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エピジェネティクスは、塩基配列を変化させることなく表現型を変化させる化学的

修飾を検討するもので、ますます盛んになっている研究分野です。ヒトのエピジェ

ネティック修飾の研究（DNA、RNA、ヒストンタンパク質の修飾を含む）は、発生

生物学 1 から、がん 2 や神経障害 3 などの疾患のクリニカルリサーチに至る多様な

分野で重要な役割を果たしています。

哺乳類ゲノム、なかでもヒトを対象に最も広く検討され、最もよく性状が把握されて

いるエピジェネティック修飾が 5-メチルシトシン（5mC）の DNA メチル化（シトシン

ヌクレオチドへのメチル基の付加）です。メチル化は遺伝子発現の調節に重要な

役割を担っており、遺伝子プロモーターのメチル化異常は疾患と関連することが

分かっています。

ヒトゲノムのメチル化解析には多くの方法があります。ただし、従来の検出技術には

いくつか制約が存在します。例えば、ショートリードシークエンス技術では PCR を

必要としますが、その際にエピジェネティック修飾が失われます。PCR 産物からは

メチル化をシークエンスすることができないため、シークエンスの前に DNA サン

プルを化学的に処理することによりメチル化の存在を推測することになります。

ナノポアシークエンスを用いれば、native の DNA や RNA を PCR フリーで、直接

シークエンスすることも可能です。そのため、メチル化情報を損なわず塩基配列

と共に直接検出でき、化学的変換や追加のライブラリ調製は必要ありません。

ターゲット領域またはヒトゲノム全体でメチル化をかつてないほどの精度で検出

できるエンドツーエンドのナノポアワークフローでは、ライブラリ調製が簡易である

だけでなく、実験の目標に合わせた柔軟なシークエンスオプションを用意してい

ます。
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このガイドでは、ヒトゲノムにおける DNA メチル化のダイレクトシークエンス

を紹介しています。また、ナノポアシークエンスは、native RNA のエピジェネ

ティック修飾のダイレクトシークエンスと解析が可能な唯一の技術です。詳細は

nanoporetech.com/applications/transcriptome-sequencing をご覧ください
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Oxford Nanopore 社の
技術を用いたゴールド
スタンダードのメチル化
コール：性能比較評価

ナノポアによるメチル化コールの性能を比較評価する

ため、PromethIONTM を用いて、サンプル当たりの

カバレッジを 20 倍として、性状が十分に把握された

ヒトゲノム HG002 の 2 つの複製 native DNA ライブ

ラリをシークエンスしました（ONT_1 と ONT_2）。

また、この 2 つのデータセットを統合し、40 倍の

カバレッジでもう 1 つのデータセットを作成しました 

 （ONT_3）。Remora（Oxford Nanopore 社が開発した

アルゴリズムで、標準的なベースコールと共にゴールド

スタンダードのメチル化コールが可能）を用いて、

ベースコールと修飾コールを実施しました。こうして

得られたメチル化コールのデータを、2 件のショート

リードのバイサルファイトシークエンスデータセット 

 （BS-Seq_14 と BS-Seq_25,6）と比較しました。

メチル化の検出には、バイサルファイト変換の後にショートリードシークエンスを

実施する方法が広く使用されています。バイサルファイトはメチル化を受けていない

シトシンをウラシルに変換しますが、シークエンス時にはウラシルがチミンとして

読み取られます。5mC は変換されませんが、PCR の際に修飾が失われます。

その後、未処理のリファレンス（理想的にはペアの）データセットと比較し、シト

シンとしてある 5mC の有無を推測します。しかし、バイサルファイト処理は時間の

かかるプロセスで、有害化学物質を使用する必要があり、DNA サンプルがかなり

の程度まで断片化されます。また、化学的変換は不完全な結果に終わることが

あり、サンプルごとにばらつきが生じるため、結果の妥当性にも影響が及びます。

さらに、バイサルファイト処理では 5mC と 5- ヒドロキシメチルシトシン（5hmC）

を識別できません。

5mC 比較評価試験では、ナノポアシークエンスのデータの方がバイサルファイト

データよりもカバレッジの均一性が高いことが示されました（図 1）。DNA シーク

エンスが PCR に適しているわけではなく、GCリッチ領域などの一部のゲノム領域

は、ショートリードシークエンスのデータセットには十分に反映されなかったり、

全体が欠けてしまったりすることがあります。PCR フリーのナノポアシークエンス

では、他のシークエンス法によってはアクセスできない領域を含め、ゲノム全体で

カバレッジの均一性を高めることができます 7。バイサルファイト変換を実施する

とシークエンスの複雑度が低下し、ショートリードシークエンスと組み合わせた

場合にはリファレンスゲノムへのマッピングが困難となります。それに対して、

PCR フリーのナノポアのロングリードはリファレンスゲノム（hg38）に完全にマッ

ピングされました（図 2）。

ナノポアデータセットでは、ベースコールと修飾塩基コールを合わせた解析速度が

バイサルファイト修飾コールのみの場合の 2.5 倍超となりました。5mC のコール

については方法間で高い相関（0.97）が認められ、ナノポアデータセットでは高い

再現性が認められました（0.95）。また、ナノポアによってメチル化を検出する場合、

メチル化の有無を明らかにするために別のペアサンプルをシークエンスする必要が

ありません（また、ほかに関心のある変異を解析するために別途ランを実施する

必要がありません）。単一のデータセットから、構造変異（SV）、一塩基変異（SNVs）、

コピー数変異（CNV）、ショートタンデムリピート配列（STR）、メチル化をすべて

コールすることができるのです。

ナノポアのロングリードとウルトラロングリードでは、メチル化とゲノム変異に関する

ロングレンジの情報が保持されるほか、効率的なフェージングが可能です。

Ultra-Long DNA Sequencing Kit を用いて HG002 ライブラリを調製したところ、

シークエンスでは 100 kb の N50リードを取得でき、マッピングカバレッジが 40 倍

となりました。SNP に基づいてデータをフェージングすることで、メチル化コール

の 90% のハプロタイプを検出することができました。これは、ヒトゲノム全体の

CpG の 80% 超に相当します。

図 2. ショートリードのバイサルファイトデータではマッピングが不完全であるのに
対して、ナノポアによるメチル化リードではリファレンスゲノムへのマッピングが完全
な状態になっています

図 1. ナノポアによるメチル化データの方が全ゲノムバイサルファイトシークエンス
（WGBS）よりもカバレッジが均一であることが分かります
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図 4. 様々なシークエンス法（40 倍のカバレッジ）とメチル化マイクロアレイを用いて
ヒトゲノムに検出された CpG の割合

図 3. 20 倍のバイサルファイトデータセットと 20 倍および 40 倍のナノポアによる
メチル化データセットでコールできた高確度 CpG の割合の比較

Oxford Nanopore 社の
技術を用いたゴールド
スタンダードのメチル化
コール：性能比較評価

ナノポアデータではシークエンスカバレッジが均一であるため、ヒトゲノム全体で

メチル化を検出することができます。5mC は CpG ジヌクレオチドに最もよく見ら

れる修飾です。データセット間で CpG メチル化コールを比較したところ、20 倍の

バイサルファイトデータではヒトゲノムの CpG の約 75% をコールできたのに対して、

20 倍のナノポアデータでは約 90% をコールすることができました（図 3）。ナノポア

シークエンスのカバレッジを 40 倍に高めた場合、CpG の 97% 超を検出できました。

このデータセットは 5mC の検出に照準を合わせたものですが、Remoraでは

5hmC モデルも用意しています。様々な種類のサンプルを用いて、5hmC モデル

の各種バリデーション指標について良好な比較結果が認められています。また、

関心のあるエピジェネティック修飾を検出できるように自身の Remora モデルを

トレーニングすることも可能です。

全ゲノムバイサルファイトシークエンスと比較して、ナノポアによるメチル化検出

では以下の利点が示されています。

• 相関が強い

• コールできる CpG 部位の数が多い

• 必要なデータ量が少ない

• 解析にかかる時間が少ない

• ワークフローが簡易で有害物質を使用しない

• 再現性とラン間での整合性が高い

• 均一性が高く、GC バイアスの影響が少ない

• メチル化のフェージングが可能

メチル化の比較評価結果の詳細を閲覧： 

nanoporetech.com/methylation-

benchmarking-poster

RRMS の詳細： 

nanoporetech.com/rrms-poster

ターゲット法では、全ゲノムシークエンスを実施せず、効率的にメチル化解析を

実施できます。メチル化 CpG のターゲッティングにはメチル化マイクロアレイと

Reduced-Representation Bisulfite Sequencing（RRBS）がよく使用されますが、

いずれもバイサルファイト変換に依拠する手法です。大規模な 5mC プロファイ

リング試験ではメチル化アレイが使用されていますが、その対象はわずか数千の

CpG 部位、つまりヒトゲノムに存在する約 2800 万の CpG の約 3% に限られて

います（図 4）。RRBS はメチル化アレイよりも多くの CpG アイランドを対象としま

すが、コストも時間もかかります。

このような問題に対応するため、Oxford Nanopore 社は Reduced-

Representation Methylation Sequencing（RRMS）を開発しました。この方法

では、CpG アイランドなど、関心領域全体のメチル化パターンの特性を解析でき

ます。RRMS はアダプティブサンプリングを使用した簡易なエンドツーエンド

ワークフローで（7 ページを参照）、特別なライブラリ調製を要せず、シークエンス

時に柔軟かつリアルタイムに native DNA のエンリッチメントを行うことができます。

塩基修飾の検出と共に標準的なベースコールを実施するため、1 回のシークエンス

実験で塩基配列とエピジェネティックな変化（5mC や 5hmC など）を同時に検出

できます。RRMS は RRBS よりもカバレッジの均一性と再現性が高く、RRBS と

メチル化アレイよりも大幅に高い割合の CpG（図 4）を把握することができます。

方法間でほぼ完璧な相関（0.94）が観察されています。
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Cas9 Sequencing KitLigation Sequencing KitUltra-Long DNA Sequencing Kit Rapid Sequencing Kit

全ゲノム
メチル化検出

以下のうち自身のアプリケーションにとって 
最も重要な要素は？

ターゲットメチル化検出

手法の選択

実験の目的は？

サンプル調製時間 110 分

インプットに関する 
推奨事項

dsDNA 1 〜 10 µg

断片化 不要

リード長 断片長と同じ

サンプル調製時間 約 60 分

インプットに関する 
推奨事項

dsDNA 1 µg

断片化 任意：インプットが
100 〜 500 ng の場合
は推奨

リード長 断片長と同じ

サンプル調製時間 約 200 分 + 一晩 
かけて溶離

インプットに関する 
推奨事項

組織培養細胞 600 万
または血液 1 〜 2 mL

断片化 トランスポゼースを 
使用

リード長 50 kb 超の N50、 
最長 4 Mb 強の 
リード長

サンプル調製時間 10 分

インプットに関する 
推奨事項

HMW gDNA（30 kb
超）100 ng

断片化 トランスポゼースを 
使用

リード長 ランダムな分布 
（インプットした 
断片長による）

開始

詳細情報はこちら：
store.nanoporetech.com/cas9-
sequencing-kit.html

詳細情報はこちら：
store.nanoporetech.com/ligation-
sequencing-kit

詳細情報はこちら：
store.nanoporetech.com/ultra-long-dna-kit

詳細情報はこちら：
store.nanoporetech.com/rapid-
sequencing-kit.html

ウルトラロングリードの作成
例：フェージングを実施する場合

最も迅速かつ簡易な 
ライブラリ調製

最大限のスループットと 
リード長のコントロール

メガベース／染色体規模の 
領域のエンリッチメント

ターゲット法： 
アダプティブサンプリング
シークエンス時に実施、

ターゲットライブラリ調製が不要

数十〜数百 kb の領域の 
ルーチンのシークエンス

メチル化 CpG が高度に 
エンリッチメントされている

領域のターゲッティング

RRMS

以下のうちターゲットシークエンスで 
必要なことに近いのは？
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Community の Nanopore Documentation セクションでは、細胞株、血液、唾液

など、幅広い種類のサンプルについて推奨される DNA 抽出プロトコールを取り

上げています。このセクションではほかにも、効率的なサンプル保管、DNA 

（と RNA）の取扱い、サイズセレクションなどを扱った情報シートを閲覧すること

ができます。

サンプルから答えまで

サンプルから高品質
の DNA を採取する
にはどうすればよい
でしょうか？

抽出プロトコールを閲覧する：
community.nanoporetech.com/docs/prepare/extraction_protocols

抽出
Nanopore Community Documentation

断片化またはサイズ
セレクションを実施
する必要はあります
か？

ナノポアシークエンスではリード長に制限がないため、DNA サンプルの断片化は

任意です。データをフェージングする予定がない限り、メチル化検出では一般に

リード長の最大化は不要です。軽く断片化するとシークエンスアウトプットが改善

され、メチル化を受けた関心領域のカバレッジを最大化しやすくなることが分かっ

ています。

フェージングを実施したい場合は、断片化を避けることによりロングリードに

最適な状態にすることができますが、サイズセレクションを実施すれば不要な

短い断片を最小限に抑えることができます。さらに長いリードの場合（N50 が

50 kb を超え、リードがメガベース規模に達する場合）、Ultra-Long DNA 

Sequencing Kit を使用可能です（5 ページを参照）。断片化とサイズセレクション

に関する指針を Community で公開しています。

ライブラリ調製
サイズセレクションを実施せずに調製（コントロール）、SPRI によるサイズセレクション
を用いて調製（SPRI）、Oxford Nanopore Short Fragment Eliminator Expansion
を用いて調製（SFE）した 3 つのシークエンスライブラリの N50 リード長

任意の断片化とサイズセレクションの方法に関する詳細：
community.nanoporetech.com/docs/prepare

N
50

リ
ー

ド
長

（
kb

）

コ
ン

ト
ロ

ー
ル

サンプルから答えまで OXFORD NANOPORE 社の技術を用いてヒトゲノムのメチル化を調査 | 6

http://community.nanoporetech.com/docs/prepare/extraction_protocols
http://community.nanoporetech.com/docs/prepare/extraction_protocols
http://community.nanoporetech.com/docs/prepare


メチル化に関する情報
を失うことなくターゲット
シークエンスを実施する
にはどうすればよいで
しょうか？

特定の関心領域のメチル化を効率的に評価するには、ターゲット法を選択する

のが理想です。ライブラリ調製の工程でメチル化塩基を保存してシークエンスで

検出可能な状態にするため、ターゲットエンリッチメントには PCR フリーの方法

を用いることが不可欠です。これには以下の 2 通りの方法があります。

アダプティブサンプリングは、工程全体をナノポアシークエンスの際に実施する

革新的なターゲットエンリッチメント法で、特別なライブラリ調製が不要です。

また、Reduced-Representation Methylation Sequencing（RRMS）の基盤となる

方法でもあります。エンリッチメントしたい（あるいは欠失させたい）シークエンス

を BED files として MinKNOWTM（ナノポアシークエンス機器に搭載されている

ソフトウェア）に読み込ませます。DNA 分子が関心領域に該当する場合はナノポア

を通過し、完全にシークエンスされます。オフターゲットシークエンスがナノポア

を通過すると、リアルタイムで認識されてポアから弾き出されるため、その分の

時間が関心領域のシークエンスに充てられます。アダプティブサンプリングは、

ターゲット領域の長さに制限がないため、メガベース規模の SV や全染色体など、

関心領域が非常に大きい場合のエンリッチメントに理想的です。

Cas9 ターゲットシークエンスでは、CRISPR/Cas9 システムを用いて関心領域の

開始点と（分かっている場合には）終了点のターゲット切断を実施します。こうして

新たに露出した末端にシークエンスアダプターをライゲーションし、この領域を

エンリッチメントしてからシークエンスします。この方法は、チューブ 1 本を用いる

簡易なプロセスで、所要時間は 2 時間未満であり、同じサンプルを用いて一度に

複数の領域をエンリッチメントすることができます。数十キロベース以上にわたる

領域（現在の記録は 198 kb8）のロングレンジのエンリッチメントが可能なため、

関心のある特定の遺伝子や SV などの一連のターゲットをエンリッチメントし、

そのメチル化を評価するのに理想的です。

ライブラリ調製

ターゲットシークエンスの入門ガイドを閲覧する：
nanoporetech.com/targeted-sequencing-guide

アダプティブサンプリングのワークフロー

サンプルから答えまで

8. Iyer, S. Understanding genetic variation in 
cancer, using targeted nanopore 
sequencing. Presentation. Available at: 
nanoporetech.com/shrutiiyer  
[Accessed: 9 Mar 2023].

RRMS、アダプティブサンプリングによるターゲットメチル化検出について：
nanoporetech.com/methylation-rrms

Strand
approaches

nanopore

Strand is
sequenced

and analysed
in real-time

Strand is
sequenced

and analysed
in real-time

Region of
interest
found.

Sequencing
continues

Sequence seen
is not in region

of interest.
Strand ejected.

Nanopore
available for
next strand

Nanopore
completes

sequencing,
available for
next strand

Subsequent
strand

sequenced
(shown here
with region
of interest)

Region of interest No region of interest

DNA鎖が 
ナノポアに 

接近

関心領域

DNA鎖の 
リアルタイムでの
シークエンスと 

解析

関心領域を発見
シークエンスが 

継続

ナノポアによる
シークエンスが

完了し、次の
DNA鎖を待機

DNA鎖の 
リアルタイムでの
シークエンスと 

解析

確認した 
シークエンスが
関心領域にない。
DNA鎖を排出 

ナノポアが次の
DNA鎖を待機

次のDNA鎖 
をシークエンス
（ここに示した 
のは関心領域が

あるDNA鎖）

関心領域なし
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どの機器を選択したら
よいでしょうか？

シークエンス
ナノポアシークエンス機器の最大出力 *

幅広いナノポアシークエンス機器を用意しており、それぞれ異なる実験要件に

適う製品となっています。特定領域のメチル化のターゲット解析には、MinIONTM

（外部コンピュータから操作できるポータブル機器）または MinION Mk1C（タッチ

スクリーンと内蔵コンピューティングシステムを搭載したオールインワンのシーク

エンサー）が理想的です。柔軟なスケーリングが可能な GridIONTM では、最大

5 枚の MinION Flow Cell を一度にシークエンスできるため、ターゲットパネルや

全ゲノムのオンデマンドシークエンスに適しています。FlongleTM があれば、

MinION または GridION で小さな Flongle Flow Cell を使用することができるよう

になります。Flongle は少数の関心ターゲット領域をシークエンスできるだけの

スループットを備えているほか、ハイスループット機器でのシークエンスの前に

ライブラリの品質管理も実施できます。ヒトゲノム全体でメチル化を解析するには、

4 種類あるPromethION でのシークエンスをおすすめします。ウルトラハイスルー

プットのベンチトップ型機器である PromethION 24 と PromethION 48 は、強力な

オンボードコンピューティングシステムを搭載しており、それぞれ最大 24 枚または

48 枚の PromethION Flow Cell をシークエンスできます。内蔵コンピューティング

システムを搭載した PromethION 2、GridION または既存のコンピューティング

インフラに接続する PromethION 2 Solo は、簡易なプラグアンドプレイによる

設定が可能で、2 枚の独立した高出力の PromethION Flow Cell を搭載できる

柔軟性をもち、必要なサンプルスループットが少ない場合に適しています。

一度に複数のサンプル
をシークエンスするには
どうすればよいでしょう
か？

当社の Native Barcoding Kit では、PCR を用いることなくサンプルのバーコー

ディングを実施でき、最大 96 個の native DNA ライブラリのマルチプレックス

シークエンスが可能です。この際、1 回のランで同時に、シークエンスする各

サンプルにバーコードアダプターをライゲーションします。その後、各サンプルを

プールし、1 つのサンプルとしてシークエンス用に準備します。

迅速なライブラリ調製が重要となる場面では、Rapid Barcoding Kit により最大

96 個のバーコード付きライブラリを 1 時間で、あるいは最大 12 個をわずか 10 分

で調製できます。この場合、トランスポゼースを使用した方法により、一度に

DNA を断片化してバーコード付きシークエンスアダプターを付加します。

ライブラリ調製

ナノポアシークエンスキットと拡張パックを閲覧する：
store.nanoporetech.com/sample-prep.html

迅速なバーコーディングのワークフロー

サンプルから答えまで

ナノポアシークエンスに関する詳細：
nanoporetech.com/products

切断とバーコード付き 
トランスポゼース 

アダプターの付加

ローディング

5分間

5分間

バーコード付きトランスポゾン
複合体

バーコード付きライブラリの
プーリングとシークエンス 

アダプターの付加

MinIONTM

最大 50 Gb*

GridIONTM

最大 250 Gb（5 枚のフローセルすべてをシーク 
エンスした場合）*

PromethION 24 と 48
最大 7,000 Gb（P24）または 14,000 Gb（P48）（それぞれ 24 枚または 48 枚のフローセル
をすべてシークエンスした場合）*

FlongleTM

最大 2.8 Gb*

PromethION 2 と 2 Solo
最大 580 Gb（2 枚のフローセルを両方シークエンスした
場合）*

ギガベース（log10）*

*  理論的な最大出力（Theoretical Maximum Output：TMO）。システムを420塩基/秒で72時間ランさせた場合。実際の出力はライブラリの種類、
ラン条件などにより変動します。ここに記載したTMOがすべてのアプリケーションまたはすべてのケミストリで実現できるわけではありません。
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どの程度のデータが
必要ですか？

ヒトゲノムワイドの 5mC および 5hmC メチル化コールを行う際の指標として、20 倍

のカバレッジでのシークエンスをおすすめします。これは当社のナノポアによる

メチル化コールの性能比較評価データセットで使用したカバレッジに相当します

（3 〜 4 ページを参照）。

データのフェージングには、カバレッジを約 30 倍に高めることが推奨されます。

20 倍または 30 倍のカバレッジを得るには、1 枚の PromethION Flow Cell で 72 時間

シークエンスします。ナノポアの増幅前のロングリードとウルトラロングリードで

あればデータのフェージングを容易かつ正確に行え、カバレッジが均一なため、

大きな関心領域でメチル化コールのハプロタイプを検出することが可能です。

シークエンス

当社ウェブサイトの Workflows でエピジェネティクス、SNV コール、 
フェージングなどのベストプラクティスに関する指針を閲覧する： 
nanoporetech.com/resource-centre/workflows

ナノポアによりメチル化のハプロタイプを検出したデータでは、ヒトゲノムにおいて差次的
メチル化を受け、2 つのインプリント遺伝子が重複した領域が観察されました

サンプルから答えまで

1 回のランで標準的なベースコールとメチル化コールを高精度で行うには、Remora

の使用をおすすめします。これは、ナノポアシークエンス機器に搭載のソフトウェア

である MinKNOW に統合されているツールです。Remora の各種モデルはベース

コールと共に動き（標準的なベースコールの精度に影響はありません）、既存の修飾

コールツールよりも性能が優れており、ナノポアによる実験手法ではメチル化コール

の新たなゴールドスタンダードとなることが示されています。軽いアルゴリズムである

ため、必要なオーバーヘッドが最小限に抑えられており、モデルの使用とトレーニ

ングをより迅速かつ容易に行えます。また、ナノポアベースコールのモードを変更

することもできます（‘fast’ , ‘high accuracy（HAC）’ ‘super accuracy’（SUP））。

ヒトゲノム内の変異をさらに詳細に解析するには、wf-human-variation のワーク

フローをおすすめします。このワークフローでは、メチル化アノテーションが作成

できてハプロタイプのフェージングが可能であるほか、SNVs、CNV、SV、STR を

解析することができます。EPI2ME ソリューションの 1 つであるこのワークフローは、

簡易な point-and-click ワークフローで実施可能なほか、コマンドラインを使用して

実施することもできます。

自分のデータでメチル
化を検出するにはどう
すればよいでしょうか？ 

データ解析

Knowledge Exchange で Remora の詳細を確認する：
nanoporetech.com/knowledge-exchange/remora

最新のデータ解析ツールを閲覧する：
nanoporetech.com/data-analysis

遺伝子座
メチル化頻度

座標（coordinates）
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サンプルから答えまで

バイサルファイトシークエンスなどの既存のシークエンス技術では 5mC と 5hmC

を識別することができませんが、ナノポア技術では 1 つのデータセットで両修飾

を正確に検出および識別することができます。

Remora には、5mC と 5hmC の検出にそれぞれ適したモデルがあります。関心

のあるエピジェネティック修飾をより検出できるよう自身のモデルをトレーニング

するなど、さらに発展的な使用法については、GitHub の Remora レポジトリー

をご覧ください。

CpG メチル化の従来の解析では通常、関心部位の CpG メチル化の平均レベルを

求めることになりますが、不均質性を解析することはできません。ナノポアシーク

エンスでは、一塩基レベルで高精度なメチル化コールを実施でき、高い確実性

をもってエピジェネティックな不均質性を探索することが可能です。

単一分子 DNA メチル化パターンから以下のことが可能になります。

• 不均質な細胞集団の調査

• エピアレルの同定 

• サンプルの比較：がん研究における腫瘍 - 正常ペアシークエンスなど

5mC と 5hmC を識別
することはできますか？

一塩基レベルでメチル化
を検出できますか？

データ解析

データ解析

ナノポアシークエンスを用いたエピジェネティクスとメチル化解析の
詳細：
nanoporetech.com/applications/investigation/epigenetics 

ナノポアシークエンスにより塩基修飾の一塩基レベルでの解析が高精度に
実施可能に
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p13.3 p13.2 p13.13 p13.11 p12 p11 q11 q12 q13.11 q13.12 q13.2 q13.31 q13.32 q13.33 q13.41 q13.42 q13.43
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[0 - 100]

30X PacBio 5mC frequency (model)

30X PacBio 5mC frequency (count)

30X PacBio (Depth)

30X PacBio (Reads)
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[0 - 35]

+

-

20X ONT 5mC frequency (count)

20X ONT (Depth)

20X ONT (Reads)

[0 - 100]

[0 - 18]

+

-

CpGs
Sequence g a c c t c a g g t g a t c c a c c c g c c t t g g c c t t c c a a a g t g c t

観察されたメチル化 100%

5MC

C

ベースコールのオプション

ベースコールモデル

修飾塩基

高精度なベースコール

CpG コンテクストモデル

キャンセル 保存
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最近まで、ヒトゲノムのエピジェネティックな状態の研究は困難でした。 完全な

ヒトリファレンスゲノムのアセンブリが存在しなかっただけでなく、メチル化検出

にショートリードシークエンス法を用いるとマッピング精度が低くなるためです。

Telomere-to-Telomere Consortium がヒトゲノムの初の完全なリファレンス

シークエンス CHM13–T2T9 を公開したことを受け、Gershman らは、ナノポアの

ウルトラロングリードを用いてヒトエピゲノムを調査しました 10。そのデータの恩恵

を受け、同研究者たちは、以前には検出できなかったリピート配列が豊富な領域

など、ヒトゲノムのなかで新たに完全な情報が得られた領域の CpG メチル化を

コールすることができました。具体的には、CHM13 細胞株と HG002 から得た

DNA をシークエンスすることにより、ヒトゲノム内の CpG のそれぞれ 99.7%、

99.9% で 5mC の頻度を評価することに成功しました。また、同研究者たちは、

このデータと nanoNOMe 実験（ナノポアシークエンスに基づくクロマチンアクセ

シビリティ法）のデータを統合することにより、セントロメアの反復アレイ内の

エピジェネティックパターンを調査しています。同グループはほかにも、メチル化

データのみを用いて、ゲノムのうちヘテロ接合性が消失した反復配列をフェージ

ングし、セントロメア内のエピジェネティックな不均質性を探索することができま

した。その解析結果は、ゲノムのなかでも特に解析が困難な領域のエピジェネ

ティックな状態を明らかにするものであり、「ヒトメチロームの状態をこれまでに
最も詳細に把握した」ものとなっています 10。

発表文献（2022 年 4 月）を読む：
nanoporetech.com/resource-centre/epigenetic-patterns-complete-

human-genome

ケーススタディ

ケーススタディ 1：ナノポアのウルトラロングリードによりヒトエピゲノムを探索ケーススタディ

SNVs、CNV、メチル化などのゲノム変異を同定できれば、より確度の高い情報

に基づいた中枢神経系（CNS）腫瘍の分類が可能になるため、治療効果を予測

するうえで重要性が高まっています 11。従来のショートリードシークエンス技術を

用いる場合、完全な分子プロファイリングを実施するには多大な資本投資が必要

であり、またサンプル数が少ないラボではサンプルをバッチ処理する必要性から

所要時間が長くなることがあります。Patel ら 12 は、CNS 腫瘍のクリニカルリサーチ

サンプルにおける遺伝子のメチル化、SNVs、CNV に関する情報をナノポアシー

クエンスデータから取得するためのエンドツーエンドのバイオインフォマティクス

パイプライン Rapid-CNS2 を開発しています。このワークフローはサンプルの

受領直後から開始できるもので、将来的に「少ない資本的支出」で分子バイオ

マーカーを検出する迅速かつ「高度な柔軟性を備えた戦略」となる可能性を秘め

ています。

Patel らはこの概念実証研究でアダプティブサンプリング（ナノポアシークエンス

独自のソフトウェア制御によるエンリッチメント法）を使用し、神経病理に関する

遺伝子パネルとメチル化分類に関連する CpG 部位の両方をカバーするターゲット

領域を調査しました。全ケースにおいて、ナノポアシークエンスデータと従来の

ショートリードシークエンス技術およびメチル化マイクロアレイのデータで、DNA

修復に関連する O6- メチルグアニン -DNA メチルトランスフェラーゼ（MGMT）

プロモーターのメチル化状態が一致していました。いずれのサンプルでもメチル化

ファミリー 13 が正確に予測されたうえ、神経膠腫サンプルの 80% 超でメチル化

のサブクラスが正確に同定されました。

著者らは、時間のかからない簡易なライブラリ調製、リアルタイム解析、ナノポア

シークエンス機器の携帯性に加えて、塩基配列と共に塩基修飾をコールできると

いう特徴が、既存の方法と比べてどれほど大きな利点となるかを記載しています。

結論部分では、この手法が「スループットが少ない場合やそれほど高度なラボ
インフラを備えていない環境で高い費用対効果を示し」、速やかに CNS 腫瘍分類

を実施する必要がある場合に「不可欠な」ものになるとして、その将来性が強調

されています。

ケーススタディ 2：アダプティブサンプリングを用いた迅速な CNS 腫瘍分類の可能性を示す 

発表文献（2022年3月）を読む：
nanoporetech.com/resource-centre/rapid-cns2
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44-53 (2022). DOI: https://doi.org/10.1126/science.
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