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<背景と目的> 

我々の研究室では、完全長cDNA配列の網羅的収集と解析を行ってきた。ま

た、完全長cDNAの5’端は転写開始点に相当するために、完全長cDNAの配列を指

標にゲノム規模での上流プロモーター領域の同定と解析を行うことが可能とな

った。 (http://dbtss.hgc.jp)。これまでに、ヒトの15,262遺伝子とマウスの1

4,162遺伝子のプロモーター領域を同定してきた。また昨年、これらの網羅的解

析から、少なくとも7,674(52%)のヒト遺伝子は複数の選択的プロモーターの制

御下にあることを明らかにした（Kimura et al. 2006）。 

本研究では、これら選択的プロモーターの使い分けとプロモーター領域の

メチル化の相関についての検証を行った。選択的プロモーターの組織特異性と

該当組織でのメチル化状態の関係を検証するべく、組織間で選択的プロモータ

ー間の利用頻度に特異性のある、1,731個の選択的プロモーター（1,287遺伝子）

に着目し、その組織間でのメチル化の状態の解析を行った。 

 

<結果と考察> 

私は、上記1,731選択的プロモーター中で、転写開始始点の-1kbから+200bp

までの領域でHM-PCR(HpaII-McrBC PCR)法に必要な制限サイトがあり、181個（6

1遺伝子）のヒト遺伝子選択的プロモーター（組織特異的プロモーター144個と

非特異的プロモーター37個）のメチル化状態を正常組織testis, brain, spleen,



 stomach, liverでHM-PCRにより検証した。観察されたメチル化のパターンを、

complete, null, incomplete, compositeの四つのパターンに分類し、5種類の

組織において調べたところ、組織特異性の選択的プロモーターの144個中、24％

（138個）がcomplete, 45%（264個）がnull, 28%（165個）がcomposite, 3%（1

6個）がincompleteのメチル化のパターンを示した。一方、組織非特異的選択的

プロモーター37個では、complete 24%（37個）、null 42%(64個)、composite 31%

(47個)、incomplete 3%(5個)のパターンを示した。また、これらの結果のうち

代表的なもの35個を選んで、煩雑な作業が必要ではあるもののより詳細は結果

を得ることのできるBisulfiteゲノムsequencingアッセイを通じて確認したと

ころ、少なくとも97％の場合、その結果が両手法間で一致していることを確認

した。これら得られたデータを用いて私は以下のことを明らかにした。 

１．選択的プロモーターは、多くの場合、選択的プロモーター間で相互に

異なるメチル化パターンを示す。 

今回調べた61遺伝子の中で5個の遺伝子(10個の選択的プロモーターをもち

その全てがほとんどの組織でnullの状態を示した)を除き、全ての組織で選択的

プロモーターのメチル化のパターンが一致する遺伝子は存在しなかった。例え

ば、SEPT9遺伝子は少なくても20個の選択的プロモーターを持つが、メチル化状

態を調べた14個中で、11個の 選択的プロモーター (79%)が、組織の間でそれぞ

れ違うメチル化のパターンを示した。 

２．個々の選択的プロモーターに着目したところ、60%の選択的プロモータ

ーが組織の間でメチル化の状態が異なっている。 

組織特異性選択的プロモーターの場合は62%（124個中77個）が、非特異性

選択的プロモーターの場合は53%（30個中16個）がメチル化の状態が変化を示し

た。 

３．一般的に最も活発に転写が行われている選択的プロモーターは他の状態

あるいは他のプロモーターに比べて、よりメチル化の度合いが低い。 

選択的プロモーターの特異性がある組織と他の組織の間でのDNAメチル化

の状態を調べるために組織特異性が最も多い組織であるtestis-preferring 選

択的プロモーターのメチル化の状態を調べた。その結果、testis-preferring 

選択的プロモーターのメチル化のパターンがtestisでnullにかたよっているこ

ととcompleteのパターンはあまりないことが明らかになった。このようなバイ

アスはtestis-preferring 選択的プロモーターの他の組織やtestis非組織特異

性選択的プロモーターの他の組織でも見られなかった。これらの結果からtesti

sでtestis特異的選択プロモーターが特異的な調節をしていると考えられた。te

stisでnullのメチル化のパターンを示したtestis-preferring選択的プロモー

ターを持つ遺伝子につて、その他の選択的プロモーターにはこのようなバイア



スは見られなかった。また、5種類の組織でそれぞれのプロモーターのmRNAの相

対的の量を測定することによってDNAメチル化とmRNA発現のレベルの間の関係

を調べた。組織間でメチル化状態が異なっている選択的プロモーターの第一exo

n内のユニークな領域にPCR用primerを設計し、real-time RT-PCR アッセイを

行った。nullあるいは弱いメチル化のパターンを示した選択的プロモーターは

強く発現し、completeのパターンは弱く発現することが示され、DNA メチル化

の変化と遺伝子の発現の変化の間にある程度の相関が存在することが明らかと

なった。 

４． CpGアイランド(+)の選択的プロモーターとCpGアイランド(-)の選択的

プロモーターの間のメチル化の状態は大きく異なる。 

CpGアイランド(+)の選択的プロモーターは5種類の組織でnullのパターン

を示した反面、CpGアイランド(-)の選択的プロモーターは組織の間でメチル化

状態の変化が見られた。CpGアイランド(+)の選択的プロモーターがnullの時、

同じ遺伝子の他のプロモーターは大体CpGアイランド(-)の選択的プロモーター

であり、これらのメチル化のパターンは全般的なCpGアイランド(-)の選択的プ

ロモーターのパターンと似ていることが認められた。 

 

<総括> 

今回の解析は、ヒトの正常の組織でヒトの遺伝子の選択的プロモーターのメ

チル化の状態を大規模に解析した初の結果である。得られた知見は、選択的プ

ロモーターにおけるDNAメチル化の変化が、非常にdynamicな変化であり、DNAメ

チル化が選択的プロモーターの使い分けに重要な役割を果たしていることが示

唆された。また、CpGアイランド(+)プロモーターとCpGアイランド(-)プロモー

ターの間に明らかなメチル化のパターンの相違が見られたことは特に興味深い。 

さらに大規模な解析を進めることにより、メチル化による遺伝子発現制御の

全体像と選択的プロモーターの関係を解明するのに基盤的なデータが得られる

と考えている。 
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