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ＣｐＧアイランドのメチル化を指標としたヒトインプリント遺伝子
の網羅的単離
●白石 昌彦

国立がんセンター研究所ＤＮＡメチル化とゲノム機能プロジェクト

〈研究の目的と進め方〉
ＣｐＧアイランドは多くのヒト遺伝子の５’領域に存

在するＣｐＧ配列に富む領域であり、プロモータ部位な
ど遺伝子発現制御領域が含まれる。通常ＣｐＧアイラン
ド内のＣｐＧ配列はメチル化されていないが、インプリ
ント遺伝子などではＣｐＧアイランドのメチル化により
対立遺伝子の一方が不活性化される。インプリント遺伝
子の発現異常はいくつかの遺伝性疾患の原因となってい
ることが知られている。本研究では、ヒト正常細胞にお
いて片方のアレルがメチル化されているＣｐＧアイラン
ドを網羅的に単離し、インプリント遺伝子のカタログ化
を行なうことを目的とする。

〈研究開始時の研究計画〉
報告者は本研究開始時までに、メチル化ＤＮＡ結合

（ＭＢＤ）カラムクロマトグラフィーとＣｐＧアイランド
単離技術ＳＰＭ法を組み合わせ、ヒト肺がんにおいてメ
チル化されているＣｐＧアイランドのライブラリーを作
製した。このライブラリーから数千個のプラスミドＤＮ
Ａを単離し、その塩基配列を決定する。

これらのうち塩基配列上ＣｐＧアイランドの特徴を有
するクローンについて、正常細胞におけるメチル化の状
態を解析する。報告者は既にＭＢＤカラムクロマトグラ
フィーにより、メチル化されていないＣｐＧアイランド
は低塩濃度（Ｌ）分画に、メチル化されたＣｐＧアイラ
ンドは高塩濃度（Ｈ）分画に溶出されることを明らかに
している。

塩基配列をもとにプライマーを設定し、正常細胞由来
ＤＮＡのＬ分画、Ｈ分画それぞれを鋳型としてＰＣＲを
行なう。ＰＣＲ産物が両分画に見出されれば、その塩基
配列は片方のアレルがメチル化され、もう一方のアレル
はメチル化されていないＣｐＧアイランド由来である可
能性が高い。このようにして、正常細胞において片方の
アレルがメチル化されているＣｐＧアイランドを網羅的
に単離する。

〈研究期間の成果〉
ヒト肺がんにおいてメチル化されているＣｐＧアイラ

ンド由来のＤＮＡ断片をメチル化ＤＮＡ結合カラムを用
いて濃縮し、クローン化した。このライブラリーから、
正常ヒト体細胞のＤＮＡでメチル化されているＣｐＧア
イランドを単離した。

正常体細胞由来のＤＮＡを制限酵素Ｔｓｐ５０９Ｉで
切断し、メチル化ＤＮＡ結合カラムクロマトグラフィー
により非メチル化ＣｐＧアイランドに由来するＤＮＡ断
片を含む低塩濃度分画、メチル化ＣｐＧアイランドに由
来するＤＮＡ断片を含む高塩濃度分画に分けた。それぞ
れの画分から回収したＤＮＡを鋳型とし、ライブラリー
から単離された標的塩基配列に由来するプライマーを用
いてＰＣＲを行い、両分画にＰＣＲ産物が検出される塩
基配列を約１５０個得た。このうち塩基配列上ＣｐＧア
イランドの特徴を有するものが約４０個存在し、この中
には既知インプリント遺伝子であるＮＮＡＴ遺伝子のＣ
ｐＧアイランドも含まれていた。続いて知遺伝子の５’
領域に由来する配列に関し重亜硫酸修飾法を用いてさら
に詳細にメチル化様式を解析した。その結果ＮＥＵＲＯ
Ｄ３遺伝子などのＣｐＧアイランドが片方のアレルがメ
チル化されていることが示唆された。これらの結果は、
メチル化DNA結合カラムクロマトグラフィーにより、Ｃ
ｐＧアイランドのメチル化を指標としてヒトインプリン
ト遺伝子の網羅的な単離が可能であることを示している。
またこれらのＣｐＧアイランドのうちＴＮＦＲ１２遺伝
子を含むいくつかの遺伝子は、骨髄異形成症候群、関節
リウマチなどの原因遺伝子座に位置し、これらの領域に
存在する遺伝子のインプリント異常が疾患の原因となっ
ている可能性が示唆された（１－６）。

〈国内外での成果の位置づけ〉
国内外の複数の研究グループから、メチル化ＣｐＧア

イランドライブラリーを分与してもらえないかとの申し
出があった。これらのグループと共同で、メチル化Ｃｐ
Ｇアイランドのマイクロアレイを作製し、メチル化と遺
伝子発現の関連について共同研究を進めている。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
当初メチル化ＣｐＧアイランドライブラリー中には相

当数のＣｐＧアイランド由来のクローンが含まれると予
想したが、実際は全ライブラリーの１割程度がＣｐＧア
イランド由来のクローンであり、残りの多くがＣｐＧ配
列に富む繰返し配列由来であった。繰返し配列の除去に
かなりの労力が費やされた。

〈今後の課題〉
インプリント遺伝子であることを最終的に証明するに

は、その遺伝子が染色体の由来する親特異的な発現をし
ていることを示す必要がある。この点について現在鳥取
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大学押村光雄教授の研究グループと共同で解析を進めて
いる。
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