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哺乳動物の加齢に伴うDNAメチル化の変動

下田　修義
国立長寿医療研究センター再生再建医学研究部門

要約
　DNA のメチル化やヒストン修飾などのエピジェネティック変化が老化に重要な役割を果たし
ているのではないかという見方が広まりつつある。これはひとつにはエピジェネティック修飾が
環境により変化する、また細胞分化のために変化するように運命づけられているなどの、多少の
不安定性を内包していることによる。しかしその最大の理由は哺乳動物の初期発生においてエピ
ジェネティック修飾が完全にリセットされることにあると筆者は考える。本稿では哺乳動物の加
齢に伴う DNA メチル化の変化を記載した論文について方法論にやや重点を置いて紹介する。
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化しているか否かはっきりしないが、受精後の胚におい
て前世代でつくられた構造が一度解消され､新たに作り
出される。これが哺乳動物ゲノムのメチル化で見られ
る [8-11]。この現象はこれまでインプリンティングや
細胞の初期化を理解するための研究対象とされてきたが、
変化が次世代でリセットされることから老化の視点から
見てもおもしろい。そのためか最近のエピジェネティク
ス研究の興隆に伴い、一時下火となっていた、加齢に伴
うDNAメチル化の増減を記載した研究が再び報告され
るようになってきた。ただしそれらは研究ごとに採用さ
れた手法が異なるため、読み比べするのにも骨が折れる。
そこで本稿ではそれぞれの手法をやや詳しく解説しつつ、
哺乳動物の加齢に伴うDNAメチル化の変化を追跡した
研究を解説する。読者の方々がメチル化解析を自身の研
究に取り入れる際の参考になれば幸いである。

２．脊椎動物におけるDNAメチル化のパターン
　哺乳類染色体 DNAの5% のシトシンはピリミジン環
5位の炭素にメチル基が共有結合している。メチル化を
受けるシトシンはCpG というパリンドロミックな並び
のシトシンに限られていて、CpG配列のシトシンはその
７割がメチル化を受けている[12,13]。それ以外の並び
の、非パリンドロミックなCpA, CpT, CpC、のシトシン
がメチル化されるケースは体細胞ではほとんどない[12]。
この CpG 配列の新規のメチル化は DNAメチル化酵素
（DNA methyltransferase, Dnmt）、Dnmt3aと 
Dnmt3bが行い、複製の際のメチル化の維持をDnmt1が
担当する（図1）[14,15]。Dnmt1はDNA複製の際にDNA
複製機構に局在しており、親鎖のCpG がメチル化され
ていると、それを認識して新生鎖の相補的な CpG 配列
をメチル化することでメチル化パターンを維持する 
[16,17]。
　哺乳動物ゲノムの半分を占めるレトロトランスポゾン
をはじめ、遺伝子間領域、さらに大部分のジーンボディ、

１．はじめに
　加齢とともに何らかの生体内高分子が微細な構造変化
（ダメージ）を蓄積していき、それがやがて老化個体の
表現型として表出されると古くから推測されている。こ
の推測が正しければ、寿命は世代ごとにリセットされる
から、変化した老化原因分子を次世代に伝えないための
仕組みが存在するはずである。見方を変えれば次世代の
スタート時､すなわち受精前後に加齢変化が解消されて
いる分子は老化原因分子の候補になる。このような分子
について次の三つのタイプが知られている。
　一つ目は不変タイプで、体細胞でおこる加齢変化が例
外的に生殖細胞では起きない。核ゲノムの一次構造がそ
れで、体細胞のDNA 配列は活性酸素や紫外線などの遺
伝毒性ストレス（genotoxic stress）により徐々に突然
変異を蓄積するのに対し、生殖細胞での変異は体細胞に
比べ低く抑えられているという[1,2]。ただしこれには
反論もある[3,4]。また体細胞では複製のたびに短縮し
てしまうヒトのテロメア配列も生殖細胞は高いテロメ
レース活性をもつため一次構造が保存される。
　二つ目は除外タイプで、加齢変化した分子が生殖細胞
形成時に､あるいは初期胚で選択的に排除される。いく
つかの生物種で加齢に伴いカルボニル化されたタンパク
質が増えることが観察されているが、成熟期にある線虫
の卵やマウスの栄養外胚葉からカルボニル化されたタン
パク質が除去される [5,6]。また最近、老化した出芽酵
母から配偶子(胞子)が形成される時に、老化酵母に蓄積
した凝集タンパク質や染色体外環状リボソーム DNAが
配偶子には伝わらないことが示された[7]。
　三つ目は新生タイプで、その構造が生殖細胞で加齢変
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[11]。またCpG アイランドに隣接した、シトシンやグア
ニンがそれほど密に存在しないおよそ 2 kb 以内の領
域は CpG アイランドショアと名付けられ、ヒトの異な
る組織の間やガン細胞と正常細胞の間[21]、造血前駆細
胞の分化の過程[22]、あるいはiPS 細胞とその元になっ
た繊維芽細胞の間 [23] でメチル化を比較したときに差
異が頻繁に見られる領域として注目されている [24]。
　このように哺乳動物核ゲノムのメチル化レベルは大ま
かに3つに分けられる：（1）CpG アイランド(非メチル
化状態、プロモーター周辺に多い)、（2）CpG アイラン
ドショア(中程度のメチル化、)、（3）非 CpG アイラン
ド(高メチル化状態、ゲノムの大半を占める)。

３．DNA メチル化の役割
　Dnmt1, 3a, 3b のどれを欠損しても胚性、あるいは
出生後致死となることから、DNA メチル化は哺乳動物
の生存に不可欠であることが判明した[25,26]。Dnmt1
ノックアウトマウスではゲノム全体が極度に低メチル化
し、遺伝子間領域やイントロンに存在するレトロエレメ
ント IAP が過剰発現する[27]。一方、ガン細胞におい
てガン抑制遺伝子が抑制されているときにそのCpG ア
イランドがメチル化されていること [28]、脱メチル化剤
の5-アザシチジン処理すると、メチル化されたCpGアイ
ランドのメチル化が外れ遺伝子発現が回復することなど
から[29]、DNAメチル化は転写を抑制する機能を持つこ
とがわかっている。
　DNA メチル化の発現抑制が哺乳動物の正常な発生過
程において果たす役割としてはX染色体の不活性化とゲ
ノムインプリンティングが有名である。X染色体の不活
性化ではメスの2本ある X 染色体の内１本が発生初期
にほぼ全域にわたって不活性化されるが、そのとき不活
性X染色体上の数百の CpG アイランドは活性 X 染色
体上のそれに比べ高度にメチル化されている[29]。一方、
ゲノムインプリンティングではインプリント遺伝子の発
現調節に関わるメチル化可変領域 (CpG アイランド)を
性別に依存してメチル化する。これによりインプリント
遺伝子が父親のみ、あるいは母親のみで発現するように
なる[30]。Dnmt1 変異胚ではメチル化可変領域の脱メ
チル化とともにインプリント遺伝子の発現異常が認めら
れる[31]。
　そのほか個別の遺伝子についてメチル化・脱メチル化
が遺伝子発現のオン・オフに関与している例も見つかり
つつあるがここでは文献を挙げるにとどめる[32-34]。

４．DNA メチル化と老化の関連
　DNA メチル化が老化の原因であることを実験的に示
した例はない。そのことを示唆するデータが一例あるの
みである [35]。ここではその一例と、そのほかは加齢に
伴うメチル化変動を記載した研究について紹介する。そ
の記載は重要である。加齢に伴うメチル化変動の正確な
記載があってはじめて､将来そこに介入する有効な手立
てをたてられ､その評価が可能になるからである。

すなわち遺伝子の転写領域部分も通常は重度にメチル化
されている（図2）[18]。例外はおよそ 70% の遺伝子の
プロモーター領域周辺に見つかる「CpG アイランド」
と名付けられた領域である [19]。CpG アイランドはシ
トシンとグアニンに富む平均して 1kb の領域で、この
領域における CpG 配列は基本的に転写の有無によらず、
ほぼ完全にメチル化を免れている [20]。CpG アイラン
ドがどのようにしてメチル化を免れているのかは未だ解
明されていないが、脱メチル化酵素の本命候補と目され
ている Tetタンパク質が関与している可能性がある 

図１　哺乳動物のシトシンメチル化機構
新規メチル化酵素 Dnmt3a と Dnmt3b が CpG ジヌクレオ
チドのシトシンをメチル化する。複製に際してヘミメチル化
状態になった DNA を維持メチル化酵素 Dnmt1 がメチル化
することで、複製後もメチル化のパターンが保たれる。

図２　脊椎動物ゲノムにおけるメチル化シトシンの分布様式
哺乳類を含め脊椎動物のゲノムは重度にメチル化されている。
例外は遺伝子の上流にある CpG アイランドで、この領域は
通常転写の有無にかかわらずほぼ完全にメチル化を免れる。
CpG アイランドの端にはしばしば中間的なメチル化レベルを
示す CpG アイランドショアが存在する。
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られることがある。ばらつきの度合いは細胞の種類やゲ
ノム領域により異なる。このようにゲノムのメチル化は
確率的なものであるが、集団としてみると細胞のタイプ
に典型的なゲノムのメチル化パターン（エピゲノム）を
もつ。したがって、緩慢と予想されるメチル化加齢変化
を見出すには、できるだけ正確に、かつ多くのサンプル
についてメチル化の変化を測定し、統計学的な検定にか
ける必要がある。この技術的および労力的な問題が加齢
とメチル化の関連を調べる研究の壁となってきたが、バ
イサルファイト法にスループットの高い塩基配列解析装
置を組み合わせることでその問題も克服できるように
なってきた。それらの技術が開発される以前の研究を含
めて、以下に加齢とメチル化の関連を調べた研究を手法
ごとに紹介する。現在老化のメチル化解析に用いられる
手法は大別して、メチル化感受性制限酵素かバイサル
ファイト法のどちらかあるいは両方を基礎として用いて
いる。これらの他にもう一つ、抗メチル化シトシン抗体
やメチル化シトシン結合タンパク質を利用するメチル化
解析法があるが、この手法はまだ老化研究に適応された
報告がないので本稿では省略する。

a) TLC/HPLC

　1983 年に、マウスとヒトの初代培養細胞に含まれる
メチル化シトシン量が時間経過とともに低下することが
薄層クロマトグラフィー(TLC)を用いて示された [38]。
これを端緒として加齢に伴うメチル化シトシン量の変化
を、液体クロマトグラフィー(HPLC) を用いて記載する
研究が続いた。そこではヒトやマウスのいくつかの組織
でも加齢によりゲノムのメチル化シトシン含量が低下見
られると報告されたが [39,40]、それに加えて、組織に
よっては加齢変化しない [41,42]、細胞の種類によって
は、むしろ上昇するというデータも含まれていた [43]。
これらの結果は生物の種や組織ごとのメチル化変動の違
いを反映したものと見なせる一方で、加齢に伴う組織の
メチル化変動をゲノム全体のレベルで解析することの難
しさを示したとも考えられる。その理由は、TLC や
HPLC によるメチル化解析では、ゲノム DNA をモノ
ヌクレオシドやモノヌクレオチドにまで分解し、もとも
と全塩基のうちおよそ１％しか含まれないメチル化シト
シンの増減を検出するという技術が求められる上に、後
でわかったことだが、組織では加齢によりメチル化の上
昇する領域と低下する領域が存在し、それらが相殺され
ることによりメチル化シトシンのゲノム含量の変化が
TLC やHPLCの検出限界付近の微々たるものになる可
能性があるからである。また当然のことながらTLC や
HPLCでは、メチル化シトシンが増減するゲノム領域ま
では不明であった。

b) メチル化感受性制限酵素

　制限酵素にはその認識配列の中にある CpG 部位がメ
チル化されていると切断できないメチル化感受性制限酵

１）メチル化低下によるマウスの早期老化症

　クロマチンリモデリング因子である SNF に似た 
PASG/Lsh (proliferation associated SNF-2-like 
gene/lymphoid specific helicase)のノックアウトマウ
スのゲノムではリピート領域とシングルコピー領域がと
もに低メチル化し、出生前後に死亡する [35,36]。
PASG/ Lsh それ自身はメチル化酵素活性をもたないが、
DNA メチル化酵素 Dnmt3a および 3b と複合体を形
成する [37]。Arceci らが PASG/ Lsh の機能低下型マ
ウスを作製したところ、その6割は生後数日で死ぬが、
残りの４割は数週間生き延び、そのとき成長遅滞と骨粗
鬆症、脊柱後湾症、白髪、皮下脂肪の減少、悪液質等の
老化の症状を示した（図3）[35]。その PASG /Lshの機
能低下マウスでもゲノムの低メチル化が見られ、またい
くつかの組織で老化のバイオマーカーとされる SA-β
ガラクトシダーゼ の発現が見られたことから、ゲノム
のメチル化異常により老化表現型がもたらされることが
示唆された。しかし PASG/Lsh の機能低下で見られる
ようなリピート領域の低メチル化は正常な加齢の過程で
は見られないことから、老化の表現型というアウトプッ
トは似ているかもしれないが、そこに至る経路について
は正常な老化の場合と異なることも予想される。

２）加齢に伴うメチル化の変化

　バイサルファイトクローニング法（後述）をするとわ
かるが、あるゲノム領域をみたとき、それが同じ組織由
来であっても個々の CpG 部位でのメチル化の有無には
多少のばらつきがみられる。つまり DNA 配列とは異
なり DNA のメチル化は隣り合う細胞の間で違いが見

図３　DNA 低メチル化変異体 PASG-/-
PASG/Lsh のノックアウトマウスではゲノムのさまざまな領
域で低メチル化が生じ、機能低下型の変異体では成長遅滞 
(A, 矢印)の他、白髪やはげ (B)、筋萎縮（C）、脊椎後湾症（D）
など早期老化症の表現型が現れる（Arceci 博士より提供）。
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b)－2　Methylated CpG island Amplification (MCA)と
の組み合わせ

　Issa グループの豊田らは、XmaI/SmaI というともに
CCCGGG配列を認識するアイソシゾマーを巧妙に使い
分けることで、ガン細胞で異常なメチル化を受けた 
CpG アイランドを増幅できることを示し、この方法を
Methylated CpG island Amplification (MCA) と名付
けた [49]。大腸ガンから得られた33のMCAクローンの
うちのひとつ Versican (CSPG2) を詳細に解析し、ER 
遺伝子同様、加齢依存的なメチル化を受けること、同時
に発現量が減少することを示した。彼らはこの Versi-
can を含め、他4つの MCAクローンが CpG アイラン
ドの端、つまり CpG アイランドショアに位置すること
を記述している。なお筆者が上記33の MCA クローン
を現在のヒトゲノムデータベースに照らし合わせると､
そのおよそ半数が CpG アイランドショアと予想される
領域に位置しており、その数はCpG アイランドの内部
に由来する MCA クローン数より多かった。MCA で
使用されたXmaI/SmaI部位の出現頻度は CpG アイラ
ンドショアより CpG アイランド内部の方が高いはずだ
が、それにもかかわらずCpG アイランドショア由来の
DNAが濃縮されたということは、CpG アイランドショ
アがガン細胞でメチル化されやすい領域であることを示
唆する。その後、豊田らは大腸がんでメチル化される30
個の MCA クローンを新たに単離し、そのうちの19ク
ローン（63％）が正常な大腸において加齢によるメチル
化を受けることを見出した [50]。彼らはこれらの結果
から、加齢に伴う遺伝子のメチル化が大腸ガンのリスク
ファクターになると考えた。
　同じく Issa グループのMaegawa らはMCA にマイ
クロアレイを組み合わせたMCAM という方法で、マウ
ス小腸の加齢依存的メチル化変化を網羅的に調べた 
[51]。彼らはまず3ヶ月齢と35ヶ月齢マウスのそれぞれ
の小腸ゲノムからMCA を行った。これによりメチル化
された CpG アイランドおよびその周辺が選択的に増幅
すると期待された。次いでそれぞれのアンプリコンを 
Cy3, Cy5 で別々にラベルした後、市販のプロモーター
オリゴヌクレオチドアレイにかけ､メチル化の差のある
遺伝子をスクリーニングした。これにより総遺伝子の1
割程度、3,627 遺伝子がサーベイできると見積もられた
がそのうち、加齢に伴いメチル化が亢進する遺伝子が2
割、低下する遺伝子が1割、合計3割もの遺伝子において
メチル化の変化が認められた。一方、いくつかの反復性
配列には加齢変化が検出されなかった。彼らはメチル化
の変化する遺伝子数が予想以上に高いので、いくつかの
遺伝子についてそのプロモーター領域の近辺についてパ
イロシーケンス法（後述）やバイサルファイトシーケン
ス法という別の手法でもメチル化レベルを調べ、加齢変
化を確かめた。さらに彼らは同じ方法でヒトの大腸に対
しても調べ、サーベイした遺伝子の内1割が加齢による
メチル化を受け、1% が低メチル化することを報告した。

素が多くある。その一方で同じ認識配列をもちながら
（アイソシゾマー）メチル化に非感受性の酵素もあり、
両者を対にして用いるとメチル化の差を切断頻度の差に
変換できる。この差を直接可視化したり、さらに PCR 
の増幅効率や増幅限界に転換したりすることでメチル化
レベルを測定できる。当然ながら解析の対象となる領域
は制限酵素部位の存在する領域に制限されるが、逆にそ
れを利用してCpG アイランドや CpG アイランドショ
アに出現しやすい酵素を使えば、それらの領域における
メチル化変動を効率よく調べることもできる。

b)－1　サザンハイブリダイゼーションとの組み合わせ

　特定の遺伝子領域における加齢に伴うメチル化変化を
調べるため、最初に用いられたのがメチル化感受性制限
酵素とサザンハイブリダイゼーションの組み合わせであ
る。これはメチル化レベルの変化を、X線フィルム上の
バンドパターンの変化としてとらえる。後述のバイサル
ファイトシーケンス法に比べれば一度に広い領域を調査
できるという利点はあるが、解析したい領域に必ずしも
適切な制限酵素部位が見つかるわけではないという点や、
微妙なバンドの変化をもとにメチル化の定量を行うとい
う手技上の難しさもあり、この解析法は現在あまり用い
られない。しかし小野らはこの手法でマウスやヒトの 
c-fos、c-myc 遺伝子を詳細に解析し、いくつかの重要な
知見を得た [44,45]。たとえば 1) これらの遺伝子にお
いてDNA メチル化レベルが加齢により上昇し、その上
昇が現在でいうCpG アイランドショアに限定して起こ
ること、2) c-fos の場合メチル化の上昇に伴い発現が低
下すること、3) もともと同じ遺伝子でも組織によりメ
チル化レベルは異なり、加齢によるメチル化の変化も組
織により異なること、4) 老化だけでなく発生の時期に
も遺伝子のメチル化の変動は起こること。そして加齢の
過程で見られるメチル化変動は、発生時期に起こる変動
の傾向が続いたものであること、などである。小野らは
この最後の知見から、老化は「発生過程の継続」による
という着想を得た。
　一方、Issa の研究グループはヒト大腸の腫瘍で発現
が抑制されていたエストロジェン受容体遺伝子 (ER) 
のメチル化をサザンハイブリダイゼーションにより調べ
た [46]。その結果、腫瘍では ER の CpG アイランド
がメチル化していることがわかったが、予期せぬことに、
ERの CpG アイランドは正常な大腸粘膜においても加
齢に伴い徐々にメチル化されていくことを見出した。彼
らはその後、同じ手法で IGF2 [47]や MYOD [48]とい
う遺伝子にも大腸粘膜で加齢依存的に CpG アイランド
のメチル化が見られることを報告した。これらの結果は
加齢が危険因子となる病気について、その下地にメチル
化異常が潜んでいることを示唆した点で重要である。
DNA のメチル化は確率的なもので、個体間である程度
の差が生じる。この問題を克服するため、彼らはさまざ
まな年齢から多数の検体を得て解析することで、加齢依
存的なメチル化を回帰分析により証明した。
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c)－1　ダイレクトシーケンスとの組み合わせ

　Eckhardt らはバイサルファイト法を初めて染色体レ
ベルの網羅的解析に利用し、加齢によるメチル化の変化
の有無を調べた [53]。彼らはまず3つのヒト染色体を選
び、それらを Ensemble のアノテーションに基づき、あ
らかじめ6つのカテゴリー (5’-UTR、コーティング領域、
ノンコーディング領域など)に分けた。次に６つのカテ
ゴリーの領域からアンプリコン (バイサルファイト処理
した初代培養細胞や組織ゲノム由来の PCR 産物)を合
計2,524 個作製し、それらのダイレクトシーケンスを
行った。これは PCR 産物を直接シーケンサーにかけ、
CpG のシトシンの位置でのメチル化シトシンのピーク
と非メチル化シトシンのピークの高さを比較することで
メチル化レベルを計測する手法である。彼らは、肝臓、
骨格筋、心筋について平均26歳と68歳のグループを比較
したが、どのカテゴリー配列においても有意なメチル化
の差を認めなかった。この結果からEckhardt らは、メ
チル化の加齢変化はゲノムの中でかなり限定的に、上記
のカテゴリーに収まらない領域で生じている可能性、あ
るいは彼らが使ったメチル化の測定法（検出限界を 20%
のメチル化の差としている）では見過ごされる可能性が
あることを示唆した。ちなみにこの研究を指揮した 
Beck は後にこのプロジェクト（おそらく他の染色体も
解析対象とする）は失敗したとサイエンス誌に語ってい
るところをみると [54]、彼らが採った手法には問題が
あったのかもしれない。

c)－2　クローンシーケンス法

　現在メチル化解析のスタンダードとされている方法で、
他の手法で得られた結果を確認するため､あるいは試す
前の予備実験としてもしばしば用いられる。まずゲノム
をバイサルファイト処理後、MethPrimer などのソフト
でバイサルファイト PCR 用のプライマーを選ぶ。こ
のときプライマーは CpG 配列を含まない領域から選ぶ
ことで、テンプレートのメチル化状態が増幅に偏りを与
えないようにする。次にメチル化の解析をしたい領域
を PCR で増幅後、適当なベクターにクローニングし、
複数シーケンスして CpG 部位のメチル化、非メチル化
を調べる。Jiang らは加齢によるインシュリン感受性
の減少の原因を探るため、ラットの肝臓における糖分解
の主要な酵素であるグルコキナーゼ遺伝子の発現量とメ
チル化を調べた [55]。彼らは30のクローンをシーケン
スすることでグルコキナーゼ遺伝子のプロモーター領域
が、幼若（14週齢）からアダルト（40週齢）、そして老
化（80週齢）のどのステージの間でもメチル化が亢進す
ることを示した。そしてリアルタイム PCR で、その発
現がメチル化に反比例して加齢とともに低下していくこ
とを明らかにした。

b)－3　HELP 法

　HpaII tiny fragment Enrichment by Ligation-me-
diated PCR の略称で、MCAM 法と同じく、メチル化
感受性制限酵素とマイクロアレイの組み合わせでメチル
化の変動した領域を同定する手法である。ただし制限酵
素にはHpaII（メチル化感受性）と MspI（メチル化非
感受性）というどちらも CCGG を認識するアイソシゾ
マーを用いる。２種類のゲノムをそれぞれの制限酵素で
消化し、200 bp ~ 2,000 bp の断片を回収後、それぞれ
をPCR でCy3、Cy5標識しつつアンプリコンを作成し、
最後にアレイにかける。Thompson らはラットの肝臓
と脂肪細胞での加齢に伴うメチル化変化を HELP で調
べるためにカスタムメイドのアレイを作製した [52]。
まずラットゲノムのデータベースから in silico で４万
のHpaII フラグメントを抽出し、それらの断片にハイブ
リダイズするオリゴヌクレオチドを設計、アレイに搭載
した。彼らの解析では､肝臓と脂肪とも5% 程度の領域
で変化が見られること、ただし肝臓と脂肪ではメチル化
に変動する領域に差があることが示された。この値は
Maegawa が認めたマウスの３割の領域における加齢依
存的なメチル化変動と比較すると随分低い。さらに、
Thompson らは CpG アイランドやプロモーター領域
でメチル化は変動するが、その割合が解析した他の領域
､たとえば遺伝子間領域より低いという結果を得ている。
このことは加齢依存的メチル化変化が CpG アイランド、
もしくは CpG アイランドショアで好んで起こるという
他の研究結果と異なる。これらの違いは実験上のいくつ
かの違い、たとえば使用された制限酵素やラベリング法、
アレイのタイプによる感度の違い、種と組織の違い、な
どの複合的な要因によりもたらされたのかもしれない。
また彼らは遺伝子近傍に存在し、メチル化変動した 347
の領域について、対応する遺伝子の発現を調べた結果、
はっきりした変化を示したのはそのうちのおよそ１割で
あった。

c) バイサルファイトシーケンス法

　現在さまざまな手法でメチル化解析が行われているが、
その多くに前段階として早津によりその原理が見出され
た、非メチル化シトシンをウラシルに変換させるバイサ
ルファイト法が用いられる。このバイサルファイト反応
後、さまざまな下流の分析の手法と組み合わせることで
目的や予算に応じたメチル化解析を選択できる。たとえ
ばゲノムの局所的なメチル化解析には、COBRA 法や 
MSP 法、あるいは手間は少しかかるが取り組みやすい
クローンシーケンス法、機械が高額だがハイスループッ
トで高い定量性が得られるパイロシーケンス法や質量分
析法が用いられる。一方、ゲノム全体を対象にしたメチ
ル化解析には、メチル化解析用のマイクロアレイが用い
られている。以下に老化研究に用いられた例を紹介する。
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c)－3　MSP 法

　Methylation-specific PCR の略で、バイサルファイ
ト処理後のゲノムに対してPCR を行い、増幅の有無か
らターゲット領域のメチル化を調べる方法である。この
方法ではプライマーを設計する際、クローンシーケンス
法の場合と逆で、プライマー配列がCpG 部位を含むよ
うにする。プライマーの結合部位がメチル化されている
場合と、メチル化されていない場合ではそれぞれアニー
ルするプライマー配列が異なるので、両方のプライマー
セットを用意し、メチル化選択プライマーと非メチル化
選択プライマーでの増幅の度合いによりターゲット領域
のメチル化のレベルを測定する。Akintola らは老化
ラットの腎臓で N-cadherin が低下していることを見
出し、その原因としてプロモーター領域のメチル化を
疑った。そして4ヶ月齢と24ヶ月齢のラットの腎臓にお
ける N-cadherin の CpG アイランドショアを MSP 
で調べたところ、老化ラットではメチル化が起きてい
た [56]。また彼らは興味深いことに、カロリー制限によ
り老化ラットでの N-cadherinメチル化が防げることも
示した。カロリー制限が加齢によるメチル化変動を抑制
する効果があるのか、今後の研究が期待される。

c)－4　COBRA法

　バイサルファイト処理の前後で、調べたいメチル化部
位に制限酵素部位が生まれたり消えたりすることがある。
その場合、バイサルファイト処理後のゲノムに対し、調
べたい CpG サイトを挟むように PCR をかけ、続いて
制限酵素で切断すると、PCR 産物の切断・非切断の比率
からサンプル中のメチル化レベルを測定できる。これ
を COBRA 法 (combined bisulfite restriction analy-
sis) と呼ぶ。
　高杉はCOBRA法にマイクロチップ型の電気泳動を取
り入れて、CpG アイランドの外ではあるが、マウス遺
伝子の転写開始点からそれほど離れていない、316 個の
CpG 配列のメチル化レベルを若齢（3週齢）、アダルト
（17週齢）、老化マウス（83週齢）の組織間で比較した 
[57]。その結果、メチル化の加齢変化は増加と減少の両
方向あること、メチル化は若齢期からアダルトの過程で
すでに始まっていて、アダルトから老化の過程での変化
はその延長であること、などが示された。後者の結果は
前述の小野らの結果と一致しており、メチル化の加齢変
化が少なくとも老化の結果ではないことを示している。
一方でメチル化の加齢変化と発現変化については有意な
相関が見られないという結果が得られたが、その点につ
いて著者は、発現変化が偽陰性になった可能性を考察し
ている。
　
c)－5　パイロシーケンス法

　プライマーからDNA の伸長反応をさせるときに通常
は４種の塩基 (dNTP) を同時に加える。しかしここで

各塩基を個別に加えていくと、テンプレート鎖に相補的
な「当たりの」塩基を加えたときだけプライマーの伸長
反応が起きる。塩基が取り込まれたときにはピロリン
酸 (PPi) が生じる。そのピロリン酸を化学発光に変換
し、それを専用の装置で検出することができる。これを
繰り返し行い、プライマーからDNA合成をしつつ塩基
配列を決定する方法がパイロシーケンス法である。バイ
サルファイト処理後のゲノムから調べたいメチル化部位
を PCR 増幅し、そのPCR 産物を直接パイロシーケン
スにかけると、個々の CpG 部位のメチル化レベルを測
定できる。調べられる領域はせいぜい 30 bpと短く、測
定に必要とされる装置がやや高額という短所はあるが、
定量性とスループットの点で優れている。
　Issa らは大腸ガンだけでなく、前立腺ガンでも年齢
依存的な遺伝子のメチル化が見られるかをパイロシーケ
ンス法で調べた [58]。その結果、大腸ガンでのケース同
様、前立腺ガンにおいてプロモーター領域にメチル化を
受けることが知られているいくつかの遺伝子、pi-class 
glutathione S-transferase gene (GSTP1), ras asso-
ciation domain family protein 1, isoform A 
(RASSF1A), でも、正常な前立腺において年齢依存的な
メチル化を受けること、ガンではそのメチル化が亢進し
ていることを見出した。

c)－6　DNAチップ法

　イルミナ社からヒトゲノムのメチル化解析用チップが
発売されている。このチップに載るプローブは、その3’
末端がヒトゲノム上の特定の CpG 部位に来るように設
計されている。ハイブリダイゼーション後にプローブの
伸長反応を行うと、解析対象となるシトシンのメチル化、
非メチル化に応じて、蛍光ラベルした塩基が取り込まれ
る、あるいはメチル化、非メチル化に対応した異なるプ
ライマーが取り込まれるよう工夫してあり、そのシグナ
ルを読み取ることでメチル化レベルを測定する。Rak-
yan らはこのチップを用いて、ヒトの血液を対象に
DNA メチル化の加齢変化を初めてゲノム規模で解析し
た [59]。彼らはまず全血液を対象に27,578 箇所の 
CpGを調べ 213 箇所で加齢に伴う高メチル化、147 箇
所で低メチル化を検出し、高メチル化を示す CpG 部位
が CpG アイランドに集中していること、さらに血液か
ら CD4+ T 細胞と CD14+ 単球を分離して同様に測定
しても全血液サンプルと同じゲノム領域でメチル化が変
化していたことから、加齢のメチル化変化が造血前駆細
胞（中胚葉由来）に生じていることを示唆した。また血
液でメチル化の加齢変化を示した領域は口腔粘膜（外胚
葉由来）でも同様にメチル化変化していることを見つけ、
メチル化の加齢変化が異なる胚葉由来でも共通して起こ
りうることを見出した。Hernandez らはヒトの脳にお
ける加齢に伴うメチル化変化を同チップで解析し、
27,578 箇所の CpGの内、およそ４％、1,141 箇所にメ
チル化変動を見つけた [60]。特徴的なのは、その８割、
932 箇所もが CpG アイランド内に存在し、そのほぼ



― 33 ―

100％が加齢とともにメチル化の上昇を示したというこ
とである。そして gene ontology 解析から、加齢によ
るメチル化を受ける CpG 部位の近くには DNA 結合
因子や転写調節因子をコードする遺伝子がよく見られる
ことを明らかにした。

　本節では加齢とメチル化を調べる際に採られたいろい
ろな研究を紹介した。もともとできるだけ多くの手法を
紹介したいとの意図があったが、まず筆者が注目した研
究を列記してみたら結果として互いに手法が異なってい
た。それにも関わらず１例を除いて他はすべてメチル化
の加齢変化を検出しているということは、哺乳動物の加
齢によるメチル化変動が確実で、手技によらず検出でき
ることを示している。そして上記の結果をまとめると、
哺乳動物ゲノムにおけるメチル化の加齢変化についてい
くつかの共通項が浮かび上がってくる。一つ目は変化す
る領域の多くがCpG アイランドショアや CpG アイラ
ンド内で起こること、ただしそれは特定のショアやアイ
ランドに限られるうえ、さらに組織特異性が見られるこ
と、二つ目は、メチル化の上昇と減少の両方向の変化が
見られること、三つ目はメチル化と遺伝子の発現には負
の相関がしばしば見られること、最後はメチル化の変化
は性成熟より前に始まっており、老化の結果ではなさそ
うだということである。ここから筆者が浮かべるイメー
ジは、加齢とともに性成熟までは必然性をもっていた組
織特異的なメチル化変動が､もはやその必要がなくなっ
たアダルトにおいてもゆるやかに継続し、しまいには細
胞や組織のホメオスタシスを低下させるまでに遺伝子発
現のプロファイルをゆがめていくというものだがどうだ
ろうか。このイメージは Magalhães が主張する「老化
の発生説 (developmental theory of aging)」— 発生の
プログラムは発生終了時に完全に終わらず、アダルトか
ら老化の過程でフェードアウトしていく。したがって発
生のメカニズムがすでにそれを必要としなくなった時期
にまで及び、それが老化を引き起こす— と合う [61]。
またウイリアムズの老化の拮抗的多面発現理論にも近い。
Somel らはヒトやサルの脳で存在量が加齢変化する
メッセンジャー RNAや miRNA そしてタンパク質に
ついて、その変化がやはり発生・成長段階ですでに始
まっていたことから「老化の発生説」を支持し、老化を
発生の延長と見なしている [62]。

５．老化との因果関係の証明
　加齢に伴うメチル化の変動と老化の因果関係をモデル
動物で問うには、加齢依存的なメチル化の変動パターン
を加速あるいは遅延させられればよい。マウスやラット
でメチル化の可変領域が複数わかってきたので、その変
化をマーカーとして、メチル化の変動パターンを加速あ
るいは遅延させる変異や低分子化合物のスクリーニング
をモデル動物で行えるだろう。逆に早期老化症を示すと
されるヒトやマウスで、エピゲノムの状態がどのように
なっているかは上記の手法で直ちに解析が可能であるが
未だ報告がない。それらの症状はしばしば “acceler-

ated aging” と表現されるが、もし本当に加齢の促進が
起きているなら、DNA メチル化の変化も促進している
はずである。
　一方、ヒトにおいて加齢によるメチル化変動と老化の
因果関係は、高齢者特有の疾患の発症に関与すると認め
られるか、少なくとも発症を予見することが可能かどう
かで問えるではないか。原因か結果かは不明であるが、
高齢者で増加するガンにおいて遺伝子メチル化異常は明
らかである。また最近では脳におけるリボソーム遺伝子
のプロモーター領域のメチル化がアルツハイマー病の
マーカーになり得ることが示されるなど [63]、老年病の
発症原因としてメチル化異常がすでに注目されている。
一方、エピゲノムを発症前後の診断に利用するとなれば
細胞の非・低侵襲的なサンプリングが望まれる。たとえ
ば血液中の DNA など病変部とは別の細胞由来のエピ
ゲノムにマーカーを見つけることが必要になる。そのた
めにはまずさまざまなヒト細胞における加齢依存的なメ
チル化変動の部位と変動レベルの精緻な記載が不可欠で
ある。イルミナ社は現在、解析できるヒトゲノムの
CpG サイトを45 万カ所以上に増やし、レファレンス遺
伝子の 99% を対象としたアレイを比較的安価に発売し
ている。このアレイには CpG アイランドとは別に 
CpG アイランドショアも一つのカテゴリーとして組み
込まれるなど、メチル化を調査できる領域が格段に広
がっている。このような高密度メチル化アレイからヒト
の加齢によるメチル化変動領域が細胞種類ごとに詳細に
マッピングされるだろう。また究極的には後述の国際ヒ
トエピゲノムコンソーシアムにより、ほぼすべての 
CpG サイトについて老若の標準メチル化のレベルが次
世代シーケンサーにより決定されるだろう。そしてそれ
らの情報をもとに、将来的にはメチル化の加齢変化を示
す CpG 部位に特化したエイジチップとでも呼ばれるマ
イクロアレイが作製され、老年病に関連したメチル化多
型 (m-SNP) が見出されるようになるかもしれない。あ
るいは逆に、老年病に関連するメチル化多型を予断無く
ゲノムワイドで調べ、見つかった m-SNPが加齢変化で
生じるということがわかれば、それにより加齢によるメ
チル化変化と老化の因果関係が認められるようになるか
もしれない。そのための実験デザインがすでに提案され
ている [64]。

６．ヒトエピゲノムプロジェクト
　ヒト細胞のエピゲノムのリファレンスマップを作成す
るために国際ヒトエピゲノムコンソーシアム (IHEC) 
が 2010 年に発足し、日本も 2011 年に参加を表明し承
認された。ここでのエピゲノムは DNA メチル化の他、
ゲノム全域にわたるヒストン修飾、ノンコーディング 
RNA 解析などを含む (http://ihec-epigenomes.org/)。
解が一つしかなかったゲノムの一次配列と異なり、エピ
ゲノムは組織や幹細胞の種類、生活環境、疾患の有無、
そして年齢等によってそれぞれ異なる。そこで今後 
7~10 年の間に少なくとも 1000 のエピゲノムを解読す
ることを IHEC は目標にしている。このエピゲノムプ
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ロジェクトではiPS 細胞や疾患と並び老化が６つの主
要ターゲットのうちの一つとして選ばれており、近い将
来、老化の組織別リファレンスエピゲノムマップができ
ることが期待される。

７．まとめ
　今回取り上げたDNA メチル化の変動と老化の関連を
調べた研究は、ほぼすべて記載的なものである。それに
も関わらず実利的な IHEC がエピゲノムプロジェクト
の主要ターゲットの一つに老化を据えたのは､上記の研
究が組織や種を超えた加齢に伴うメチル化変動を明確に
示し、両者の因果関係を疑わずにはいられない説得力を
もつからであろう。
　ちなみにもし DNA メチル化のようなエピジェネ
ティクスの乱れが老化に関与しているとしたら、酵母や
線虫のようなDNA メチル化をもたない生物ではどうな
のかという疑問がわく。同じエピジェネティクスである
ヒストンの修飾変化を老化の原因に疑うのは単純に過ぎ
るだろうか。しかし寿命遺伝子として有名な sir2 はヒ
ストンの脱アセチル化酵素をコードしており、他にもヒ
ストンヒストン修飾と寿命の関連を実証的に示した例が
ある  [65,66]。総遺伝子のおよそ５％が機能阻害によ
り寿命延長効果をもたらすという線虫の結果は [67]、寿
命の変化に依る老化研究の難しさ、危うさを示しており、
その判断は慎重になるべきだが、酵母のSir2は加齢によ
り減少するというヒストン修飾タンパク質の加齢変化も
報告され [68]、ヒストン修飾が正常な老化に関与する可
能性が出てきた。DNA のメチル化修飾とヒストン修飾
は相互に依存的ともいわれ、またヒトの加齢で高メチル
化する領域はクロマチンの二価領域 (bivalent do-
main) に対応するという報告もあり [59]、老化研究に
おいて今後、DNAメチル化修飾とヒストン修飾の両者
が合わせて論じられる日も近いかもしれない。
　すでにお気づきのように上記の研究には多くの日本人
研究者が貢献している。今後も知恵と勇気を持った日本
の若い研究者がこの分野に参加することを期待したい。
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Changes in DNA methylation upon mammalian aging
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　There is a growing perception that epigenetic modification, such as DNA methylation and histone modifi-
cation, may play an important role for aging of the organism partly because epigenetic modification is sus-
ceptible to environmental changes and intrinsically destined to change for cellular differentiation, thus only 
partially stable.  But I believe the main reason is that epigenetic modification is thoroughly reset during 
early development of mammals.  Here I introduce studies describing age-related DNA methylation changes 
in mammals with the methodologies used.
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