
１． は じ め に

エピジェネティクスとは，DNAの一次構造の変化なし

に遺伝情報を分裂後の細胞に伝えるもので，DNAメチル

化やヒストン修飾が関与する．ヒトゲノム解読が終了し，

塩基配列で規定される情報は，データベースから入手して

使用可能な時代になってきた．一方，DNAメチル化やヒ

ストン修飾は組織ごとに異なり，細胞内外の環境の影響で

変化し，DNAの配列に刻まれた情報を的確に読み取るた

め，エピジェネティックなコードが重要な役割を果たす．

ゲノム解読が終了しても，エピジェネティクスが“unfin-

ished symphony”と言われる所以である１）．本稿では，疾

患とエピゲノム解析について，われわれの研究成果を含

め，最近の知見について概説する．

２． エピジェネティックな遺伝子発現制御機構

２―１． DNAメチル化

哺乳類のゲノムでは，５′-CpG-３′配列のシトシンの５位が

メチル化修飾を受ける．通常，遺伝子のプロモーター領域

に存在する CpGアイランドはメチル化されていないが，

メチル化を受けることにより遺伝子発現が抑制される．

DNAメチル化は３種類の DNAメ チ ル 基 転 移 酵 素

DNMT１，DNMT３A，DNMT３Bにより起こる．DNAメチ

ル化が関与する生理的現象として，ゲノムインプリンティ

ング，X染色体不活化，Aluや LINEなどのレトロトラン

スポゾンの不活化などがあげられる．

２―２． クロマチンとヒストン修飾

ヒストンの N末端部分のリジン残基（K）は，アセチル化

やメチル化などの修飾を受ける．アセチル化は転写活性化

に，H３K４のメチル化は転写活性化に，H３K９，H３K２７の

メチル化は転写抑制に関与する．メチル化された CpG配

列には，メチル CpG結合タンパク質が結合し，さらにヒ

ストン脱アセチル化酵素やヒストンメチル化酵素，ポリコ

ムタンパク質がリクルートされ，クロマチンは閉じた状態

になる．

DNAメチル化やヒストン修飾は遺伝子の一次構造に影

響を与えないエピジェネティックな変化であり，サイレン

シングされた遺伝子は，細胞に DNAメチル化阻害剤を投

与することにより，回復させることが可能である．

３． 疾患とエピゲノム異常

エピゲノム異常は DNAの一次構造に影響を与えないた

め，疾患の原因となるような異常なタンパク質を作り出す

ことはないが，遺伝子発現に影響を与え，細胞分裂後もそ

の異常は受け継がれる．がんや代謝疾患，精神疾患，免疫

疾患など後天的な疾患の多くにエピゲノム異常が関与する

と考えられる．
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図１ がんのシグナル経路異常におけるエピジェネティックな異常の役割
がんの発生に重要なWNT，Ras，p５３などのシグナル異常には，ジェネティックな異常だ
けでなく，エピジェネティックな異常が関与する．WNTシグナルの活性化には，WNTの
負の制御遺伝子 SFRP や DKK の異常な DNAメチル化が，Rasシグナルの活性化には，
RASSF２の異常な DNAメチル化が関与する．p５３の変異を有しないがんでも，p５３の標的
遺伝子が異常メチル化により発現しないことで，p５３の機能に異常を来す場合がある．

図２ 発生，分化およびがん化とエピジェネティック
な遺伝子発現制御

受精卵と成体を構成する組織は同じゲノム DNAを有
するが，エピジェネティックな遺伝子発現制御により
全く異なる遺伝子発現パターンを示す．ES細胞にお
けるヒストン修飾の網羅的解析により，未分化な細胞
では，転写の活性化のマークであるヒストン H３K４の
メチル化と，転写抑制のマークである H３K２７のマー
クが共存した bivalentな状態になっており，転写の可
塑性が高い状態と言える．一方，分化した細胞では，
組織特異的に発現している遺伝子は H３K４により，発
現していない遺伝子は H３K２７によりマークされる．
がんでは，H３K２７から DNAメチル化へのスイッチが
起こり，転写が強く抑制される状態になる．
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３―１． がん化におけるエピゲノム異常の役割

細胞周期チェックポイントの異常はがん細胞にしばしば

認められる．サイクリン依存性キナーゼの阻害遺伝子であ

る p１６／CDKN２A や p１５／CDKN２B は，しばしばがんにお

いて DNAメチル化により不活化されている２，３）．これら遺

伝子の遺伝子変異や染色体欠失による異常の頻度は低く，

エピジェネティックな異常が細胞周期チェックポイント異

常を引き起こすと考えられている．われわれは，分裂期

チェックポイントに関与するユビキチンリガーゼ CHFR

が大腸がん，胃がん，口腔扁平上皮がんで異常メチル化に

より不活化されていることを見出した４～６）．CHFRが異常

メチル化で発現消失しているがん細胞株を微小管阻害剤で

あるタキソールやドセタキセルで処理すると，G２／M期で

の細胞周期停止が起こらず，細胞は分裂死を起こす４，５）．

よって，CHFRの異常メチル化は，微小管阻害剤に対する

薬剤感受性マーカーとして有用な可能性が示唆された７）．

がん細胞ではしばしば DNA修復能の異常を認める．特

に，DNA修復酵素のエピジェネティックな異常は様々な

腫瘍で認められる．O（６）-methylguanine-DNA methyltrans-

ferase（MGMT）は，メチル化されたグアニンを修復する

酵素であり，大腸がんやグリオーマにおいてメチル化によ

り不活化されている．MGMTがメチル化している腫瘍で

は，K-ras 遺伝子の Gから Aへの変異が高率に起こるこ

とが知られている８）．また，ミスマッチ修復酵素，hMLH１

の異常メチル化は，マイクロサテライト不安定性を引き起

こす．散発性大腸がんにおけるマイクロサテライト不安定

性の原因のほとんどは，ミスマッチ修復酵素の変異ではな

く，hMLH１の異常メチル化である９）．

家族性大腸腺腫症の原因遺伝子として同定された APC

がWNTシグナルに関与することが明らかとなり，発がん

におけるWNTシグナルの関与が示唆された．大腸がんに

おけるWNTシグナル活性化には，APC 遺伝子や β-カテ

ニン遺伝子の点突然変異だけでなく，WNTの制御遺伝子

のエピジェネティックな異常が関与する（図１）．われわ

れは，SFRP 遺伝子ファミリー，DKK 遺伝子ファミリー

が，大腸がんにおいて高率に DNAメチル化により不活化

図３ ゲノム網羅的エピゲノム方法
ゲノム網羅的 DNAメチル化解析法とヒストン修飾解析法．メチル化感受性制限酵素や，抗メチルシトシン
抗体で免疫沈降した DNA，bisulfite処理した DNAを用いて，マイクロアレイ法や次世代シークエンサーに
よる網羅的メチル化解析が可能である（上図）．ヒストン修飾の解析には，クロマチン免疫沈降法で得られ
た DNAをマイクロアレイ法や次世代シークエンサーを用いて解析する（下図）．

６９５２０１０年 ８月〕



されていることを明らかにした１０，１１）．APC あるいは β-カテ

ニンに変異を認める大腸がん細胞株では，TCF／β-カテニ

ンの転写活性化能が上昇しているが，SFRP１や SFRP２の

遺伝子導入により，転写活性化能の抑制と細胞増殖の抑制

が起こる１１）．これらの結果は，SFRP 遺伝子ファミリーの

エピジェネティックな不活化が，大腸がんにおけるWNT

シグナルの強い活性化に重要であることを示唆する．

増殖因子とその受容体を介したシグナルは，Rasを介し

て核へ伝わり，細胞増殖に関与する．がん細胞ではしばし

ば，Ras や RAF の点突然変異により，増殖シグナルに関

係なしに増殖シグナルの活性化を認める．一方，正常組織

においては，Rasの異常活性化は細胞老化やアポトーシス

を誘導する．大腸がんでは，K-ras や BRAF の変異により

Rasシグナルの活性化が起きている．その際，正常細胞で

見られるような細胞老化やアポトーシスが起こらないのは

なぜであろうか．われわれは，がん細胞では Rasのシグナ

ルを負に制御する因子の異常があると考え，Rasと相互作

用する遺伝子群のエピジェネティックな異常について解析

した（図１）．その結果，大腸がんにおいて RASSF２，

IGFBP７が DNAメチル化により不活化されていた１２，１３）．

K-ras や BRAF の変異を有する大腸がん細胞株に RASSF２

を導入すると細胞形態の変化やアポトーシスを誘導でき

た１２）．ま た，RASSF２や IGFBP７の DNAメ チ ル 化 が，

K-ras や BRAF変異とよく相関することを見出した１２，１３）．

p５３は，ヒト腫瘍で最も高頻度に異常を認めるがん抑制

遺伝子である．われわれは最近，p５３の標的遺伝子である

mir-３４b／cが大腸がんにおいて高率にメチル化されている

ことを見出した．DNAメチル基転移酵素，DNMT１およ

び DNMT３B をノックアウトした大腸がん細胞株（DKO

細胞）において，発現が誘導される microRNAを TaqMan

PCR法で解析することにより，mir-３４b／cの発現が DKO

細胞で誘導されていることが分かった．また，mir-３４b／c

が大腸がん症例の９０％において異常メチル化されている

こと，メチル化阻害剤処理により，mir-３４b／cの標的であ

る CDK６，METの発現が抑制されることを明らかにし

た１４）．がん細胞では，mir-３４b／cがメチル化により不活化

されることで，p５３による転写誘導が起こらず，METや

CDK６の高発現につながることが示唆された（図１）．他

にも，１４-３-３σや p１４ARF などの p５３標的遺伝子が DNA

メチル化で不活化されることが報告されており，p５３の変

異がないがんでも p５３の標的遺伝子が転写されないこと

で，p５３の機能異常が起こると考えられる１５，１６）．

消化器がんにおいてしばしば正常組織でみられる糖鎖の

発現低下やがん特異的糖鎖の発現を認める．われわれは，

糖転移酵素遺伝子の発現を網羅的に解析し，大腸がんおよ

び胃がんにおいて B４GALNT２遺伝子が DNAメチル化に

より不活化されていることを明らかにした１７）．B４GALNT２

は Sda糖鎖の形成に関与し，Sda糖鎖の低下により，がん

特異的糖鎖である sLexの過剰発現が起こる．B４GALNT２

の発現が消失している大腸がんおよび胃がん細胞株を

DNAメチル化阻害剤で処理すると，B４GALNT２の発現回

復と，Sda糖鎖の発現を認めた．がんにおける糖鎖異常は

多数起きており，糖転移酵素のエピジェネティックな異常

の解析によりその分子機構の一端が明らかになる可能性が

示唆された．

がんにおいて，プロモーター領域の高メチル化だけでな

く，ゲノムワイドな低メチル化が起こることが知られてい

る．最近，繰り返し配列 LINE１のメチル化レベルを定量

的メチル化解析法である，bisulfite-pyrosequencing法で解

析することにより，ゲノムワイドなメチル化レベルの解析

が比較的容易になってきた１８）．ゲノムワイドな低メチル化

は様々ながんにおいて認められる．DNAメチル基転移酵

素，DNMT３B の遺伝子変異を有するヒトやマウスでは，

染色体の転座を認め，DNA低メチル化が染色体異常を起

こす可能性が示唆される１９）．しかし，ヒトがんにおけるゲ

ノムワイドな低メチル化と染色体異常の関連に関しては報

告が少なく，今後の検討が必要と考えられる．

がんにおけるメチル化は，メチル化により増殖速度が速

くなった細胞が選択された結果か，メチル化の制御機構の

異常により起こるのか長い間議論があった．われわれは，

一部の大腸がんにおいてゲノムワイドなメチル化の異常，

CpG island methylator phenotype（CIMP）を有することを見

出した９）．CIMP陽性腫瘍は，高頻度に hMLH１遺伝子の

メチル化を有し，散発性大腸がんにおいて，ゲノムワイド

なメチル化異常の結果，マイクロサテライト不安定性が起

きていると考えられた．CIMP陽性かつマイクロサテライ

ト不安定性陽性の大腸がんは高率に BRAF 遺伝子の変異

を有し，ジェネティックな異常とエピジェネティックな異

常は，ランダムに起きて蓄積するのではなく，互いに密接

な関連を持って起こると考えられた２０，２１）．

３―２． 生活習慣病，精神疾患とエピゲノム異常

がん以外の後天的疾患におけるエピゲノム異常も大きな

注目を集めつつある．Agoutiマウスでは，食餌中のメチ

ル基ドナーの量により，Agouti遺伝子の DNAメチル化の

状態や体毛色が変化することが知られている２２）．Kameiら

は，マウスにおいて，高脂肪食により Dnmt３aの発現が誘

導されることを見出した２３）．これらの結果より食餌による

エピゲノムの変化は，生活習慣病の病態に重要な役割を果

たすことが示唆される．

DNAメチル化は神経，精神疾患の病態にも関与する．

メチル化 CpG結合タンパク質の一つであるMeCP２の変異

は，精神遅延や自閉症を特徴とする Rett症候群を引き起

こす２４）．後天性の精神疾患では，統合失調症やうつ病患者

の脳の DNAメチル化にも異常が認められる．Millらは，
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統合失調症および躁うつ病患者の前頭葉における DNAメ

チル化をマイクロアレイを用いてゲノム網羅的に解析し，

脳の発達やストレス応答に関連する遺伝子のメチル化異常

を認めることを報告している２５）．上皮細胞のように常に分

裂している細胞に起こる DNAメチル化異常と異なり，環

境因子がどのように神経細胞のエピゲノムに異常を引き起

こすか解明が望まれる．

３―３． 組織およびがん幹細胞とエピゲノム

受精卵からヒトの体を構成する約２００種類の細胞への分

化において，ゲノム情報のエピジェネティックな制御が重

要な役割を果たす．ES細胞と分化した細胞におけるエピ

ゲノム解析から，細胞の分化ではエピゲノムのリプログラ

ミングが起こると考えられる（図２）．ES細胞では，転写

の活性化マークであるヒストン H３K４のメチル化と，抑制

マークである H３K２７のメチル化が共存した状態（bivalent）

になっており，遺伝子を発現するか抑制するか，可塑性が

保たれた状態になっていると考えられる２６）．一方，分化し

た細胞では，H３K４，H３K２７どちらか一方のメチル化だけ

を有するようになり，転写調節の可塑性は失われ安定な状

態になる．これら bivalentなマークを有する遺伝子はがん

において DNAメチル化の標的となりやすいことも明らか

となってきた２７～２９）．

人工多能性幹細胞（iPS細胞）の樹立は再生医療に急速

な進展をもたらした．iPS細胞の樹立時には，エピゲノム

のダイナミックなリプログラミングが起こると考えられ

る．最近，がんの iPS化（iPC細胞）について報告がなさ

れた３０）．がん細胞では，正常の分化と異なり，bivalentな

遺伝子は H３K２７のメチル化から DNAメチル化にスイッ

チした状態になっている．iPS細胞と iPC細胞でエピゲノ

ムのリプログラミングにどのような共通点や相違点がある

か興味深い．

４． エピゲノム異常のメカニズム

疾患における DNAメチル化異常が起こる原因に関して

は未知の点が多い．Issaらは，正常大腸粘膜におけるエス

トロゲン受容体遺伝子の DNAメチル化を解析し，メチル

化レベルが年齢と強く相関することを見出した３１）．この加

齢によるメチル化は，炎症性腸疾患においても認められ，

細胞分裂の回数が進むほど，DNAメチル化のエラーが蓄

積することが示唆された３２）．Maekitaらは，メチル化の原

因として Helicobactor pylori 感染が重要であると報告し

た３３）．また，喫煙により遺伝子のメチル化が亢進すること

が報告されている３４）．葉酸やビタミン B６，B１２は DNAメチ

ル化の基質である S -アデノシルメチオニンの代謝経路に

関与する．食事内容やアルコール摂取によりこれら栄養素

の細胞内の濃度が変化し，DNAメチル化レベルに影響を

与える可能性が示唆される．ウイルス感染はしばしば

DNAメチル化と関連する．Kanetoらは，肝細胞がんの背

景組織である，慢性肝炎や肝硬変における p１６／CDKN２A

のメチル化について解析し，B型および C型肝炎ウイル

ス感染が p１６／CDKN２A のメチル化に関与することを明ら

かにした．p１６／CDKN２A のメチル化は，薬剤性肝炎や自

己免疫性肝炎では認められず，ウイルス感染が異常メチル

化を引き起こすことを示した３５）．胃がんの約１０％はエプ

スタイン・バールウイルス（EBV）が関与するが，EBV

陽性胃がんではがん遺伝子やがん抑制遺伝子の異常をほと

んど認めず，ゲノムワイドなメチル化の異常を認める３６）．

EBVにより DNMT１の発現が亢進することがメチル化異

常の原因の一つと考えられるが，DNMT１の発現亢進だけ

では，なぜ特定の遺伝子のメチル化だけが起こるのか説明

できず，メチル化を制御する機構の関与が示唆される．

５． エピゲノム解析法

従来 DNAメチル化の解析は，サザンブロット法を用い

て行われ，大変煩雑であった．しかし，bisulfite-PCR法が

開発され，遺伝子のメチル化解析は飛躍的に広がった．ま

た，クロマチン免疫沈降法が開発され，ヒストン修飾が遺

伝子レベルで解析可能になった．ここでは，DNAメチル

化およびヒストン修飾解析法について，筆者らが開発した

手法を交えて解説する．

表１ DNAメチル化に影響を与える因子

因 子 文献

加齢 正常大腸粘膜において ER遺伝子が加齢によりメチル化レベルが上昇していた． ３１

炎症 炎症性腸疾患では，加齢によりメチル化される遺伝子のメチル化がさらに上昇していた． ３２

H. pylori 感染 H. pylori による慢性胃炎では，DNAメチル化の上昇が認められ，発がんリスクに関連する． ３３

喫煙 ニコチンは，DNAメチル基転移酵素の発現を誘導し，がん抑制遺伝子の DNAメチル化を
引き起こす．

３４

肝炎ウイルス B型および C型肝炎や肝硬変では，非ウイルス性肝炎に比べ，p１６／CDKN２Aのメチル化を
高率に認めた．

３５

エプスタイン・バールウイルス EBVに関連する胃がんでは，既知のがん遺伝子やがん抑制遺伝子の変異を認めず，異常メ
チル化による遺伝子不活化が重要である．

３６

栄養 食餌中のメチル基ドナーの量は，Agouti遺伝子の DNAメチル化や体毛色に影響を与える． ２２
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５―１． 遺伝子の DNAメチル化解析

最近，DNAメチル化の解析技術の進展は著しく，その

方向は多くの遺伝子を一度に解析する方法と，大量の検体

を高速に解析する方法に２極化しつつある．bisulfite処理

した DNAを PCR法により解析する方法が一般的である

が，解析する遺伝子が決まっている場合，より定量性の高

いメチル化検出法を用いることが望ましい．定量的にメチ

ル化を検出する方法として COBRA（combined bisulfite re-

striction analysis）法が開発された．COBRA法はメチル化

しているアレルとしていないアレルを平等に増幅した後，

制限酵素で消化することにより，メチル化を検出する．

pyrosequence法は COBRA法よりも定量性に優れ，多くの

検体を高速に処理できる．bisulfite処理した DNAをテン

プレートに用いてビオチン化プライマーにより PCRを

行った後，DNAを一本鎖にし，プローブをアニールさせ

る．さらに，DNAポリメラーゼによる伸長反応により，

塩基配列をリアルタイムに検出する．他に，TaqMan PCR

を利用する methylight法がある．最近では，質量分析装置

を用いたメチル化解析法，mass array法を利用してメチル

化解析した例も報告されている．ハイスループットな解析

では，シグナル値やメチル化レベルの数値のみが一人歩き

することになるため，実際の波形や結果を他の方法で確認

する必要がある．

５―２． 候補遺伝子解析から全ゲノム解析へ

様々な手法によりゲノム網羅的メチル化解析が可能と

なってきた（図３）．われわれは，メチル化している CpG

アイランドのみを効率よく増幅する方法，methylated CpG

island amplification（MCA）法を開発した３７）．MCA法では，

メチル化感受性制限酵素でゲノムを切断した後，メチル化

非感受性制限酵素で再度切断し，アダプターをライゲー

ションして，PCR法によりメチル化している DNA断片の

みを増幅する．がん細胞および正常組織由来の DNAを用

いて，MCAアンプリコンを作成し，representational differ-

ence analysis（RDA）法などのサブトラクション法により，

がんで異常メチル化している遺伝子断片を同定することが

可能である．これまで，大腸がん由来のMCAアンプリコ

ンをテスターに，正常大腸粘膜由来のMCAアンプリコン

をドライバーにしてサブトラクションを行い，アポトーシ

ス関連遺伝子 HRKや p５３の標的遺伝子 DFNA５が大腸が

んや胃がんにおいて異常メチル化により不活化されている

ことを明らかにした３８，３９）．

また，がんおよび正常組織由来のMCAアンプリコンを

ラベルし，BACアレイや CpGアイランドアレイを用い

て，網羅的メチル化解析を行うことができる．東京医科歯

科大学の稲澤教授らのグループは， BACアレイを用いて，

がんおよび正常組織由来のMCAアンプリコンをハイブリ

ダイズすることにより，異なるシグナルを示すゲノム領域

を特定し，nuclear receptor１L２や CRABP１遺伝子が異常メ

チル化していることを明らかにした４０，４１）．

MD Andersonがんセンターの Issaらの研究グループは，

MCAアンプリコンを，BACアレイよりもさらに高解像度

の CpGアイランドアレイにハイブリダイズすることによ

り，網羅的メチル化解析を可能にした（MCA microarray，

MCAM）４２）．MCAM法により，大腸がん細胞株および臨床

例で異常メチル化している遺伝子の網羅的解析を行い，

bisulfite-PCR法により比較検討した．その結果，MCAM

法により９０％以上の感度・特異度でがんにおいて異常メ

チル化している遺伝子を同定可能としている．

Weberらは，DNAを抗メチル化抗体で免疫沈降した

DNAを用いて，BACクローンを搭載したアレイや，プロ

モーターマイクロアレイにハイブリダイズすることによ

り，DNAのメチル化をゲノム網羅的に解析する手法，

methylated DNA immunoprecipitation（MeDIP）法を開発し

た４３）．１２，０００CpGアイランドを搭載したマイクロアレイを

用いて大腸がん細胞株において DNAメチル化の亢進して

いる遺伝子の解析を行い，２６遺伝子が異常メチル化して

いることを明らかにした．Weberらは，大腸がんにおいて

異常メチル化している遺伝子は予想したより少なかったと

している．しかし，抗メチル化抗体を用いた免疫沈降法

は，感度や再現性の点で問題があり，さらなる改良が必要

と考えられる．

ゲノム上のヒストン修飾状態を解析するには，クロマチ

ン免疫沈降法（chromatin immunoprecipitation, ChIP）が用

いられる．ChIP法では DNAとヒストンをクロスリンクさ

せ，クロマチンを超音波で断片化した後，目的とするヒス

トン修飾を認識する抗体で免疫沈降を行う．沈降させた

DNA-ヒストン複合体から DNAを抽出し，目的とする遺

伝子特異的プライマーで PCR反応を行って，ヒストン修

飾状態を定量する．ChIP法で得られた DNAをプロモー

ターアレイにハイブリダイズすることで，ゲノム上にヒス

トン修飾をマッピングする４４）．この方法は，ChIP on ChIP

法と呼ばれ，ヒストン修飾だけでなく，転写因子の結合配

列のゲノム網羅的解析に利用される．

５―３． 次世代シークエンサーを用いたエピゲノム解析

マイクロアレイを用いた DNAメチル化，ヒストン修飾

の解析は，ゲノムワイドなエピゲノム解析を可能にした．

しかし，プローブがない部分の解析ができないこと，全ゲ

ノムを１塩基単位でカバーするには，膨大なアレイ数を必

要とする，ハイブリダイゼーションを利用することによ

り，感度や特異度に限界があるなどの問題点を有する．最

近，次世代シークエンサーが開発され，ヒトゲノムのリ

シークエンスやがんにおける遺伝子変異解析に威力を発揮

している．DNAメチル化やヒストン修飾の解析は，次世

代シークエンサーの大変よいアプリケーションの一つであ
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り，数多くの応用法が考えられる．

次世代シークエンサーにより DNAメチル化を解析する

には，制限酵素処理と PCR法の組み合わせによりメチル

化したゲノム領域を濃縮する方法や，抗メチルシトシン抗

体や，メチル CpG結合タンパク質MBD２によりメチル化

した DNA断片を濃縮し，ライブラリーを作成してシーク

エンスする方法４５），bisulfite処理した DNAからライブラ

リーを作成してシークエンスする方法がある４６）．Listerら

は，ES細胞と線維芽細胞における DNAメチル化につい

て，次世代シークエンサーを用いて全ゲノム bisulfiteシー

クエンスで解析した４６）．ES細胞ではメチル化しているシ

トシンの約１／４が非 CpG配列のメチル化であり，分化誘

導により非 CpGのメチル化は消失した．ES細胞と分化し

た細胞では DNAメチル化の制御機構や意義が異なると考

えられる．

次世代シークエンサーではマイクロアレイに使用する鋳

型の量が少ないため，クロマチン免疫沈降して得られた

DNAを解析するのに適している．われわれは，大腸がん

細胞におけるヒストン H３K４のメチル化状態を，クロマチ

ン免疫沈降法と次世代シークエンサー SOLiD３を組合わせ

て解析した．１検体あたり約５，０００万のタグを解析でき，

このうち，３，５００万タグがヒトゲノムにマップされ，

３，０００万タグがゲノム上に１箇所だけマップできた．ChIP

シークエンスでは，ChIP on ChIPの結果が確認でき，よ

りバックグラウンドの低いシャープなピークを得ることが

できた（図４）．大腸がん細胞において転写のアクティブ

マークであるヒストン H３K４のメチル化は，これまでマイ

クロアレイ法で得られた遺伝子発現とよく相関した．ま

た，DNAメチル基転移酵素，DNMT１および DNMT３B を

ノックアウトした細胞（DKO細胞）では，DNA脱メチル

化により，ヒストン H３K４のメチル化を示す領域の増加を

認めた．さらに，DNMTノックアウトによりヒストン

H３K４と K２７のメチル化の両方を有する遺伝子の増加を認

め，これらの遺伝子は bivalentな状態から DNAメチル化

により安定的な遺伝子サイレンシング状態に誘導されたと

考えられた．これらの結果より，次世代シークエンサーを

用いたエピゲノム解析はがんにおけるエピゲノム異常の標

的遺伝子の解析だけでなく，エピゲノムを調節する分子基

盤の解明に有用と考えられる．

今後，エピゲノム解析の主流は，マイクロアレイから

シークエンサーを用いた解析にシフトしていくと考えられ

る．バーコードを用いた大量検体の解析や，組織からの

ChIPシークエンスなど超微量検体での解析，１分子シー

クエンスへと期待が高まる．

６． お わ り に

疾患におけるエピゲノム異常の意義や新しい解析法につ

いて概説した．最近１５年間の研究で，DNAメチル化やヒ

ストン修飾異常がどのようにして，疾患の病態に関わるか

明らかになりつつある．しかし，多くのヒストンメチル化

図４ ChIP on ChIPと ChIPシークエンス法による H３K４メチル化の解析
大腸がん細胞株 HCT１１６および DNMT１および DNMT３Bをノックアウトした大腸がん細胞株（DKO細胞）を用いて，ChIP on ChIP
法および ChIPシークエンス法により，H３K４のメチル化について解析した．どちらの方法でも，SFRP１遺伝子の転写開始点近傍の
ピークは DKO細胞にのみ認められる．ChIPシークエンス法のほうが，よりシャープなピークを得ることができた．
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酵素やヒストン脱メチル化酵素は同定されて間がなく，エ

ピジェネティックな制御に関わる分子の多くは機能解析や

疾患における役割が不明である．一番重要なのは，どのよ

うにしてエピゲノム異常が起こるかという根本的な問題が

解決されていない点である．今後，疾患エピゲノムの解析

が益々進むと共に，その制御による疾患の治療法開発や，

安全な再生医療技術開発へ進展することを期待する．
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