
インプリンティングの関係については、マウス、ヒトのいずれにおいても、これまでに研究代表
者ら以外からの報告はなされていない。 
研究代表者らは、代表的なヒトのメチル化異常疾患であるインプリンティング異常症に着目し、
先行研究として、酸化バイサルファイト処理（oxBS）ののち、パイロシークエンス法（oxBS-pyro）
あるいは DNA メチル化ビーズアレイ（oxBS-array）を行うという新規解析方法を開発し、Kagami-
Ogata 症候群（KOS）における 5hmC の分布を解析し報告した（Matsubara et al. Clin Epigenetics 
2015）。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、我々の開発した新解析法の有用性が証明された。本申請課題
はこうした先行研究を発展的に継続し、インプリンティング異常症において 5mC/5hmC が果たす
役割の全貌を明らかにすることを目指す。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、メチル化異常に起因する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である。本研究はヒト臨床検体を用い
た世界初の包括的な 5hmC の解析である。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。この観点から 5hmC
が脱メチル化の中間代謝物であることに注目し、5mC/5hmC のダイナミックな挙動とその制御機
構を明らかにすることで、新しい診断方法やメチル化・脱メチル化を制御することによるエピゲ
ノム治療法を開発する基盤となる成果を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) BS 処理および oxBS 処理 
国内外から集積したインプリンティング異常疾患症例430例（シルバーラッセル症候群 200例、
ベックウィズ・ヴィーデマン症候群 20 例、アンジェルマン症候群 30 例、プラダー・ヴィリー
症候群 120 例、KOS 40 例、テンプル症候群 20 例）を解析対象とする。従来の BS 処理では、
5hmC と 5mC とを識別できないが、oxBS 処理を用いると識別可能となる。 
(2) パイロシークエンス法による疾患責任インプリンティングセンター（ICR）における 5hmC の

探索（oxBS-pyro） 
oxBS 処理サンプルを用いて、以前にメチル化異常が確認されている ICR 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 を定量する。 
(3) メチル化ビーズアレイによるゲノムワイドな 5hmC の解析 
oxBS 処理サンプルを DNA メチル化ビーズチップ（Illumina Infinium HumanMethylationEPIC 
BeadChip）で解析し、ゲノムワイドな 5hmC の分布を検討する（oxBS-array）。 
 
４．研究成果 
インプリンティング異常症例 430 例の BS 処理および oxBS 処理、パイロシークエンサーによる
解析を終了した。この過程で、代表的なインプリンティング異常症であるシルバーラッセル症候
群に類似した成長障害を主症状とする症例に、16 番染色体上のヒト特異的なインプリンティン
グセンターである ZNF597/NAA60 領域のメチル化異常を同定した。詳細な解析の結果、
ZNF597:TSS-DMR の低メチル化が確認され、ZNF597 遺伝子のゲノムインプリンティングが破綻し
ていることが判明した（図）。これは過去に報告のないメチル化異常であり、新規のインプリン
ティング疾患として報告した(Yamazawa et al. J Med Genet 2021)。 
 



（図）白血球サンプルにおける ZNF597/NAA60 領域のメチル化および発現解析 
 
(A）qRT-PCR プライマー、転
写産物、ヘテロ接合性 SNPs、
および CpG アイランドの位
置を示す模式図 
 
(B）患児（緑色の点）と 16
人の対照者（灰色の点）の
白血球のメチル化ビーズチ
ップによる ZNF597/NAA60
領域のメチル化レベル 
 
(C）患児（緑色の点）、父親
（青色の点）、母親（赤色の
点）の白血球ゲノム DNA、
UPD(16)mat 患者 1（水色の
四角）、患者 2（ピンク色の
四角）におけるメチル化レ
ベル 
 
(D) メチル化ビーズチップ
によるインプリンティング
調節領域のメチル化状態ヒ
ートマップ 
 
(E) 患児と両親の qRT-PCR
による ZNF597、NAA60 の発
現解析 
 
(F) ZNF597、NAA60 の発現
アレル解析 
ZNF597遺伝子およびNAA遺
伝子のインプリンティング
が患児で破綻している。 
 
 

現在、本症例における 5hmC の挙動についても詳細な解析を行っている。また、他のインプリン
ティング異常症の BS および oxBS 処理検体においてメチル化ビーズチップの解析をほぼ終了し
ており、現在、データを統計解析中である。この解析によって、インプリンティング異常症にお
ける"hydroxymethylome"を"methylome"との比較のうえで明らかにし、in vitro の解析とあわせ
て、インプリンティング異常症に高頻度に認められる神経症状の治療法開発につながる知見の
獲得を目指したい。 
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