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がんの個人的治療に向けた革新的なソリューションを
積極的に追求するなら、以下を可能にするTwistに
お任せください。

がん遺伝子の効率的な解明

 がんのエピジェネティックな特徴の
高分解能マッピング

費用対効果の高い変異体とがん遺伝子の
検証
生物製剤治療の迅速なイノベーション
および開発

詳しくは、twistbioscience.com/stronger-together
をご覧ください。

果敢な戦いには
優れたツールを



D
NAメチル化パターンの変化
は、がんにおいて最も早期
かつ広範囲にみられるゲノム
変化の1つです。1各タイプの
がんに、メチロームと呼ば

れる独自の特徴的なメチル化のパターン
があり、これを使用してがんの種類や疾患
進行の程度を特定することができます。2 
メチル化シーケンスの技術的進歩により、
いまや関心領域のメチル化を迅速に調査
することが可能になり、メチル化パターン
はがんスクリーニングのための優れたバイオ
マーカーとなる可能性を秘めています。 

低メチル化・高メチル化によって
起こること 
DNAメチル化の状態から、疾患の病理が
明らかになる可能性があります。例えば、
DNAの広範な低メチル化は転写活性と
関連しています。腫瘍において、低メチ
ル化は反復配列を抑制し、有害な有糸
分裂組換えの可能性を増大させることで
ゲノムの安定性を損なわせます。1、2がん
原性における低メチル化の影響を示す
特に興味深い例が、ウイルスゲノムの再
活性化です。細胞はメチル化を介して
組み込まれたヒトパピローマウイルスゲノム
からの発現を抑制し、ウイルスゲノムの
潜伏状態を持続します。がんにおいて
生じる脱メチル化の過程により、HPV
ゲノムの抑制が解除されて再発現が誘発
され、子宮頸癌が進行する可能性があり
ます。2 

がんには DNAの高メチル化もみら
れ、3通常は CpGアイランドという、シト
シン -グアニン対が高頻度に出現する
500～ 1000塩基対の長さを持つ DNA

領域にみられます。CpGアイランドは主に
ヒト遺伝子の最初のエクソンとプロモー
ター領域に出現し、正常な体細胞では
比較的、非メチル化され転写活性を示し

ます。2ところが、がんにおいては、主要な
プロモーター領域の高メチル化によって、
腫瘍抑制やDNA修復に関与する遺伝子
を含む様々な遺伝子が抑制（サイレンシ
ング）され、腫瘍形成が促進されます。
この現象は、ごくわずかな遺伝子変異を
伴う網膜芽細胞腫という小児がんで最初
に観察されました。4網膜芽細胞腫の患者
において、網膜芽細胞腫抑制遺伝子（RB1）
プロモーターの異常な高メチル化が認め
られています。5 乳癌および卵巣癌では、
DNA二重鎖切断修復に重要な遺伝子で
あるBRCA1の高メチル化と抑制が起こり
ます。3

miRNAへの注目 
microRNA（miRNA）におけるがん
関連性DNAメチル化変化の重要性にも、
多くの注目が集まっています。18～ 25

ヌクレオチドのこれらのノンコーディング
RNAは、mRNA分子をサイレンシング
または分解することによって遺伝子翻訳を
阻害します。2、6がんにおいてはmiRNAの
発現によって広範囲な異常調節が起こり、
腫瘍の大半で全体的な下方制御が観察
されます。7一部の症例では、腫瘍抑制
に重要な役割を果たす遺伝子を含む

CpGの高メチル化が起こります。結腸癌
におけるmiR-124aというmiRNA の
高メチル化によって、がん抑制因子である
網膜芽細胞腫（RB）タンパク質をリン酸化
し不活化するがん遺伝子、サイクリン依存
性キナーゼ 6（CDK6）の抑制が解除され
ます。2このタイプのmiRNAサイレンシング
の例は膀胱癌にも認められ、膀胱癌では、
miRNA-127の高メチル化により発がん
因子であるB細胞性リンパ腫 6（BCL-6）
の異常調節が起こります。2

研究者たちは、がんにおける動的な
DNAメチル化の重要性を理解し始めた
ばかりです。医師や科学者が個々の患者
のエピジェネティック修飾を迅速かつ正確
に評価できる次世代技術のおかげで、
早期診断、新規治療および個別化治療
が前進する可能性があります。
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「�メチル化シーケンスの技術的進歩により、いまや関心領域のメチル化を
迅速に調査することが可能になり、メチル化パターンはがんスクリー
ニングのための優れたバイオマーカーとなる可能性を秘めています。」 



D
NAメチル化の変化は、
がん発生の早い時期に起こ
ります。これらのメチル化
パターンの変化は循環血中
の遊離DNAに現れ、診断

や疾患モニタリングのための潜在的な
バイオマーカーとして注目されています。1、2

リキッドバイオプシーにより、研究者や
臨床医は血液またはその他の体液を採取
することで、腫瘍からの細胞または核酸
を分析することができます。この非侵襲的
アプローチにより、メチル化パターンの
変化が明らかになるばかりでなく、同じ
患者で繰り返し実施することが可能となり、
異質な腫瘍のわずかな領域から生検を
採取することによって生じるバイアスを
回避することができます。1 しかしながら、
一般的な血漿検体中の遊離 DNAの量
は少ないため、これらの検体の正確な
分析には技術的な課題があります。

酵素変換の利点 
研究者は一般的に、バイサルファイト
シーケンスを用いてDNAメチル化検出を
行います。DNAが亜硫酸水素ナトリウムに
曝されると、非メチル化シトシンが化学的
にウラシルに変換される一方で、メチル化
シトシンはこの化学修飾から保護されます。
変換後、 研究者は PCRを用いてサンプル
を増幅し、次世代シーケンス技術を用いて
増幅産物をシーケンシングします。この方法
には、1塩基分解能や比較的シンプルな
ライブラリ調製方法など、多くの利点があり
ます。3それでもなお、バイサルファイト
処理には高温と高 pHが必要で、その
ために鎖切断や脱ピリミジン反応が起こり、
DNAを損傷する可能性があります。3

この反応系において非メチル化シトシンは
特に分解されやすく、GCリッチ領域での
カバレッジ低下を招きます。CpGアイランド
のメチル化ががん研究者にとって特に関心
の高い分野であることを考慮すると、これ
は問題です。2

新しい酵素変換技術により、従来の
バイサルファイトシーケンスに関連する多く
の技術的問題が解決できます。これらの
技術は、バイサルファイト変換の手順を、
非メチル化シトシンを修飾する酵素に置き
換えるものです。酵素変換の一例では、
まず TET 酵素がメチル化シトシン（5-
メチルシトシンおよび 5-ヒドロキシメチル
シトシン）を酸化させると、次の段階で
これらは脱アミノ化から保護され、このとき
保護されない非メチル化シトシンが
APOBEC酵素によってウラシルに変換
されます。4この2段階のプロセスによって、
品質が向上し、より正確な読取りが可能
になります。5酵素変換は、反応に高温

や高 pHを必要としないため、バイサル
ファイトシーケンスよりもDNA損傷が少なく
てすみます。サイクル数の少ない増幅
ステップでより高いライブラリ収量につな
がる利点があります。増幅中の PCRサイ
クル数を少なくすると、ライブラリの複雑性
が高まり、シーケンシング中の重複が少なく
なります。5 酵素変換に切り替えるもう
1つの重要な利点は、ゲノムカバレッジの
均一性です。バイサルファイト変換にみら
れるGCリッチ領域の分解の問題が解消
され、すべてのDNA領域が均一にカバー
されるだけでなく、メチル化シトシンが
最大 15%多く検出されます。6 

ターゲットキャプチャでより正確に 
科学者は、全ゲノムのメチル化シーケンス
を用いて全ゲノムのメチル化パターンを
評価する場合もありますが、ターゲット
エンリッチメントを実施することで、時間と
費用を節約できます。この戦略により、
標的配列とハイブリダイズしてこれを単離
するプローブを使用し、プロセス中の不要
な配列を除去することで、関心領域に
対するシーケンシングの深度を高めること
ができます。7研究者はプローブパネルを
用いて、がん遺伝子などの関連する一連
の配列用にサンプルを濃縮できます。
メチル化シーケンスのワークフローでは、
サンプルDNAが豊富にある場合、変換前
にターゲットエンリッチメントを行うことが
できます。あるいは、低インプットの高感度
アッセイでは、変換後の PCRステップにより
目的の配列の収量が増大するため、変換
後のターゲットエンリッチメントが推奨され
ます。しかし、変換中に生成される固有
のDNA配列を考慮する必要があるため、
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「�新しい酵素変換技術により、
従来のバイサルファイトシーケ
ンスに関連する多くの技術的
問題が解決できます。」
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変換後にターゲットエンリッチメントを実施
する場合は、パネル設計に新たな課題が
生じます。非メチル化シトシンは、変換
および PCR増幅後にチミンとして配列
決定されるため、変換された一部の
DNA配列の複雑性が下がって捕捉する
ことが難しくなり、オフターゲット率が高く
なります。幸い、新たに市販されている
カスタムメチル化パネルは、変換後の標的
部位でメチル化、非メチル化、センス、
アンチセンスの 4種類すべての DNAを
キャプチャできる革新的なデザインにより、
感度が向上しています。ついに、研究者
は高度に最適化された市販のメチル化
シーケンスワークフローを使用することで、
オフターゲットキャプチャを低減し、検査室

での時間を節約することができるように
なったのです。これらのワークフロー内の
カスタムターゲットキャプチャパネルは、
配列を均一にキャプチャする均一性の高い
パネルが作成できる最新のオリゴ合成技術
を使用して構築されています。これらの
改善により、稀な変異体に対する無駄な
読取りが少なくなり、読取り深度が向上
します。
以上をまとめると、これらの新しい

技術により、科学者は複数の患者サンプル
で微量の遊離 DNA からでも特異的な
メチロームを迅速かつ正確に評価すること
が可能となり、がん研究者にとっては一歩
前進です。

「�カスタムターゲットキャプチャ
ライブラリキットは、配列を均一
にキャプチャする均一性の高い
パネルが作成できる最新のオリゴ
合成技術を使用して構築されて
います。これらの改善により、
稀な変異体に対する無駄な�
読取りが少なくなり、読取り�
深度が向上します。」

がん検出におけるメチル化シーケンス



メチル化は最も研究されているエピジェネティック修飾の 1つです。
DNAメチルトランスフェラーゼは、シトシン -ホスホグアニン（CpG）
ジヌクレオチドのシトシン残基にメチル基を付加することで、転写を
抑制したりゲノム不安定性を促進したりします。

がん検出のためのメチル化シーケンス 
異常な DNAメチル化はがん進行のごく
早期に起こるため、メチル化シーケンスは
早期のがんスクリーニングのための有望な
診断バイオマーカーとなります。

腫瘍細胞は DNA断片を血流中に放出し
ます。科学者は患者からリキッドバイオ
プシー検体を採取して血中循環腫瘍DNA
（ctDNA）を解析し、メチル化シーケンス
によって異常なメチル化パターンを調べ
ます。

科学者は、がんスクリーニングに ctDNA
のメチル化シーケンスを用いることで、
がん患者の予後を理解し、様々な種類の
がんに共通するメチル化の特徴を発見
して、より良い治療計画を提供することが
できます。

バイサルファイト変換と酵素変換 
・�どちらも非メチル化シトシンをウラシル
に変換します。

・�バイサルファイト処理によりDNA、特に
非メチル化シトシンが分解され、低濃度
サンプルのシーケンシング感度が低下
します。

・�酵素変換は DNAを損傷せず、バイサル
ファイト変換よりも多くの CpG配列を
検出します。

・�研究者は、変換前または変換後にター
ゲットキャプチャを実施して、目的の
配列を濃縮します。

・�カスタムプローブパネルが、メチル化、
非メチル化、センス、アンチセンス鎖
をキャプチャします。

・�特殊なブロッキング試薬により、メチル
化 DNAの検出が増強され、オフター
ゲットキャプチャが低減します。

ビオチン化プローブが
標的DNAに結合

ストレプトアビジン
磁性ビーズがハイ
ブリダイズした
ターゲットを 
キャプチャ

メチル化 
シーケンス 
ワークフロー 
の理解

PCR によりウラシル
をチミンに変換

DNA の
せん断

PCR 増幅

NGS 
アダプターの 
ライゲーション 

シトシン変換

酵素変換法： 

ステップ 1：メチル化シトシンを酸化 
ステップ 2：  非メチル化シトシンをウラシルに脱アミノ化

G C A

C G T

C G C

G C G G C G

C G U

G C G

C G C

ライブラリ調製：

ターゲットの
取得

ライブラリ調製：

変換

ライブラリ調製  
変換、ターゲットキャプ
チャ、DNA増幅の実施

サンプル調製 

DNAの単離と精製 

シーケンシング／
解析  
参照配列とデータを整列
させ、メチル化を特定



が
んを検出および診断する
ための新たな手法は、
臨床ですぐにも必要です。
がん診断のための従来の
方法の多くは、生検や

画像検査に依存しており、検体採取の
バイアスを受けやすかったり、解像度が
限定的であったり、患者を電離放射線に
曝露させてがん幹細胞集団を濃縮させる
可能性があったりします。1、2さらに、患者
にとって迅速な検出は必要不可欠です。
転移前の早期に治療を開始することで、
生存の機会や治療成功の可能性が高まり
ます。3 
がんのタイプそれぞれに、再現性の

あるメチル化の特徴があります。これらの
エピジェネティック修飾は多くの症例で腫瘍
のステージおよびタイプと相関しており、
早期の検出・診断、非侵襲的スクリー
ニング、および疾患モニタリングのための
理想的なバイオマーカーとなります。2

例えば、いくつかの既知のがん関連遺伝子
の高メチル化は、前立腺癌において悪性
腫瘍と良性組織とを確実に高い感度で
特異的に鑑別することができます。4 

メチル化シーケンスの役割 
マイクロアレイおよびPCR法によるメチル化
バイオマーカー同定は、臨床において
有用である一方、メチル化シーケンスに
よりメチロームのカバレッジが向上し、がん
における全般的なメチル化パターンの
変化を研究者がより深く理解して、新しい
バイオマーカーを発見することが可能に
なります。5 破壊された腫瘍細胞から放出
された DNA断片である血中循環腫瘍
DNA（ctDNA）を含有する液体検体の

リキッドバイオプシーでメチル化シーケンス
を実施することは、臨床においてメチル化
パターンを検出する非侵襲的な選択肢と
なります。6 
メチル化シーケンスは特に小児がんに

有用となる可能性があります。というのも、
小児がんでは遺伝子変異の割合は低いこ
とが多いですが、DNAメチル化に顕著
な変化が認められるためです。7、8最近の
文献では、脳脊髄液中の ctDNAのエピ
ジェネティック変化を分析することにより、
髄芽腫の発症を検出し、がんのサブタイプ
を同定したことが報告されています。これ
により、治療反応および疾患再発のモニタ
リングにこの技術を用いる可能性が示唆
されました。7

プレシジョン・メディシン（精密医療）
の可能性 
可能性はがんの早期検出にとどまりま
せん。エピジェネティック検査は、プレシ
ジョン・メディシンに非常に有望です。
がんは、個々の腫瘍のレベルでさえ不均一
で、空間的にも経時的にも変化する可能性
があります。残念ながら、手術や化学療法、
放射線療法を含む標準的ながん治療の
大半は、この不均一性を考慮するもので
はありません。患者特異的メチロームの
スクリーニングはがんのサブタイプを理解
および分類する上で重要な役割を担って
おり、治療に対する患者の反応を予測する
のに有用であることがすでに証明されて
います。2 BRCA1変異を有する乳癌患者は
プラチナ製剤ベースの化学療法に対する
感受性が高く、一方で、GSTP1メチル化
を有する患者はドキソルビシン治療が奏功
する傾向があります。9、10神経膠芽細胞腫

では、O6-メチルグアニン -DNAメチル
トランスフェラーゼ（MWT）プロモーター
の高メチル化を有する患者は、抗腫瘍
アルキル化剤に対する反応が良好です。11 

がん治療の未来 
それぞれのがんが独特に持つエピジェネ
ティックなマーカーを研究することにより、
研究者はがんの発症、進行、治療感受性
に関する有力な情報を得られるだけでなく、
がんのメチロームを標的とする医薬品を
開発できる可能性があります。これらの
治療法はエピドラッグと呼ばれ、その
いくつかはすでに使用されています。腫瘍
抑制遺伝子の高メチル化を逆転させる
ことでその再活性化を誘発する複数の
DNAメチル化阻害剤が FDAにより承認
されています。2これらの薬剤は、新たな
免疫療法と併用することで 2倍の有効性
が証明される可能性があります。がん細胞
は、細胞表面分子の発現をエピジェネ
ティックにサイレンシングして免疫標的に
対する抵抗性を弱めることで、免疫系を
逃れます。腫瘍関連抗原の抑制をエピ
ドラッグにより解除することで、がん細胞
および腫瘍が免疫系によって除去され
やすくなる可能性があります。実際、様々な
種類のがんに対するエピドラッグと免疫
療法の併用が現在、臨床試験段階にあり
ます。2

酵素を用いたメチル化シーケンスなどの
新しいメチル化解析技術により、科学者が
がんの各サブタイプやステージでのエピ
ジェネティック修飾をより深く理解できること
で、患者は早期診断、個別化治療および
最新のエピジェネティック療法の恩恵を
受けられるようになります。
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メチル化シーケンスの
臨床応用
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メチル化
解析を
次の
レベルへ
新しいTwist NGSメチル化検出システムにより、DNA
損傷をもたらすバイサルファイト変換を回避する
ことで、メチル化シトシンを最大15%多く検出。 

このエンドツーエンドのサンプル調製法は、優れた
ターゲットエンリッチメントと新しい酵素変換法を
組み合わせて、新たな知見の解明に役立ちます。

NGSメチル化検出のための高感度で効率的かつ
完全なソリューションを体験してください。

 

詳しくは、twistbioscience.com/epigeneticsをご覧ください。


