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      DNAメチル化は遺伝⼦子発現制御などにかかわる可逆的なDNA修飾である。メチルシト

シン(mC)は Tet によりハイドキシメチルシトシン（hmC）へ変化し最終的に base  

excision  repair  (BER)により⾮非修飾Cに脱メチル化される。hmCは全シトシン中の1%以

下と少ないが⼩小脳には⽐比較的豊富に分布している。様々な神経疾患で分布の変化が指摘さ

れているが⽣生物学的な機能や役割は明らかではない。hmCはメチル化解析で標準的に⽤用い

られる bisulfite 反応ではｍCと同様の反応をするため鑑別は不可能である。bisulfite 反応

ではmC,  hmCは Cのまま、⾮非修飾Cは Tに変換される。これまでにhmCを塩基単位で

検出する⽅方法としてTAB-‑seq や oxidative  BS-‑seq が報告されてきた。いずれもbisulfite 反

応の前に別の反応を加えることによりｍC,  hmCの区別ができるようにした上で通常の

bisulfite 反応と⽐比較することにより hmCを検出する⽅方法であり正確な定量は困難であっ

た。今回、ｍC,  hmCを同⼀一分⼦子上の塩基単位で同時検出することができる⼿手法、

Enzyme-‑assisted  Identification  of  Genome  Modification  Assay  (EnIGMA)を開発した。この

⼿手法は linker により逆鎖をつないだヘアピン型DNAに対して、ヘミメチルCpGの逆鎖の

みをメチル化するDNMT１の反応特異性を利⽤用してmCと hmCを検出する⽅方法である。

この⼿手法の⼿手順は以下の通りである。ゲノムを適切な制限酵素で切断後、end-‑repair によ

り切断断端を平端化し dA-‑tailing をおこなう。その後ウラシルを含むヘアピン型 linker を

ライゲーションする。USER  enzyme  (Uracil  DNA  glycosylase  and  Endonuclease  VIII)反応

により linker 内のウラシルを切断し、DNAポリメラーゼにより linker 部分をプライマー

として逆鎖を合成して⾮非修飾塩基からなる逆鎖をもつヘアピン型DNAを合成する。この



ヘアピン型DNAに対してDNMT1 反応をおこなうと、ヘミmCpGをメチル化する性質

をもつ酵素反応によりmCの CpGの逆鎖はメチル化されるが、hmC,   ⾮非修飾 Cの逆鎖は

メチル化されない。その後のbisulfite 反応によりmCの反対側のメチル化された逆鎖はC

のままであり、hmC,  C の反対側のメチル化されなかった逆鎖はTに変換される。PCR後

にシークエンスにされたデータからヘアピン内で元の鎖と逆鎖で対応するそれぞれの塩基

を⽐比較することによりその分⼦子のmC,  hmC,  C を同時に判定することができる。しかしな

がら EnIGMAでmC,  hmC,  C の定量はDNMT1反応性に依存するため、DNMT1 反応効

率が低い状況では、メチル化されなかった塩基は hmCと判定されることになり、mCを歌

過⼩小評価、hmCを過⼤大評価する。またDNMT1 は弱いながらヘミmCpG以外をde  novo

にメチル化する性質をもっておりDNMT1 活性が⾼高くなるにつれて de  novo 活性は上がる

傾向にある。その結果DNMT1 活性が⾼高い条件下では逆に hmCの逆鎖をメチル化すると

mCと判定され、Cの逆鎖をメチル化すると判定不能になり精度が低下する。従って

DNMT1 のヘミmCpGに対する特異的なメチル化活性は⼗十分⾼高いが、de  novo のメチル化

活性は低く抑えられる反応条件を維持することがこの⼿手法の最も重要なポイントとなる。

そこでDNA量や pH、塩濃度などの反応条件を様々な修飾状態のCpGを含む合成DNA

で検討した。精度のコントロールのため反応の確認にmC,  hmC,  C を含む合成ヘアピン

DNAをDNMT1 反応液中に加えて spike-‑in-‑control とした。検討後⾄至適な条件でおこなっ

た合成DNAの EnIGMAではmC,  hmC,  C ともに 93%以上の精度で検出することができ

た。マウス⼤大脳ゲノムを⽤用いて hmCが豊富に存在する領域（Arhgap27,  Nhlrc1）を実際

に EnIGMAにより解析した。EnIGMAにより⼀一分⼦子ごとにmC,  hmC,  C の分布を評価

し、次世代シークエンサーを組み合わせることにより数千分⼦子から数％しか存在しない

hmCを定量することができた。glucMS-‑qPCR（Glucosylation  of  genomic  DNA  followed  

by  methylation-‑sensitive  qPCR）でも同様の結果を得たことから、EnIGMAによる解析結

果は glucMS-‑qPCRによる解析と⼀一貫性があることが⽰示された。ゲノムの解析において

spike-‑in として⽤用いた合成DNAによる反応確認よりmCの 5％が hmCと判定されている

ことから解析ノイズは 5%程度であると推定された。  

   さらに⽣生体内でDNAメチル化が変動する要因やそれに伴う影響を EnIGMAにより解析

することとした。酸化酵素TETは iron  and  2-‑oxoglutarate-‑dependent  dioxygenase であ

り、還元鉄を維持するためビタミンC（VC）を必要とする。多くの哺乳類は肝臓でグルコ



ースからVCを合成しているが、ヒトでは合成段階の最終酵素である L-‑gulonolactone  

oxidase  (Gulo)の変異により機能喪失していることから⾷食物から摂取する必要がある。VC

は抗酸化作⽤用をもっており、VC⽋欠乏状態では他の代償機構が働くが、iron  and  2-‑

oxoglutarate-‑dependent  dioxygenase は他で代⽤用できずVC⽋欠乏はTET反応に影響を及ぼ

す。培養細胞では、VCを加えることによりTETを介してプロモーター領域でmCの減少

と hmC増加がおきることが複数報告されている。個体レベルではGulo ノックアウトマウ

スにVC投与を⾏行うことで⼩小脳、肺、肝臓でhmC全体量が増加することが報告されてい

るのみであり検討は不⼗十分であった。⽣生体内でVC⽋欠乏状態がどの程度メチル化に影響を

与えるのか検討する必要があった。今回は⽣生体内でも精⼦子のメチル化に注⽬目した。ヒト精

⼦子には hmCは 0.797/104塩基とごくわずかに存在しているが、機能との関連は不明であ

る。男性不妊と精⼦子のメチル化異常との関連は複数報告されており、不妊男性にVC補充

を⾏行なうことで精⼦子の数や形態が改善したという報告がある。このような背景からVC⽋欠

乏マウスにおいて精⼦子のメチル化解析を⾏行うこととした。VC合成酵素であるSMP30 ノッ

クアウトマウスを⽤用いてマウス精⼦子形成周期が35⽇日であることから１回⽬目は⽋欠乏期間を8

週間、2回⽬目は⽣生存限界までの 16週間を⽋欠乏期間とした。抗 hmC抗体を⽤用いた dot  blot

では１回⽬目、２回⽬目ともにVC⽋欠乏マウス精⼦子で hmC総量はおよそ半分まで減少が認め

られた。DhMR  (differentially  hydroxymethylated  region)を同定するため、１回⽬目の⽋欠乏実

験マウスで抗 hmC抗体を⽤用いたhMeDIP-‑seq により精⼦子で hmCが豊富な領域（ピー

ク）をChIP 解析ツールのMACS2で検出した。検出したピークを glucMS-‑qPCRにより

検証したがhmCは検出限界以下と偽陽性であり hmCの局在領域を検出することはできな

かった。偽陽性を少なくするため、抗hmC抗体とは異なる濃縮⽅方法である glycosylation

によるDNA  enrichment を⽤用いた野⽣生型マウス精⼦子の hMeDIP-‑seq データと照合し、共通

するピークの２領域   (Ptpn14,  Smtnl2)を同定して EnIGMA,  glucMS-‑qPCRで確認した。2

領域それぞれ hmCが 10-‑20％,  5-‑10%と他領域よりも豊富に存在しており、精⼦子中の hmC

の局在領域を同定することができた。しかし、VC⽋欠乏とコントロールを EnIGMA,  

glucMS-‑qPCRにより⽐比較したところ Ptpn14,  Smtnl2 ともにｍC,  hmCに有意差は認めな

かった。次に⽋欠乏群とコントロール群の hMeDIP-‑seq データからDhMRを 4領域   (Zp1,  

Slit2,  Zfp663,  Ube2e2)を検出し EnIGMAにより確認したが hmCに有意差は認めなかっ

た。メチル化解析からVC⽋欠乏により精⼦子のhmCが減少することが明らかになった。VC



⽋欠乏がTET活性を低下させることを介して hmCの減少を起こしたと考えられた。⽋欠乏が

8週間、16 週間でも同程度の hmCの減少が認められた。精⼦子形成周期が 35⽇日であること

と合わせると精原細胞から精⼦子の形成途中でのVC⽋欠乏が精⼦子のメチル化に影響を及ぼす

こと、⽣生存限界まで⽋欠乏しても hmCは半分程度に保たれることが明らかになった。精⼦子

hmCの減少は明らかになったものの本解析でDhMRを同定するに⾄至らなかったが、マウ

ス精⼦子の解析を通してメチル化解析における EnIGMAの有⽤用性を確認することができ

た。精⼦子のように他の器官と⽐比較してhmCが少ない細胞では、既存のhMeDIPでは偽陽

性が多く解析は困難であった。今回の EnIGMAは single  locus 解析であったが、今後ヘア

ピン型DNAのライブラリにメチル化アダプターを付加することでゲノムワイド解析への

応⽤用が可能である。ゲノムワイド解析によりVC⽋欠乏マウス精⼦子でDhMRを特定できる可

能性がある。  


