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Ⅱ．成果の概要（総括研究報告） 
 

一塩基解像度のメチローム解析のゴールドスタンダードは全ゲノムバイサルファイトシーケンシング

（WGBS）である。Post-Bisulfite Adaptor Tagging（PBAT）は WGBS を高感度で行うために我々が開

発した独自技術であり、一細胞解析にも応用されている。 
本研究では、PBAT を基盤とするメチローム解析技術に関して、以下の高度化研究を行った。 

（１）高感度ターゲットメチローム解析：WGBS はメチローム解析の理想形であるが、コストが高いた

めに現実的には多検体解析には向かないという問題点があった。この問題に対応すべく、ハイブリダイ

ゼーションを用いた標的ゲノム領域の濃縮による Targeted Genome Bisulfite Sequencing（TGBS）が

開発されたが、マイクログラム量の投入 DNA と 10 サイクルを越える PCR 増幅を必要とするなど、感

度の面で問題を抱えていた。そこで Agilent 社のキャプチャプローブで濃縮された微量のゲノム DNA に

対して PBAT を行う独自 TGBS 手法の開発に取り組んだ。その結果、従来法と同等のマイクログラム量

のゲノムDNAからであればPCRなしで、従来法の 1/100量からでも数回程度のPCRで、精度高くTGBS
を実現する方法の確立に成功した。これにより、費用対効果の高い微量試料の多検体解析が実現し、臨

床検体等への応用も可能になった。 
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（２）ライゲーションによる PBAT：PBAT には、低 GC 含量領域のカバレージ低下と極微量解析にお

けるマッピング率の低下という弱点がある。これらの原因はいずれもアダプタ付加に利用するランダム

プライミングにある。PBAT の弱点を克服するために、ランダムプライミングに代わるアダプタ付加法

として、バイサルファイト処理 DNA のような一本鎖 DNA にアダプタとして一本鎖オリゴデオキシリボ

ヌクレオチド（ODN）を連結させる新しい方法の開発を試みた。その結果、1 本鎖 DNA（ssDNA）の 3′
末端に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 3′-azide-ddNTP を 1 残

基のみ取り込ませ、5′-エチニル化 ODN とクリック・ケミストリーで連結する方法を考案し、その原理

検証に成功した。更に、ssDNA の 3′末端に TdT を用いてリボヌクレオチド（rAMP）を 2~4 残基のみ取

り込ませた上で、RNA リガーゼを用いて 5′-リン酸化 ODN と効率的に連結させる方法の着想も得た。こ

の方法は、RNA リガーゼの 5′-リン酸化 ssDNA に対する活性が 3′-OH が RNA から提供されていれば格

段に向上する事実に基づく。各段階の条件を最適化した後、バイサルファイト処理 DNA に対してこの方

法を適用したところ、現行 PBAT 法と比較して GC 含量によるカバレージバイアスが改善することが確

認された。この方法は次世代 PBAT の基盤技術としてのみならず、様々な応用の可能性があると期待さ

れる。 
（３）変化点検出によるメチロームの分節化：ゲノム中の CpG メチル化は、部位ごとに独立に制御され

るのではなくて、むしろ近接部位とともに領域として制御される。つまり、メチロームは同等のメチル

化レベルを共有する CpG 部位が連続するドメインに分節化されている。そこで WGBS データに変化点

検出アルゴリズムを適用して、メチル化レベルによってメチロームをドメインに分割する方法を開発し

た。更に、その結果を分かり易く視覚化する Methylated Domain Landscape プロットを考案し、メチ

ローム分節化の傾向の直観的把握を実現した。 

 一方、支援活動に関しては、現行 PBAT による高感度 WGBS と高度化研究の成果である高感度 TGBS
を提供した。更にパイプラインを構築して、WGBS/TGBS リードのマッピングのみならず、基本統計解

析、ブラウザ表示、メチル化変動領域の検出等の一連の解析を提供できる体制を構築した。これらを駆

使して合計 31 件のメチローム解析プロジェクトを成功裡に支援した。 
 
 
 

The gold standard of single base-resolution methylome analysis is whole-genome bisulfite 
sequencing (WGBS). Post-Bisulfite Adaptor Tagging (PBAT) is the method that we developed for 
highly sensitive WGBS and has been applied even to single-cell analysis.  

This study conducted following developments to enhance PBAT-based methylome analysis. 
(1) Highly-sensitive targeted methylome analysis: WGBS is an ideal method for methylome analysis, 
but its substantial cost makes it impractical for multi-sample comparison. To overcome this issue, 
methods have been developed for targeted genome bisulfite sequencing (TGBS) based on 
hybridization-based enrichment of targeted genomic regions. They are, however, problematic in 
terms of their sensitivity, requiring µg-quantity of input DNA and >10 cycles of PCR. We thus 
intended to develop a highly sensitive method by applying PBAT to the DNA enriched using the 
Agilent capture probes. Consequently, we succeeded in establishing a novel method that requires no 
and only a few cycles of PCR to ensure highly accurate TGBS starting from microgram quantity and 
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its 1/100th of input DNA, respectively. This method has realized cost-effective methylome analysis 
from multiple samples with limited quantities, enabling a wide application to clinical specimen. 
(2) Ligation-mediated PBAT: Current PBAT has two drawbacks, or compromised coverage of low-GC 
regions and compromised mapping rate in ultra-low input analysis, both of which are attributable to 
random priming reaction used for adaptor tagging. To substitute for random priming, we intended to 
develop a novel method for ligation between single-stranded DNA (ssDNA) such as bisulfite-treated 
one and an adaptor oligodeoxyribonucleotide (ODN). We conceived a method that uses terminal 
deoxynucleotidyl transferase (TdT) to incorporate 3′-azide-ddNTP to the 3′-end of ssDNA for ligation 
with 5′-ethynyl-ODN via click chemistry, and succeeded in proving its principle. We also conceived 
another method that exploits TdT to incorporate a few residues of ribonucleotide (rAMP) at the 
3′-end of ssDNA for efficient ligation with 5′-phospho-ODN by RNA ligase. This method is based on 
the fact that the activity of RNA ligase toward 5′-phospho-ssDNA is drastically enhanced when 3′-OH 
is provided by RNA but not DNA. Following the optimization of each step, we applied the method to 
bisulfite-treated DNA to mitigate GC-biased coverage compared to current PBAT. We expect that this 
method is useful not only for the next-generation PBAT but many other applications. 
(3) Methylome segmentation by change point detection: CpG methylation is controlled not at each 
site but coordinately with its neighbors, leading to form a domain wherein all CpG sites share a 
similar methylation level. We developed a novel method that applies a change point detection 
algorithm to WGBS data to identify the boundaries between such domains. We also proposed a 
methylated domain landscape plot that enables one to intuitively grasp the trends in segmentation of 
each methylome. 

For the research support activity, we provided both WGBS with current PBAT and the newly 
developed highly sensitive TGBS described above. We also established a pipeline for not only 
mapping of WGBS/TGBS reads but also a series of data analysis, including basic statistics, data 
visualization in genome browser, identification of differentially methylated regions and so forth. We 
exploited these technologies to successfully support 31 methylome projects. 
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