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	 本研究では mC、hmC を区別して塩基単位で解析を行う新しい手法を考案し、Enzyme Assisted 
Identification Genome Modification Assay (EnIGMA)法と命名した。本法は維持メチル化酵素である
DNMT1が hemi-mCの逆鎖のシトシンのみをメチル化する特異性を利用し、mCと hmCを区別する方
法である。解析の手順は以下のような単純なものである。まず、ゲノムを制限酵素で切断後、ヘアピン

を形成する合成 DNAを末端に結合する。これをプライマーとして DNA polymeraseを用いて逆鎖の合
成を行う。その後、この DNAを DNMT1酵素で処理することによりメチル化を行う。この際、CpGの
シトシンがメチル化されていた場合にのみ DNMT1 によってメチル化される。DNMT1 処理後の DNA
を bisulfite 処理してから PCR 増幅し配列を決定することにより、元の配列と連結された逆鎖の対応部
分のメチル化状態をあわせて解析することで C、mC、hmC を同定することを可能にすることが可能と
なる。EnIGMA法をゲノムワイドのシトシン修飾の解析に適用するため、次世代シークエンサー用のラ
イブラリを作成するためのプロトコールの構築を行った。ゲノムの切断ステップに、認識配列に CpGを
含む酵素を用いることで CpG rich な領域を濃縮して解析する Reduced representation bisulfite 
sequencing (RRBS)に準じたプロトコールを応用し、実際に Illumina社の次世代シークエンサーを用い
た解析を行った。 
	 すでにこれまで、他のグループから、１塩基解像度で hmCを同定する手法が提案されている。主なも
のとして挙げられる oxBS と Tab-seq は１塩基の解像度で hmC を同定できるが、同一分子上で mC と
hmC を同定することができない。通常の bisulfite 法の結果と比較することで mC との比を推定するこ
とはできるが、直接 mC、hmC、Cを同一分子上で同定することはできない。これに対して EnIGMA法
は mC、hmC、C を同一分子上で同時に同定できるため、これら修飾の存在比を正確に解析できるだけ
でなく、そのパターンを平均値としてではなく直接示すことができる点で、大きなメリットがある。本

研究で確立することができた EnIGMA 法は、広くエピゲノム研究における新しいスタンダードとして
様々な研究に適用が可能である。 
 


