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研究成果の概要（和文）：現在iPS細胞を用いた再生医学、加齢研究への応用研究が急速な展開を示す一方で、
遺伝子のre-programming現象の詳細やagingについては手探りの状態が続いている。メチル化シトシンを中心と
するエピジェネティクス解析を、非病変部や血管などの正常構造を含むヘテロな材料に対して、生化学的手法の
みで遂行することの限界を示している。代表者らは、組織細胞構造を保ったまま、特定塩基配列に存在する地と
新メチル化をICONプローブとrolling circle amplification法を用いて「形態学に即したエピジェネティクス研
究」という新たな研究分野の開拓を、この研究費により推進することが出来た。

研究成果の概要（英文）：While research on the application of iPS cells to regenerative medicine and 
aging research is currently showing rapid development, the details of gene re-programming phenomena 
and aging remain in a state of exploration. Epigenetics analysis centered on methylated cytosine has
 shown the limitation of using only biochemical methods for heterogeneous materials including normal
 structures such as non-pathological lesions and blood vessels. This grant has enabled the Principal
 Investigator and his colleagues to explore a new research field of “morphology-based epigenetics 
research” by using ICON probes and rolling circle amplification method to identify land and new 
methylation in specific sequences while preserving tissue cell structure. The research grant has 
enabled us to promote the development of a new research field of “morphology-based epigenetics.

研究分野：病理学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本成果は、これまでの組織化学的手法では、解析不可能であった遺伝子の特定部位のメチル化シトシンの有無を
組織切片上で同定する事を可能とした。病理組織学的な診断手法の確立、再生過程におけるエピジェネティクス
制御機構のre-programming現象の詳細、発生過程における遺伝子刷り込み現象や組織・器官形成の多様性とメチ
ル化との関連、さらには癌をはじめとする種々の病理病態におけるエピジェネティクス制御機構の破綻、加齢に
おけるミトコンドリアのDNAメチル化についての解析など、広い範囲の研究、診断、臨床医学に対して、分野横
断的に展開させることが可能であり、その研究成果の適応範囲はきわめて広範である。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
エピジェネティクス制御機構は、iPS細胞による再生医療をはじめとするポストゲノム研究の最
重要課題の一つである。メチル化シトシンは、エピジェネティクス制御機構の主体をなす DNA
修飾であり、細胞・組織分化や腫瘍発生・進展、老化現象などに重要である。DNA塩基配列レ
ベルのヒトゲノム解析が終了し、現在 iPS 細胞を用いた再生医学、加齢研究への応用研究が急
速な展開を示す一方で、再生に極めて重要な遺伝子の re-programming 現象の詳細や制御方法
については手探りの状態が続いている。これは、メチル化シトシンを中心とするエピジェネティ
クス解析を、非病変部や血管などの正常構造を含むヘテロな材料に対して、生化学的手法のみで
遂行することの限界を示しており、組織細胞化学の新たな手法の開発が急務であった。 
 
２．研究の目的 
本研究課題は、遺伝子の特定部位、特にミトコンドリア D-loop、遺伝子調節 (promoter)領域、
ゲノム刷り込み現象に関与する領域のメチル化シトシンの状態を、細胞や組織の形態を保った
まま (in situ)で検出する新たな組織化学的手法の確立を世界に先駆けて開発することを目指す
ものである。相補的に結合したシトシンがメチル化している場合に特異的に錯体を形成する構
造をグアニンに認識したプローブと組織切片・染色体上での in situ DNA増幅法 (Padlock probe
法)とを併用する新規の形態学的手法により、腫瘍をはじめとする種々の病態発生に関与するエ
ピジェネティクス変化を細胞内小器官レベルで、高感度で特異的に検出する技術開発を目標と
した。 
 
３．研究の方法 
当該研究の前半期には、標的のメチル化シトシンに対してオスミウム酸錯体を形成し、標的 DNA 
との間に強固な結合を形成するプローブ作成を中心に、メチル化部位特異的なプライマー配列
と、組織切片・染色体標本上での in situ DNA 増幅法 (Padlock プローブ法)の条件最適化を重
点的に行い、後半期には単一遺伝子での検出、細胞内小器官レベルでの検出適応の拡大、病理診
断へむけて、以下の様な研究を行う。 
細胞・組織切片上でのメチル化シトシン-標識グアニン複合体の検出（培養細胞を用いた予検討）
in situ hybridization に用いる細胞の固定条件を決定するために、種々の固定液、固定時間、
固定後処理について検討する。最終的には、病理組織の固定に最も汎用されている 10%ホルマリ
ン固定、パラフィン包埋検体を用いた検出が可能となる条件を決定する。メチル化シトシンは、
申請者等の検討 (Lab Invest 2000, JBMR 2001, Cancer Science 2004, Histochen Cell Biol, 
2018)で、包埋後 10 余年を経過しても安定な状態で保存されており、過去に蓄積されてきた病理
組織標本を用いた後向き解析が可能であることを想定している。さらに、Padlock 法での合成過
程で伸張する DNA を直接螢光標式することにより、更なる感度の向上を図り、単一メチル化シト
シン塩基の組織細胞化学的検出を目指す。 
病理組織標本でのメチル化シトシンの in situ での検出とその病態解析への展開：これまで解
析が不可能であった、①ゲノム刷り込み現象と癌、②再生・リプログラミングにおける脱メチル
化の機構、③発生初期におけるメチル化シトシンパターンの形成過程、④老化現象・酸化的スト
レスとミトコンドリア DNA のメチル化、および非 CpG-island 領域のメチル化による遺伝子発現
制御と病理病態との関わりなどの応用研究へと発展させることが可能である。最終年度には、こ
れらの応用研究への発展を目指して臨床病理学的検討を進める。病理学教室や病理検査室にお
いて、過去に蓄積した病理組織を有効に活用する。その際、組織における DNA は多くの核内蛋白
質などとクロスリンクされているため、強い蛋白分解酵素による前処理が必要であり、その最適
な条件を種々の detergent で検討する。 
 
４．研究成果 
本研究課題においては、従来の組織化学では不可能であった、遺伝子発現制御の形態学的解析、
特に DNA のメチル化解析を、細胞・組織構造を保ったまま行うことを可能とした。これは、DNA
メチル化を中心としたエピジェネティクス制御機構を形態学的研究へと広く展開させる可能性
を持つものである。メチル化シトシンの検出には、メチル化シトシンと相補的な位置のプローブ
となる DNA の中のグアニンに標識を行い、メチル化シトシンと特異的かつ強固に結合した標識
グアニンプローブを基軸として、padlock probe により、常温での DNA 増幅法による伸展反応を
行い、組織切片上で形態を温存しつつ、DNA 伸展中に標式核酸をとりこませることで遂行可能で
有った。加齢におけるミトコンドリアの DNA メチル化についての解析、神経組織、特に海馬、小
脳の神経細胞に於けるミトコンドリア DNA のメチル化の検出が可能となった。これらの成果は
直ちに発生学、再生医学、加齢研究、癌研究へと広領域に分野横断的な応用展開が期待できる。
本研究は、これまでの組織化学的手法では、解析不可能であった遺伝子の特定部位のメチル化シ
トシンの有無を組織切片上で同定することを目的としたものである。特定塩基配列でのメチル
化シトシンと強固に結合する標識プローブと結合後の Padlock プローブによる in situ DNA 増



幅による検出は、これまでにない新たな組織細胞化学的手法である。再生過程におけるエピジェ
ネティクス制御機構の re-programming 現象の詳細、発生過程における遺伝子刷り込み現象や組
織・器官形成の多様性とメチル化との関連、さらには癌をはじめとする種々の病理病態における
エピジェネティクス制御機構の破綻、など、広い範囲の研究、診断、臨床医学に対して、分野横
断的に展開させることが可能であり、その研究成果の適応範囲はきわめて広範である。 
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