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研究成果の概要（和文）：本研究では、深海熱水噴出孔に生息する細菌叢を対象に、DNAメチル化修飾の多様性
やそのシステムの進化解析を予定していた。ところが、おそらく夾叉物等の影響により、深海熱水噴出孔からの
DNA抽出やシーケンスが困難であることが判明した。このため、研究対象を熱水細菌叢から海洋細菌叢に変更し
た。海洋微生物のDNAを十分量採取し、DNAの大量調製とPacBioシーケンサーを用いたショットガンシーケンシン
グ、そしてバイオインフォマティクスによるデータ解析を行った結果、新規のものを含む複数の多様なメチル化
モチーフを検出できた。本研究から、海洋環境における微生物エピゲノムに関する新規な知見を得ることができ
た。

研究成果の概要（英文）：In this study, I planned to investigate epigenomic landscape in deep-sea 
hydrothermal field microbiota using metaepigenomic approach to reveal the diversity and evolutionary
 history of prokaryotic DNA modification system. However, I found it would be difficult to extract 
DNA from hydrothermal sediment samples and genomic sequencing likely due to its background 
contaminants, and thus I changed the targeted environment from hydrothermal field to marine 
seawater.
I conducted seawater sampling, DNA extraction, and shotgun sequencing using PacBio sequencer. 
Several draft genomes were successfully reconstructed, and also a number of methylated motifs 
including novel ones were detected through bioinformatic analysis. The results of this study provide
 grate insight into prokaryotic epigenomics in the marine environment.

研究分野： バイオインフォマティクス
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研究成果の学術的意義や社会的意義
新型のゲノム解析技術を用いることで、環境中の細菌叢（微生物集団）のエピゲノムを直接解明することを可能
にする「メタエピゲノム解析」を、世界で初めて海洋水中の細菌叢に適用した。結果、既存の研究からは想像で
きないほど多様で普遍的なDNAメチル化モチーフを検出することに成功し、海洋環境中の細菌が持つエピゲノム
の包括的な評価のための足がかりとすることができた。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
近年、ゲノム中の塩基のメチル基修飾（DNA メチル化）に代表される、いわゆるエピジェネ

ティクスが注目を集めている。エピジェネティクスはヒトを始めとする真核生物において、遺
伝子の発現制御や獲得形質の遺伝などに深く関わっている(Heard & Martienssen. Cell 
2015)。一方で原核生物においても、ファージ感染に対する防衛機構 (制限修飾系) や遺伝子転
写制御、DNA 修復等の生理生態学的に重要な役割を担っており、近年の研究から 9 割以上の系
統において DNA メチル化が普遍的に起きていると考えられている(Blow et al. PloS Biol. 
2016)。しかし、未培養系統群においては勿論、培養可能な系統群であっても単離培養されてい
ない微生物に対しては、実験的な制約の為に DNA メチル化の観測が困難であり、自然環境中の
細菌群集における DNA メチル化の普遍性や多様性は全く検証されて来なかった。 
環境細菌叢の生理生態を解明する上で、ショットガンメタゲノム解析は非常に有効な手段で

ある(Hiraoka et al. Microbe. Environ. 2016)。さらに近年、PacBio に代表される 1分子シ
ーケンシング技術の登場と発展により、DNA メチル化の検出が容易になりつつある。申請者は
今までの研究で、淡水環境の細菌叢を対象に、PacBio を用いた系統網羅的な DNA メチル化の観
測・解析手法 (メタエピゲノム解析) を確立し、僅か 2試料の解析から、培養株ベースの既存
研究からは想像もつかないほど多様な DNA メチル化モチーフや DNA メチル化酵素の存在を明ら
かにした(Hiraoka et al. Nat. Commun. 2019)。しかし、用いた試料中の微生物の系統的多様
性は極定的であり、DNA メチル化というシステムの起源や、なぜほぼ全ての細菌・古細菌系統
で保存されてきたのか、という進化学上の疑問の解明はその端緒についたばかりと言える。 
 
２．研究の目的 
地球上における生命誕生の場と考えられる深海熱水噴出域では、還元的な高温熱水と酸化的

な海水が混合することで、化学的・物理的に多様な環境が存在する。そして、そのような環境に
適応的な、始原的系統群を含む極めて多様な系統群の細菌・古細菌が生息している (Martin et 
al. Nat. Rev. Microbiol. 2008; Nakamura & Takai PRPS. 2014, Takai & Nakamura Curr. 
Opin. Microbiol. 2011).このような深海熱水噴出域の細菌・古細菌を対象にメタエピゲノム解
析を行うことで、DNA メチル化の始原的な形態を明らかにし、真核生物に至る進化の過程でどの
ようにこのシステムが獲得され大多数の系統で保持されてきたのか、という進化史上の未解明
問題に一気に迫ることを目指す。なお上述の通り、メタエピゲノム解析は申請者独自の技術であ
り、現在までに深海熱水噴出域の微生物を対象とした DNA メチル化の研究は行われていない。 
ショットガンシーケンスを行うにあたり、PacBio シーケンスリードは精度が低いため(~86%)、

これまでメタゲノム解析には利用されてこなかった。本研究では、通常＞20kb のサイズで作成
するライブラリをあえて短く設計し、環状化ライブラリを連続的に複数回読みエラー修正を行
う、Circular Consensus Sequencing (CCS)法を利用する。この手法は元来、完全長 cDNA(Iso-
Seq)用に利用される技術であるが、本研究では独自にメタゲノム解析に応用する。 
 
３．研究の方法 
(1) 深海熱水噴出域サンプルとして、熱水チムニー表面の堆積物を対象にメタエピゲノム解析

を行う。サンプルはすでに申請者の所属研究機関(海洋研究開発機構: JAMSTEC)で凍結保
管されている試料を利用する。 

(2) PacBio Sequel を用いたショットガンシーケンスを行う。4~5kb サイズでライブラリを作
成し、塩基配列決定精度>97%を達成する高精度の CCS リードを大量に取得する。 

(3) メタゲノム・メタエピゲノム解析を行い、DNA メチル化モチーフの検出を行う。具体的に
は、ゲノムアセンブリとビニングからドラフトゲノムを再構築し、遺伝子予測と機能アノ
テーションから遺伝子的特徴を明らかにする。また、各ドラフトゲノムにおけるメチル化
塩基を検出し、DNA メチル化モチーフを推定する。 

(4) ドラフトゲノムから DNA メチル化酵素遺伝子と認識モチーフを予測し、その多様性を解析
する。各アノテーションにはメチル化酵素配列データベースである REBASE を活用する。
予測された新規の酵素・モチーフ対応関係は、大腸菌を用いて実験的に検証する。 

(5) メチル化酵素遺伝子配列の大規模な配列解析と系統解析から祖先配列再構成を行い、アミ
ノ酸配列ベースの進化史を明らかにする。特にモチーフを認識する機能的部位に着目し、
タンパク質の立体構造情報なども活用しながら、進化学的・生態学的な解釈を行う。 

 
４．研究成果 
実際に熱水噴出孔周辺堆積物サンプルを用いたDNA抽出とサンプル調製を行ったところ、当初

の予想に反して、おそらくサンプル中に含まれる夾叉物等の影響により、ゲノムシーケンシン
グが正常に完了しないことが判明した。このため、研究対象を熱水細菌叢から海洋細菌層に変
更し、研究の方向性を大きく修正する必要に迫られた。 
新たなサンプルとして海洋微生物のDNAを十分量採取するために、太平洋沖合にて外洋表層海

洋水の大量採水を行い、フィルター濾過を実施した。得られた細菌叢試料の一部を用いてDNA抽
出の実験検討を行い、ゲノムシーケンシングに十分な量を取得できる実験プロトコルを構築し
た。このプロトコルを用いてDNAの大量調製とショットガンシーケンシングを行い、配列データ
を得ることができた。バイオインフォマティクスによるデータ解析の結果、新規のものを含む



複数の多様なメチル化モチーフを検出できた。そして、これらのモチーフを認識すると推定さ
れたメチル化酵素遺伝子を見出すことができた。現在、モチーフと酵素の対応関係を実験的に
検証するために、大腸菌を用いた遺伝子組み換え実験を進めているところである。また、メチ
ル化酵素遺伝子やそれらを持つ微生物系統の進化系統解析を行い、その進化史を議論していく
予定である。 
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