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　再生医療 に お い て、エ ピ ジ ェ ネ テ ィ ク ス を細胞評価 に 用

い て き た 例 は 少 な い 。一
方、ヒ ト多能性幹細胞 は、そ の 作

製段階 に て エ ピゲ ノ ム 改変を生 じ、細胞評価 に用 い られ る

可能性 は 高 い 。 実際 に、山中博士 らは 、 ヒ トips細胞樹 立

に か か る論文 に て エ ピゲ ノ ム 解析を細胞評価 の 試験法 と し

て 利用 して い る 。
エ ピ ジ ェ ネテ ィ ク ス と は DNA の 塩基配

列を 変化させ ず に遺伝子 の 発現を調節す る メ カ ニ ズ ム で あ

り、 DNA の メ チ ル 化 や ピ ス ト ン の 修飾の こ と で あ る。個 々

の 細胞の 持つ 固 有の エ ピ ジ ェ ネ テ ィ ク ス 状態 を エ ピゲ ノ ム

と呼 ぶ 。細 胞 固 有 の エ ピ ゲ ノ ム パ ターン は細胞 の 組織特異

的 遺 伝 子 発 現 パ タ
ー

ン を決 め る記 憶装 置 と し て 働 き、各細

胞の 性質を 決定づ け る基盤 とな っ て い る。ヒ ト多能性幹細

胞の エ ピ ジ ェ ネ テ ィ クス 研究 は、リ プ ロ グラ ミ ン グ機構 の

解明 に繋が るだ けで な く、細胞 の 特性、未分化 お よ び分化

制御機構 の 解明、さ らに は再生医療応用 に お け る移植細胞

の 細胞 評価や 規 格化 へ の 応用 に繋が る重要 な領域 で あ る。
ヒ トiPS細胞 の エ ピ ジ ェ ネ テ ィ クス 研 究 は、単 に リ プ ロ グ

ラ ミ ン グ機 構 の 解 明 と い う生 物 学的 価 値 に と ど ま らず 、医

療応 用 へ の 期 待の 道で もあ る。エ ピゲ ノ ム 変化を細胞評価

と して 定量 す る に 当 た り、具 体的な エ ピゲ ノ ム 変化距離 と

い う指標を 提唱で き るの で はな い か と考 え て おり、そ の 解

析方法 に つ い て の 開発を チーム 内で 行 な っ て い る 。 こ の エ

ピ ゲ ノム 変化 距 離は、進化 に お け る ゲノ ム 変化距離を模倣

した もの で あ り、継代毎 （Population　doubling毎） の 変化

を見 る こ とで、安全性指標 と して の 利用 価値 に つ い て 検証

して い る。ゲ ノ ム 解析 同 様、ヒ ト体性細胞及 び 多能性幹細

胞の エ ピゲ ノ ム 状態を 定量す る こ とで 細胞評価 シ ス テ ム を

構築 で き る と 考え る。

　 DNA メ チ ル 化を中心 と す る エ ピ ジ ェ ネ テ ィ ク ス 制御機

構 は、個体や 組織の 発生 ・再生 過程の み な らず、腫瘍の 発

生 や 進展 に も深 く関与 して い る。機能や 病理 形態学的変化

に 基 づ い て エ ピ ジ ェ ネ テ ィ ク ス 研究 を 展開 す る に は 、 in

sitU で 特定部位 の DNA メ チ ル 化を検出す る方法 の 確 立 が

必要で あ る 。 しか しな が ら 、 現時点で は 、 本 シ ン ポ ジ ウ ム

の オ
ーガ ナ イ ザー

小路先生 らの 開発 した 制限酵素 に よ る選

択的 メ チ ル 化 DNA 切断 に よ る HELMET 法や 、マ イ ク ロ

ダ イ セ ク シ ョ ン で 採取 し た 特定 の 細胞集団か ら DNA メ チ

ル 化 を 塩基特異 的 に 検出す る 方法な ど、そ の 検索方法 は 限

ら れ て い る。私 ど もは 、sodium 　bisulfite法 と rolling 　 circle

amplification （RCA ）法 と を組 み合せ る こ とに よ り、塩基配

列特異的 に メ チ ル 化 DNA を検出す る と い う新規 の 組織化

学的手法 の 開発 に 取 り組 ん で きた 。 RCA 法 で は 、対象の

DNA 塩基配列 に 結合 した 後、　DNA 　ligase処理 で 塩基配列

依存的 に環状構造 に な る特殊 な padlock プ ロ
ーブ を用 い る

こ と に よ り、1塩基の 相 違 も正 確に 認 識 して 、増幅 ・検出

す る こ と が 可能 と な る 。 メ チ ル 化部位 と非 メ チ ル 化 部位 は 、

sodium 　bisulfite処理 に よ り、そ れ ぞ れ シ トシ ン と ウ ラ シ ル

に 変換 され る性質 に 基 づ い て 、こ の 違 い を 認 識 す る pad−

lockプ ロ
ーブ に よ り、メ チ ル 化 シ トシ ン の 有無 を塩基配列

特異的に 検出する こ とが で き る 。 こ の
一連 の 反応 を 組織切

片上 で 行 い、最終的な増幅反応 の 段階で 、 ビオ チ ン な どで

標識 した プ ラ イ マ
ー

を用 い る こ とに よ り、 in　 situ で 特定部

位 の DNA メ チ ル 化 の 検出が 可能 で あ っ た 。 本 シ ン ポ ジ ウ

ム で は、こ の 方法 の 詳細 に つ い て 報告 し、岡本晃 充 （東 京

大学先 端 科学技術研 究 セ ン ター教 授 ） らが 開発 した、メ チ

ル 化 シ ト シ ン と オ ス ミ ウ ム 酸 に よ り、錯体形成 を す る

bipyridine−adenine 標式 （ICON ）プ ロ
ーブを用 い た 新た な試

み に つ い て も報告す る 。
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