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エピジェネティクスの研究方法
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抄　　録

　多細胞生物の体を構成する全ての細胞種は，同一の塩基配列情報を持つにも関わらず，細胞種ごとに
異なる表現型とその基盤となる遺伝子発現プロフィールを有する．この表現型や発現プロフィールは，
塩基配列に基づかない遺伝情報（エピゲノム情報）として，体細胞分裂や世代の壁を超えて伝達・維持
される．エピジェネティクスと呼ばれる，こうした遺伝子発現のための情報とその制御機構を扱う研究
分野が，この��年来，急速に発展してきた．エピゲノム情報を担う分子基盤として，���中の���
配列のシトシンメチル化やヒストン化学修飾のゲノムワイドな局在化様式があげられる．現在，欧米な
どのエピゲノム解析計画では，これらの局在化様式を解読しゲノム配列上にマップした「エピゲノム情
報標準地図」の作製を進めている．こうした現状を踏まえつつ，ゲノムワイドな情報が細胞種固有の表
現型と対応することを鑑みて，本稿では，エピジェネティクスの研究方法のなかでも，エピゲノム情報
の網羅的解析技術の概略を紹介する．現在の主要な研究技法は，これらの解析技術に代表される情報解
読技術である．エピゲノム情報を自在に操作する技術の開発は今後の重要課題であろう．

キーワード：メチル化���，ヒストン化学修飾，マイクロアレイ法，次世代高速シークエンシング法．
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 は じ め に

　多細胞生物の体を構成する個々の細胞は，同
一の塩基配列情報を持つにも関わらず，細胞種
に固有の表現型を有している．これは，体細胞
分裂や世代を超えて保持される，細胞固有の遺
伝子発現パターンによって基礎づけられる．こ
うした遺伝子発現のための情報とその制御機構
を扱う研究分野がエピジェネティクスである．
制御機構としては，���中の���配列のシト
シンメチル化，ヒストン化学修飾やクロマチン
構造変換，更に���������，�����������	
�
や���修復機構も関与する．転写開始点近傍
の��������	
の���メチル化，ヌクレオソー
ム形成・クロマチン構造変換そして転写活性の
������は互いに連関している�）．従って遺伝子
発現パターンがいかに確立されているかを知る
ためには，ゲノム上のメチル化シトシンの分布
様式（���メチル化プロフィール）やクロマチ
ン局在様式が重要な手掛りとなる．
　現在，欧米で進行中のエピゲノム解析計画で
は，���メチル化状態やクロマチン局在様式
の標準地図が種々のモデル生物において作製さ
れつつある．今後，遺伝情報の発現調節に関す
る研究においては，���メチル化・ヒストン修
飾の解析は必須となろう．本稿では，エピゲノ
ム情報の解読と分子機構の解明に力が注がれる
現状を踏まえ，���メチル化やヒストン化学
修飾の網羅的解析技法・技術を紹介する．

���メチル化の検出原理

　種々の���メチル化解析法は，検出感度・
網羅性・解像度・定量性において異なる特徴を
持つので，目的にあった技法を適切に選択しな
ければならない．ゲノム全体における���メ
チル化プロフィール解析では，目的に応じた適

切な解像度（領域レベルか�塩基レベルか）を
考慮する．一方，特定遺伝子の転写抑制機構を
明らかにする目的ならば，�塩基レベルの解像
度で行い，転写活性と関連づけていく必要があ
る．メチル化の頻度を解析するならば，定量
性・精度も考慮する．こうした判断をする上
で，メチル化の検出原理を理解することが不可
欠である．主な原理として，���メチル化感
受性制限酵素の利用，���������反応の利用，抗
体等による（非）メチル化���濃縮，がある
（図�）．
���．���メチル化感受性制限酵素の利用
　���の特定塩基配列を認識して切断する制
限酵素の中には，認識配列中の塩基のメチル化
により切断活性が阻害される（これをメチル化
感受性と呼ぶ）ものがある．哺乳動物において
メチル化の標的となる���を認識配列中に含
む酵素が知られている．全ての���メチル化
を検出することはできないが，���　������や
遺伝子転写開始点周囲においてゲノム中での出
現頻度が高い配列を認識する�����，�����，
�����などを選択することで�）�），有益な情報を
得られる．
���．���������反応の利用
　���������処理による塩基置換反応�）では，非
メチル化シトシンが亜硫酸ナトリウムと反応し
て，ウラシルへと変換される．メチル化シトシ
ンは反応しないので，原理上，全てのシトシン
のメチル化状態を塩基の違いとして検出でき
る．���������処理後の���を鋳型とする塩基
配列決定により，標的領域中の���メチル化
パターンを一塩基レベルで解析する場合�）のほ
か，定量法も含む種々の方法に応用されている
（図�）．従来用いられてきた反応条件によって
は，塩基置換のエラー率が��％近くになるた
め�），早津らの迅速法�）�）が推奨される．市販
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キットといえども，その選択には注意が要る．
また，反応中に，サンプル���の分解がある
程度生ずる点に，課題が残る．
���．抗体等による（非）メチル化���の濃縮
　抗メチル化シトシン抗体�）やメチル化���結
合タンパクとメチル化���の親和性を利用し
て，断片化したゲノム���からメチル化領域
を捕捉し濃縮・回収する．抗体を使用する場
合，ヘミメチル化部位も含めて一本鎖���と
して回収される．制限酵素に比べ低密度メチ
ル化領域の検出感度に劣る．一方，�����，
�����のようなメチル化���結合ドメインを
持つ組換えタンパクを使用すると，二本鎖���
断片として回収できる．����������複合
体��）を用いる����法は，結合性が高く回収率
がよい．逆に，非メチル化���部位に高親和性
を示す����による親和性捕捉を行って，非
メチル化���領域を濃縮する方法もある��）．
　以上のような検出原理を，���法・シークエ
ンス法・電気泳動法やマイクロアレイ法などの
解析技術と組み合わせることにより，特定配列
領域あるいはゲノム全体を対象としたメチル化
プロフィールの解析が可能となる．リアルタ

イム���法や質量分析を用いれば，個々の
���部位におけるメチル化頻度を定量できる
（図�）．
　解析法の選択にあたり検出感度の観点から留
意すべきことのひとつは，「解析対象ゲノム全
体のメチル化頻度の高低」に応じてシトシンメ
チル化状態と非メチル化状態のどちらを検出対
象とするのかということである．例えば，ヒト
やマウスのゲノムは全体としては高頻度にメチ
ル化されている．ここで，表現型の異なる多種
類の細胞から成る組織において，少数特定の細
胞集団でのみ生じた脱メチル化を検出する場合
を考えよう．メチル化シトシンを検出すれば，
比較群・対照群双方において，他の多くの細胞
に由来するメチル化シトシンの強いシグナルが
検出される．そのため変化量は相対的に極めて
小さくなり，解析法によっては有意な変化を検
出できなくなる．逆に，非メチル化シトシンを
検出するなら，脱メチル化に対して鋭敏な結果
を得られる．

���メチル化プロフィール解析法

　ゲノムワイドな網羅的解析法の概略を紹介す
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図��　メチル化シトシンの検出原理
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図���　種々の���メチル化解析法
　　　主要な，領域特異的あるいはゲノム網羅的解析法を検出原理と対応させて示した．�����法は，制限酵素を利
用した方法であるが，メチル化感受性には依拠していない．��������反応により変換された��と変換されない��
のうち一方を認識する制限酵素を利用して，その切断活性の違いにより検出する．なお，����プロ�ブ法は新規技
法であり（���������	��
���
������������	�����	���������），報告例こそ少ないが，���������反応の課題である���
分解の問題を解決する方法として注目されるため，ここに掲載した．



る．現在の主流は，上述の�つの原理のいずれ
かによって調整された���を，マイクロアレ
イへのハイブリダイゼーションまたは高速シー
クエンサーにより解析する方法に分類される
（図�）．
　制限酵素とマイクロアレイの組み合わせに
は，����法��）や�����法�）がある．�����
法を例にとり，原理を説明する（図�）．ゲノム
���を�����により非メチル化����配列で
切断する．アダプター���を付加し，この配
列に対するプライマーにより���を行う．増
幅産物を再度，�����で切断後，アダプタープ
ライマーによる���で増幅し蛍光標識を行う．
この段階で，元々，非メチル化されていた���
�部位に対応する領域が選択的に増幅・標識さ
れたことになる．このあと，タイリングアレイ
やプロモーター・マイクロアレイにハイブリダ
イズさせ，低メチル化領域の候補を検出する．
　メチル化���の濃縮とマイクロアレイの組
み合わせでは，抗メチル化シトシン抗体による
免疫沈降法を利用した方法が，これまで最も実
績がある．�����法�），����法��），あるいは
����法��）といったバリエーションがある．い
ずれも���を超音波や制限酵素処理で断片化
後，免疫沈降によりメチル化���を濃縮し，場
合によっては増幅後，標識を行い，マイクロア
レイにハイブリダイズさせる．最近では，タイ
リングアレイやプローモーターアレイを用いる
ことで，ヒトや植物の全ゲノムを対象に高解像
度マップを作製した報告がある��）��）．先述の
���結合タンパクで濃縮する����法の場合，
ヒト�細胞や肺癌組織を対象に，タイリングア
レイを用いて���　��の解像度でマッピングに成
功している��）��）．
　以上の方法は，全ゲノム中のメチル化シトシ
ンが高密度もしくは低密度に存在する領域を明
らかにすることはできても，一塩基レベルの解
像度で情報を得ることはできない．解決策の一
つが，���������反応と次世代高速シークエン
サーの組み合わせである．次世代高速シークエ
ンサーの原理の詳細は割愛するが，断片化され
た短い���を大量に（�千万～�千万本）読み

取り，既知の全ゲノム���配列に���������で
マッピングし，それらをつなぐことで，最終的
な配列を�～�日間で得る．解析に必要な���
量がマイクロアレイ法より少なくてすむ．ま
た，アレイ法では得られないような，繰り返
し配列や未解読領域の配列情報も得られる．
すでに植物，��細胞などで成果が得られて
いる��）��）．

 
 

　クロマチン構成単位であるヌクレオソームを
形成するヒストンの化学修飾は，クロマチンの
機能・構造の確立やその構造変換に重要な役割
を担い，���メチル化と並ぶ重要な分子機構
である．ヒストンの多彩な化学修飾の存在は，
��������	��
など質量分析技術の進歩に
よって明らかにされた（リン酸化・アセチル化・
リジンメチル化・アルギニンメチル化・ユビキ
チン化・����化・���リボシル化・脱イミ
ノ化）��）．転写活性化領域と転写抑制領域の各
クロマチン構造に存在するヒストンは，それぞ
れ異なる化学修飾を受けている．ここでは，細
胞固有の遺伝子発現プロフィールの確立と深く
関連する，染色体���上のヒストン修飾プロ
フィールの解析技法を紹介する．
���．����法
　基本技術は，クロマチン免疫沈降法（����
法）と呼ばれるヒストン‐���相互作用解析法
である��）��）．これは，化学修飾特異的かつヒス
トンバリアント特異的な抗ヒストン抗体で免疫
沈降を行う方法である．その際に共沈降してく
る���配列を解析すれば，どのような���領
域で目的蛋白が複合体を形成しているかがわか
る．解析対象の配列領域が決まっている場合に
は，その領域を，共沈降した���の中から���
で検出することで，標的領域のクロマチン構造
の情報を得られる．
　����法の工程はおよそ次のようになる．�）
必要に応じて，���結合タンパクと���を化
学架橋した後，超音波処理や酵素消化により
���を切断する，�）目的蛋白に対する抗体で

 ヒストン翻訳後修飾と
����法を用いた網羅的解析法
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免疫沈降後，脱架橋し，���を精製する．一
見，単純ではあるが，化学架橋，���断片化や
免疫沈降の条件が，データの質・再現性を大き
く左右するため，慎重な条件検討を要する．米
国のプロジェクトでは，標準化抗体の作製すら
試みられている．
　種々の抗体による����法とタイリングアレ
イ又は次世代高速シークエンサーを組み合わせ
た解析によって，染色体上のヒストン修飾局
在領域を網羅的に解析し，クロマチン構造の
動態を明らかにできる．各々����������	
法，
��������法とよばれている．
���．����������	
法
　精製した���を，工夫を施した���法，���
�����転写増幅法あるいは全ゲノム増幅法で増幅
し，標識後，マイクロアレイにハイブリダイズ
し，検出する．タイリングアレイを用いて
�����程度の解像度で解析できる．ロングオリ
ゴヌクレオチド（��～������）を使ったアレイ
を用いると検出感度がより高まる��）．現状で
は，メーカー間におけるアレイの違いよりも，
研究室間のプロトコールや解析アルゴリズムの
違いが，データの変動度合いに大きく寄与する
という指摘もある��）．
���．��������法
　����法で回収した���を次世代高速シーク
エンサーにより直接塩基配列決定する��‐��）．
�����������	法に比べ，少量の精製���から高
い解像度（����程度）で解析できるという利点
を持つ．全ゲノムマッピングの最初の例��）　で
は，��細胞の�����‐����を用いて解析してい
る．
　両者を比較すると，����������	
法では，プ
ローブ間のハイブリダイゼーション効率の偏り
や蛍光シグナル検出系の使用に起因する，ノイ
ズやアーティファクトのシグナル発生が問題と
なる．それゆえ，異なるゲノム領域間でのシグ
ナルの定量的比較に問題が残る．一方，ハイブ
リダイゼーションに基づかない��������法で
は，この問題を回避できる��）．個々のゲノム領
域において読み取られた配列の出現頻度が，着
目する化学修飾のレベルを反映した結果とな

り，異なる領域間での化学修飾のレベルの定量
的比較が可能であるとされる．
���．ヌクレオソーム・マッピング
　クロマチン構成単位であるヌクレオソーム
は，�種のコアヒストン蛋白の�量体�個とそ
れを取り巻く������の���領域からなる．し
たがって，ヌクレオソームを精度高くマッピン
グするには，この������の���領域に対応し
た解像度が必要となる．そのため，������������
��������を用いたモノヌクレオソームの調整が
���断片化法として使われ，��������法によ
り，酵母��），ヒト，ショウジョウバエ��），線虫��）

で，精度の高いマッピングがなされた．今後，
��������法が網羅的解析法の主流となろう．
���．単一細胞レベルでの解析
　エピジェネティクスが個々の細胞の表現型に
関する遺伝情報を扱う以上，単一細胞レベルで
の解析が必要な局面も出現するであろう．単一
細胞における遺伝子発現プロフィールの解析
は，これまでもマイクロアレイを用いてなされ
てきた．最近，次世代高速シークエンサーによ
る解析法が報告され��），新規のスプライシン
グ・バリアントも多数同定され，その有効性が
示された．今後の改良による向上も見込まれ
る．それに対して，���メチル化やクロマチ
ンの解析はどうか．今のところ網羅的解析の報
告はないが，微量サンプルのための技術開発が
進んでいる．
　網羅的���メチル化解析法として��������
法がある��）．制限酵素とアレイを用いる先述の
����法の改良法で，細胞����個レベルでの
解析能力をもつ．特定の細胞種やその核を標識
マーカーをもとに����で分離し��），本法で解
析することも可能となろう．他に���������反応
処理後，全ゲノム増幅法で増幅し解析する試み
もあるが��）��），サンプル���の分解という根本
的課題の解決を要する．一方，����法につい
ては，細胞���～�����個を対象に，特定遺伝子
配列に対するプライマーを用いた���法に
よって解析する��������	
法があり，凍結生検
材料へ適用可能である��）．網羅的解析の場合に
は，����������	
法を用いて，細胞������個レ

��� 矢　追　　　毅



ベルで解析を行った報告がある��）．したがっ
て，遺伝子発現プロフィールと相照らして���
メチル化やヒストン化学修飾を網羅的に解析し
ようとするならば，現状では，最低����オーダー
の細胞数が必要になる．単一細胞での網羅的解
析については今後の進展に期待したい．

 お わ り に

　本稿では，���メチル化とヒストン化学修
飾の網羅的解析法を紹介した．膨大なデータを
扱う，これら解析法に共通することは，パイプ
ライン全体のデザイン設計の重要性である．
���メチル化，ヒストン化学修飾そして遺伝子
発現のプロフィールは，相互に照らし合わせな
がら解析され，解釈されるべきものであり，バ
イオインフォマティストの果たす役割はとりわ
け大きい．また，個別遺伝子の解析技法も同様
の検出原理を利用しており，本稿では触れな
かった��������	研究技法共々，詳細は，他の
文献に譲る．
　これまでの技術開発史を振り返ると，早津ら
の���������反応，林崎らの����法�）など，日
本発の技術が過去��年のエピジェネティクス
研究に大きく寄与したことは特筆されるべきで

ある．これらも含めて，これまでの主なエピゲ
ノム研究技法は，情報を「読み取る」技術であっ
て，「操作する」技術ではない．ゲノムの特定
領域を狙ってメチル化状態やクロマチン構造を
操作する手法の開発は，今後の課題である．そ
の点で興味深いのは野村らが開発した，��
フィンガードメインと融合させたスプリット型
���メチラーゼによる標的配列特異的���メ
チル化技術である��）．現時点では大腸菌系で機
能することを確認した段階であるが，原理上，
動植物細胞における技術としても十分に期待で
きる．
　冒頭でも触れた欧米のプロジェクトでは，次
世代技術開発がロードマップにあがっている．
従来の塩基配列情報を扱う技術の歴史を見れ
ば，何らかの分子機構が明かされると，その因
子を利用した技術が登場することが多々あっ
た．これにならって，様々な生物種におけるエ
ピジェネティクス分子機構の知見を，新規技術
開発の視点から，時に眺め直すことは有益であ
るにちがいない．優れた新技術は新しい発見へ
の突破口を開く．今後も日本から有用な次世代
技術が登場し，本研究分野の進展に寄与するこ
とを期待する．
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