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４．研究開発の成果 

【支援】 

WGBS(Whole Genome Bisulfite Sequencing)ライブラリ作成支援 

第一期公募で採択された４課題について、依頼者から受領したゲノム DNA に独自技術 PBAT(Post-

Bisulfite Adaptor Tagging)を適用して WGBS ライブラリを作成し、機能ゲノミクス領域 A に送付した。

第二期公募で採択された１課題についても、同様に WGBS ライブラリの作成を行ない、配列決定とデー

タ解析を支援した。いずれの課題についてもライブラリ作成は全く問題なく実施された。 

得られたシーケンスデータについては、順次、各申請者の要望に沿った情報解析支援を行った。情報

解析面での要望も大きいことに配慮して、前年度の経験を踏まえ、支援用の解析パイプラインの構築に

注力した。具体的には、配列データのマッピング、統計解析、ブラウザ表示に関するソフトウェア開発

とパイプライン構築を行い、解析結果を Web 経由で支援依頼者に提供を行うシステムを確立した（図

１）。その結果、依頼者は容易にデータを閲覧することができ、データの基本統計値等はそのまま論文用

データとして利用できるようになった。ここまでをデフォールトの一次解析として提供し、更に二次解

析を希望する依頼者には要望を聴取した上で、個別にきめ細やかな対応を行った。 

 

 

図１：一次解析パイプラインと依頼者に Web で提供するデータのスクリーンショット 

 

TMS(Targeted Methylome Sequencing)ライブラリ作成支援 

第一期公募で採択された７課題について、依頼者から受領したゲノム DNA から Agilent 社 Methyl-Seq 

プローブを用いて標的領域を濃縮した上で、PBAT を適用して TMS ライブラリを作成し、機能ゲノミク

ス領域 A に送付した。得られたシーケンスデータについては、各依頼者の要望に沿った情報解析を行っ

た。第二期公募で採択された２課題についても、同様に TMS ライブラリの作成を行なった上で、依頼

者に送付した。依頼者が配列決定した課題についてはデータ解析を支援した。 

 



【高度化】 

WGBS の高度化 

ランダムプライミングを用いない次世代 PBAT の要素技術として、１本鎖 DNA(ssDNA)同士を効率

よく連結する方法を検討した。その結果、ターミナルデオキシヌクレオチジルトランスフェラーゼ(TdT)

を用いて ssDNA の 3′末端にアジド化ヌクレオチドを付加した上で、クリック・ケミストリーを利用し

て 5′-エチニル化アダプターを連結する TdT-assisted chemical ssDNA(TACS)ライゲーション法の着想を

得て、双方の反応を実証した。その結果生じるトリアゾール連結を DNA ポリメラーゼが乗り越えて相

補鎖を合成できることも確認した。これにより TACS ライゲーションの原理検証に成功した（図２）。 

図２：TACS ライゲーションの原理（左）と要素反応の検証（右） 

 

WGBS データ解析の高度化については、変化点検出(CPT)によるメチル化ドメイン検出とその大域視

覚化法 Methylated Domain Landscape(MDL)プロットを開発した（図３）（BMC Genomics 16, 594, 
2015）。図３に示すように、ES 細胞と線維芽細胞で MDL プロットは大きく異なり、後者の特徴とされ

る Partially Methylated Domain(PMD; 平均メチル化レベルが 70%以下を示す 10 kb 以上のゲノム領域)の

存在が一目瞭然となる。このように、MDL プロットは、細胞種ごとのメチローム分割戦略を直観的に把

握できるこれまでに例のない表示法であり、WGBS の支援にも導入した（図１）。 

 

 
図３：変化点検出によるメチローム分割と MDL プロットによるその大域視覚化 

 

TMS の高度化 

β グルコシダーゼおよび TET で処理したゲノム DNA から SureSelect で濃縮した標的領域に対して

PBAT 法を適用する SureSelect-TAB-PBAT の反応条件の最適化を進めた。 


