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第 1 章 緒論 

 

1-1 緒言 

 

全ての生物は細胞から構成されており、細胞は神経や皮膚、筋肉など様々な形態・機能

をとるにも関わらず、ほぼ全て同一の遺伝情報から分化・発達している。これらの遺伝情

報は DNA (デオキシリボヌクレオチド)の 4 種類(A, T, G, C)の塩基配列の並びによって決定

されている。2003 年、ヒトゲノムプロジェクト(HGP)により塩基配列が解明され、ヒトゲ

ノムは約 30 億塩基対から構成されており、およそ 22,000 個の遺伝子を内包していること

が判明した。HGP 終了後、個人間での遺伝子多型、一塩基多型 (Single Nucleotide 

Polymorphism: SNP)やハプロタイプの同定が行われた。これらの個人間における遺伝子多

型に基づいた薬剤耐性や先天的な疾患の罹りやすさを指標としたテーラーメイド医療が進

むなか、塩基配列による遺伝情報だけでは説明できない疾患・生命現象が多く発見された。

遺伝子の塩基配列を解読することで表現型の予測は可能となったが塩基配列の解読のみで

は、時空間的にどの細胞でどの遺伝子がいつ活性化しているのか、またはいつ不活性化さ

れているのか、遺伝子発現の制御情報を正確に読み取ることが困難であった。そこで、塩

基配列の並び以外に後天的に遺伝子発現を制御する機構、エピジェネティクスという学問

に注目が集まった。 

エピジェネティクスは、DNA の塩基配列に変化を起こすことなく遺伝子機能を変化させ

分裂後の細胞にも伝達する機構である。エピジェネティクス修飾として DNA のメチル化、

ヒストンのアセチル化などが知られている。これらの修飾により膨大な遺伝情報の内、細

胞または時間ごとに必要な遺伝情報をタグ標識し、遺伝子発現の有無、発現量の強弱を精

密に制御している。このように遺伝子をタグ標識することで細胞ごとの時空間的な遺伝子

発現、タンパク質の発現量を制御し、同一な遺伝情報を持つ細胞での多様性を確保してい

る。DNA のメチル化状態やヒストンのアセチル化によるエピジェネティクス制御の異常は、

細胞のがん化を含む多くの疾患、様々な生命現象に深く関与している。エピジェネティク

ス制御の中でも遺伝情報の媒体である DNA をダイレクトに修飾する DNA のメチル化は遺

伝子発現を制御するための最も重要な鍵であると考えられる。 

DNA のメチル化は、シトシンの 5 位にメチル基が導入される酵素反応であり、5 位への

メチル基の導入は二重らせん構造の主溝(major groove)に付加されるため、Watson-Crick 型

の塩基対間における水素結合の形成には関与しない。一方で、主溝に付加されたシトシン

のメチル基は、メチル化感受性タンパク質や転写因子、RNA ポリメラーゼなど、タンパク

質と DNA の相互作用に影響を及ぼす。メチル化された DNA 鎖とタンパク質との相互作用

の変化により、遺伝子発現が不活性化されることがある。従って、遺伝子のメチル化状態

を解析することができれば、遺伝子発現をプロファイリングすることができ、医療分野で

の応用、iPS 細胞などエピジェネティクスの基礎研究への応用が期待できる。 
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本研究では遺伝子の特定のシトシンにおけるメチル化状態をピンポイントで簡便に解析

できる新規アッセイ法の構築を目指した。シトシンのメチル化は、SNP のような一塩基の

差とは異なり、メチル基の有無というわずかな違いを正確に識別する必要がある。そこで、

メチル基の有無を利用した化学的なアプローチ、非メチル化シトシン特異的な化学修飾に

よるメチル基識別法の開発、DNA の非二本鎖構造を利用した一塩基選択的な化学修飾法の

確立を行った。簡便なメチル化 DNA 検出法の開発は、がんの早期発見、術後の予後診断、

出生前診断など遺伝子診断技術への応用が期待でき、iPS 細胞やエピジェネティクスにおけ

る基礎研究のツールとしても有用であると考えられる。また、新たな一塩基選択的な化学

修飾法の開発は、遺伝子工学や近年発見された 5-ヒドロキシメチルシトシンなどの新しい

修飾核酸の検出、機能解明のツールとしての利用が期待できる。 

本章では、遺伝情報の後天的な変化に伴う遺伝子発現制御機構に関する既知の知見につ

いてまとめ、メチル化 DNA と疾患の関連性、既知のメチル化 DNA 検出法ならびに従来の

配列選択的な化学修飾法について概説し、最後に本研究の目的及び意義を述べる。 

 

 

1-2 後天的な遺伝子制御機構 

 

後天的な遺伝子制御機構は、DNA のメチル化やヒストンの修飾などが存在する。ヒスト

ンの修飾、DNA のメチル化については 1-2-1 と 1-2-2 で詳細を述べる。これらの修飾は、

DNA とタンパク質との相互作用に影響を与える。膨大な遺伝情報の内、修飾された遺伝情

報を正確に読み取ることで遺伝子発現を時空間的に制御している。前述したように、これ

らの後天的(epi-)な遺伝学(genetics)は、エピジェネティクスと言い、塩基配列に変化を起こ

すことなく、遺伝子発現の制御情報を分裂後の細胞にも伝える機構である。エピジェネテ

ィクスは、後天的な遺伝情報の変化であり、X 染色体の不活性化やゲノムインプリンティン

グ、一卵性双生児における生育環境の違いによって生じた体型の違いや疾患感受性の違い

に関連している。エピジェネティクス異常はすでに診断や治療の標的として応用されはじ

めている1,2,3,4。また、細胞の分化にも深く関与しており、近年注目を集めている iPS 細胞

においても重要な役割を担っている。例えば、iPS 細胞において作製効率が著しく低いのは

DNA のメチル化状態を初期化するリプログラミングが不完全であるとされている。後天的

な遺伝子制御機構の解明は、医療分野をはじめ分子生物学や遺伝子工学における基礎研究

に大きく貢献できる。 
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1-2-1 ヒストンの修飾 

 

ヒストンタンパク質は八量体から形成されており、一つのヒストンタンパク質に約 146

塩基対の DNA 鎖が巻き付き、DNA とヒストンが密に折りたたまれたヌクレオソーム構造を

形成することで遺伝情報が保存されている。DNA とヒストンの複合体が密に折りたたまれ

た状態では転写因子や RNA ポリメラーゼの結合を阻害するため、遺伝子発現が不活性化さ

れる。一方、ヌクレオソーム構造が緩み、ヒストンと DNA 鎖が解離した状態では、遺伝子

発現が活性化される。 

ヌクレオソーム構造の変化は、ヒストンタンパク質の N 末端尾部の修飾状態により左右

される。例えば、N 末端のリシン残基がアセチル化されるとヒストンタンパク質の電荷が中

和され、DNA との結合が部分的に弱くなり、ヌクレオソーム構造が緩まる。一方、脱アセ

チル化された場合、アセチル化された部位が加水分解され、アミノ基へ戻ることによって

DNA 鎖との親和性が戻り、ヌクレオソーム構造が密に折りたたまれる。従って、脱アセチ

ル化により遺伝子が不活性化される。このようにヒストンテイルの修飾状態により DNA と

の結合様式、ヌクレオソーム構造が変化することで遺伝子発現が活性化または不活性化さ

れる。ヒストンテイルの修飾状態を解析する手法として、質量分析やウエスタンブロット

法、免疫染色法などがある。これらの手法を用いてヒストンの修飾状態をモニタリングす

ることで遺伝子発現を大雑把に予測することができる。しかし、遺伝子ごとの詳細な発現

情報を解析することが困難である。ヒストンタンパク質の修飾には、アセチル化、リン酸

化、メチル化、脱イミノ化など様々な修飾があり、全ての修飾状態、ヒストンテイルにお

ける修飾部位を特定するのは困難であるため、診断のマーカー分子としての利用が難しい

と考えられる。一方、DNA の修飾は、シトシンのみであり、シーケンサーや PCR を用いて

がん抑制遺伝子など特定の遺伝子におけるメチル化状態を簡便に解析できる可能性がある

ため、ヒストン修飾よりも有用なマーカー分子として期待できる。 

 

 

1-2-2 DNA のメチル化 

 

 DNA のメチル化は、DNA を構成する塩基の一つであるシトシンの 5 位にメチル基転移酵

素により、S-アデノシルメチオニンをメチル基供与体としてメチル基が付加されることに

よって生じる(Fig. 1-1)5。生殖細胞や細胞が分化する際には、メチル基転移酵素である

Dnmt3a と Dnmt3b により新たなメチル化模様が描き込まれる。メチル基の有無は、グアニ

ンとの水素結合に関与しないが、DNA 鎖の主溝に付加されたメチル基の存在は、1-2-1 のヒ

ストンタンパク質と DNA の結合様式が変化するように、メチル基の有無により DNA とタ

ンパク質との結合様式に影響を与える。例えば、DNA 鎖がメチル化されていると転写因子

との結合が直接阻害される(Fig. 1-2)。または、メチル化感受性タンパク質がメチル化され
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た DNA 鎖と特異的に結合することで転写因子や RNA ポリメラーゼの結合を阻害する。従

って、メチル化された遺伝子は遺伝子発現が不活性化される。 

ヒトなど哺乳類でのメチル化は、リン酸基を挟んでシトシンとグアニンが隣接した CpG

配列中のシトシンで頻繁に生じることが知られている。一方、植物の場合では CpNpG 配列

でメチル化が生じる。生物種によりエピジェネティクスの制御機構が異なる。特にヒトな

ど高等生物種で複雑なエピジェネティクス制御が確認されている。CpG 配列のメチル化状

態は、相補鎖側の同じ CpG 部位でも同様にメチル化されており、この相補的なメチル化状

態は、複製後の新しい娘鎖 DNA にも維持メチラーゼ(Dnmt1)により伝達される(Fig. 1-3)。

CpG配列はハウスキーピング遺伝子のプロモーター領域に多く見られ、CpG アイランドと

呼ばれる CpG 配列が密集した領域が形成されている。プロモーター領域内の CpG アイラ

ンドが過剰にメチル化されるとメチル基を特異的に認識して結合するメチル化感受性タン

パク質がプロモーター領域を覆うことで、転写因子や RNA ポリメラーゼの結合を妨げ、遺

伝子発現が不活性化される。DNA のメチル化は特定の遺伝子の活性化・不活性化状態を詳

細に調べることができるため診断のマーカー分子として有用であると考えられる。例えば、

がん抑制遺伝子など特定の遺伝子をターゲットとしてメチル化状態を解析することでがん

を含む多くの疾患を早期発見、診断することができ、胃がんや乳がんなどがんの種類を同

定できる可能性も期待できる。 

 メチル化された 5-メチルシトシンは、遺伝子発現を不活性化させるためのトリガーであ

ることが既に広く知られているが、メチル化された 5-メチルシトシンが脱メチル化され、

遺伝子発現のスイッチがどのようにして OFF から ON に切り替わっているのか未だに不明

な部分が多くある。近年、5-メチルシトシン以外にメチルシトシンが Tetタンパク質により

酸化された 5-ヒドロキシメチルシトシンや 5-ホルミルシトシン、5-カルボキシルシトシン

などの新しい修飾核酸が発見された(Fig. 1-4)6。これらの核酸塩基は、脱メチル化や遺伝子

発現の再活性化などに関与していると考えられている。例えば、5-ヒドロキシメチルシトシ

ンに酸化された場合、メチル化感受性タンパク質がメチル基を認識できなくなるため、遺

伝子発現が再活性化されると推測されている7。また、5-ホルミルシトシンや 5-カルボキシ

ルシトシンは、脱メチル化過程の中間生成物であると考えられている8,9。新しい修飾核酸の

発見により、今後もエピジェネティクス修飾の研究が盛んになることが予測される。しか

し、従来法の多くは、シトシン、5-メチルシトシン、5-ヒドロキシメチルシトシンの 3 つの

塩基を識別することが困難である10。また、5-メチルシトシン以外の修飾シトシンは、微量

であるため検出が非常に困難である。近年、β-グルコシルトランスフェラーゼと UDP-グ

ルコースを用いて 5-ヒドロキシメチルシトシンを選択的にグルコシル化する方法が報告さ

れている11,12。しかし、この手法はゲノム DNA 全体での 5-ヒドロキシメチルシトシンの量

を大雑把に定量するだけで配列選択的な解析が困難である。一塩基選択的な化学修飾法を

利用した配列選択的な新しいメチル化 DNA 検出法の開発は、診断技術への応用以外にもこ

れらの新しい修飾核酸の検出や機能解明、エピジェネティクス研究への応用が期待できる。 
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Fig. 1-1 シトシンのメチル化 

 

 

 

Fig. 1-2 メチル化異常による遺伝子発現の不活性化 

 

 

 

Fig. 1-3 複製後の DNA 鎖におけるメチル化状態の維持 
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Fig. 1-4 シトシンのメチル化および 5-メチルシトシンの酸化 

 

1-3 エピジェネティクス変化およびメチル化 DNA と疾患の関連性 

 

エピジェネティクス変化、DNA のメチル化は、加齢や生活習慣に伴って変化することが

報告されている13。例えば、遺伝子配列がほぼ同一である一卵性双生児でも加齢や生活環境

の違いによりメチル化状態などのエピジェネティクス修飾に差異が生じ、個体差として現

れる。統合失調症や X 連鎖性副腎白質ジストロフィーなどは、一卵性双生児での発症不一

致例が報告されており、加齢に伴うメチル化状態の差などが原因であることが示唆されて

いる。加齢によるエピジェネティックス修飾の異常、CpG 配列のメチル化異常が細胞のが

ん化の主な原因の一つである。メチル化異常による細胞のがん化は、がん抑制遺伝子など

の高メチル化による不活性化、またはゲノム DNA 全体での低メチル化によるがん遺伝子の

活性化などが原因とされている。 

 がん抑制遺伝子の一つであるp16遺伝子は、サイクリン依存性キナーゼ阻害剤の一つで、

サイクリン D と Cdk4/6 複合体形成を阻害することによって細胞周期を制御している。p16

遺伝子のプロモーター領域に位置するCpG配列が過剰にメチル化されると遺伝子発現が抑

制され、細胞の増殖を制御・抑制することできず、細胞のがん化を導く。実際に、乳がん

患者と健常者で、p16 遺伝子のメチル化状態を比較した結果、健常者では全くメチル化され

ていなかったのに対して、がん患者では p16 遺伝子のプロモーター領域が高メチル化状態

であることが報告されている14。また、p16 遺伝子のメチル化異常は、乳がんや子宮頸がん

などいくつかの腫瘍形成の原因の一つであることが報告されている15,16。メチル化異常はピ
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ロリ菌感染による慢性胃炎とも密接な関係がある17。ピロリ菌感染により引き起こされた慢

性胃炎は、胃粘膜のメチル化異常を誘発し、細胞のがん化を促進する。このように直接ま

たは間接的に、メチル化異常と細胞のがん化が関係しているケースが報告されている。特

定のがん抑制遺伝子をターゲットとしてメチル化状態を解析することで乳がんや大腸がん、

胃がんなどを早期発見することができるため、遺伝子のメチル化状態は、がん診断など様々

な疾患において有用なマーカー分子として期待できる。 

実際に、結腸直腸がん患者では、Septin9 遺伝子が過剰にメチル化されていることが報告

されている18。そこで、結腸直腸がんの診断薬として Septin9 のメチル化 DNA 検出キット

の開発がドイツ Epigenomics 社で行われ、2011 年 12 月に欧州医薬庁に結腸直腸がんの診

断薬としてバイサルファイト法を利用した「Epi proColon」の製造認可申請が行われた。

DNA のメチル化状態は安定な情報であり、がん細胞から脱落して血中を循環しているゲノ

ム DNA からでもメチル化情報を読み取れることが知られている19,20。従って、血中のがん

細胞由来の Steptin9 遺伝子のメチル化状態を解析するだけで結腸直腸がんを簡便に診断す

ることができる。血液サンプルによる診断は、腫瘍細胞を直接採取する方法に比べ検体へ

の負担が小さく、血便などよりも簡単に行えるため普及しやすいなどの利点がある。しか

し、Epi proColon は、数ミリリットルの大量の血液サンプルが必要であり、ゲノム DNA を

抽出してから Septin9 のメチル化状態を検出するまで 32 時間以上かかる。実際に、がん診

断としてメチル化DNA検出キットの開発が行われ実用化が進められてきていることからも

メチル化 DNA 解析の意義や診断への応用が期待できるが、既存のバイサルファイト法では

数ミリリットルの大量の血液サンプルが必要であり迅速な診断が行えないため、簡便かつ

迅速な高感度メチル化 DNA 検出法の開発が求められる。バイサルファイト法については、

1-4-1-1 で述べる。 

 

 

1-4 既知のメチル化 DNA 検出法 

 

DNA のメチル化はメチル基の有無という僅かな変化であり、SNP のような遺伝子変異と

は異なり正確な識別が求められるため非常に検出が困難となる。また、通常の PCR や配列

解析などの分子生物学的手法で直接検出することができないため、既存のメチル化 DNA 検

出法の多くは、簡便性や迅速性、汎用性など様々な面で問題点が指摘されている。そのた

め、簡便かつ迅速なメチル化 DNA 検出法の開発が求められる。 

既知のメチル化DNA検出法はメチル基の有無による求核剤または酸化剤に対する有機化

学的反応性の違いを利用した化学的なアプローチ法、メチル基を特異的に認識する制限酵

素やタンパク質、抗体などの分子認識能を利用した生化学的なアプローチ法、メチル基の

有無による物性、質量数や極性の違いを利用して識別する物理学的なアプローチ法の 3 つ

に大別される。以下に既知のメチル化 DNA 検出法について述べる。 
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1-4-1 化学的なアプローチ法 

 

シトシン(非メチル化シトシン)と 5-メチルシトシンの違いは、5 位のメチル基の僅かな差

だけであるが、5-メチルシトシンではメチル基の電子供与性により、非メチル化シトシンと

比べ 5 位と 6 位の炭素間の二重結合が酸化されやすいことが報告されている21。一方、非メ

チル化シトシンでは酸性条件下でシトシンの 3 位の窒素がプロトン化されることにより、6

位の炭素原子が求核剤に対して反応しやすくなるなどの有機化学的反応性の違いを示す

(Fig. 1-5)。酸化剤を利用した 5-メチルシトシン選択的な化学修飾法の多くは、塩基特異性

が低く、チミンやグアニンなど他の塩基も反応してしまうため反応制御が難しく、現代で

は亜硫酸水素ナトリウムを用いた非メチル化シトシン特異的な反応を利用したメチル基識

別法が主流となっている。1-4-1-1 で最も一般的な亜硫酸水素ナトリウムを用いたバイサル

ファイト法について詳しく述べる。それ以外の求核剤や酸化剤を用いたメチル基識別法に

ついては 1-4-1-2 にまとめる。 

 

 

 
Fig. 1-5 シトシンまたは 5-メチルシトシンへの反応 

 

 

1-4-1-1 バイサルファイト法 

 

亜硫酸水素ナトリウム(NaHSO3)を用いたバイサルファイト法は、ゲノム DNA を亜硫酸

水素ナトリウムで処理することで非メチル化シトシンをウラシルへと変換させ、DNA のメ

チル化を検出している。亜硫酸水素ナトリウムによる求核反応は、まずシトシンの 6 位に

スルホ基が付加された後、4 位の脱アミノ化反応が生じる。その後、アルカリ処理すること

で 6 位のスルホ基が除去され、ウラシルへと変換される(Fig. 1-6)。5-メチルシトシンでは

ウラシルへの変換が著しく遅いため、変換後の配列情報の違いを利用してシトシンのメチ

ル化を検出することができる22。 

バイサルファイトシーケンシング法は、DNA 鎖中のすべての非メチル化シトシンをウラ

シルへと変換させた後、配列解析し、シトシンからチミンへの変換部位を解析することで

DNA のメチル化を間接的に調べる方法である23。メチル化特異的 PCR (MSP)法は、非メチ
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ル化シトシンがウラシルへと変換された配列とウラシルへと変換されずに 5-メチルシトシ

ンのままの配列、それぞれの変換後の配列に対して特異的に結合する二組のプライマー配

列を用いて、アニーリング温度と PCR 増幅の差からプライマー配列内のメチル化を検出す

る方法である24。MSP 法と同様に、リアルタイム PCR などで PCR 増幅産物をモニタリン

グする際に用いられる蛍光標識された TaqMan プローブなどを利用した MethyLight 法が報

告されている25。MethyLight 法は、バイサルファイト変換後の非メチル化 DNA とメチル化

DNA それぞれに対して特異的に結合するプローブ配列を用いることでプローブ内のシトシ

ンのメチル化を検出する方法である。先述した Epi proColon も配列変換後のゲノム DNA と

DNAプローブのアニーリング温度と PCR増幅の差を利用してDNAのメチル化を検出して

いる。これらの手法以外にもバイサルファイト変換後の配列情報の違いを利用した検出法

がいくつか知られているが26,27,28,29、基本的に亜硫酸水素ナトリウムを用いた全ての検出法

は、初期の亜硫酸水素ナトリウムによるシトシンからウラシルへの反応効率が著しく悪く、

脱ピリミジン化などによる損傷がボトルネックとされている。 

バイサルファイト法はゲノムDNA中の全てのシトシンを反応させなくてはならないため、

高濃度の亜硫酸水素ナトリウムで長時間、高温で反応しなくてはならない。例えば、3.0 M

の亜硫酸水素ナトリウムで 16 時間、55℃で反応しなくてはならないため、95%以上の大半

のゲノム DNA で非特異的な損傷が生じる。従って、DNA のメチル化を検出するのに数μg

の大量のゲノム DNA が必要となり、検出するまでに 2, 3 日かかる。最近では、9.0 M の超

高濃度の亜硫酸水素ナトリウムでの反応や 90℃の高温で反応することで検出時間の短縮化

を図っている報告例もあるが劇的な改善法は未だに開発されていない30。そのため、非特異

的な損傷を抑えたマイルドな反応条件下でスムーズに行える新しい反応とメチル基識別法

の開発が求められる。 

また、バイサルファイト法の多くは、ゲノム DNA 中のすべての非メチル化シトシンをウ

ラシルへと変換した後、PCR などの核酸分子増幅法を用いてメチル化を解析している。従

って、バイサルファイト変換後の配列は、アデニン(A)とチミン(T)、グアニン(G)の 3 つの

塩基に偏ってしまい、PCR などの核酸分子増幅法が困難な領域が生じてしまう。また、プ

ライマーやプローブ配列の設計に制限がかかってしまう。例えば、バイサルファイトシー

ケンシング法の場合はプライマー配列内にCpG配列を含まないように設計する必要がある。

逆に、MSP や MethyLight 法の場合は、プライマーまたはプローブ配列内に CpG 配列を含

む必要があり、CpG 配列が密集した領域でしか設計することができないため、配列設計に

大きな制限がかかる。また、プライマーまたはプローブ配列内のシトシンのメチル化しか

大雑把に識別することができない。 

従って、反応部位を制御し、特定の CpG 配列のみを選択的に修飾する方法、またはバイ

サルファイト変換後の配列の偏りを解消できる反応方法を開発することができれば、従来

法では検出が困難な領域をカバーすることができ、より詳細な遺伝子発現のプロファイリ

ングが期待できる。 
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Fig. 1-6 シトシンの亜硫酸水素ナトリウムによるバイサルファイト変換 

 

 

1-4-1-2 バイサルファイト法以外の化学的なアプローチ法 

 

 亜硫酸水素ナトリウムを用いたバイサルファイト反応は、非メチル化シトシンをウラシ

ルへと変換させ、シトシンのメチル化を検出しているが、亜硫酸水素ナトリウム以外の求

核剤を用いた非メチル化シトシン特異的な化学修飾法もいくつか報告されている31,32,33。例

えば、アミノオキシ化合物(NH2OR)の一つであるアリルヒドロキシルアミン(NH2OAllyl)で

シトシンを化学修飾すると、シトシンの 4 位にアリルヒドロキシルアミンがアミノ基転移

反応することが知られている(Fig. 1-7)。アリルヒドロキシルアミン以外に、ヒドロキシル

アミン(NH2OH)やメトキシアミン(NH2OCH3)など他のアミノオキシ化合物やアミノ基を持

つヒドラジン(NH2NH2)でも同様の反応性を示す。 

アリルヒドロキシルアミンでシトシンを化学修飾した場合、いくつかの異性体が生成さ

れる。Fig. 1-7 の Z イミノ異性体では、4 位のアリルヒドロキシルアミンにより DNA ポリ

メラーゼによる相補鎖合成を阻害することが知られている。また、アミノ異性体は、グア

ニンと塩基対を形成し、シトシンのように振る舞うのに対して、E イミノ異性体はアデニン

と塩基対を形成し、チミンのように振る舞うことが報告されている 31。アリルヒドロキシル

アミンによる反応は、非メチル化シトシンと 5-メチルシトシンで反応生成物が異なり、ア

リルヒドロキシルアミンで処理した DNA 鎖を鋳型に DNA ポリメラーゼによる伸長反応の

有無、またはパイロシーケンシングによる配列解析を行うことでシトシンのメチル化を検

出することができる。しかし、アリルヒドロキシルアミンによって化学修飾されたシトシ

ン誘導体は、異性体、シトシン誘導体の構造によって塩基としての挙動が異なるため、修

飾後のシトシンを一つの検出系で調べることが難しく、精確な定量が困難であると考えら

れる。 

 四酸化オスミウム(OSO4)と 2,2′-ビピリジン(C10N2H8)を用いた反応ではシトシンに比べ、

5 位に電子供与性の高いメチル基を有する 5-メチルシトシンが効率的に酸化されることが

報告されている(Fig. 1-8)34。しかし、オスミウムを用いた酸化反応では、メチル基を有する

チミンでも同様の反応が生じてしまうなどの問題点がある35。バナジウム(V)や過ヨウ素酸
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ナトリウム(NaIO4)を用いた反応でもオスミウムと同様に、5-メチルシトシンを酸化するこ

とができる。しかし、バナジウムや過ヨウ素酸ナトリウムを用いた酸化反応の場合、グア

ニンも同様に酸化されてしまうことが報告されている 21。臭化リチウム(LiBr)存在下で過ヨ

ウ素酸ナトリウムを用いて DNA 鎖を反応することで、効率的に 5-メチルシトシンを酸化反

応できることが報告されているが、これらの酸化剤を利用した 5-メチルシトシン選択的な

酸化反応は、5-メチルシトシンを効率的に反応させるための反応時間や温度などの精密な反

応制御が求められる。従って、長時間反応した場合、5-メチルシトシン以外の塩基も反応し

てしまう可能性があるため、ゲノムDNAでの検出が困難であり、精確性や定量性に欠ける。 

 上記で述べたように、非メチル化シトシンまたは 5-メチルシトシンのメチル基の有無に

よる化学反応性の違いを利用した検出法はいくつか報告されているが、塩基特異性が低く

反応制御が難しい場合や簡便な検出への応用が難しい場合が多い。従って、非メチル化シ

トシンまたは 5-メチルシトシンに対して高い特異性を示し、PCR やパイロシーケンシング

などの一般的な分子生物学的手法による簡便な検出系への応用が期待できる反応の開発、

または特定の CpG 配列を選択的に化学修飾できる新たな手法の開発が求められる。 
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Fig. 1-7 アリルヒドロキシルアミンによるシトシンへの化学修飾 

 

 

 

Fig. 1-8 四酸化オスミウムを用いた酸化反応 
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1-4-2 生化学的なアプローチ法  

 

 タンパク質や抗体、制限酵素の種類によってはシトシンのメチル基を特異的に認識する
36,37。例えば、メチル化感受性タンパク質と抗体はシトシンの 5 位に付加されたメチル基を

認識して特異的に結合する。メチル化感受性制限酵素は認識配列内のシトシンがメチル化

されていると DNA 鎖の切断が阻害される。これらの分子認識能を利用したメチル化 DNA

検出法がいくつか知られている。 

 メチル化感受性制限酵素を用いた方法では、制限酵素の認識配列内のシトシンがメチル

化されていると DNA 鎖の切断が阻害されるため、制限酵素で処理した DNA 鎖をゲル電気

泳動またはPCR増幅の有無を確認することで認識配列内のシトシンのメチル化を検出する

ことができる38。しかしながら、制限酵素法は認識配列の制限があるため汎用性に欠ける。 

メチル化感受性タンパク質や抗体を用いた検出法は、ゲノム DNA 全体でのメチル化量し

か定量することができないため、特定の遺伝子のメチル化状態を詳細に解析するのには適

していない。しかし、メチル化感受性タンパク質や抗体は、直接検出へ応用する以外に、

メチル化 DNA を回収または濃縮する目的として幅広く利用されている。また、がん細胞で

はゲノム全体でメチル化量が低下している場合があるため、用途によっては有用である。 

従来のタンパク質や抗体、制限酵素を利用したメチル化 DNA 検出法の多くは、詳細な解

析が困難であり、汎用性に欠けるため、現在では遺伝子または一塩基単位で詳細にメチル

化状態を解析できるバイサルファイト法と配列解析を組み合わせたバイサルファイトシー

ケンシングが主流となっている。 

 これらの手法以外に、近年開発された一分子リアルタイム DNA シーケンサーを用いたメ

チル化 DNA の検出法が報告されている39。一分子リアルタイム DNA シーケンサーは、ウェ

ルの底に DNA ポリメラーゼを固定化し、ポリメラーゼにより DNA 鎖が複製される際に取

り込まれる蛍光標識された塩基を蛍光観測することで塩基配列を解読する手法である40。

DNA ポリメラーゼにより塩基が取り込まれる際に、N-6-メチルアデニンや 5-メチルシトシ

ン、5-ヒドロキシメチルシトシンなどの修飾核酸が含まれていると塩基が相補鎖に取り込ま

れる際の時間が僅かに遅くなることが報告されている。従って、塩基が取り込まれる速度

をモニタリングすることで一分子レベルでのメチル化 DNA、または修飾核酸をダイレクト

に検出することができる。メチル化 DNA 検出ツールとして、一分子リアルタイム DNA シ

ーケンサーは普及率や精確性などの問題点があるが今後の発展によりバイサルファイトシ

ーケンシング法に代わりうる可能性も考えられる。 
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1-4-3 その他のアプローチ法  

 

その他のアプローチ法として、シトシンのメチル基による質量の差、または極性の違い

を利用した分析法がある。例えば、ゲノム DNA をモノマーに分解した後、各塩基、種類ご

との極性の違いを利用して HPLC (High Performance Liquid Chromatography)や TLC 

(Thin-Layer Chromatography)で分離し、質量数を分析することでゲノム全体でのメチル化

量を定量することができる。これらの検出法は、ゲノム全体での大雑把なメチル化しか定

量することができないが、近年あらたに発見された 5-ヒドロキシメチルシトシンや 5-ホル

ミルシトシン、5-カルボキシルシトシンなど新しい核酸塩基を発見するのに大変重要なツー

ルである41。 

また、科学技術の発展により近年ではナノポアシーケンシングなどの次世代シーケンサ

ーによる修飾核酸検出法に注目が集まっている42。ナノポアシーケンシングは、小孔を DNA

鎖が通過する際に生じる僅かな電位差を測定することで塩基配列を解読する手法であり、

シトシンのメチル基による差も識別できることが報告されている43,44。ナノポアシーケンサ

ーは、一分子リアルタイム DNA シーケンサーと同様に一分子レベルでの修飾核酸をダイレ

クトに検出できる可能性があり、今後の発展によっては新しいメチル化 DNA 検出法のツー

ルとして用いられる可能性も考えられる。しかしながら、現状では一分子リアルタイム DNA

シーケンサーと同様にメチル基の有無による差が僅かであり、精度などの問題がある。 

 

 

1-5 従来の合成 DNA プローブを用いた配列選択的な化学修飾法 

 

 1-4-1 で説明したバイサルファイト法やマキサムギルバート法など、DNA を修飾または切

断する方法は既にいくつか知られている45。しかし、これらの反応は、ゲノム DNA など長

い配列中の全ての塩基を反応させるため、高濃度で長時間、高温で反応する必要があり、

配列選択性がない。ゲノム DNA 中の全ての塩基を反応させるのではなく、特定の塩基を効

率的に切断または修飾することができれば、遺伝子工学などへの応用が期待でき、特定の

CpG配列を効率的に修飾することができればメチル化 DNA 検出法への利用が期待できる。 

従来の合成 DNA プローブを利用した配列選択的な化学修飾法を Fig. 1-9 に示す。DNA プ

ローブは、相補的な標的 DNA または RNA 配列に対して特異的に結合するため、サザンブ

ロッティングやノーザンブロッティングなど核酸検出のツールとして幅広く使われている。

反応性官能基を修飾した合成 DNA プローブを利用した配列選択的な化学修飾法は、DNA

プローブが標的配列に結合することで、DNA プローブの末端に修飾された反応性官能基と

塩基との距離が物理的に近くなり、標的配列周辺の標的塩基を効率的に修飾または切断す

ることができる46。しかし、DNA プローブの末端に反応性官能基を修飾する方法は、反応

部位ごとに特殊な DNA プローブを合成する必要があり、手間やコストがかかる。また、末
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端に修飾された反応性官能基は、配列選択性はあるが一塩基単位での精密な反応制御が難

しく、汎用性に欠ける。 

特殊な合成 DNA プローブを必要としない新たな一塩基選択的な化学修飾法の開発は、遺

伝子工学への応用が期待でき、特定の遺伝子のメチル化状態を簡便に検出するツールとし

ても期待できる。 

 

 

 

Fig. 1-9 合成 DNA プローブを利用した配列選択的な化学修飾法 

 

 

1-6 DNA の高次構造を利用した一塩基選択的な化学修飾法 

 

 糖、リン酸、核酸塩基から成る DNA 鎖は、互いに相補的な塩基と水素結合を形成するこ

とで塩基を内側に巻き込み、糖とリン酸の主鎖からなる二重らせん構造を形成している。

二重らせん構造の内側に位置する塩基は、塩基対間のスタッキング相互作用と主鎖により、

変異原物質、酸化剤や求核剤などから護られている。 

糖とリン酸からなる主鎖は、ある程度の柔軟性を持っており、周囲の配列や状況に応じ

て構造を変化させるフレキシブルな分子であることが知られている。例えば、ナフチリジ

ンカルバミンダイマー(NCD)が DNA 鎖中の塩基対間にインターカレートした場合、部分的

に主鎖が引き伸ばされ、一部の塩基が二重らせん構造の外側にフリップアウトされること

が報告されている(Fig. 1-10) 47。このように、DNA 鎖は伸び縮することができるフレキシ

ブルな分子であり、フリップアウトされた塩基は、スタッキング相互作用や主鎖によって
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保護されていないため、酸化剤や求核剤などの試薬によって容易に修飾できることが知ら

れている。NCD のような化合物を使わなくても DNA は、様々な非Watson-Crick 構造を形

成することが知られている。例えば、DNA プローブを利用することで標的 DNA 配列の任意

の部位でバルジ、またはミスマッチ塩基対を容易に形成させることができる(Fig. 1-11)。 

バルジ部位やミスマッチ部位も塩基対間のスタッキング相互作用が弱まるため、酸化剤

や求核剤により容易に切断または修飾できることが報告されている48,49,50。DNA プローブを

利用して、バルジまたはミスマッチ塩基対を形成させた標的 DNA を四酸化オスミウムとビ

ピリジンで反応させることで、バルジ部位またはミスマッチ部位に位置する 5-メチルシト

シン(M)を選択的に酸化・切断できることが報告されている 34。DNA の高次構造を利用した

化学修飾法は、非 Watson-Crick 塩基対を形成している特定の塩基を選択的に切断または修

飾することができ、他の二重らせん構造を形成している部位での反応を抑制することがで

きるため、一塩基選択的な化学修飾法への利用が期待できる51,52,53。 

ミスマッチ塩基対部位に位置する 5-メチルシトシンがオスミウムとビピリジンにより選

択的に酸化されることから、岡本らは DNA プローブのミスマッチ部位に反応性官能基、ビ

ピリジンを修飾した ICON (Interstrand Complexes formed by Osmium and Nucleic acids)プ

ローブを用いた 5-メチルシトシン検出法の開発を行った(Fig. 1-12)。DNA プローブのミス

マッチ部位に修飾されたビピリジンは、標的配列に結合することでミスマッチ部位に位置

する 5-メチルシトシンを選択的に酸化、修飾することができる。従って、ミスマッチ部位

のシトシンのメチル化を検出することができる54。しかし、ICON プローブ法は、1-5 と同

様に標的配列ごとにビピリジンを修飾した特殊なDNAプローブを合成する必要があり汎用

性が低く、手間やコストがかかる。 

バルジDNAプローブやミスマッチ DNAプローブのような非二本鎖構造を形成する DNA

プローブを利用して、NCD の様な化合物や ICON プローブのような特殊な合成プローブを

使わない汎用性と選択性に優れた新たな一塩基選択的な化学修飾法が開発できれば、ピン

ポイントなメチル化DNA解析ツールとして期待できる。また、一塩基選択的な反応制御は、

ケミカルバイオロジーにおいても重要なツールとなる。例えば、5-ヒドロキシルメチルシト

シンなど新たに発見された修飾核酸の検出や機能解明、遺伝子の特定の部位を変異または

切断するためのツールとして有用であり、遺伝子工学など様々な研究への応用が期待でき

る。 
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Fig. 1-10 ナフチリジンカルバミンダイマーによる DNA 構造の変化 

(a) ナフチリジンカルバミンダイマー(NCD)と 2 つのグアニンにおける水素結合の模式図 

(b) NCD がインターカレートした場合の DNA 鎖の構造変化 

 

 

 

Fig. 1-11 非Watoson-Crick 構造の模式図 

 

 

Fig. 1-12 ICON プローブを用いた一塩基選択的な酸化反応 
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1-7 本研究の目的と意義 

 

本研究では、シトシン特異的な化学修飾法の探索及び検出法の開発と新たな一塩基選択

的な化学修飾法の開発を行い、遺伝子の後天的な修飾である DNA のメチル化をピンポイン

トで簡便に検出する方法の開発を行った。DNA のメチル化は、シトシンの 5 位にメチル基

が導入される酵素反応であり、メチル基の僅かな差を正確に識別しなくてはならないため、

従来の遺伝子診断技術や一般的な分子生物学的手法での検出が困難である。簡便なメチル

化 DNA 検出法の開発は、がんの早期発見や術後の予後診断など遺伝子診断への応用が期待

でき、医療分野での貢献が期待できる。新しい検出法の開発は、新たに発見された 5-ヒド

ロキシメチルシトシンや 5-ホルミルシトシン、5-カルボキシルシトシンなどを識別するた

めのツールとしても期待できるため、エピジェネティクスの基礎研究においても重要な意

味がある。また、DNA の高次構造を利用した一塩基選択的な化学修飾法の開発は、DNA の

メチル化以外に RNA などの修飾核酸を検出するツール、ナノケミカルデバイスとしても有

用であり、遺伝子の特定の部位を変異または切断できるため、ケミカルバイオロジー分野

での利用も期待できる。 

 

以下に本論文の構成を示す。 

 

 第 2 章では、非メチル化シトシンまたは 5-メチルシトシンを 1 ヵ所含む短い DNA 鎖を用

いた非メチル化シトシン特異的な化学修飾法の確立と修飾後のDNA鎖を利用したメチル基

識別法の開発を行う。 

 

第 3 章では、DNA プローブを用いた一塩基選択的な化学修飾法の確立とピンポイントな 

メチル基識別法の開発を行う。 

 

第 4 章では、リアルタイム PCR を用いた簡便なメチル化 DNA 検出法の開発を行う。 

 

第 5 章では、ヒトがん抑制遺伝子からなる様々な合成 DNA 配列を用いてメチル化 DNA

の検出を行い、汎用性の確認を行う。 

 

第 6 章では、ゲノム DNA を用いてピンポイントなメチル化 DNA の検出を行う。また、

従来法であるバイサルファイトシーケンシングを行い解析結果の比較を行う。 

 

第 7 章は総括であり、本研究を要約して得られた研究成果をまとめた。 
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第 2 章 非メチル化シトシン特異的な化学修飾法の探索および検出法の確立 

 

2-1 緒言 

 

 本章では、非メチル化シトシンとメチルシトシンのメチル基の有無を明確に識別するた

めの非メチル化シトシン特異的な化学修飾法の探索および検出法の確立を行う。 

 非メチル化シトシンとメチルシトシンのメチル基の有無による化学反応性の違いを利用

した修飾法は、1-4-1 で述べたように、バイサルファイト法である亜硫酸水素ナトリウム

(NaHSO3)やアミノオキシ化合物(NH2OR)を用いた非メチル化シトシン特異的な化学修飾、

四酸化オスミウム(OsO4)などの酸化剤を用いたメチルシトシン選択的な酸化反応が知られ

ている。酸化剤を用いた反応では、他の塩基でも酸化されてしまうため、偽陽性の問題な

どが考えられる。そこで、本研究では塩基特異性の高い亜硫酸水素ナトリウムを用いた反

応とアミノオキシ化合物を用いた反応に着目した。 

亜硫酸水素ナトリウムによる反応は、酸性条件下でシトシンの 6 位にスルホ基が付加さ

れた後、4 位の脱アミノ化反応が生じる。バイサルファイト法では、この脱アミノ化された

シトシンをアルカリ処理し、6 位のスルホ基を除去した後、ウラシルへと変換することでシ

トシンのメチル化を識別している。しかし、バイサルファイト反応は、脱アミノ化反応が

律速段階であるため、高濃度で長時間、高温で反応する必要がある。従って、脱アミノ化

反応の際に、より求核性の高い試薬を併用することで、バイサルファイト法よりも温和な

条件下でスムーズに反応を促進することができると考えられる。実際に、亜硫酸水素ナト

リウムでシトシンを化学修飾する際に、メトキシアミン(R = CH3)やヒドロキシルアミン(R 

= H)などのアミノオキシ化合物やアミノ基を持つヒドラジン(NH2NH2)などを併用すること

で 4 位のアミノ基転移反応が生じ、温和な条件下で反応が促進されることが報告されてい

る55,56。 

 亜硫酸水素ナトリウムとアミノオキシ化合物を併用した反応は、バイサルファイト反応

と同様に 6 位にスルホ基が付加されるが、4 位の脱アミノ化反応のかわりにアミノオキシ化

合物による 4 位のアミノ基転移反応が生じる(Fig. 2-1)。また、亜硫酸水素ナトリウムとア

ミノオキシ化合物により化学修飾されたシトシン誘導体は、DNA ポリメラーゼなどによる

相補鎖合成を阻害することが報告されている57。ヒドラジンなどを用いた反応でも同様のア

ミノ基転移反応が生じることが報告されているが、アミノオキシ化合物と異なり構造が不

安定で 6 位のスルホ基が脱離することが報告されている。スルホ基が脱離した場合、ポリ

メラーゼによる相補鎖合成を阻害しない可能性がある。また、ヒドラジンよりもアミノオ

キシ化合物の方が、塩基性が低くい求核剤であるため、本研究ではアミノオキシ化合物を

併用した反応を用いることにした。亜硫酸水素ナトリウムとアミノオキシ化合物で化学修

飾されたシトシン誘導体は、スルホ基の向きの違いによるジアステレオマーを生じるが、

両方の異性体でDNAポリメラーゼによる相補鎖合成を阻害することが報告されているため、
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緒論で述べたアリルヒドロキシルアミンのみによる反応よりも定量的かつ簡便にシトシン

のメチル基を識別できると考えられる。 

本章では、亜硫酸水素ナトリウムとメトキシアミンによる反応が非メチル化シトシン特

異的であるか、シトシンまたはメチルシトシンを 1 ヵ所含む短い DNA 鎖を用いて HPLC と

質量分析を行い確認する。また、修飾後のシトシン誘導体の DNA ポリメラーゼによる相補

鎖合成の阻害を指標としたメチル基の識別が可能であるか確認する。 

 

 

 
Fig. 2-1 亜硫酸水素ナトリウムとアミノオキシ化合物によるシトシンへの化学修飾 

 

 

2-2 実験方法 

 

2-2-1 試薬の調製 

 

 すべてのオリゴヌクレオチド、標的 DNA およびプライマーは、つくばオリゴサービスに

より合成され逆相 HPLC カラムによって精製された DNA を使用した。合成されたオリゴヌ

クレオチドは全て滅菌水に溶解させ 100μM に調製した後、-20℃の冷凍庫で保管した。 

2.08 g の亜硫酸水素ナトリウム(NaHSO3, Wako)を滅菌水に溶解させ、水酸化ナトリウム

(Wako)を用いて pH5.0 に調製した後、滅菌水を加え 4.0 M の亜硫酸水素ナトリウム水溶液

を 5 ml 作製した。亜硫酸水素ナトリウム水溶液は遮光した後、冷蔵庫で保存した。また、

亜硫酸水素ナトリウム水溶液は一週間ごとに新しく作り直した。同様に、メトキシアミン

塩酸塩(NH2OCH3･HCl, SIGMA-ALDRICH)、1.25 g を滅菌水に溶解させ、ジエチルアミン

(C4H11N, SIGMA-ALDRICH)を用いて pH5.0 に調製した後、滅菌水を加え 3.0 M のメトキシ

アミンを 5 ml 作製した。調製したメトキシアミンは冷蔵庫で保存した。 

400 mM 2-[4-(2-Hydroxymethyl)-1-piperazinyl]ethanesulfonic acid (HEPES, DOJINDO) 

/NaOH, 1.0 M NaCl (Wako), pH6.0 の HEPES 緩衝液 1 を作製した。実験ではこの HEPES

緩衝液 1 を 8 倍希釈して 50 mM HEPES/NaOH, 125 mM NaCl, pH6.0 の HEPES 緩衝液中

で実験を行った。 
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2-2-2 DNA 鎖の化学修飾 

 

シトシン(C)またはメチルシトシン(M)を 1ヵ所含む 12塩基の標的DNA (Table 2-1, DNA1

と DNA2)を用いて実験を行った。100μM の標的 DNA1 または DNA2 を 3μl (300 pmol)、

0.2 ml の PCR チューブ(QSP)に加え、体積が 10μl になるように滅菌水と HEPES 緩衝液 1

を加えた。この時、DNA サンプルの濃度が 30μM になるように調製した。DNA サンプル

をサーマルサイクラー(TaKaRa, PCR Thermal cycler Dice)にセットし、95℃で 5 分間熱変

性を行った。その後、氷上で冷却させた。熱変性を行った DNA サンプルに、4.0 Mの亜硫

酸水素ナトリウム水溶液(pH5.0) 7.5μl、3.0 Mのメトキシアミン(pH5.0) 10μl、HEPES 緩

衝液 1 を 2.5μl 加えた。その後、25℃で 30 分間、サーマルサイクラーでインキュベーショ

ンした。この時、最終体積を30μlとしてDNAとそれぞれの試薬の最終濃度が10μM DNA、

1.0 M 亜硫酸水素ナトリウム、1.0 M メトキシアミンになるように調製した。反応後、DNA

サンプルは脱塩カラム(GE Healthcare, NAPTM-5 Columns)を用いて粗精製した。 

脱塩カラムは、使用前に滅菌水 500μl で 10 回洗浄してから使用した。洗浄後、30μl の

DNA サンプルと滅菌水 470μl を加え、カラムからフロースルーしてきた溶液を 1.5 ml チュ

ーブ(BM Bio)に回収した。再び、滅菌水を 500μl 加えフロースルーした溶液を新しい 1.5 ml

チューブで回収した。この操作を 5 回繰り返し行った後、回収した各フラクションの吸光

度を測定した。吸光度は、吸光光度計(GE Healthcare)を用いて 260 nm の波長を測定し、

DNA が含まれるフラクションを確認した。吸光度を確認したフラクションを遠心エバポレ

ーター(TOMY, Micro Vac TM)で乾燥させた。乾燥させた DNA サンプルに滅菌水 15μl を加

え、再懸濁させた後、冷凍庫で保管した。 

 

 

Table 2-1. HPLC と MS 解析で使用した DNA 配列 
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2-2-3 DNA 鎖の HPLC/MS 分析 

 

2-2-2 で作製した DNA サンプルと逆相 HPLC カラム(Waters, Symmetry® C18 5μm 

4.6mm×250 mm Column)を用いて反応生成物の単離を行った。HPLC 展開液には展開液 A

【50 mMトリエチルアミン(Wako)/酢酸(Wako), pH7.0】と展開液 B【50%アセトニトリル

(Wako), 50 mM トリエチルアミン(Wako)/酢酸(Wako), pH7.0】を使用した。展開液は以下の

グラジエントで行った【展開液 B: 10%→18%(10 分後)→18%(40 分後)→36%(60 分後)】。

DNAサンプルをインジェクションする前に、展開液Bを 10%の状態で 20分間安定化した。

その後、DNA サンプルをインジェクションし、測定を開始した。DNA サンプルを注入後、

254 nm の吸光度をモニタリングし、フラクションの回収を行った。回収したフラクション

は遠心エバポレーターで乾燥させた後、滅菌水 30μl に再懸濁させ、冷凍庫で保管した。 

 上記で単離した DNA サンプルを用いて質量分析を行った。質量分析は、LC-TOF MS (日

本電子株式社製)を用いて行った。測定条件は以下に記す【イオン化モード:ESI-, 測定範囲: 

500~2000 m/z, ニードル電圧: -2000 V, リングレンズ電圧: -10 V, オリフィス 1 電圧: -25 V, 

オリフィス 2 電圧: -5V】。また、測定は 70%メタノール(Wako)と 1%アンモニア水(NH3, 

Wako)を含む混合溶液、流速 0.2 ml/min の条件下で行った。 

 

  

2-2-4 プライマー伸長反応 

 

 2-2-2 で行った操作を C または M を 1 ヵ所含む 20 塩基の標的 DNA (Table 2-2, DNA3 と

DNA4)を用いて同様の実験を行った。まず、10μM 標的 DNA (DNA3 または DNA4) 3μl (30 

pmol)を HEPES 緩衝液 1 に溶解させ、体積が 10μl になるように調製した後、熱変性を行

った。この時、DNA の濃度が 3.0μMになるように調製した。熱変性後、4.0 M の亜硫酸水

素ナトリウム水溶液(pH5.0)を 7.5μl、3.0 M のメトキシアミン(pH5.0)を 10μl、HEPES 緩

衝液 1 を 2.5μl 加え、25℃で 5 時間反応を行った。この時、最終体積を 30μl として DNA

と試薬の最終濃度がそれぞれ 1.0μM DNA、1.0 M 亜硫酸水素ナトリウム、1.0 M メトキシ

アミンになるように調製した。反応後、エタノール沈殿を行った。 

DNA サンプル 30μl を 1.5 ml のチューブに移し、滅菌水 270μl と 100%エタノール 750

μl、3.0 M 酢酸ナトリウム(pH5.2) 30μl を加え、ボルテックスでよく撹拌してから冷凍庫

で 5 分間、静置させた。その後、15,000 rpm で 30 分間、4℃で遠心した。遠心後、すみや

かに上清みをデカンテーションで除去した。上清みを除去した後、70%エタノールを 1 ml

加え、再び 15,000 rpm で 10 分間、4℃で遠心した。遠心後、上清みをデカンテーションで

除去した後、15 分間、遠心エバポレーターで乾燥させた。乾燥後、15μl の滅菌水に再懸濁

させた。 

反応前の標的 DNA を 30 pmol として、滅菌水に再懸濁させた DNA サンプル 10μl (20 
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pmol)と 5′末端が Cy5 で蛍光標識された 10μM のプライマー(Table 2-2, Primer) 1μl (10 

pmol)を混合し、TaKaRa から購入した Ex Taq に付属する試薬、2.5 mM dNTP mixture 6μl 

(15 nmol)と 10×Ex Taq Buffer 3μlを加え、最終体積が 30μlになるように滅菌水を加えた。

このとき最終濃度が 1×Ex Taq Buffer、0.5 mM dNTP mixture になるように調製した。調製

したサンプルに 5.0 U/μl の Ex Taq 0.4μl (2.0 U)を加え、サーマルサイクラーを用いて以下

のプログラムでプライマー伸長反応を行った【95℃:5 分→4℃:5分→52℃:1時間】。反応後、

サンプルに 0.5 M EDTA-NaOH (pH8.0)を 5μl 加え、酵素反応を停止させた。反応を停止し

た DNA サンプルは、エタノール沈殿を行い粗精製した。エタノール沈殿後、ローディング

緩衝液【ホルムアミド(Wako) 24μl と 1×TBE 緩衝液 6μl】を加え再懸濁させた。再懸濁

させたサンプルをヒートブロックで 5 分間、95℃で加熱した後、氷上で 5 分間冷却した。 

 

 

Table 2-2. プライマー伸長反応で使用した DNA配列 

 
 

 

2-2-5 マキサムギルバート法による A+Gマーカーの調製 

 

 マキサムギルバート法を用いてDNAマーカーの作製を行った。マキサムギルバート法は、

DNA を構成する A (アデニン)、T (チミン)、G (グアニン)、C (シトシン)の 4 つの塩基の内、

特定の塩基を化学修飾し、特異的に分解・切断した後にポリアクリルアミドゲル電気泳動

を行うことで塩基配列を解読する手法である。本実験では、標的 DNA の相補鎖から成る

DNA鎖(Table 2-2, A+G Marker)のAとGの部位で切断したA+Gマーカーの作製を行った。 

 30μM の A+Gマーカーを 10μl (300 pmol)と滅菌水 14μl を混合した後に、1 M のピペ

リジンフォルメイト(ギ酸を 10 M のピペリジンで pH2.0 に調製した溶液) 4μl を加え、37℃

で 90 分間加熱した。その後、0.3 M の酢酸ナトリウム(pH7.0)を 240μl、冷凍庫(-20.0℃)

で冷却しておいた100%エタノール900μlを加え、冷凍庫で5分間冷却した後に15,000 rpm、

4℃で 15 分間遠心し、上澄み液を除去した。その後、0.3 Mの酢酸ナトリウム(pH5.2) 300
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μl と 100%エタノール(-20.0℃) 900μl を加え、同様に冷却・遠心を行った。上澄みを除去

し、100%エタノールを 900μl 加え、同様の遠心を行い、溶液を乾燥させた後に、1 M ピペ

リジン水溶液を 100μl 加え、90℃で 180 分間加熱し、遠心エバポレーターで一晩溶液を乾

燥させた。乾燥後、滅菌水を 20μl 加え、30 秒間撹拌した後に、10 秒間遠心し、40 分間遠

心エバポレーターで乾燥を行った。この操作を 2 回繰り返した後に、1×TBE 緩衝液 20μl

に溶解させ、ホルムアミドで 8 倍に希釈し、電気泳動用の A+G マーカーとして泳動した。 

 

 

2-2-6 変性ポリアクリルアミドゲルの作製および泳動条件 

 

 Acrylamide (Wako) 38 gとN,N′-Methylene-bis (BIS, Wako) 2 gを19:1の割合で量り取り、

超純水に溶解させ、100 ml にメスアップすることで 40%(w/v)のアクリルアミドストック溶

液を調製した。アクリルアミドストック溶液は、遮光して冷蔵庫で保存した。 

続いて、このアクリルアミドストック溶液 11.875 ml に 10×TBE 緩衝液 2.5 ml、変性剤

としてUrea (Wako) 10.51 g、重合促進剤として10% (w/v) Ammonium Peroxodisulfate (APs, 

Wako)水溶液 250μl を加えた後、超純水で 25 ml へとメスアップすることで最終的に 1×

TBE 緩衝液に溶解した 7 M Urea を含む 19%の変性ポリアクリルアミドゲル溶液を調製し

た。この溶液に重合開始剤として N,N,N′,N′-Tetramethyl-ethylenediamine (TEMED, Wako)

を 12.5μl 加え、一晩重合反応を進めることで 19%(w/v)ポリアクリルアミドゲルを作製し

た。なお電気泳動を行う前には 100 V、20 mA で 30 分間の予備電気泳動を行った。 

作製した 7 M Ureaを含む19%の変性ポリアクリルアミドゲルにDNAサンプル 6μl、A+G

マーカー6μl をそれぞれアプライした。電気泳動は以下の条件で行った【300 V, 20 mA, 150

分間】。泳動槽の緩衝液には 1×TBE 緩衝液を使用した。 

電気泳動後のゲルは、蛍光イメージ分析装置、Typhoon9400 (GE Healthcare)により、解

析した。蛍光は、プライマーの 5′末端に標識された Cy5 を検出した。蛍光スキャンは以下

の条件で行った【Acquisition mode: Fluoresence, Laser: 633, Emission filter: 680BP30, 

PMT: 600 V, Focal plane: +3 mm, Image analysis: ImageQuant】 
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2-3 結果及び考察 

 

2-3-1 修飾前と修飾後の DNA 鎖における HPLC/MS 分析結果 

 

 シトシン(C)またはメチルシトシン(M)を 1ヵ所含む DNA 鎖を 1.0 M の亜硫酸水素ナトリ

ウム(pH5.0)と 1.0 M のメトキシアミン(pH5.0)で 30 分間、25℃で反応した後、HPLC 分析

と TOF-MS を用いて質量分析を行い、亜硫酸水素ナトリウムとメトキシアミンによる反応

が非メチル化シトシン特異的であり、メチルシトシンでは反応しないことを確認した。反

応前と反応後の C を 1 ヵ所含む DNA 鎖の構造変化を Fig. 2-2、M を 1 ヵ所含む標的 DNA

の反応前と反応後の構造を Fig. 2-3 に示す。 

 反応前の C を 1 ヵ所含む 12 塩基の標的 DNA (DNA1)を HPLC 分析した結果を Fig.2-4に

示す。また、Fig. 2-4 の 254 nm におけるピーク 1 を回収し、質量分析した結果を Fig. 2-5

に示す。反応前の C を 1 ヵ所含む 12 塩基の標的 DNA1、5′-GACTGATAGATG-3′の分子式

は C119H148N49O69P11であり、ChemDraw で計算した DNA1 の質量数は 3707.67 である。ま

た、DNAのリン酸基などが 3ヵ所プロトン化された 3価の質量数は 1235.22である。Fig. 2-4

のピーク1をTOF-MSで質量分析した結果、質量数は 1235.07であり、3価の計算値 1235.22

とほぼ一致していることが確認された(Fig. 2-5)。 

次に、反応後、1.0 M の亜硫酸水素ナトリウム(pH5.0)と 1.0 M のメトキシアミン(pH5.0)

で 30 分間反応した DNA1 の HPLC 結果を Fig. 2-6 に示す。反応前の DNA1 と異なり、亜

硫酸水素ナトリウムとメトキシアミンで化学修飾した DNA1 は新たに 2 つのピークが確認

された。それぞれのピーク 1~3を回収して質量分析したMSスペクトル結果を Fig. 2-7, -8, 

-9 に示す。 

ピーク 1 の MS スペクトル、Fig. 2-7 では、5 価と 6 価の状態が強く観測された。DNA1

の 5 価の計算値は 740.73 で、実際に検出された質量数は 740.67 であり、計算値と実測値

がほぼ一致していることから Fig. 2-6 のピーク 1 は未反応の DNA1 であることが確認でき

る。また、Fig. 2-7 の拡大した MS スペクトルに複数のシグナルが確認されたが、それぞれ

アンモニウムイオンまたはナトリウムイオンが付加されたピークであることを確認した。

反応後のピーク 2 と 3 の MS スペクトルを Fig. 2-8 と Fig. 2-9 に示す。ピーク 2 と 3 が亜

硫酸水素ナトリウムとメトキシアミンにより化学修飾されたシトシン誘導体、スルホ基と

メトキシアミンが 1 つずつ付加された N4-methoxy-5,6-dihydrocytosine-6-sulfonate を形成

していると推測した場合、DNA1 の分子式が C119H148N49O69P11から C120H152N49O73P11S に

変化し、質量数が 3707.67 から 3819.65 へ増大することが予測される。実際に、反応後の

シトシン誘導体を含む DNA1 (C120H152N49O73P11S)の 4 価の計算値は 954.16 であり、ピー

ク 2 と 3 のそれぞれの実測値は 954.10 と 954.06 であった。従って、ピーク 2 と 3 は、亜

硫酸水素ナトリウムとメトキシアミンによりシトシンの 4 位にメトキシアミン、6 位にスル

ホ基が付加された N4-methoxy-5,6-dihydrocytosine-6-sulfonate を形成していることが推測
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される。ピーク 2 と 3 が同じ質量数であるのはスルホ基の向きの違いによる異性体、ジア

ステレオマーであると考えられる。また、2 つ以上のスルホ基やメトキシアミンが付加され

た場合のピークおよび MS スペクトルが確認されなかったことから、亜硫酸水素ナトリウ

ムとメトキシアミンによる DNA への化学修飾は、シトシン特異的な反応であることが示唆

される。 

 次に、M を 1 ヵ所含む DNA2 でも同様の実験を行った。反応前の DNA2 の HPLC 結果を

Fig. 2-10 に示す。また、Fig. 2-10 のピーク 1 における質量分析の結果を Fig. 2-11 に示す。

DNA2、5′-GAMTGATAGATG-3′の分子式は、メチル基が 1 つ付加された C120H150N49O69P11

である。また、ChemDraw で計算した DNA2 の質量数は 3721.68 である。Fig. 2-10 のピー

ク 1 を質量分析した結果、質量数 743.43 と 619.36、530.80 のシグナルが強く確認された

(Fig. 2-11)。これらのシグナルはそれぞれ DNA2 が 5 価(743.53)、6 価(619.44)、7 価(530.80)

の時の計算値とほぼ一致している。 

続いて、反応後の DNA2 の HPLC 結果を Fig. 2-12 に示す。また、Fig. 2-12 のピーク 1

の質量分析結果を Fig. 2-13 に示す。HPLC と MS スペクトルから M を 1 ヵ所含む DNA2

では、反応前と反応後ともにピークが 1 つであり、MS スペクトル結果からも同一の分子で

あることが確認された。この結果から、1.0 M の亜硫酸水素ナトリウム水溶液(pH5.0)と 1.0 

M のメトキシアミン(pH5.0)で 30 分間、25℃で反応した場合、メチルシトシンは全く反応

しないことがわかる。これらの結果から、亜硫酸水素ナトリウムとメトキシアミンによる

化学修飾は、非メチル化シトシン特異的であり、メチルシトシンを含め他の 3 つの塩基(A, T, 

G)では反応しないことが示された。従って、亜硫酸水素ナトリウムとメトキシアミンによ

る化学反応性の違いを利用したメチル基の識別が可能であることが示された。 
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Fig. 2-2 C を 1 ヵ所含む DNA 鎖の反応前と反応後の構造 

 

 

 
Fig. 2-3 Mを 1 ヵ所含む DNA 鎖の反応前と反応後の構造 
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Fig. 2-4 反応前の DNA1 の HPLC 結果 

 

 

 

Fig. 2-5 反応前の DNA1 のピーク 1 における MS スペクトル結果 
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Fig. 2-6 反応後の DNA1 の HPLC 結果 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2-7 反応後の DNA1 のピーク 1 における MS スペクトル結果 
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Fig. 2-8 反応後の DNA1 のピーク 2 における MS スペクトル結果 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2-9 反応後の DNA1 のピーク 3 における MS スペクトル結果 
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Fig. 2-10 反応前の DNA2 の HPLC 結果 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2-11 反応前の DNA2 のピーク 1 における MS スペクトル結果 
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Fig. 2-12 反応後の DNA2 の HPLC 結果 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2-13 反応後の DNA2 のピーク 1 における MS スペクトル結果 
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2-3-2 修飾前と修飾後の DNA 鎖を鋳型としたプライマー伸長反応の比較 

 

 2-3-1 で、亜硫酸水素ナトリウムとメトキシアミンによる化学修飾は、非メチル化シトシ

ン特異的な付加反応であり、メチルシトシンでは反応しないことが確認された。また、早

津らによって、亜硫酸水素ナトリウムとメトキシアミンで化学修飾されたシトシン誘導体、

N4-methoxy-5,6-dihydrocytosine-6-sulfonate が DNA ポリメラーゼによる相補鎖合成を阻害

することが報告されている 57。そこで、シトシンとメチルシトシンの化学反応性の違いを利

用して、亜硫酸水素ナトリウムとメトキシアミンで化学修飾した DNA 鎖における相補鎖合

成の阻害の有無を指標としたメチル基の識別が可能か実験を行った。 

まず、C または M を 1 ヵ所含む 20 塩基の標的 DNA、5′-GAXTGGGTTTGGAGTGTTTG-3′ 

(X = C または M)を 1.0 M の亜硫酸酸水素ナトリウム(pH5.0)と 1.0 M のメトキシアミン

(pH5.0)で 5 時間、25℃で反応を行った後、それぞれの標的 DNA を鋳型にプライマー伸長

反応を行い、7 M Urea を含む変性ポリアクリルアミドゲル電気泳動により伸長反応の有無

を調べた。実験方法の概略図を Fig. 2-14 に、電気泳動の結果を Fig. 2-15B と Fig. 2-16 に

示す。 

 Fig. 2-15B より、Lane 1 のプライマーのみと、反応前の標的 DNA を鋳型にプライマー伸

長反応を行った Lane 2, 3 を比較すると X が C または Mに関わらず、ほぼ完全に相補鎖が

合成されていることが確認できる。この結果から、通常の DNA ポリメラーゼを用いた核酸

分子増幅法などではメチル基の識別が困難であることが示唆される。 

Lane 4 と 5 に、亜硫酸水素ナトリウムとメトキシアミンで化学修飾した標的 DNA を鋳型

にプライマー伸長反応を行った結果を示す。Lane 4 の X が C の時、プライマーからの伸長

反応が途中で阻害され、短い DNA 鎖が新たに生成されていることが確認できる。一方、Lane 

5 の X が M の場合では、反応前と同様にほぼ完全に相補鎖が合成されていることが確認で

きる。Lane 4 の短い DNA 鎖と左端の A+G マーカー、Fig. 2-15A の切断部位と比較すると

G18、化学修飾されたシトシン誘導体の一塩基手前で伸長反応が阻害されていることが確認

できる。この結果は、早津らの報告とも一致している 57。通常、核酸塩基、プリン環やピリ

ミジン環は平面的な構造を形成していることが知られている。一方、シトシン誘導体では、

スルホ基の付加反応などにより、嵩高い構造へ変化していることが推測される。従って、

化学修飾されたシトシン誘導体は、DNA ポリメラーゼにより塩基として認識されなくなり、

シトシン誘導体の一塩基手前で伸長反応がストップされたと考えられる。また、早津らは 6

位のスルホ基の向きの違いによる異性体、ジアステレオマーを単離して、両方の異性体で

DNA ポリメラーゼによる相補鎖合成が阻害されることを確認している。 

 1.0 Mのメトキシアミンと 1.0 Mの亜硫酸水素ナトリウムを併用して反応した時と同条件

下で、DNA3、5′-GACTGGGTTTGGAGTGTTTG-3′を 1.0 M のメトキシアミンまたは 1.0 M

の亜硫酸水素ナトリウムのみで反応を行った。それぞれの試薬で反応した標的 DNA を鋳型

にプライマー伸長反応を行った結果を Fig. 2-16 に示す。Lane 3 と 4 の結果から、メトキシ
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アミンまたは亜硫酸水素ナトリウムのみで反応を行った場合では、プライマーからの伸長

反応の阻害は確認されなかった。この結果から、メトキシアミンまたは亜硫酸水素ナトリ

ウムのみによるシトシンへの反応は非常に遅い、または化学修飾された場合でも DNA ポリ

メラーゼによる相補鎖合成を阻害しないことが示唆される。 

これらの結果から、亜硫酸水素ナトリウムとメトキシアミンで化学修飾されたシトシン

誘導体による相補鎖合成の阻害は、非メチル化シトシン特異的でありプライマー伸長反応

の有無を指標としたメチル基の識別が可能であることが示された。また、新しい反応によ

るメチル化 DNA 検出法の開発は、近年発見された 5-ヒドロキシメチルシトシンや 5-ホルミ

ルシトシン、5-カルボキシルシトシンなど従来法では検出が困難な新しい修飾シトシンを識

別するのに役立つ可能性がある。 

例えば、ナノポアシーケンシングではシトシンと 5-メチルシトシンの差が僅かであるた

め、シグナルも小さく識別することが困難だが、非メチル化シトシンを亜硫酸水素ナトリ

ウムとメトキシアミンで化学修飾することで塩基の物性を大きく変化させることができる

ため、シグナル増幅に繋がりメチル基を明確に識別できるようになる可能性が考えられる。

また、亜硫酸水素ナトリウムで 5-ヒドロキシメチルシトシンを反応した場合、5 位のヒドロ

キシル基がスルホ基に置換されることが報告されている58。従って、スルホ基とメトキシア

ミンが付加されたシトシン、スルホ基のみが付加された 5-ヒドロキシメチルシトシン、未

修飾の 5-メチルシトシンと 3 種類の塩基の差を増幅して明確に識別できる可能性が期待で

きる。 

 

Fig. 2-14 プライマー伸長反応の有無を指標としたメチル基識別法の概略図 
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Fig. 2-15 プライマー伸長反応の結果 

(A)は、下線の 5′末端が蛍光標識されたプライマー配列が標的 DNA に結合し、完全に相補鎖合成された

場合の模式図とマキサムギルバート法による切断部位を示す。(B)は、プライマー伸長反応の結果を示す。

左端の A+G は、標的 DNA の相補鎖を用いてマキサムギルバート法により作製した A+Gマーカー、Lane 1

はプライマーのみ、Lane 2 と 3 は X が C または Mの反応前の標的 DNA を鋳型にプライマー伸長反応を行

った結果を示す。Lane 4 と 5 は、亜硫酸水素ナトリウムとメトキシアミンで処理した標的 DNA を鋳型に

プライマー伸長反応を行った結果を示す。 
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Fig. 2-16 プライマー伸長反応の阻害の有無 
左端の A+G は、標的 DNA の相補鎖を用いてマキサムギルバート法により作製した A+Gマーカー、Lane 

1 はプライマーのみを電気泳動した結果を示す。Lane 2 は反応前の Xが C の標的 DNA3 を鋳型にプライマ

ー伸長反応を行った結果を示し、Lane 3 は 1.0 M のメトキシアミン(pH5.0)で反応した標的 DNA を鋳型に

プライマー伸長反応を行った結果を示す。Lane 4 は、1.0 Mの亜硫酸水素ナトリウム(pH5.0)で反応した標

的 DNA、Lane 5 は 1.0 M のメトキシアミン(pH5.0)と 1.0 Mの亜硫酸水素ナトリウム(pH5.0)で反応した標

的 DNA をそれぞれ鋳型にプライマー伸長反応を行った結果を示す。 
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2-4 結言 

 

 本章では、非メチル化シトシン特異的な化学修飾法の確立および新規メチル基識別法の

開発を試みた。具体的にはシトシンまたはメチルシトシンを 1 ヵ所含む短い DNA 鎖を用い

て、亜硫酸水素ナトリウムとメトキシアミンによる反応後の DNA 鎖の変化を HPLC 分析と

MS を用いて質量分析を行った。また、化学修飾された DNA 鎖の物性変化、特性を利用し

たメチル基識別法の開発として、修飾後の標的 DNA 鎖を鋳型としてプライマー伸長反応を

行い、DNA ポリメラーゼによる相補鎖合成の阻害の有無を確認した。 

 シトシンまたはメチルシトシンを 1 ヵ所含む 12 塩基の DNA 鎖を用いて反応前と反応後

の物性、質量数の変化を調べた結果、シトシンを 1 ヵ所含む DNA 鎖でのみ反応後の HPLC

で新しいピークが確認された。メチルシトシンを含む DNA 鎖では、反応前と反応後で HPLC

のピークに変化は確認されず、質量数にも変化は確認されなかった。 

シトシンを 1 ヵ所含む DNA 鎖で新たに確認されたピークを質量分析した結果、質量数の

変化からメトキシアミンとスルホ基がそれぞれ 1 つずつ付加されたシトシン誘導体、

N4-methoxy-5,6-dihydrocytosine-6-sulfonate を形成していることが推測された。これらの結

果から、亜硫酸水素ナトリウムとメトキシアミンによる反応は非メチル化シトシン特異的

な反応であり、メチルシトシンを含め他の 3 つの塩基(A, T, G)では反応しないことが示され

た。また、亜硫酸水素ナトリウムとメトキシアミンで化学修飾した標的 DNA を鋳型として

プライマー伸長反応を行った結果、化学修飾されたシトシン誘導体でのみ DNA ポリメラー

ゼによる相補鎖合成の阻害が確認された。 

 以上の結果から、亜硫酸水素ナトリウムとメトキシアミンで化学修飾した標的 DNA を鋳

型にプライマー伸長反応の有無を指標としたメチル基の識別が可能であることが示された。

また、本研究で新たに耐熱性、Taq DNA ポリメラーゼでも修飾後のシトシン誘導体による

相補鎖合成の阻害が確認され、PCR 増幅など一般的な核酸分子増幅法を利用した簡便なメ

チル化 DNA 検出法への応用が示唆された。新しいメチル基識別法の開発は、5-ヒドロキシ

メチルシトシンなどの新しい修飾シトシンを識別できる可能性があり、脱メチル化機構の

解明などエピジェネティクス研究において重要なツールとなりえる。また、異なる反応系・

検出系でのメチル化 DNA 検出法の開発は、従来法でメチル化を解析するのが困難な領域を

カバーできる可能性があり、詳細な遺伝子発現のプロファイリング、エピゲノムマップの

作成に役立つと考えられる。 
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第 3 章 DNA プローブを利用した一塩基選択的な化学修飾法の探索 

 

3-1 緒言 

 

 本章では、DNA プローブを用いた一塩基選択的な化学修飾法の探索を行う。第 2 章では、

亜硫酸水素ナトリウムとメトキシアミンによる反応が非メチル化シトシン特異的であり、

化学修飾されたシトシン誘導体がDNAポリメラーゼによる相補鎖合成を阻害することを確

認した。その結果、亜硫酸水素ナトリウムとメトキシアミンで化学修飾した DNA 鎖を鋳型

に、プライマー伸長反応の有無を指標としたメチル基の識別が可能であることが示された。

しかしながら、この反応を一本鎖 DNA で行った場合、DNA 鎖中の全てのシトシンが修飾さ

れてしまいプライマーとの結合および伸長反応を阻害してしまい解析できる配列に大きな

制限がかかることが予測される。従って、通常の PCR やダイデオキシ法、パイロシーケン

シンス法などの核酸分子検出法で、簡便にメチル基を識別することが困難であると考えら

れる。 

特定の CpG 配列のみをピンポイントで化学修飾し、DNA ポリメラーゼによる相補鎖合成

の阻害を一塩基単位で制御することができれば、PCR など一般的な分子生物学的手法によ

る検出系への応用が期待でき、簡便な検出法へのアプローチの幅が広がると考えられる。

そこで、第 3 章では DNA の分岐構造である Three-way junction (TWJ)構造を形成する DNA

プローブやミスマッチ DNA、バルジ DNA など非二本鎖構造を形成する DNA プローブを用

いた一塩基選択的な化学修飾法の探索を行う。 

DNA の分岐構造は、相同組み換えの際の four-way junction (Holliday junction)や DNA を

複製する際の複製フォーク、RNA の自己構築による高次構造など生体内で頻繁に構成され、

生物学的現象の重要な役割を担っている。中でも TWJ 分子は、分岐点上に疎水性ポケット

を形成しており、コール酸などのステロイド化合物やコカインを認識して特異的に結合す

る分子認識素子として知られている(Fig. 3-1)59,60。TWJ 分子の分子認識機能を利用した

SNP 検出などバイオセンサーへの応用以外にも、TWJ 分子は DNA 折り紙や DDS、ナノケ

ミカルデバイスなど様々な用途に利用され、研究されている61,62,63,64。 

TWJ 分子は、3 つのステムから成る Y 字型の錐体幾何学構造を形成しており、6 つの塩

基からなる分岐点はナノスケール、直径約 1.2 nm の空洞を形成していることが報告されて

いる65,66。通常のWatson-Crick 塩基対から成る二重らせん構造は、0.34 nm の間隔で塩基が

密に積み重なり、スタッキングされているため、酸化剤や求核剤による暴露から保護され

ている。一方、分岐点上は、ナノスケールの大きな空洞を形成しており、分岐点上に位置

する塩基は同軸上にスタッキングされていないため、酸化剤や求核剤などの試薬に対して

高い反応性を示すことが報告されている 59。そこで、標的 DNA 配列に対して部分的に相補

鎖を形成する2つのDNAプローブを結合させ、TWJ構造を形成させた標的DNAを用いて、

第 2 章で行った亜硫酸水素ナトリウムとメトキシアミンによる反応を行い、分岐点上のシ
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トシンを選択的に化学修飾し、メチル化をピンポイントで検出できるか実験を行う。 

DNA の高次構造を利用して特定のシトシンを選択的に化学修飾し、プライマー伸長反応

の有無でメチル基を識別することが出来れば、PCR やパイロシーケンスによる簡便なメチ

ル化 DNA 検出への応用が期待できる。また、緒論で述べたように、バルジ DNA やミスマ

ッチ塩基対を形成するDNAプローブを用いた配列選択的な化学修飾法が報告されているた

め 35、TWJ 構造以外の非二本鎖構造として、バルジ DNA プローブとミスマッチ DNA プロ

ーブを用いて同様の実験を行い、選択性と反応性の比較を行う。 

 

 

Fig. 3-1 Three-way junction (TWJ)構造の模式図とコール酸 
(a) TWJ 構造の推定二次構造 (b)コール酸 (c) TWJ 構造の分岐点を拡大した模式図 

 

 

3-2 実験方法 

 

3-2-1 試薬の調製 

 

 アミノオキシ化合物は、第 2 章で使用したメトキシアミン塩酸塩(NH2OCH3・HCl, 

ALDRICH)以外にエチルヒドロキシルアミン塩酸塩(NH2OCH2CH3・HCl, ALDRICH)、イソ

ブチルヒドロキシルアミン塩酸塩(NH2OCH2CH[CH3]2・HCl, TCI)、カルボキシメチルヒド

ロキシルアミンヘミ塩酸塩(NH2OCH2COOH・1/2HCl, TCI)を使用した。それぞれの試薬を

量りとり、2-2-1 と同様に濃度が 3.0 M、pH が 5.0 になるように調製した。調製したアミノ

オキシ化合物は冷蔵庫で保存した。また、第 2 章で作製した 8×HEPES 緩衝液 1 (400 mM 

HEPES/NaOH, 1.0 M NaCl, pH6.0)と 7 M Urea を含む 19%の変性ポリアクリルアミドゲル

を使用して実験を行った。 
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3-2-2 TWJ プローブを用いた化学修飾 

 

 実験で使用したDNA配列(XにCまたはMを含む2種類の標的DNAⅠとDNAプローブ、

プライマー)を Table 3-1 に示す。すべての DNA はつくばオリゴサービスから購入し、100

μM になるように滅菌水を加え、冷凍庫で保存した。 

300 nMの標的DNAⅠを 5μl (1.5 pmol)と 6μMの TWJプローブ 1, 2をそれぞれ 1μl ( 6 

pmol)ずつ加え、最終体積が 10μl になるように、HEPES 緩衝液 1 と滅菌水を加えた。こ

の時、最終濃度がそれぞれ 150 nM 標的 DNAⅠ、600 nM TWJ プローブ、 50 mM 

HEPES/NaOH, 125 mM NaCl, pH6.0 の HEPES 緩衝液 1 になるように調製した。 

調製した DNA サンプルをサーマルサイクラーで 5 分間、95℃で加熱した後、氷上で冷却

させ熱変性を行った。その後、4.0 M の亜硫酸水素ナトリウム水溶液(pH5.0) 7.5μl と 3.0 M

のアミノオキシ化合物(pH5.0) 10μl、HEPES 緩衝液 1 を 2.5μl 加え、最終体積が 30μl に

なるように調製した。この時、亜硫酸水素ナトリウム水溶液とアミノオキシ化合物の最終

濃度がそれぞれ 1.0 M になるように調製した。また、標的 DNA と TWJ プローブはそれぞ

れ 50 nM標的 DNAⅠ、200 nM TWJ プローブになるように調製した。調製したサンプルは

25℃で 5 時間反応を行った。反応後、エタノール沈殿により試薬などの除去を行った後、

15μl の滅菌水に再懸濁させた。 

反応前の標的 DNA を 1.5 pmol として、再懸濁させた DNA サンプル 5μl (0.5 pmol)を鋳

型にサイクリングプライマー伸長反応を行った。標的 DNAⅠは、X が C の標的 DNA と X

が M の標的 DNA の 2 種類のサンプルで同様の操作を行った。また、TWJ プローブのかわ

りに滅菌水を加え、一本鎖標的 DNA のサンプルも同様に作製し、実験を行った。 

 

Table 3-1. TWJ 構造を利用した一塩基選択的な化学修飾法で用いた DNA 配列 
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3-2-3 サイクリングプライマー伸長反応 

 

3-2-2 で調製した DNA サンプルを 5μl (0.5 pmol)と 2.5μM の 5′末端が FAM で蛍光標識

されたプライマー(P18-Fd-F)を 1μl (2.5 pmol)、2.5 mM dNTP mixture (TaKaRa)を 4μl (10 

nmol)、10×Ex Taq Buffer (TaKaRa)を 5μl 加え、最終体積が 50μl となるように滅菌水を

加えた。調製した DNA サンプルに 5.0 U/μl の Ex Taq を 0.4μl (2.0 U)加え、サーマルサイ

クラーを用いて以下のプログラムでサイクリングプライマー伸長反応を行った【94℃:1 分

→(94℃:30 秒→ 52℃:30 秒, 40 サイクル)→ 4℃】。 

反応後、DNA サンプルに 0.5 M EDTA-NaOH (pH8.0)を 5μl 加え、酵素反応を停止させた

後、エタノール沈殿を行った。エタノール沈殿後、粗精製した DNA サンプルにローディン

グ緩衝液 30μl を加え、ヒートブロックで 5 分間、95℃で加熱した。その後、氷上で 5 分

間冷却した。第 2 章の 2-2-6 で作製した 7 M Urea を含む 19%の変性ポリアクリルアミドゲ

ルに DNA サンプルを 6μl アプライした。また、A+G マーカーも 2-2-5 と同様の手順で 5′

末端が FAMで標識されたDNAⅠの相補鎖を用いて作製したマーカーを 6μlアプライした。

電気泳動は以下の条件で行った【300 V, 20 mA, 150 min】。 

電気泳動後のゲルは、蛍光イメージ分析装置、Typhoon9400 (GE Healthcare)により、解

析した。蛍光は、プライマーの 5′末端に標識された FAM を検出した。蛍光スキャンは以下

の条件で行った【Acquisition mode: Fluoresence, Laser: 488, Emission filter: 520BP40, 

PMT: 600 V, Focal plane: +3 mm, Image analysis: ImageQuant】 

 

 

3-2-4 様々な高次構造を形成する DNA プローブを用いた一塩基修飾法の比較 

 

実験で使用した標的 DNA 配列および DNA プローブ配列を Table 3-2 に示す。プライマー

は、Table 3-1 のプライマー配列(P18-Fd-F)を使用した。標的 DNA 配列は、3-2-2 で使用し

た標的 DNAⅠの X にシトシンが隣接した CXG 配列を含む標的 DNAⅡ(Target DNAⅡ)を用

いて、3-2-2 と 3-2-3 と同様の手順で実験を行った。 

まず、300 nMの標的 DNAⅡ5μl (1.5 pmol)に 6μMの各 DNA プローブ 1μl (6 pmol)を結

合させ、フルマッチ TWJ、ミスマッチ TWJ、ミスマッチ DNA、バルジ DNA (スペーサーな

しとスペーサーあり)の 5 種類の高次構造を形成させた。その後、4.0 M の亜硫酸水素ナト

リウム水溶液(pH5.0) 7.5μlと 3.0 Mのカルボキシメチルヒドロキシルアミン(CMH, pH5.0) 

10μl、HEPES 緩衝液 1 を 2.5μl 加え、最終体積が 30μl になるように調製した。この時、

亜硫酸水素ナトリウム水溶液と CMH の最終濃度がそれぞれ 1.0 M になるように調製した。

また、標的 DNA と DNA プローブはそれぞれ 50 nM 標的 DNAⅡ、200 nM DNA プローブに

なるように調製した。調製したサンプルは、25℃で 5 時間反応した。反応後、エタノール

沈殿により粗精製した各標的 DNA を鋳型にサイクリングプライマー伸長反応を行った。サ
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イクリングプライマー伸長反応後、7 M Urea を含む 19%の変性ポリアクリルアミドゲル電

気泳動により伸長反応の確認を行った。 

 

 

Table 3-2. 一塩基選択的な化学修飾で使用した DNA 配列 

 

 

 

3-2-5 PCR 増幅によるメチル化 DNA の検出 

 

 3 nM の標的 DNAⅠ5μl (15 fmol)を用いて 3-2-2 と同様に、6μM の TWJプローブを 1μ

l (6 pmol)加え、熱変性した。その後、4.0 M の亜硫酸水素ナトリウム水溶液(pH5.0) 7.5μl

と 3.0 Mの CMH (pH5.0) 10μl、HEPES 緩衝液 1 を 2.5μl 加え、最終体積が 30μl になる

ように調製した。この時、亜硫酸水素ナトリウム水溶液と CMH の最終濃度がそれぞれ 1.0 M

になるように調製した。また、標的 DNA と DNA プローブはそれぞれ 0.5 nM標的 DNAⅠ、

200 nM TWJ プローブになるように調製した。調製したサンプルは、25℃で 3 時間反応し

た。反応後、エタノール沈殿により粗精製した。反応前の標的 DNAⅠを 15 fmol とした時、

0.5 fmol の標的 DNAⅠを鋳型に PCR 増幅を行った。 

 PCR増幅は、TaKaRaの Ex Taqおよび付属の 10×Ex Taq Bufferと 2.5 mM dNTP Mixture
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を使用した。また、プライマーは Table 3-1 の P18-Fd と P18-Rv を使用した。PCR 反応溶

液の組成は以下に示す【1×Ex Taq Buffer、10 nmol dNTP mixture、12.5 pmol P18-Fd、12.5 

pmol P18-Rv】。また、最終体積が 50μl になるように滅菌水を加えた。反応溶液に 0.4μl

の Ex Taq を加え、以下のプログラムで反応を行った【94℃:1 分→(94℃:30 秒→54℃:30 秒

→72℃:30 秒, 21 サイクル)→4℃:∞】。 

 PCR 後、3%のアガロースゲルを用いて電気泳動を行い、PCR 産物の確認を行った。5μ

l の PCR 産物および DNA マーカー(BioMarker Low, BioVentures)に 6×tracking Dye 

(BioVentures)を加え、3% Agarose 21 gel にアプライし、0.5×TBE 緩衝液中で電気泳動を

行った。泳動後、EtBr solution (ニッポンジーン社製)を用いて染色した。染色後のゲルは、

蛍光イメージ分析装置、Typhoon9400 (GE Healthcare)により、解析した。 

 

 

3-3 結果及び考察 

 

3-3-1 TWJ 構造を用いた一塩基修飾法の結果 

 

 第 2 章で行った反応を、TWJ 構造を形成させた標的 DNAⅠで行い、分岐点上のシトシン

を選択的に化学修飾し、プライマー伸長反応の有無で DNA のメチル化をピンポイントで識

別できるか実験を行った。 

X に C または M を含む 56mer の標的 DNAⅠ(1.5 pmol)に 2 つの TWJ プローブ(6 pmol)

を結合させ、分岐点上に X が位置するように TWJ 構造を形成させた。TWJ 構造を形成さ

せた標的 DNA を 1.0 M の亜硫酸水素ナトリウム(pH5.0)と 1.0 M のメトキシアミン(pH5.0)

で 5 時間、25℃で反応した。反応した標的 DNA を鋳型にプライマーを結合させ、サイクリ

ングプライマー伸長反応を行い、7 M Urea を含む 19%の変性ポリアクリルアミドゲル電気

泳動により伸長反応の結果を確認した。実験方法の概略図を Fig. 3-2、伸長反応後の電気泳

動結果を Fig. 3-3B に示す。 

 Fig. 3-3B より、修飾前の Lane 1 と 2 ではバンドが上部に確認でき、Xが C または M に

関わらずほぼ完全に相補鎖が合成されていることが確認できる。一方、DNA プローブ非存

在下、一本鎖 DNA の状態で化学修飾した標的 DNA では、下部のプライマー部分にしかほ

とんどバンドを確認することが出来なかった(Lane 3, 4)。これは DNA プローブ非存在下、

一本鎖 DNA の状態で反応を行った場合、Xを含めプライマー結合領域内にあるシトシンな

ど標的 DNA 鎖中の全てのシトシンが化学修飾されてしまい、プライマーとの結合およびプ

ライマーからの伸長反応を阻害したことが原因であると考えられる。この結果から、一本

鎖 DNA を亜硫酸水素ナトリウムとメトキシアミンで化学修飾した場合、目的の CpG 配列

以外の全てのシトシンが反応してしまい、PCR などの一般的な分子生物学的手法による検

出が極めて困難、または検出配列に大きな制限がかかることが示唆された。 
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 DNA プローブを加え、TWJ 構造を形成させた標的 DNA、X が M の場合では、修飾前の

標的 DNA と同様に上部にバンドが確認でき、ほぼ完全に相補鎖が合成されていることが確

認できる(Lane 6)。一方、X が C の場合では他の Lane とは異なり、新たに短い DNA 鎖の

バンドが確認された(Lane 5)。この短い DNA 鎖と A+G マーカーを比較した結果、Fig. 3-3A

の G29、中央の X 周辺で伸長がストップされていることが確認できる。G29 付近にバンド

が 2 つ確認されたが、Xが M の標的 DNA、Lane 6 では G29 付近にバンドが確認されなか

ったことから、Lane 5 の G29 付近における 2 つのバンドは X 部位の化学修飾されたシトシ

ン誘導体によって生じたバンドであることがわかる。従って、X 部位の化学修飾されたシト

シン誘導体により異なる部位で伸長反応が阻害されていることが推測される。 

これらの結果から、TWJ構造を形成する DNA プローブを用いることで、分岐点以外の二

本鎖を形成している 11 ヵ所のシトシンでの反応を抑制し、分岐点上に位置するシトシンを

選択的に修飾することができ、シトシンのメチル化をピンポイントで識別できることが示

された。従って、TWJ 構造を形成する DNA プローブを利用することで特定のシトシンのメ

チル化状態をピンポイントで簡便に検出できる可能性が示唆された。 

 特定の塩基のみを選択的に修飾する方法の確立は、酸化剤など塩基特異性の低い試薬で

の非特異的な修飾を抑制し、反応部位を制御することができるため、検出系へのアプロー

チの幅が広がり、ケミカルバイオロジーへの貢献が期待できる。 
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Fig. 3-2 TWJ 構造を用いた一塩基選択的な化学修飾法および検出法の概略図 
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Fig. 3-3 標的 DNAⅠにおけるサイクリングプライマー伸長反応の結果 
(A)は、下線の蛍光標識されたプライマーが 56mer の標的 DNAⅠに結合し、完全に相補鎖が合成された

配列と切断部位の模式図を示す。(B)は、サイクリングプライマー伸長反応の泳動結果を示す。Lane 1(X = 

C)と Lane 2(X = M)は修飾前の標的 DNA を鋳型にサイクリングプライマー伸長反応を行った結果を示す。

Lane 3(X = C)と Lane 4(X = M)は、DNA プローブ非存在下、Lane 5(X = C)と Lane 6(X = M)は DNA プロー

ブ存在下で化学修飾を行った後、それぞれの標的 DNA を鋳型にプライマー伸長反応を行った結果を示す。

A+G は標的 DNA の相補鎖を用いてマキサムギルバート法により作製した A+G マーカーであり、G29 は X

の相補鎖部位である。 
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3-3-2 各アミノオキシ化合物における伸長反応の阻害結果 

 

 第 2 章と 3-3-1 では、アミノオキシ化合物(NH2OR)の一つであるメトキシアミン(R: -CH3)

を用いて反応を行ってきた。他のアミノオキシ化合物、エチルヒドロキシルアミン(R: 

-CH2CH3)やイソブチルヒドロキシルアミン(R: -CH2CH[CH3]2)、カルボキシメチルヒドロキ

シルアミン(CMH, R: -CH2COOH)でも同様に、シトシンを特異的に修飾、識別できるか実験

を行った。 

 DNA プローブ(6 pmol)を加え、TWJ 構造を形成させた標的 DNAⅠ(1.5 pmol)を 1.0 Mの

亜硫酸水素ナトリウム(pH5.0)と 1.0 Mの各アミノオキシ化合物(pH5.0)で 5時間反応を行っ

た後、サイクリングプライマー伸長反応を行った。それぞれのアミノオキシ化合物で化学

修飾された標的 DNA におけるプライマー伸長反応の阻害結果を Fig. 3-4 に示す。 

 Fig. 3-4 より、4 種類、全てのアミノオキシ化合物で X が C の標的 DNA でプライマーか

らの伸長反応が中央付近、G29 で強く阻害されていることが確認された。また、各アミノ

オキシ化合物で反応した際の伸長反応の阻害を比較した。伸長反応の阻害部位、G29 部位

のバンドと相補鎖が完全に合成された上部のバンドの濃さを比較した結果、CMH で反応し

た標的 DNA を鋳型にした Lane 7 が最も G29 付近のバンドが濃く、相補鎖のバンドが薄い

ことが確認された。また、修飾後の X が C の標的 DNA の時、G29 付近に 2 つのバンドが

確認され、2ヵ所で伸長反応が阻害されていたが、CMHで反応したLane 7では下のバンド、

G29 で濃いバンド、強い伸長反応の阻害が確認された。従って、CMH で化学修飾されたシ

トシン誘導体は、他のアミノオキシ化合物で修飾したシトシン誘導体よりも伸長反応を強

く阻害している可能性が示唆される。CMH 以外のアミノオキシ化合物は R、側鎖の部分が

エチル基やブチル基などの炭化水素であるに対して、CMH は側鎖にカルボキシル基を持つ

ため、カルボキシル基が DNA ポリメラーゼによる相補鎖合成を強く阻害したのではないか

と推測される。 

これらの結果より、4 種類のアミノオキシ化合物の内、分岐点上のシトシンのメチル化を

識別するのに最も適したアミノオキシ化合物は、CMH であることが示された。また、すべ

てのアミノオキシ化合物で同様の反応性を示したことからプライマー伸長反応の阻害を指

標とした検出以外に、ビオチンなどで標識されたアミノオキシ化合物を利用することで

様々な検出系への応用が期待できる。 
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Fig. 3-4 各アミノオキシ化合物による伸長反応の阻害 
標的DNAⅠを亜硫酸水素ナトリウムと各アミノオキシ化合物(NH2OR)で反応した際の伸長反応の阻害結

果を示す。Lane 1, 2 はメトキシアミン(R: -CH3)、Lane 3, 4 はエチルヒドロキシルアミン(R: -C2H5)、Lane 

5, 6 はイソブチルヒドロキシルアミン(R: -CH2CH(CH3)2)、Lane 7, 8 は CMH(R: -CH2COOH)を使用して反

応した結果を示す。右端の A+G は、マキサムギルバート法によりアデニンとグアニンの部位で切断した

A+G マーカーを示す。 
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3-3-3 各 DNA プローブにおける選択性と反応性の比較 

 

3-3-1で TWJ構造を形成するDNAプローブを利用することで分岐点上のシトシンを選択

的に修飾できることが示された。そこで、TWJ 構造以外のミスマッチ DNA やバルジ DNA

を形成する DNA プローブを用いて同様に、特定のシトシンを選択的に修飾することができ

るか実験を行った。また、3-3-1 では TWJ 構造の分岐点上に位置する 3 つの塩基対が全て

塩基対を形成したフルマッチ TWJ 構造を形成する DNA プローブを使用していたが、TWJ

の分岐点が 1 ヵ所塩基対を形成していないミスマッチ TWJ 構造を形成する DNA プローブ

を用いて比較実験を行った。それぞれの DNA 鎖における推定二次構造の模式図を Fig. 3-5

に示す。 

また、特定のシトシンを一塩基選択的に反応制御することができるか確認するため、シ

トシンが隣接するCCG配列またはCMG配列を含む 2種類の標的DNAⅡを用いて実験を行

った。 

 

 

 
Fig. 3-5 各 DNA プローブによる高次構造形成の模式図 
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3-3-3-1 TWJ 構造とバルジ DNA、ミスマッチ DNA の比較 

 

 標的 DNAⅡ(1.5 pmol)に、TWJ 構造またはバルジ DNA、ミスマッチ DNA を形成する 3

種類の DNA プローブ(6 pmol)をそれぞれ加え、熱変性した後、1.0 M の亜硫酸水素ナトリ

ウム(pH5.0)と 1.0 M の CMH (pH5.0)で 5 時間反応した。反応後、各標的 DNA を鋳型にサ

イクリングプライマー伸長反応を行った。その結果を Fig. 3-6B に示す。また、A+G マーカ

ーの切断部位を Fig. 3-6A に示す。 

3-3-1 と同様に TWJ 構造を形成させた標的 DNAⅡ(X = C)では中央の X、A+Gマーカーの

G29 または G30 付近で伸長反応が阻害されていることが確認された(Lane 3)。しかし、X

が M の標的 DNAⅡでも G30 付近に薄いバンドが確認されてしまった(Lane 4)。今回の標的

DNAⅡでは、3-3-1 で用いた XG 配列とは異なり、シトシンが隣接した CXG 配列を使用し

ているため、Lane 4 のバンドは X に隣接するシトシンが化学修飾され、伸長反応が阻害さ

れたと考えられる。通常の Watson-Crick 塩基対を形成している二本鎖 DNA でも、二重ら

せん構造は約 10 塩基対で一回転、一塩基あたり右におよそ 36°の回転であるため、隣接す

るシトシンでの反応を完全に抑制することが出来なかったと考えられる。実際には、TWJ

構造の分岐点周辺の配列は、通常の二重らせん構造よりも緩いらせん構造を形成している

と推測されているため、分岐点周辺の不安定さも非特異的な修飾の要因の一つであること

が考えられる。 

 一方、バルジ構造では X が C と Mともに中央の X、G30 付近でプライマーからの伸長反

応の阻害が確認された(Lane 5, 6)。第 2 章および 3-3-1 より、メチルシトシンでは亜硫酸水

素ナトリウムとアミノオキシ化合物による化学修飾ならびにDNAポリメラーゼによる相補

鎖合成の阻害は確認されなかったことから、Lane 5 と 6 のバンドは隣接するシトシンで伸

長反応がストップされていると考えられる。この結果から、Fig. 3-5a のように X がバルジ

部分に位置するようにプローブ配列を設計したが、実際には Fig. 3-5b のような構造を形成

している可能性が示唆される。また、ミスマッチ DNA では、X が C の標的 DNA と Mの標

的 DNA ともに僅かな伸長反応の阻害しか確認されなかった(Lane 7, 8)。ミスマッチ DNA

を利用したオスミウムなどの酸化剤による配列選択的な酸化・切断反応が既に報告されて

いるが 35、Lane 7, 8 の結果から、ミスマッチ DNA は TWJ 構造やバルジ DNA に比べ、反

応効率が著しく悪いことが示唆される。ミスマッチ DNA の場合、他の DNA 構造に比べ、

DNA 構造の揺らぎが小さく、周囲のスタッキング相互作用により保護されているか、化学

修飾する際に用いる化合物の大きさや反応機構の違いによって反応が著しく阻害される可

能性が考えられる。 

 これらの結果から、TWJ 構造とバルジ構造を形成する DNA プローブが高い反応性、DNA

ポリメラーゼによる相補鎖合成の強い阻害を示した。しかし、バルジ構造では隣接するシ

トシンで伸長反応が強く阻害されてしまったため、3 つの DNA プローブの内、TWJ プロー

ブが最も一塩基選択的な反応制御が可能でることが示された。 
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Fig. 3-6 様々な高次構造を形成する DNA プローブを用いた一塩基修飾の比較結果 

(A)は、下線の蛍光標識されたプライマーが 56mer の標的 DNAⅡに結合し、完全に相補鎖が合成された

配列と切断部位の模式図を示す。(B)は、サイクリングプライマー伸長反応の結果を示す。Lane 1, 2 は修

飾前の標的 DNA を鋳型にサイクリングプライマー伸長反応を行った結果を示す。Lane 3, 4 は TWJ 構造、

Lane 5, 6 はバルジ DNA、Lane 7, 8 はミスマッチ DNA を形成する DNA プローブを用いて化学修飾した標

的 DNA におけるサイクリングプライマー伸長反応の結果を示す。A+G はマキサムギルバート法により作

成したマーカーで G29 は X の相補鎖部位である。 
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3-3-3-2 バルジ DNA 構造を形成する DNA プローブの検討結果 

 

3-3-3-1 でバルジ DNA 構造を形成する DNA プローブでは、隣接するシトシンでの修飾、

伸長反応の阻害が確認されてしまった(Fig. 3-6B, Lane 5 と 6)。これは、バルジ部位の DNA

構造が Fig. 3-5bの状態になっていると推測し、DNAプローブのバルジ部位にスペーサー(ア

ルキル鎖、-[CH2CH2O]6-)を導入することで Fig. 3-5c のようなバルジ構造を形成させ、目的

のシトシンを効率的に修飾、隣接するシトシンでの反応を抑制できるのではないかと考え、

同様の実験を行った。実験結果を Fig. 3-7 に示す。 

バルジ構造を形成する DNA プローブのスペーサーなし(Lane 3, 4)とあり(Lane 5, 6)の比

較実験を行った。また、TWJ 構造を形成する DNA プローブとも比較した(Lane 1, 2)。CXG

配列の X が C の標的 DNA、Lane 3 のスペーサーなしと Lane 5 のスペーサーありを比較す

ると Lane 5 のスペーサーありで、G29 付近で濃いバンドが確認された。しかし、Lane 6

の X が Mの場合でも G30 に濃いバンド、隣接するシトシンでの伸長反応の阻害が確認され

てしまった。これらの結果から、スペーサーを加えることで Fig. 3-5c のような構造を形成

している可能性も示唆されるが、X が M の標的 DNA でも伸長反応の阻害が確認されてしま

ったことから、バルジ DNA プローブでは一塩基選択的な反応制御が困難であり、汎用性に

欠けることが示された。 

 以上の結果からも TWJ構造がもっとも隣接するシトシンでの反応を抑制し、分岐点上の

C を効率的に反応できることが示された。 
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Fig. 3-7 標的 DNAⅡのバルジ DNA プローブ、スペーサーなしとありの比較結果 

 

 

3-3-3-3 TWJ 構造を形成する DNA プローブの検討結果  

 

 3-3-3-1 と 2 で、TWJ、バルジ DNA (スペーサーなしとあり)、ミスマッチ DNA の 4 種類

の非二本鎖構造を形成する DNA プローブを用いて比較実験を行った。その結果、特定のシ

トシンを一塩基選択的にピンポイントで修飾するのに適した DNA プローブは、TWJ プロー

ブであることが示されたため、更に TWJ プローブについて検討を行った。 

 3-3-3-1 と 2 では、分岐点上の 3 つの塩基対が全て塩基対を形成したフルマッチ TWJ 構

造を形成する DNA プローブを用いて反応を行ってきた。そこで分岐点上に位置する 3 つの

塩基対の内、1 ヵ所塩基対を形成していないミスマッチ TWJ とフルマッチ TWJ の 2 種類の

TWJ構造を形成するDNAプローブを用いて比較実験を行った。その結果をFig. 3-8に示す。 

Fig. 3-8 の Lane 1, 2 は、Fig. 3-7 の Lane 1, 2 と同条件のサンプルである。Lane 3, 4 は

ミスマッチ TWJ 構造を形成させて反応を行った結果である。フルマッチ TWJ とミスマッ

チ TWJの Xが Mの標的 DNAを比較するとミスマッチ TWJの方が G30に濃いバンドが確

認され、隣接するシトシンでプライマーからの伸長反応が強く阻害されてしまっているこ

とが確認できる(Lane 2, 4)。これは、分岐点、X が塩基対を形成していないため、隣接する
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シトシンがスタッキングされておらず、非選択的に修飾されてしまったのが原因であると

考えられる。 

Fig. 3-8 の結果から特定のシトシンをピンポイントで化学修飾するのに適した DNA プロ

ーブのデザインは、フルマッチ TWJ構造を形成するDNAプローブであることが示された。 

 以上の結果から、5 種類の非二本鎖構造を形成する DNA プローブを用いて比較実験した

結果、フルマッチ TWJ プローブが最も隣接するシトシンでの反応を抑制し、一塩基選択的

な修飾が可能でることが示された。一塩基選択的な化学修飾法は、遺伝子の特定の部位を

効率的に切断または変異させることができるため、遺伝子組み換えや点変異解析など遺伝

子工学への利用が期待できる。 

 

 

 

Fig. 3-8 標的 DNAⅡのフルマッチ TWJ とミスマッチ TWJ プローブの比較結果 
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3-3-4 PCR 増幅の阻害結果 

 

 3-3-1 と 3-3-2 のサイクリングプライマー伸長反応の結果から、TWJ 構造を形成する 2 つ

の DNA プローブを利用することで分岐点上に位置する特定の CpG 配列を一塩基選択的に

修飾することができ、プライマーからの伸長反応を途中でストップできることが示された。

しかし、アクリルアミドゲル電気泳動による解析は、煩雑であり迅速性に欠けるため、一

般的なPCRおよびアガロースゲル電気泳動でも簡便にメチル化を検出できるか実験を行っ

た。その結果を Fig. 3-9 に示す。 

15 fmol の標的 DNAⅠにフルマッチ TWJ プローブ 6 pmol を加え、熱変性した後、1.0 M

の亜硫酸水素ナトリウム水溶液と 1.0 M の CMH で 3 時間、25℃で反応した。反応前と反応

後の 0.5 fmol の標的 DNAⅠを鋳型に PCR 増幅を行った。Lane 1 と 2 は、反応前の 56mer

の標的 DNAⅠを鋳型に PCR 増幅した結果を示す。反応前の標的 DNAⅠでは、X が C と M

の両方で 50 bp 付近に濃いバンド、PCR 産物が確認された。一方、DNA プローブ非存在下、

一本鎖 DNA の状態で化学修飾した標的 DNA では PCR 産物はほとんど確認されなかった

(Lane 3, 4)。DNA プローブ存在下、TWJ 構造を形成させて化学修飾した標的 DNA では、X

が C の時、バンドが薄く PCR 産物が微量であったのに対して、X が M の時、濃いバンド

が確認された(Lane 5, 6)。ImageQuant TL (GE Healthcare)を用いて、Lane 5 と Lane 6 の

バンドの濃さを比較した結果、約 4.5 倍の差を確認することができた。 

 以上の結果から、修飾後の DNA 鎖を鋳型に PCR 増幅の阻害を指標とした簡便なメチル

基の識別が可能であることが示された。PCR 増幅の阻害を指標とした検出は、リアルタイ

ム PCR への応用が期待でき、迅速かつ定量的な検出法への応用が期待できる。 

 

 

Fig. 3-9 PCR 増幅の有無を指標としたメチル基の識別 
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3-4 結言 

 

 本章では、様々な非二本鎖 DNA 構造を形成する DNA プローブを用いて新たな一塩基選

択的な化学修飾法の探索を行った。DNA プローブを利用して特定の塩基を効率的に切断ま

たは修飾することができる汎用性に優れた修飾法の開発は、遺伝子工学などケミカルバイ

オロジーへの応用が期待できる。また、特定の CpG 配列中のシトシンを効率的に修飾する

ことができればメチル化 DNA 検出法への利用が期待できる。本章では、5 種類の DNA プ

ローブを用いて特定の CpG 配列中のシトシンをピンポイントで修飾するのに適した DNA

プローブの探索を行った。シトシンへの反応は、第 2 章で利用した亜硫酸水素ナトリウム

とアミノオキシ化合物による反応を用いた。 

第 2章で利用した亜硫酸水素ナトリウムとアミノオキシ化合物による反応をDNAプロー

ブ非存在下、一本鎖 DNA の状態で行った場合、DNA 鎖中の全てのシトシンが反応してしま

い、プライマーとの結合および伸長反応も阻害してしまい CpG配列のメチル化を識別する

ことが非常に困難であった。一方、TWJ 構造を形成する DNA プローブを標的 DNA に結合

させて反応した場合では、分岐点上に位置するシトシンを効率的に修飾し、特定のシトシ

ンでプライマーからの伸長反応をストップできることが確認された。TWJ プローブを利用

することで標的 DNA 鎖中に存在する 12 ヵ所あるシトシンの内、分岐点上に位置するシト

シンのみを選択的に修飾し、二本鎖部位に位置する他のシトシンでの反応を抑制できるこ

とが示された。また、プライマーからの伸長反応の有無でメチル化をピンポイントで識別

できることが示された。 

TWJ プローブ以外に、ミスマッチ DNA プローブ、バルジ DNA プローブ(スペーサーなし

とあり)の4種類のDNAプローブを用いて比較実験を行った結果、TWJ構造を形成するDNA

プローブが最も選択性と反応性に優れていることが示された。また、TWJ の分岐点上に位

置する 3つの塩基対がすべて塩基対を形成したフルマッチ TWJと 1ヵ所塩基対を形成して

いないミスマッチ TWJ 構造を形成する DNA プローブを用いて反応を行った結果、フルマ

ッチ TWJ プローブが最も一塩基選択的な化学修飾に適した DNA プローブであることが示

された。 

フルマッチ TWJ プローブを利用した一塩基選択的な化学修飾は、特定の CpG 配列中の

シトシンをピンポイントで修飾でき、プライマー伸長反応または PCR 増幅の有無を指標と

したメチル基の識別が可能であることが示された。TWJ プローブを利用した新たな一塩基

選択的な化学修飾法は、メチル化 DNA の検出以外に遺伝子内の特定の塩基を効率的に修飾

または切断するツールとしても利用できるため、遺伝子工学への応用や SNP 解析など様々

な分野への利用が期待できる。 
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第 4 章 リアルタイム PCR を用いた新規メチル化 DNA 検出法の構築 

 

4-1 緒言 

 

 第 2 章および第 3 章では、主に修飾後の DNA 鎖を鋳型にプライマーからの伸長反応の有

無を指標として、変性ポリアクリルアミドゲル電気泳動によるメチル基の識別を行ってき

た。しかし、アクリルアミドゲル電気泳動は迅速性や簡便性、定量性に欠けるため、より

簡便かつ迅速な検出系への応用が求められる。 

第 3 章で TWJ プローブを利用することで特定の CpG 配列を選択的に修飾できることを

既に確認している。また、修飾後の DNA 鎖を鋳型にサイクリングプライマー伸長反応を行

うとことで、修飾されたシトシン誘導体でプライマーからの伸長反応がストップされるこ

とも確認した。本研究で新たに耐熱性の Taq DNA ポリメラーゼでもシトシン誘導体の伸長

反応の阻害を指標としたメチル基の識別が可能であることが示され、PCR 増幅後の DNA

産物をアガロースゲル電気泳動により解析した結果、PCR 増幅の有無を指標としたメチル

基の識別が可能であることが示唆された。そこで本章ではリアルタイム PCR を用いた迅速

かつ定量的なメチル化 DNA 検出法の構築を試みる。 

 リアルタイム PCR は、PCR 後の増幅産物を電気泳動により解析することなく、増幅産物

の生成過程をリアルタイムで迅速かつ簡便に検出、解析することができる。本研究では、

二本鎖 DNA に対して特異的に結合、蛍光増強する SYBR Green の蛍光シグナルをモニタリ

ングし、PCR 産物の検出を行う。また、PCR 増幅は指数関数的に増幅される領域があり、

鋳型 DNA 量と高い相関がみられるため、DNA 量を正確に定量できることが知られている
67,68。本研究では、ある一定量の PCR 産物が増幅されるまでのサイクル数、Ct値(threshold 

cycle)から検量線を作成し、Ct 値と反応後の未修飾標的 DNA 量の割合から DNA のメチル

化を簡便に検出できるか実験を行う。 

本章では、第 3 章で使用した標的 DNAⅠと標的 DNAⅡおよび各 DNA プローブとプライ

マーを使用して実験を行う(Table 3-1, 2)。具体的には、標的 DNA に DNA プローブを結合

させ、亜硫酸水素ナトリウムとアミノオキシ化合物で化学修飾した後、標的 DNA を鋳型に

リアルタイム PCR測定を行いCt値または未修飾標的DNA量の割合からメチル化を簡便に

検出できるか実験を行う。リアルタイム PCR で特定の遺伝子のメチル化状態を簡便かつ迅

速に解析することができれば遺伝子診断技術など医療分野への応用が期待できる。また、

リアルタイム PCR による解析は、複数の遺伝子または異なる CpG 部位のメチル化状態を

同時に検出できる可能性もあり、遺伝子発現のプロファイリングシステムの構築などへの

利用が期待できる。 
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4-2 実験方法 

 

4-2-1 試薬の調製 

 

 第 3 章で作製したアミノオキシ化合物、メトキシアミン、エチルヒドロキシルアミン、

イソブチルヒドロキシルアミン、カルボキシメチルヒドロキシルアミンと新たにアリルヒ

ドロキシルアミン塩酸塩(NH2OCH2CH=CH2・HCl, SIGMA)を使用した。 

また、第 2 章で作製した HEPES 緩衝液 1 (400 mM HEPES/NaOH, 1.0 M NaCl, pH6.0)

以外にHEPES緩衝液 2 (200 mM HEPES/NaOH, 4.0 M NaCl, pH6.0)など塩濃度(NaCl濃度)

が異なるHEPES緩衝液を作製した。HEPES緩衝液 2は、4倍希釈(50 mM HEPES/NaCl, 1.0 

M NaCl, pH6.0)して使用した。 

リアルタイム PCR で使用する蛍光物質、SYBR Green は、10,000×SYBR GreenⅠ

(CAMBREX) 10μl と TWEEN® 20 (SIGMA) 100μl、10 mg/ml の BSA (SIGMA) 1 ml、DMSO 

(Dimethyl Sulfoxide, Wako) 5 ml、滅菌水 3.9 ml を混合し、全量が約 10 ml になるように調

製した 10×SYBR Green Mix 溶液を使用した。 

 

 

4-2-2 リアルタイム PCR 用の DNA サンプルの調製 

 

3-2-2と同様に、1.5 nMの標的DNAⅠ1μl (1.5 fmol)と6μMのTWJプローブ1μl (6 pmol)

を HEPES 緩衝液 2 に加え、体積が 6μl になるように調製した後、熱変性を行った。熱変

性は、95℃で 5 分間加熱した後、氷上で急冷させた。この時、DNA の濃度は、250 pM 標

的 DNAⅠ、1μM TWJ プローブになるように調製した。その後、4.0 M の亜硫酸水素ナト

リウム水溶液(pH5.0) 7.5μl と 3.0 Mのアミノオキシ化合物(pH5.0) 10μl、HEPES 緩衝液 2

を 6.0μl 加え、最終体積が 30μl になるように滅菌水を加えた。この時、亜硫酸水素ナトリ

ウム水溶液とアミノオキシ化合物の最終濃度がそれぞれ 1.0 M になるように調製した。ま

た、標的 DNA と TWJ プローブはそれぞれ 50 pM 標的 DNAⅠ、200 nM TWJ プローブにな

るように調製した。調製したサンプルは 25℃で 3 時間反応を行った。反応後、エタノール

沈殿で粗精製を行い、滅菌水 300μl に再溶解させた。 

 反応前の標的 DNA を 1.5 fmol として、再溶解させた DNA サンプル 10μl (50 amol)を鋳

型にリアルタイム PCR 測定を行った。リアルタイム PCR の反応溶液の組成は以下に示す

【1×Ex Taq Buffer、0.2 mM dNTP mixture、150 nM フォワードプライマー、150 nMリバ

ースプライマー、2 mM MgSO4、1×SYBR Green Mix】。プライマーは、Table 3-1 の P18-Fd

と P18-Rv を使用した。また、最終体積が 25μl になるように滅菌水を加えた。 

反応溶液に 5.0 U/μl の Ex Taq を 0.1μl (0.5 U)加え、以下のプログラムで測定を行った

【55℃:5 分→95℃:5 分→(95℃:5 秒→54℃:10 秒→72℃:15 秒, 50 サイクル)→95℃:5 分→
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60℃:5 分→95℃:5 分】。リアルタイム PCR は、ABI PRISM 社製の 7700 Sequence Detection 

System を用いて SYBR Green (470 nm/510 nm)の蛍光増強をモニタリングして、ある一定

量の PCR 産物が増幅されるまでのサイクル数、Ct値の測定を行った。 

また、1.5 fmolの標的DNAⅡと 10 pmolの各DNAプローブを用いて同様の実験を行った。 

 

 

4-3 結果及び考察 

 

4-3-1 リアルタイム PCR を用いたメチル化 DNA のピンポイント検出 

 

 第 3 章の結果から、TWJ 構造を形成する DNA プローブを利用することで分岐点上のシト

シンを選択的に修飾、プライマーからの伸長反応を分岐点上に位置する CpG 部位でストッ

プできることが示された。また、PCR 増幅後の DNA 産物をアガロースゲル電気泳動により

解析した結果、PCR 産物からでも DNA のメチル化を識別できる可能性が示唆された。従っ

て、リアルタイム PCR を用いて PCR 増幅の有無を指標とした簡便なメチル基の識別が可

能であると考えられる。本章ではリアルタイム PCR によるメチル化 DNA 検出法の構築を

行った。 

1.5 fmolの標的DNAⅠと TWJ構造を形成する 2つのDNAプローブ(6 pmol)をHEPES緩

衝液 2 (50 mM HEPES/NaOH, 1.0 M NaCl, pH6.0)に加え、熱変性を行い、TWJ 構造を形成

させた後、1.0 M の亜硫酸水素ナトリウム(pH5.0)と 1.0 Mのメトキシアミン(pH5.0)で 3 時

間反応を行った。その後、化学修飾した標的 DNA (50 amol)を鋳型にリアルタイム PCR 測

定を行った。実験方法の概略図を Fig. 4-1 に示す。 

反応前の各標的 DNAⅠ(X = C または M)、50 zmol~5 fmol を用いて検量線を作成した。そ

の結果を Fig. 4-2 に示す。X が C の標的 DNA と M の標的 DNA ともに、Ct 値と DNA 量の

相関係数は 0.998 以上であり、増幅効率はほとんど同じであった。この検量線から DNA 量

と未修飾標的 DNA 量の割合を算出した。検量線および反応後の Ct 値は、それぞれ 3 回の

実験結果の平均値、エラーバーは標準偏差を示す。各標的 DNA における反応前と反応後の

Ct 値および DNA 量、未修飾標的 DNA 量の割合をまとめた表を Table 4-1 に示す。また、

リアルタイム PCR を用いて反応前と反応後の標的 DNA を鋳型に、ある一定量の PCR 産物

が増幅されるまでのサイクル数、Ct 値を測定した結果を Fig. 4-3 に、検量線から未修飾標

的 DNA 量の割合を定量した結果を Fig. 4-4 に示す。 

 Fig. 4-3 と Table 4-1 の結果から、反応前の標的 DNA では、Xが C の時、Ct 値は 13.5 サ

イクルで X が M の時、Ct値は 12.7 サイクルであった。また、DNA 量はそれぞれ 39.5 amol

と 46.2 amol であった。一方、DNA プローブ非存在下、一本鎖 DNA の状態で化学修飾した

標的 DNA では、X が C と M ともに Ct 値が 25.8 サイクルまで増大し、DNA 量は 50 zmol

以下であった。この結果は、Fig. 3-3 の Lane 3, 4 の結果とも一致しており、標的 DNA 中の
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全てのシトシンが化学修飾され、プライマーとの結合および伸長反応を阻害した結果、PCR

増幅も同様に阻害され、見かけ上の鋳型 DNA 量が低下したことによって Ct 値が著しく増

大したと考えられる。 

一方、TWJ 構造を形成する DNA プローブ存在下で反応を行った場合、X が C の時、Ct

値は 18.3 サイクルであり、DNA 量は約 1.7 amol であった。一方、X が Mの時は、Ct 値が

14.2 サイクルであり、DNA 量は 19.9 amol であった。反応前の標的 DNA 量を 100%とした

時、それぞれの未修飾標的 DNA 量の割合は、4.3%と 36.6%であり、8 倍以上の差を確認す

ることができた。この結果も Fig. 3-3 の Lane 5, 6 の結果と一致している。Fig. 3-3 の結果

から、TWJ 構造を形成する DNA プローブ存在下では、分岐点以外の二本鎖を形成している

シトシンでの非特異的な修飾が抑制されることが既に確認されている。従って、X が M の

標的DNAでは分岐点上のMとそれ以外の二本鎖を形成しているシトシンがほとんど反応し

ないため、PCR 増幅があまり阻害されず、未修飾の標的 DNA が多く残存していたと考えら

れる。一方、X が C の標的 DNA では、分岐点上に位置する C が効率的に化学修飾され、プ

ライマーからの伸長反応が途中でストップされ、PCR 増幅も同様に阻害され、見かけ上の

鋳型 DNA 量が低下したことにより Ct 値が上昇したと考えられる。 

これらの結果から、TWJ構造を形成する DNA プローブを用いて、亜硫酸水素ナトリウム

とメトキシアミンによる反応を配列選択的に制御することでリアルタイムPCRなどの一般

的な核酸分子増幅法で、DNA のメチル化を簡便に検出できることが示された。この検出法

は TWJ 構造を利用することで配列解析を行わずに、特定のシトシンのメチル化状態をリア

ルタイム PCR で簡便に検出できるため、がん診断や遺伝診断技術への応用が期待できる。 
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Fig. 4-1 PCR 増幅を指標としたメチル化 DNA ピンポイント検出法の概略図 
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Fig. 4-2 標的 DNAⅠの検量線 

 

 

Table 4-1. 各標的 DNAⅠにおける Ct 値および DNA 量と未修飾標的 DNA 量の割合 

 

 

 

 

 

 

プローブ X Ct DNA量 [amol] 未修飾標的DNA量の割合 [%]
平均値 標準偏差 平均値 標準偏差 平均値 標準偏差

反応前
- C 13.53 0.10 39.54 2.63 100.00 6.64 
- M 12.73 0.24 46.25 7.66 100.00 16.56 

反応後

- C 25.80 0.44 - - - -
- M 25.81 0.52 - - - -
+ C 18.28 0.20 1.68 0.22 4.26 0.55 
+ M 14.23 0.15 16.92 1.69 36.59 3.65 
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Fig. 4-3 反応前と修飾後の各標的 DNAⅠおける Ct 値 

 

 

 
Fig. 4-4 修飾後の DNA プローブ存在下における未修飾標的 DNA 量の割合 
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4-3-2 アミノオキシ化合物の検討 

 

 4-3-1 では、亜硫酸水素ナトリウムとメトキシアミン(NH2OCH3)を用いて反応を行ったが、

メトキシアミン以外のアミノオキシ化合物(NH2OR)でも同様の結果が得られるか実験を行

った。 

1.5 fmolの標的DNAⅠと TWJ構造を形成する 2つのDNAプローブ(6 pmol)をHEPES緩

衝液 2 (50 mM HEPES/NaOH, 1.0 M NaCl, pH6.0)に加え、TWJ 構造を形成させた後、1.0 M

の亜硫酸水素ナトリウム(pH5.0)と 1.0 Mの各アミノオキシ化合物(pH5.0)で 3時間反応を行

った。その後、化学修飾した標的 DNA (50 amol)を鋳型にリアルタイム PCR 測定を行った。

各アミノオキシ化合物を用いて反応した結果を Fig. 4-5 に示す。今回の実験では、メトキシ

アミン(Me, R: -CH3)、エチルヒドロキシルアミン(Ethyl, R: -CH2CH3)、イソブチルヒドロキ

シルアミン(Butyl, R: -CH2CH[CH3]2)、カルボキシメチルヒドロキシルアミン(CMH, R: 

-CH2COOH)、アリルヒドロキシルアミン(Allyl, R: -CH2CH=CH2)の 5 種類のアミノオキシ化

合物を使用して反応を行った。 

 Fig. 4-5 の結果から今回使用した 5 種類、全てのアミノオキシ化合物で、X が C の標的

DNAⅠと M の標的 DNAⅠで Ct 値に 2.6 サイクルから 4.2 サイクルの差を確認することが

できた。また、各アミノオキシ化合物における C と M の Ct 値の差、⊿Ct 値を比較した結

果、CMH (R: -CH2COOH)が 4.2 サイクルと最も高く、分岐点上の C と Mを明確に識別で

きることが示された。この結果は、第 3 章の 3-3-2 の Fig. 3-4 とも一致している。 

リアルタイム PCR でもサイクリングプライマー伸長反応と同様に、すべてのアミノオキ

シ化合物で同様の結果が得られたが、イソブチルヒドロキシルアミン (Butyl, R: 

-CHCH3CH3)の場合では他のアミノオキシ化合物に比べ⊿Ct 値が 2.6 サイクルと差が小さ

かった。また、アリルヒドロキシルアミン(Allyl, R: -CH2CH=CH2)では、他のアミノオキシ

化合物と比較して全体的に Ct 値が低いなどアミノオキシ化合物の種類により僅かではある

が Ct値の変化に違いが確認された。これは、それぞれのアミノオキシ化合物における求核

性や構造、電荷の違いに由来していると考えられる。例えば、単純にシトシンへの求核性

が高くてもアミノオキシ化合物の構造が極端に大きすぎる場合、TWJ の分岐点上で反応し

にくいことが予測される。求核性以外にアミノオキシ化合物の構造や電荷によって異なる

反応性を示す可能性も考えられる。また、反応性以外にも化学修飾されたシトシン誘導体

の種類によって DNA ポリメラーゼによる相補鎖合成の阻害にも影響があると考えらえる。 

今回の実験では、汎用性や利便性を考慮して市販の化合物を用いて実験を行ったが、他

のアミノオキシ化合物を合成、探索することで検出時間の短縮やより明確なメチル基の識

別が可能になることも考えられる。また、多くのアミノオキシ化合物で同様の反応性を示

したことから、DNA ポリメラーゼによる相補鎖合成の阻害を指標としたメチル基識別法以

外に、蛍光物質やビオチンなどで標識化されたアミノオキシ化合物を用いて化学修飾する

ことでシトシンのメチル化をダイレクトに検出できる可能性も示唆される。本研究では
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TWJ プローブを利用したピンポイントなメチル化 DNA 検出法の開発を行っているが、蛍光

標識されたアミノオキシ化合物などで一本鎖DNAを化学修飾することでゲノムワイドなメ

チル化 DNA の定量が期待できる。 

 

 

 
Fig. 4-5 アミノオキシ化合物の検討 

左のグラフは、1.0 M の亜硫酸水素ナトリウム(pH5.0)と 1.0 Mのアミノオキシ化合物(pH5.0)で化学修飾

した各標的 DNAⅠを鋳型とした時の Ct 値を示している。右のグラフは、X が C の標的 DNA と M の標的

DNA における Ct 値の差を示す。アミノオキシ化合物は、メトキシアミン(Me, R: -CH3)とエチルヒドロキ

シルアミン(Ethyl, R: -CH2CH3)、イソブチルヒドロキシルアミン(Butyl, R: -CH2CH[CH3]2)、カルボキシメチ

ルヒドロキシルアミン(CMH, R: -CH2COOH)、アリルヒドロキシルアミン(Allyl, R: -CH2CH=CH)を用いて

反応を行った。 
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4-3-3 反応条件の検討 

 

4-3-3-1 pH の検討 

 

 亜硫酸水素ナトリウムとメトキシアミンのpHがそれぞれpH4.0~6.0の試薬を用いて化学

修飾した時の各標的 DNAⅠにおける未修飾標的 DNA 量の変化を調べた。1.5 fmol の標的

DNAⅠと TWJ 構造を形成する 2 つの DNA プローブ(6 pmol)を HEPES 緩衝液 2 (50 mM 

HEPES/NaOH, 1.0 M NaCl, pH6.0)に加え、TWJ構造を形成させた後、pH の異なる 1.0 M

の亜硫酸水素ナトリウムと 1.0 M のメトキシアミンで 3 時間反応を行った。その後、化学

修飾した標的 DNA (50 amol)を鋳型にリアルタイム PCR 測定を行った。その結果を Fig. 4-7

に示す。メトキシアミン以外のアミノオキシ化合物では pH6.0 に調製した時、析出してし

まうため今回の実験ではメトキシアミンを用いて実験を行った。 

 Fig. 4-7 の結果から、pH4.0 の試薬で反応した場合、X = C の標的 DNA と X = M の標的

DNA で Ct 値が 20.0 サイクル(X = C)と 15.5 サイクル(X = M)に増大し、未修飾標的 DNA 量

の割合が 2.6%(X = C)と 24.9%(X = M)に著しく低下してしまっていることが確認できる。

一方、pH6.0 の試薬で反応した場合では、X = C の標的 DNA と X = M の標的 DNA ともに

Ct値が 16.0サイクル(X = C)と 14.2サイクル(X = M)で低く、未修飾標的DNA量が 36.9%(X 

= C)と 61.6%(X = M)で多く残存していることが確認できる。 

修飾後の X = C の標的 DNA と X = M の標的 DNA の Ct値と未修飾標的 DNA 量の差を比

較した結果、pH の低下に伴い、X = C と X = M の Ct 値の差、⊿Ct 値と未修飾標的 DNA 量

の差が大きくなっていることがわかる。pH6.0 の場合、⊿Ct 値が約 1.7 サイクルであった

のに対して pH を 4.0 に下げた時、⊿Ct 値が 4.5 サイクルに増大し、未修飾標的 DNA 量の

差も約 1.7 倍から 9.4 倍に上昇した。 

 これらの結果から pH の低下に依存して未修飾標的 DNA 量が低下しており、低い pH の

試薬を用いて反応を行った方が、反応効率が良いことが示唆される。しかし、pH の低下に

伴い X = Mの標的 DNA での Ct値の増加、未修飾標的 DNA 量の低下が確認され、非特異的

な修飾も増加してしまっていることが確認できる。pH4.0 などの酸性条件下では、Fig. 4-6

のように DNA 鎖中のシトシンの 3 位の窒素がプロトン化されやすくなり、6 位への求核反

応がスムーズに進むことでシトシン誘導体の形成が促進されると考えられる一方で、X = M

の Ct 値も増大していることから低い pH では各塩基のプロトン化状態などにより二重らせ

ん構造、または TWJ 構造自体が不安定になり分岐点以外での非特異的な修飾により未修飾

標的 DNA 量の低下を誘発していると考えられる。従って、反応性と非特異的な損傷を考慮

して以降の実験では pH5.0 の試薬を使用することにした。 
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Fig. 4-6 シトシンのプロトン化 

 
Fig. 4-7 pH と未修飾標的 DNA 量の関係 

(a)は、各 pH における修飾後の標的 DNAⅠを鋳型にした時の Ct 値を示す。(b)は、(a)で測定した Ct 値

から未修飾標的 DNA 量の割合を算出した結果を示す。(c)は、(b)で定量した X = C の標的 DNA と X = Mの

標的 DNA の時の未修飾標的 DNA 量から求めた倍率を示す。 
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4-3-3-2 亜硫酸水素ナトリウムとメトキシアミンの濃度比の関係 

 

 今までの実験では、1.0 M の亜硫酸水素ナトリウムに対して 1.0 M のアミノオキシ化合物

を用いて 1:1 の濃度比(Fig. 4-9, 濃度比率 50%)で反応を行ってきた。そこで、亜硫酸水素ナ

トリウムとメトキシアミンの濃度を合わせて 2.0 M とした時の各濃度比率における標的

DNAⅠの Ct 値の変化を調べた。 

1.5 fmolの標的DNAⅠと TWJ構造を形成する 2つのDNAプローブ(6 pmol)をHEPES緩

衝液 2 (50 mM HEPES/NaOH, 1.0 M NaCl, pH6.0)に加え、TWJ 構造を形成させた後、濃度

の異なる亜硫酸水素ナトリウム(pH5.0)とメトキシアミン(pH5.0)で 3 時間反応を行った。そ

の後、化学修飾した標的 DNA (50 amol)を鋳型にリアルタイム PCR 測定を行った。その結

果を Fig. 4-9 に示す。 

 Fig. 4-9 の結果から、亜硫酸水素ナトリウムとメトキシアミンの濃度がそれぞれ 1.0 M、

比率が 1:1 に近いほど X = C と M の標的 DNA の Ct 値の差が大きく、明確にメチル基を識

別できることが確認できる。過去の知見や第 2 章の MS スペクトル結果から、亜硫酸水素

ナトリウムとメトキシアミンで DNA 鎖を反応した場合、シトシンの 6 位と 4 位にそれぞれ

スルホ基とメトキシアミンが 1 つずつ付加され、シトシン以外の塩基では化学修飾されな

いことが既に確認されている。1:1 の比率に近いほど反応効率が良いことから、TWJ 構造を

形成させ、3 時間反応した場合でも DNA 鎖中のシトシンが特異的に化学修飾され、それ以

外の塩基や N4-methoxy-5,6-dihydrocytosine-6-sulfonate 以外のシトシン誘導体が形成され

ていないことが推測される。 

一方、2.0 M の亜硫酸水素ナトリウムのみで反応した場合、全体的に Ct 値が高く、未修

飾標的 DNA 量が少なかった。この結果から、2.0 M の亜硫酸水素ナトリウム存在下では、

TWJ 構造が形成されていないため、非特異的な修飾や損傷、脱ピリミジン化が生じている

可能性が考えられる。また、亜硫酸水素ナトリウムにより、6 位にスルホ基のみが付加され

たシトシン誘導体でも N4-methoxy-5,6-dihydrocytosine-6-sulfonate と同様にピリミジン環

が嵩高い構造に変化するため、ポリメラーゼによる相補鎖合成を阻害することが知られて

いる。これらの理由から、亜硫酸水素ナトリウムで反応した標的 DNA の未修飾標的 DNA

量が少なったと考えられる。 

メトキシアミンのみで反応した場合では、全体的に Ct 値が低く、未修飾の標的 DNA が

多く残存しており、メトキシアミンのみでも C と M に僅ではあるが Ct 値に差を確認する

ことができた。メトキシアミンなどのアミノオキシ化合物単体でシトシンを反応した場合、

第 1章の 1-4-1-2で説明したアリルヒドロキシルアミンの反応や Fig. 4-8に示すように 6位

への求核付加と 4 位のアミノ基転移反応が生じることが知られている。アミノオキシ化合

物のみによる反応は、中間体や異性体がいくつかあり生成物の種類や構造によって、ポリ

メラーゼによる相補鎖合成を阻害、または修飾部位の塩基を変異させることが知られてい

る。しかし、Fig. 4-9 からわかるように、C と Mの差が僅かであり、反応が遅く明確なメチ
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ル基の識別が難しいことがわかる。アリルヒドロキシルアミンの反応でも、60℃で加熱し

て 4 時間反応していることからも、アミノオキシ化合物単体での反応は遅いことが推測さ

れる。 

 これらの結果から、亜硫酸水素ナトリウムとアミノオキシ化合物の比率は 1:1 が最適であ

り、2 つの試薬を併用することで亜硫酸水素ナトリウムを用いたバイサルファイト法やアリ

ルヒドロキシルアミンなどアミノオキシ化合物単体の反応よりも、マイルドな条件下でス

ムーズに反応を行えることが示唆された。 

 

 

 
Fig. 4-8 アミノオキシ化合物によるシトシンへの反応 
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Fig. 4-9 亜硫酸水素ナトリウムとメトキシアミンの濃度比の関係 
(a)は、亜硫酸水素ナトリウムとメトキシアミンを合わせて 2.0 M になるようにメトキシアミンの濃度を

0 M (0%)から 2 M (100%)まで増やした時の各標的 DNAⅠにおける Ct 値の変化を示す。(b)は、(a)の Ct 値

から未修飾標的 DNA 量の割合を算出したグラフを示している。 
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4-3-3-3 亜硫酸水素ナトリウムと CMH の濃度と未修飾標的 DNA 量の関係 

 

 亜硫酸水素ナトリウムと CMH の濃度をそれぞれ 0.2 Mずつ増やして反応を行い、未修飾

標的 DNA 量の変化を調べた。1.5 fmol の標的 DNAⅠと TWJ 構造を形成する 2 つの DNA

プローブ(6 pmol)を HEPES 緩衝液 2 (50 mM HEPES/NaOH, 1.0 M NaCl, pH6.0)に加え、

TWJ 構造を形成させた後、濃度の異なる亜硫酸水素ナトリウム(pH5.0)と CMH (pH5.0)で 3

時間反応を行った。その後、反応した標的 DNA (50 amol)を鋳型にリアルタイム PCR 測定

を行った。その結果を Fig. 4-10 に示す。 

 Fig. 4-10 の結果から試薬の濃度に依存して、分岐点 X が C の標的 DNA と M の標的 DNA

における Ct 値の差が大きくなっていくことが確認できる。X = M の標的 DNAⅠの Ct値の

変化は、僅かであり、修飾前と 1.0 M の亜硫酸水素ナトリウムと CMH で修飾した後で Ct

値が 0.6 サイクルしか変化していなかった。また、未修飾の標的 DNA も多く残存している

ことからメチルシトシンの亜硫酸水素ナトリウムと CMH による反応が著しく遅いことが

わかる。一方、X = C の標的 DNA では、濃度依存的に Ct値が 13.6 サイクルから 18.8 サイ

クルまで増大し、未修飾標的 DNA 量の割合が著しく減少した。これらの結果から、試薬の

濃度が高いほど C と Mの差が大きくなり、分岐点上のシトシンのメチル化を明確に識別で

きることが示された。しかし、CMH の濃度をこれ以上濃くすることは難しく、安定な品質、

再現性を保つことが困難であるため、以降の実験でも 1.0 Mで反応を行う。 

この結果から、高濃度で溶ける可溶性なアミノオキシ化合物を探索し、高濃度で反応す

ることができれば、反応時間の短縮、迅速性の向上が期待できる。また、TWJ 構造を利用

して、亜硫酸水素ナトリウムとラベル標識されたアミノオキシ化合物を用いたメチル基識

別法への応用を考えた場合、最低でも数百 mM のアミノオキシ化合物で反応しなくてはな

らないため、極端に極性の低いアミノオキシ化合物などでは反応が難しいことが示唆され

る。 
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Fig. 4-10 亜硫酸水素ナトリウムと CMH を用いた PCR 増幅の阻害と濃度依存性 

(a)は亜硫酸水素ナトリウムと CMH を 0.2 Mから 1.0 Mまで徐々に増やした時の各標的 DNAⅠにおける

Ct 値の変化を測定したグラフを示す。(b)は、(a)で測定した X = C の標的 DNA と X = Mの標的 DNA おけ

る Ct 値の差、⊿Ct 値を表したグラフである。(c)は、(a)の各標的 DNA における Ct 値から未修飾標的 DNA

量の割合を算出したグラフを示している。(d)は、X = C と X = Mの標的 DNA における未修飾標的 DNA 量

の割から差を求めたグラフを表している。 
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4-3-3-4 反応時間と未修飾標的 DNA 量の関係 

 

 今まで、1.0 M の亜硫酸水素ナトリウム(pH5.0)と 1.0 Mの CMH (pH5.0)で 3 時間、25℃

で反応を行ってきが、反応時間を 1 時間半から 2, 3, 4, 5 時間と変更して時間経過ごとの未

修飾標的 DNA 量の変化を観測した。1.5 fmol の標的 DNAⅠと TWJ 構造を形成する 2 つの

DNA プローブ(6 pmol)を HEPES 緩衝液 2 (50 mM HEPES/NaOH, 1.0 M NaCl, pH6.0)に加

え、TWJ 構造を形成させた。その後、1.0 Mの亜硫酸水素ナトリウム(pH5.0)と 1.0 Mの CMH 

(pH5.0)で反応を行った。反応後の標的 DNA (50 amol)を鋳型にリアルタイム PCR 測定を行

った。その結果を Fig. 4-11 に示す。 

 Fig. 4-11 の結果から、時間依存的に未修飾標的 DNA 量が減少し、C と M の差が大きく

なっていることが確認できる。90 分の反応でも X = C の標的 DNAⅠと X = M の標的 DNA

Ⅰで未修飾標的 DNA 量の割合に 4.6 倍の差を確認することができ、従来の 55℃で 16 時間

の反応を必要とするバイサルファイト法と比べ、検出時間を大幅に短縮化できる可能性が

示された。 

 

 



74 
 

 
Fig. 4-11 反応時間と修飾 DNA 量の関係 

(a)は、反応時間と各標的 DNAⅠにおける Ct 値の変化を示す。(b)は、反応時間ごとの X = C の標的 DNA

と X = Mの標的 DNA おける Ct 値の差、⊿Ct 値を表している。(c)は、(a)で測定した Ct 値から算出した未

修飾の標的 DNA 量の割合を示す。(d)は、(c)で求めた未修飾標的 DNA 量の X = C の標的 DNA と X = Mの

標的 DNA の差を表している。 
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4-3-3-5 塩濃度(NaCl)と未修飾標的 DNA 量の関係 

 

DNA 鎖はリン酸基の負電荷により、相補鎖 DNA や DNA プローブと反発する。塩化ナト

リウム(NaCl)などの陽イオンにより、DNA 鎖中の負電荷が中和され、DNA プローブとの結

合、および高次構造が安定化されることから、塩濃度が高いほど TWJ 構造が安定になり、

非特異的な修飾を抑制できると考え、NaCl濃度による未修飾標的DNA量の変化を調べた。 

1.5 fmol の標的 DNAⅠと TWJ 構造を形成する 2 つの DNA プローブ(6 pmol)を塩濃度の

異なる HEPES 緩衝液に加え、TWJ 構造を形成させた。その後、1.0 M の亜硫酸水素ナトリ

ウム(pH5.0)と 1.0 Mの CMH (pH5.0)で 3時間、25℃で反応を行った。反応後の標的 DNA (50 

amol)を鋳型にリアルタイム PCR 測定を行った。その結果を Fig. 4-12 に示す。 

Fig. 4-12 の結果から NaCl 存在下では、X = Mの標的 DNAⅠにおける未修飾標的 DNA 量

の割合が、約 39.9%から 56.4%であるのに対して、NaCl 非存在下では 14.5%しか未修飾標

的 DNA が残存していなかった。この結果から、NaCl 非存在下では、TWJ 構造が不安定、

または DNA プローブが結合しにくい状態であることが示唆される。 

 これらの結果から、分岐点上の C を効率的に化学修飾するためには、緩衝液中に NaCl

などの陽イオンの存在が重要であることが示唆された。また、塩濃度(NaCl)は、500 mM NaCl

の時、最も分岐点上の C と M を明確に識別できることが示された。 
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Fig. 4-12 各塩濃度(NaCl)における反応後の未修飾標的 DNA 量の変化 

(a)は、各塩濃度(NaCl)における Ct 値を示す。(b)は、各塩濃度における X = C の標的 DNAⅠと X = Mの

標的 DNAⅠの未修飾標的 DNA 量の割合を示す。(c)は、(b)で算出した X = C の標的 DNA と X = Mの標的

DNA の未修飾標的 DNA 量の割合から倍率を求めたグラフを表している。 
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4-3-4 各 DNA プローブにおける未修飾標的 DNA 量の変化 

 

 第 3 章の 3-3-3 では、5 種類の DNA プローブを用いて反応した後、修飾後の各標的 DNA

Ⅱを鋳型にサイクリングプライマー伸長反応を行い、伸長反応の阻害部位を確認した。各

DNA プローブによるサイクリングプライマー伸長反応の阻害結果とリアルタイム PCR の

結果が一致するか同様の実験を行った。 

1.5 fmol の標的 DNAⅡと 10 pmol の DNA プローブを HEPES 緩衝液 (50 mM 

HEPES/NaOH, 500 mM NaCl, pH6.0)に加え、熱変性した。95℃で 5 分間加熱した後、氷上

で急冷させ、熱変性を行った。その後、1.0 M の亜硫酸水素ナトリウム(pH5.0)と 1.0 Mの

CMH (pH5.0)を加え、25℃で 3 時間反応した。反応後の標的 DNAⅡ(50 amol)を鋳型にリア

ルタイム PCR を用いて Ct 値の測定と未修飾標的 DNA 量の割合を算出した。その結果を

Fig. 4-13 に示す。 

Fig. 4-13 の結果より、TWJ 構造を形成する DNA プローブを用いて標的 DNAⅡを化学修

飾した時、分岐点 X が C の標的 DNA と M の標的 DNA で Ct 値に大きな差を確認すること

ができた。また、フルマッチ TWJ とミスマッチ TWJ を比較した結果、サイクリングプラ

イマー伸長反応の結果と同様に、フルマッチ TWJプローブを用いて反応した方が、X = M

の未修飾標的 DNA 量が多く残存しており、分岐点上の C と M を明確に識別できることが

示された。 

バルジ DNA プローブにスペーサーを導入した場合でも TWJ プローブより小さいが、C

とMの標的DNAでCt値に差を確認することができた。未修飾標的DNA量の割合も 0.4%(X 

= C)と 1.5%(X = M)で、約 3.4 倍の差を確認することができたが、未修飾標的 DNA 量が僅

かであった。第 3章の Fig. 3-7、サイクリングプライマー伸長反応の結果とも一致しており、

隣接するシトシンが非特異的に修飾されてしまったことにより未修飾標的DNA量の割合が

著しく低下したと考えられる。 

一方、ミスマッチと通常のバルジ構造(スペーサーなし)を形成する DNA プローブを用い

て反応した場合では、標的 DNA の X が C の時と M の時で Ct 値に大きな差を確認すること

ができなかった。また、Ct 値が低く未修飾標的 DNA 量が多く残存していた。サイクリング

プライマー伸長反応では、バルジ DNA プローブを用いて反応した場合、Xに隣接するシト

シンでの強い伸長反応の阻害が確認された(Fig. 3-6, Lane 5 と 6)。しかし、リアルタイム

PCR の結果では、Ct 値が低く、未修飾の標的 DNA 量が多く残存しており、サイクリング

プライマー伸長反応の結果と一致しなかった。 

本検出法では、プライマー結合領域内にあるシトシンでの反応を防ぐため、プライマー

結合領域を覆うような DNA プローブを使用している。従って、ミスマッチ DNA プローブ

やバルジ DNA プローブの場合、PCR 増幅する際にプライマーが DNA プローブに結合し、

プローブ由来の非特異的な PCR 増幅が生じてしまったため、Ct値が低くなったと考えられ

る(Fig. 4-14a, b)。一方、スペーサーを導入したバルジ DNA プローブでは、プローブ内のス
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ペーサーによりプライマーからの伸長反応が途中で阻害されるため、非特異的な増幅が少

なく、リアルタイム PCR とサイクリングプライマー伸長反応の結果が一致したと考えられ

る(Fig. 4-14c)。この結果から、通常の DNA プローブを用いた場合、スペーサーのような

PCR 阻害物質を DNA プローブ内に組み込むか、反応後に DNA プローブの除去操作が必要

であることが示唆される。一方、TWJ プローブの場合は、2 つのプローブに分かれている

ため、プライマーが結合しても非特異的な増幅が少なくプローブの除去操作なしでダイレ

クトに測定できることが示された(Fig. 4-7d)。 

リアルタイム PCR の結果からも、特定の塩基をピンポイントで修飾、メチル基を識別す

るのに、適した DNA プローブはフルマッチ TWJ プローブであることが示された。また、

特殊な合成 DNA プローブを使わずにプローブの除去操作なしで、リアルタイム PCR でメ

チル化を識別できたことから、TWJ プローブは利便性にも優れていることが示された。 
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Fig. 4-13 各 DNA プローブにおける反応後のリアルタイム PCR 測定結果 

 (a)は、反応前と各 DNA プローブにおける反応後の Ct 値の変化を示す。(b)は、未修飾標的 DNA 量の割

合を示す。 
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Fig. 4-14 各 DNA プローブにおけるプライマーのアニーリングと伸長反応の模式図 
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4-4 結言 

 

 本章では、DNA プローブを用いて特定の CpG 配列中のシトシンを選択的に化学修飾した

後、リアルタイム PCR を用いて PCR 増幅を指標とした簡便な新規メチル化 DNA 検出法の

構築を試みた。リアルタイム PCR を用いた検出系の開発は、迅速かつ定量的なメチル化解

析が期待でき、診断技術や複数の遺伝子のメチル化状態を網羅的に解析するのに有用であ

ると考えられる。 

 TWJ プローブを利用して特定の CpG 配列を化学修飾した後、リアルタイム PCR を用い

て Ct 値の測定と未修飾標的 DNA 量の算出を行った。その結果、X がシトシンの標的 DNA

とメチルシトシンの標的 DNA で Ct 値に約 3~4 サイクルの差を確認することができ、未修

飾標的 DNA 量にも 8 倍以上の差を確認することができた。 

 TWJ プローブ以外に、バルジ DNA プローブ、ミスマッチ DNA プローブを用いて同様の

実験を行ったが、リアルタイム PCR ではメチル化を識別することができなかった。バルジ

DNA プローブにアルキル鎖のスペーサーを導入した DNA プローブでは、Xがシトシンの標

的 DNA とメチルシトシンの標的 DNA で Ct値に差を確認することができたが、未修飾の標

的 DNA 量が僅かであった。また、フルマッチ TWJプローブとミスマッチ TWJ プローブで

反応後の標的 DNA における Ct 値を比較した結果、フルマッチ TWJ プローブの方が Ct 値

の差が大きく、未修飾の標的 DNA が多く残存していることが示された。第 3 章と同様に、

リアルタイムPCRを用いたメチル基識別法も5種類のDNAプローブの内、フルマッチTWJ

プローブが最も X のメチル化を明確に識別できることが示された。 

 以上の結果から、リアルタイム PCR の Ct 値または未修飾の標的 DNA 量から DNA のメ

チル化を簡便に検出でき、フルマッチ TWJ プローブが分岐点上のシトシンのメチル化を最

も明確に識別できることが示された。 

本検出法は、TWJ プローブを利用して特定のシトシンを一塩基選択的に化学修飾するこ

とができるため、配列解析を行わずに特定のシトシンのメチル化状態を簡便に解析するこ

とができる。また、従来のバイサルファイト法は、CpG 配列以外にゲノム DNA 中の全ての

シトシンを非選択的に反応してしまうため、バイサルファイト変換後の標的 DNA 配列の塩

基に偏りが生じ、PCR 増幅またはメチル化を解析する際に大きな制限がかかってしまって

いた。従来の選択性のない反応に比べ、本検出法は特定の CpG配列のみを効率的に反応で

きるため、従来法では検出が困難な領域でもメチル化を解析できる可能性が期待でき、詳

細な遺伝子発現のプロファイリングシステム構築への利用が期待できる。 
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第 5 章 ヒトがん抑制遺伝子から成る合成 DNA を用いたメチル化解析 

 

5-1 緒言 

 

 DNA のメチル化は、細胞のがん化や分化など様々な生命現象に深く関与している。細胞

が分化する過程でのダイナミックなメチル化模様の変化や iPS 細胞におけるメチル化の初

期化、ゲノムインプリンティングなどゲノムワイドなメチル化状態の変化を解析する際に

は、未だに従来法であるバイサルファイトシーケンシングによるゲノムワイドなメチル化

解析が最も有用である。エピジェネティクスや分子生物学の基礎研究において、煩雑な操

作や長い反応時間を必要とするバイサルファイトシーケンシング法のデメリットよりもゲ

ノムワイドな詳細な解析が重要視されている。一方で、従来法は数ミリリットルの血液サ

ンプルや大量の細胞が必要であり、遺伝子のメチル化状態を解析するまでに 2, 3 日かかる

ため、がん診断や遺伝子診断技術など迅速性や簡便性が求められる医療分野での応用に適

していない。特定の遺伝子のメチル化状態を簡便かつ迅速に検出できる新規メチル化 DNA

検出法が開発できれば医療分野での応用が期待できる。また、新しい検出法の開発は、従

来法では検出が困難であった領域などをカバーできる可能性があるため、詳細なエピゲノ

ムマップを作成するのに役立つと考えられる。 

第 4 章で、TWJ 構造を形成させた標的 DNA を亜硫酸水素ナトリウムとアミノオキシ化合

物で化学修飾することで TWJ構造の分岐点上に位置するシトシンのメチル化をリアルタイ

ム PCR で簡便に識別できることが示された。本章では、がん抑制遺伝子など、細胞のがん

化とメチル化状態が密に関連している遺伝子のメチル化状態を検出できるか p16 遺伝子と

retinobastma (RB1)遺伝子の合成配列を用いてモデル実験を行う。 

 1-3 で述べたように、p16 遺伝子は乳がん患者で過剰にメチル化されていることが報告さ

れているため、p16 遺伝子のメチル化状態の解析は、がん診断の有用な指標になると考えら

れる。また、RB1 遺伝子もがん抑制遺伝子の一つである。 

RB1 遺伝子のエキソン 8 や 14、25、27 には、CpG 配列にアデニンが隣接した CGA 配

列がいくつか存在する。エキソン部位の CpG 配列におけるシトシンのメチル化は、遺伝子

の不活性化よりも点変異、チミンへの変異に深く関与していることが報告されている69,70。

通常、シトシンの 4 位に脱アミノ化が生じても DNA 修復機構により正常なシトシンへと修

復されるが、5-メチルシトシンが脱アミノ化された場合、5 位のメチル基によりチミンとし

て誤認識されるため、高頻度で変異が生じる。従って、CGA 配列中のシトシンがメチル化

された場合、脱アミノ化を経て TGA 配列(UGA, 終止コドン)へ変換される確率が非常に高

くなる。TGA 配列に変異した場合、翻訳途中に終止コドンがあるため、正常なタンパク質

が生産されず、細胞のがん化を誘発する。RB1 エキソン 8 には、3 ヵ所の CpG 配列があり、

その内、2 ヵ所は A が隣接した CGA 配列である。この RB1 エキソン 8 にある CGA 配列中

のシトシンのメチル化をピンポイントで検出できるか試みる。 



83 
 

 RB1 遺伝子のように特定のシトシンのメチル化が遺伝子変異を引き起こし、細胞のがん

化を誘発するケースもあり、配列解析を行わずに特定のシトシンのメチル化状態をピンポ

イントで簡便に検出できる方法は、新しい遺伝子診断のツールにも成りえる。従来法であ

るバイサルファイト法は、非メチル化シトシンをウラシル、チミンへと変換させることで

シトシンのメチル化を識別しているが、メチル化された 5-メチルシトシンが脱アミノ化を

経てチミンへ変異した場合、MSP や MethyLight 法ではバイサルファイト反応によってチミ

ンに変換されたのか、メチル化によりチミンに変異していたのかを識別することができず、

メチル化による致命的な変異を見過ごす可能性が考えられる。メチル化を経てチミンへと

変異していた場合、バイサルファイトシーケンシング法を用いて変換前と変換後の配列解

析を行わなければ識別することができないため、簡便に検出することが困難である。一方、

本検出法は、非メチル化シトシンを特異的に化学修飾し、PCR 増幅の阻害を利用してメチ

ル化を検出しているため、メチル化とチミンへの変異を識別することはできないが、シト

シンと識別することはできる。このように従来法とは異なるアプローチによる新しいメチ

ル化 DNA 検出法の開発は、DNA のメチル化状態をより鮮明にプロファイリングするのに有

用である。また、一塩基単位でメチル化による変異や脱メチル化をモニタリングすること

ができれば、5-ヒドロキシメチルシトシンや 5-ホルミルシトシン、5-カルボキシルシトシン

などの修飾核酸による遺伝子の再活性化や脱メチル化経路など機能解明にも役立つと考え

られる。 

 

 

5-2 実験方法 

 

 任意の量の標的 DNA と TWJ プローブを HEPES 緩衝液に加え、熱変性行った。熱変性

後、1.0 Mの亜硫酸水素ナトリウム水溶液(pH5.0)と 1.0 M CMH (pH5.0)を加え、3 時間 25℃

で反応した。反応後、エタノール沈殿を行い、DNA サンプルを粗精製した。粗精製した DNA

サンプルを鋳型にリアルタイム PCR である一定量の PCR 増幅産物が得られるまでのサイ

クル数、Ct 値の測定をした。また、反応前の標的 DNA の Ct 値から未修飾標的 DNA 量の割

合を算出した。 

リアルタイム PCR の反応は、TaKaRa の Ex Taq 及び付属の 10×Ex Taq Buffer、2.5 mM 

dNTP mixture と 10×SYBR GreenⅠを用いた。DNA サンプル 10.0μl と 10×Ex Taq Buffer 

2.5μl、10×SYBR GreenⅠ2.5μl、2.5 mM dNTP mixture 2.0μl (5 nmol)、50 mM MgSO4 1.0

μl、2.5μM のフォワードプライマーと 2.5μM のリバースプライマーをそれぞれ 1.5μl 

(3.75 pmol)加え、最終体積が 25μl になるように滅菌水を加えた。この時、それぞれの最終

濃度が 1×Ex Taq Buffer、0.2 mM dNTP mixture、2 mM MgSO4、150 nM プライマーにな

るように PCR 反応溶液を調製した。反応溶液に 5.0 U/μl の Ex Taq を 0.1μl 加え、リアル

タイム PCR 測定を行った。 
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基本的な実験操作は、第 4 章の 4-2-2 と同じであるため、下記には、リアルタイム PCR

のプログラムおよび使用した DNA 配列など詳細を記す。プライマー配列は、主に Sequence 

Assistant ver. 2. 1 を使用して設計した。 

 

 

5-2-1 p16 プロモーター配列から成る 49 塩基の合成 DNA を用いたメチル化解析 

 

p16遺伝子のプロモーター配列(GenBank, AF022809.1)から成る 49塩基の合成標的DNA

配列、および DNA プローブ配列、プライマー配列を Table 5-1 に示す。49 塩基の合成 DNA

配列の X 部位が C または M の 2 種類の標的 DNA (p16 promoter 1)を用いて実験を行った。

標的 DNA に DNA プローブ(TWJ プローブ 1 と TWJ プローブ 2)を加え、HEPES 緩衝液(50 

mM HEPES/NaOH, 1.0 M NaCl, pH6.0)に溶解させた後、熱変性を行った。熱変性は、95℃

で 5 分間加熱した後、氷上で急冷させた。TWJ 構造を形成させた標的 DNA の二次構造の模

式図を Fig. 5-1a に示す。リアルタイム PCR 測定は以下のプログラムで行った【55℃:5 分

→95℃:5 分→(95℃:5 秒→52℃:10 秒→72℃:15 秒, 50 サイクル)→95℃:5 分→60℃:5 分→

95℃:5 分】。 

 

 

Table 5-1. 49 塩基の合成 DNA を用いたメチル化解析用 DNA 配列  
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5-2-2 p16 プロモーター配列から成る二本鎖 DNA を用いたメチル化解析 

 

p16遺伝子のプロモーター配列(GenBank, AF022809.1)から成る 54塩基の合成標的DNA

配列、および相補鎖 DNA、DNA プローブ配列、プライマー配列を Table 5-2 に示す。54 塩

基の合成 DNA 配列の X部位が C または M の 2 種類の標的 DNA (p16 promoter 2)を用いて

実験を行った。標的 DNA に DNA プローブ(TWJ プローブ 3 と TWJ プローブ 4)を加え、

HEPES 緩衝液(50 mM HEPES/NaOH, 1.0 M NaCl, pH6.0)に溶解させ、熱変性を行った。熱

変性は、95℃で 5 分間加熱した後、氷上で急冷させた。TWJ 構造を形成させた標的 DNA

の二次構造の模式図を Fig. 5-1b に示す。二本鎖標的 DNA の実験は、標的 DNA 量の 1.1 倍

量の相補鎖 DNA (cDNA)を加えて実験を行った。リアルタイム PCR は以下のプログラムで

測定を行った【55℃:5 分→95℃:5 分→(95℃:5 秒→64℃:10 秒→72℃:15 秒, 50 サイクル)

→95℃:5 分→60℃:5 分→95℃:5 分】。 

 

 

Table 5-2. 54 塩基の二本鎖 DNA を用いたメチル化解析用 DNA 配列 
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5-2-3 96 塩基の合成 DNA を用いた 2 ヵ所のメチル化パターン解析 

 

 p16遺伝子のプロモーター配列(GenBank, AF022809.1)から成る 96塩基の合成標的DNA

配列、DNA プローブ配列を Table 5-3 に示す。92 塩基の合成 DNA 配列の X 部位と Y部位

がそれぞれ C または Mの 3 種類の標的 DNA (p16 promoter 1+2)を用いて実験を行った。

DNA プローブ(TWJ プローブ 1, 2, 4)およびプライマーは、5-2-1 (Table 5-1)と 5-2-2 (Table 

5-2)のプローブおよびプライマーを使用した。ただし、TWJ プローブ 3 のみ Table 5-3 の

TWJプローブ 3′を用いた。標的DNAにそれぞれの DNAプローブを加え、HEPES緩衝液(50 

mM HEPES/NaOH, 1.0 M NaCl, pH6.0)に溶解させた後、熱変性を行った。熱変性は、95℃

で 5 分間加熱した後、氷上で急冷させた。TWJ 構造を形成させた標的 DNA の二次構造の模

式図を Fig. 5-1c に示す。リアルタイム PCR のプログラムは、それぞれのプライマーに対

応した 5-2-1 と 5-2-2 の条件で行った。 

 

 

Table 5-3. 2 ヵ所のメチル化パターン解析用 DNA 配列 
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5-2-4 p16 エキソン 1 から成る 92 塩基の合成 DNA を用いたメチル化解析 

 

p16遺伝子のエキソン 1配列(GenBank, U12818.1)から成る 92塩基の合成標的DNA配列、

および DNA プローブ配列、プライマー配列を Table 5-4 に示す。92 塩基の合成 DNA 配列

の X部位がCまたはMの 2種類の標的DNA (p16 exon 1)を用いて実験を行った。標的 DNA

に TWJ プローブを加え、HEPES 緩衝液(50 mM HEPES/NaOH, 500 mM NaCl, pH6.0)に溶

解させた後、熱変性を行った。熱変性は、95℃で 5 分間加熱した後、氷上で急冷させた。

TWJ構造を形成させた標的DNAの二次構造の模式図をFig. 5-1dに示す。リアルタイムPCR

測定は以下のプログラムで行った【55℃:5分→95℃:5分→(95℃:5秒→66℃:10秒→72℃:15

秒, 50 サイクル)→95℃:5 分→60℃:5 分→95℃:5 分】。 

 

 

Table 5-4. 92 塩基の合成 DNA を用いたメチル化解析用 DNA 配列 
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5-2-5 RB1 エキソン 8 から成る 80 塩基の合成 DNA を用いたメチル化解析 

 

RB1 遺伝子のエキソン 8 配列(GenBank, L41896.1)から成る 80 塩基の合成標的 DNA 配

列、および DNA プローブ配列、プライマー配列を Table 5-5 に示す。80 塩基の合成 DNA

配列の X 部位が C または M の 2 種類の標的 DNA (RB1 exon 8)を用いて実験を行った。標

的 DNA に DNA プローブ(TWJ プローブ 1, 2 または TWJ プローブ 3, 4)を加え、HEPES 緩

衝液(50 mM HEPES/NaOH, 50 mM NaCl, pH7.0)に溶解させ、熱変性を行った。熱変性は、

95℃で 15 分間加熱した後、30 分かけてゆっくりと温度を 30℃に下げてから 25℃で 5 分間

静置させた。TWJ 構造を形成させた標的 DNA の二次構造の模式図を Fig. 5-1e に示す。リ

アルタイム PCR のプログラムは以下に記す【55℃:5 分→95℃:5 分→(95℃:5 秒→60℃:10

秒→72℃:15 秒, 50 サイクル)→95℃:5 分→60℃:5 分→95℃:5 分】。 

 

 

Table 5-5. 80 塩基の合成 DNA を用いたメチル化解析用 DNA 配列 
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Fig. 5-1 各標的 DNA における TWJ 構造の模式図 
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5-3 結果及び考察 

 

5-3-1 p16 の部分配列から成る合成 DNA でのメチル化検出結果 

 

 がん抑制遺伝子の一つであるp16遺伝子の部分配列から成る合成DNAを標的としてX部

位または Y 部位のメチル化をピンポイントで検出できるか試みた。p16 遺伝子のメチル化

異常は、乳がんを含むいくつかの腫瘍形成に関与しているため、p16 の部分配列から成る合

成 DNA でメチル化状態を解析することができれば、ゲノム DNA での検出、がん診断への

応用が期待できる。 

 

 

5-3-1-1 p16 プロモーター配列 1 (1863 番目の C)のメチル化検出結果 

  

1.5 pmolの標的DNAとDNAプローブ 6.0 pmolをHEPES緩衝液(50 mM HEPES/NaOH, 

1.0 M NaCl, pH6.0)に溶解させ、熱変性により TWJ構造を形成させ後、1.0 Mの亜硫酸水素

ナトリウム(pH5.0)と 1.0 M CMH (pH5.0)を加え、3時間 25℃で反応した。反応後の標的DNA 

(50 fmol)を鋳型にリアルタイム PCRを行い Ct値の測定と未修飾標的 DNA量の割合を算出

した。その結果を Fig. 5-2 に示す。 

Fig. 5-2a の結果より、反応前では X = C の標的 DNA と X = M の標的 DNA ともに Ct値

が 6.6 サイクルとほぼ同一であり、初期の DNA 量が等しいことが確認できる。一方、DNA

プローブを加え TWJ 構造を形成させて化学修飾を行った反応後の標的 DNA では、分岐点

(X)が C の場合、Ct 値が 6.6 サイクルから 12.2 サイクルへ大きく増大したのに対して、M

の場合では 6.6 サイクルから 8.5 サイクルへ僅かにしか増大しなかった。X = C の標的 DNA

と X = M の標的 DNA で反応前は Ct値がほぼ同じであったが、反応後では Ct値に約 3.7 サ

イクルの差を確認することができた。また、リアルタイム PCR で測定した Ct 値から反応

後の未修飾標的 DNA 量の割合を求めた結果(Fig. 5-2b)、X = C の標的 DNA では未修飾標的

DNA 量の割合が 3.5%であったのに対して、X = M の標的 DNA では 33.0%で、X が C の標

的 DNA に比べ、約 9.4 倍も多く残存しており、有意な差を確認することができた。 

標的 DNA 量を 1.5 pmol から 150 fmol、15 fmol に減らして同様の実験を行った。その結

果を Fig. 5-3 に示す。各標的 DNA 量における反応前と反応後の Ct 値を測定した結果、1.5 

pmolの場合では反応後の X = Cの標的DNAとMの標的DNAで約 3.7サイクルの差が確認

できていたが、150 fmol に減らした時、Ct 値の差が約 2.4 サイクルに減少した。また、未

修飾標的 DNA 量の割合は 7.3%(X = C)と 26.8%(X = M)になり、約 3.7 倍の差しか確認する

ことができなかった。15 fmolの標的DNAではCとMで差を識別することができなかった。 

The mfold Web server (http://mfold.rna.albany.edu/)を用いて標的 DNA の推定二次構造を

予測した結果を Fig. 5-4 に示す。今回使用した 49 塩基の標的 DNA 配列は、分子内に相補
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的な部分が多く、Fig. 5-4 のような高次構造を形成しやすいため、プライマーや DNA プロ

ーブの結合を阻害したと考えられる。従って、低コピー数の標的 DNAでの PCR増幅やDNA

プローブの結合が阻害され、X 部位のメチル化を検出できなくなったと推測される。 

通常の PCR 法や DNA プローブを利用した配列選択的な化学修飾法の場合、プライマー

や DNA プローブ配列の設計が困難な領域や増幅が難しい領域がある。特に、PCR を利用し

た検出系で高感度化を目指した場合、プライマーダイマーの形成や結合領域、増幅産物の

ダイマー形成など様々な要因を考慮しなければならない。この問題は、PCR 増幅や配列解

析など核酸分子を解析するほとんどの手法で共通する問題であり、従来法のバイサルファ

イトシーケンシング法や MSP、MethyLight 法にも共通する問題である。これらの根本的な

問題点を改善するには、核酸分子増幅法に頼らない異なる検出系の開発が求められる。3-3-2

や 4-3-2 で様々なアミノオキシ化合物でシトシンを特異的に修飾できることが既に確認で

きているため、蛍光またはビオチン標識されたアミノオキシ化合物を利用した新たな検出

法を開発できれば、従来の核酸分子増幅法では検出が困難な領域をカバーできる可能性が

期待できる。従来法と比較して、アミノオキシ化合物を利用した本検出法は、リアルタイ

ム PCR 以外に様々な検出系へのアプローチが期待できるため、従来法よりも利便性や汎用

性に優れていることが示唆される。 

 

 
Fig. 5-2 p16 プロモーター領域の 1863 番目のシトシンにおけるメチル化識別結果 

(a) 1.5 pmol の標的 DNA における反応前と反応後の Ct 値の変化 (b) Ct 値から算出した反応後の未修飾

標的 DNA 量の割合を示す。 
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Fig. 5-3 検出限界の確認 
(a) 15 fmol~1.5 pmol の修飾前と修飾後の各標的 DNA における Ct 値を示す。 (b) 修飾後の各標的 DNA

における未修飾標的 DNA 量の割合を示す。 

 

 
Fig. 5-4 p16 部分配列(49 塩基)の一次構造と推定二次構造 
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5-3-1-2 p16 プロモーター配列 2 (1905 番目の C)でのメチル化検出結果 

 

 5-3-1-1で p16遺伝子の部分配列を合成した標的DNAでも TWJ構造の分岐点上に位置す

るシトシンのメチル化をピンポイントで検出できることが示された。同様に p16 遺伝子の

異なる CpG 部位のメチル化も検出できるか、汎用性の確認を行った。 

まず、5-3-1-1 と同様に 15 fmol の一本鎖標的 DNA を用いて実験を行った。15 fmol の標

的 DNA と DNA プローブ 6.0 pmol を HEPES 緩衝液(50 mM HEPES/NaOH, 1.0 M NaCl, 

pH6.0)に溶解させ、熱変性を行った後、1.0 M の亜硫酸水素ナトリウム(pH5.0)と 1.0 M CMH 

(pH5.0)を加え、3 時間 25℃で反応した。反応後の標的 DNA (0.5 fmol)を鋳型にリアルタイ

ム PCR を行い Ct値の測定と未修飾標的 DNA 量を算出した。その結果を Fig. 5-5 に示す。 

1.0 M の亜硫酸水素ナトリウム(pH5.0)と 1.0 Mの CMH (pH5.0)で反応する前の標的 DNA

の Ct値は、X = C の標的 DNA と X = M の標的 DNA で 11.1 サイクルと 11.0 サイクルでほ

ぼ同じであり、初めの DNA 量が等しいことがわかる。一方、TWJ プローブを加えて反応を

行った場合、X = C の標的 DNA では Ct 値が 15.3 サイクルに増大したのに対して X = M の

標的 DNA では 11.9 サイクルとほとんど変化しなかった。X が C と M の場合で Ct 値に約

3.5 サイクルの差を確認することができた。また、反応前の標的 DNA 量から反応後の未修

飾の標的 DNA量の割合を算出した結果、X = C の標的 DNA では未修飾の標的 DNAは 6.7%

しか残存していなかったのに対して、X = M の標的 DNA では 56.1%も未修飾の標的 DNA

が有意に多く残存しており、X が C と M の場合で約 8.4 倍の差を確認することができた。

この結果から、p16 の異なる CpG 部位でもシトシンのメチル化をピンポイントで識別でき

ることが示され、他のCpG部位や遺伝子のメチル化状態を解析できる可能性が示唆された。 
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Fig. 5-5 p16 プロモーター領域の 1905 番目のシトシンにおけるメチル化識別結果 
(a) 15 fmolの一本鎖標的 DNA における反応前と反応後の Ct値の変化 (b) Ct値から算出した反応後の未

修飾標的 DNA 量の割合を示す。 
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5-3-1-3 p16 合成 DNA(1905)の二本鎖標的 DNA を用いたメチル化検出結果 

 

 一本鎖の標的 DNA で検出できることが確認できたため、ゲノム DNA での検出を考え、

二本鎖の標的DNAでも検出できるか同様の実験を行った。1.5 fmolの標的DNAと 1.65 fmol 

(標的 DNA の 1.1 倍量)の相補鎖、DNA プローブ 6.0 pmol を HEPES 緩衝液(50 mM 

HEPES/NaOH, 1.0 M NaCl, pH6.0)に溶解させ、熱変性を行った後、1.0 Mの亜硫酸水素ナ

トリウム(pH5.0)と 1.0 M の CMH (pH5.0)を加え、3 時間 25℃で反応した。反応後の標的

DNA (50 amol)を鋳型にリアルタイム PCR を行い Ct値の測定と未修飾標的 DNA 量の割合

を算出した。その結果を Fig. 5-6 に示す。 

反応前の相補鎖 DNA を含む、二本鎖標的 DNA の Ct値は、X = C と X = M の標的 DNA

でそれぞれ、13.9 サイクルと 13.8 サイクルでほぼ同じであり、反応前の DNA 量が等しい

ことがわかる。また、相補鎖 DNA を 6.0 pmol、過剰に加えて 1.0 M の亜硫酸水素ナトリウ

ム(pH5.0)と 1.0 M の CMH (pH5.0)で反応した場合でも、X = C の標的 DNA と X = M の標

的 DNA の Ct値は、ともに 13.8 サイクルであった。一方、二本鎖の標的 DNA に TWJ プロ

ーブを 6.0 pmol 加え、反応した場合、X = C の標的 DNA では Ct 値が 18.9 サイクルに著し

く増大したのに対して、X = M の標的 DNA では 15.3 サイクルと僅かな増大であった。X が

C と M の場合で、Ct 値に約 3.7 サイクルの差を確認することができた。 

反応前の標的 DNA の Ct 値から反応後のそれぞれの標的 DNA における未修飾標的 DNA

量の割合を算出した結果、相補鎖 DNA を 6.0 pmol、過剰に加えて反応した場合、未修飾の

標的 DNA は 100.3%(X = C)または 99.2%(X = M)と多く残存しており、ほとんど化学修飾さ

れていないことが確認できる。この結果から、相補鎖 DNA を過剰に加え、二本鎖 DNA を

形成させた場合、塩基対間のスタッキング相互作用や二重らせん構造により DNA 鎖中のシ

トシンが保護されていることが推測される。一方、二本鎖の標的 DNA に TWJ プローブ 6.0 

pmol を加えて反応した場合、一本鎖の標的 DNA と同様に、X = C の標的 DNA では未修飾

の標的 DNA 量が約 4.5%であったのに対して、X = M の標的 DNA では 40.3%であった。X

が C と M の標的 DNA で、約 9.5 倍の差を確認することができ、分岐点上の X のメチル化

をピンポイントで識別できた。これらの結果から、二本鎖の標的 DNA でも簡便に DNA の

メチル化をピンポイントで識別できることが確認され、ゲノム DNA でも DNA のメチル化

状態を簡便に解析できる可能性が示唆された。 
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Fig. 5-6 二本鎖標的 DNA 中のシトシンにおけるメチル化識別結果 

(a) 1.5 fmolの二本鎖標的DNAにおける反応前と反応後のCt値の変化 (b) Ct値から算出した反応後の未

修飾標的 DNA 量の割合を示す。 
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5-3-1-4 p16 合成 DNA(1905)の二本鎖標的 DNA を用いた検出限界の確認 

 

54 塩基の二本鎖標的 DNA における検出限界の確認を行った。150 zmol から 15 fmol の

各二本鎖標的DNAと6.0 pmolのTWJプローブをHEPES緩衝液(50 mM HEPES/NaOH, 1.0 

M NaCl, pH6.0)に溶解させ、TWJ 構造を形成させ後、1.0 Mの亜硫酸水素ナトリウム(pH5.0)

と 1.0 M の CMH (pH5.0)を加え、3 時間 25℃で反応した。反応後、各標的 DNA における

Ct 値の変化を測定した。測定結果を Fig. 5-7 に示す。 

各標的 DNA 量(150 zmol から 15 fmol)の反応前の Ct 値は、X = C と X = M ともにほぼ同

じであった。一方、反応後の標的 DNA、150 zmol の標的 DNA 以外では、X が C と M で

Ct 値に有意な差を確認することができ、分岐点上のシトシンのメチル化を識別することが

できた。15 amol から 15 fmol までの標的 DNA では、X が C と M の場合で Ct 値に約 3.1

サイクルから 3.3 サイクルの差を確認することができた。1.5 amol の標的 DNA では Ct 値

の差が 2.0 サイクルに減少したが、差を確認することができた。この結果から、この標的

DNA における 1905 部位のメチル化を識別するには、1.5 amol、約百万コピーの DNA また

は数百μl の血液サンプルがあればメチル化を検出できる可能性が示唆された。 

 

 

 

Fig. 5-7 各標的 DNA 量における反応前と反応後の Ct 値の変化 
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5-3-1-5 p16 合成 DNA(1905)の二本鎖標的 DNA を用いたメチル化率の検出 

 

 DNA のメチル化状態を解析する場合、がん細胞を単離して培養した単一な細胞集団など、

メチル化パターンが同一な DNA サンプルの場合は、特定のシトシンがメチル化されている

か、またはメチル化されていないかの 2 パターンを解析するだけで十分であり、前回まで

の実験方法で識別することができる。しかし、メチル化 DNA の解析では、メチル化率の定

量が必要な場合が多い。血液サンプルや採取してきた不均一な細胞集団の場合、メチル化

パターンが異なるゲノム DNA が混在しているため、病的な DNA メチル化異常をもつ細胞

がどのくらい存在するのか定量する必要がある。また、用途によって求められる精度や感

度が異なる。 

 まず、モデル実験として 150 amol の二本鎖標的 DNA を用いてメチル化率が検出できる

か実験を行った。X = C の標的 DNA と X = M の標的 DNA を任意の値、X = M の標的を 100, 

75, 25, 10, 5%の割合で混合し、合計で 150 amol になるように DNA サンプルを調製した。

各メチル化率の標的 DNA (150 amol)と TWJ プローブ(6.0 pmol)を HEPES 緩衝液(50 mM 

HEPES/NaOH, 1.0 M NaCl, pH6.0)に溶解させ、TWJ 構造を形成させ後、1.0 M の亜硫酸水

素ナトリウム(pH5.0)と 1.0 M の CMH (pH5.0)を加え、3 時間 25℃で反応した。反応後の各

メチル化率による Ct 値の変化を測定した結果を Fig. 5-8 に示す。 

Fig. 5-8 の結果から、メチル化率に依存して Ct 値が変化していることが確認できる。X

が 100%メチル化された標的 DNA では、Ct 値が 20.7 サイクルと低いのに対して、メチル

化率の低下に伴い、Ct 値が上昇した。メチル化率が 5%の標的 DNA では、Ct 値が 23.5 サ

イクルまで上昇し、メチル化率と修飾後の Ct 値の相関は、R2 = 0.9972 であった。 

この結果から、X = C の標的 DNA 量、修飾されたシトシン誘導体を含む DNA 鎖の量に

依存して Ct 値が増加していることが推測される。従って、メチル化 DNA と非メチル化 DNA

のコントロールを用いて、検量線を作成することで血液サンプルや採取してきた不均一な

細胞集団からでも、Ct値から簡単にメチル化率を算出できる可能性が示唆された。 
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Fig. 5-8 メチル化率と Ct値の関係 
 X= Mの標的 DNA の割合を 100%から 75%、25%、10%、5%と減らしたメチル化率の異なる二本鎖標

的 DNA の修飾後の Ct 値の変化を示す。 
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5-3-1-6 2 ヵ所のメチル化パターン解析結果 

  

 5-3-1-1 と 5-3-1-2 の結果から、1863 番目と 1905 番目のシトシンのメチル化をピンポイ

ントで検出できることが示された。遺伝子診断や遺伝子発現のプロファイリングなどへの

応用を考えた場合、1 ヵ所の CpG 配列におけるメチル化状態だけでは、周囲のメチル化状

態を判断することが難しく遺伝子の発現状態を予測することが困難である。複数個所の

CpG 配列のメチル化を同時に検出することができれば、遺伝子の発現状態をより正確に予

測することができ、エピゲノムタイピングや遺伝子発現のプロファイリングへの応用が期

待できる。1863 番目(X)と 1905 番目(Y)の 2 ヵ所の CpG 配列を含む 96 塩基の合成 DNA を

用いて、2 ヵ所の CpG 配列のメチル化パターンを同時に検出できるか実験を行った。 

96 塩基の標的 DNA (1.5 pmol)と 4 種類の DNA プローブ(6.0 pmol)を HEPES 緩衝液(50 

mM HEPES/NaOH, 1.0 M NaCl, pH6.0)に溶解させ、TWJ 構造を形成させ後、1.0 M の亜硫

酸水素ナトリウム(pH5.0)と 1.0 MのCMH (pH5.0)を加え、3時間 25℃で反応した。反応後、

各標的 DNA(50 fmol)を鋳型に X と Yのメチル化を検出するため、2 組のプライマーを利用

してリアルタイム PCR で Ct 値の測定を行った。その結果を Fig. 5-9b に示す。標的 DNA

は、Xと Y のメチル化状態が異なる標的 DNA1 (X = C, Y = C)と標的 DNA2 (X = M, Y = C)、

標的 DNA3 (X = C, Y = M)の三種類の標的 DNA を使用して実験を行った。 

各標的 DNA における反応前と反応後の Ct 値を比較した結果、標的 DNA1 では反応前の

Ct 値が 5.9 サイクル(X)と 6.5 サイクル(Y)であったのに対して、反応後は 12.7 サイクル(X)

と 10.4 サイクル(Y)に増大していた。それぞれの反応前と反応後の Ct 値の差は 6.8 サイク

ル(X)と 3.9 サイクル(Y)であった。一方、標的 DNA2 では反応前が 5.9 サイクル(X)と 6.4 サ

イクル(Y)であったのに対して、反応後は 8.7 サイクル(X)と 10.4 サイクル(Y)であった。そ

れぞれの反応前と反応後の Ct 値の差は 2.8 サイクル(X)と 4.1 サイクル(Y)であった。標的

DNA3 では反応前が 5.6 サイクル(X)と 5.4 サイクル(Y)であったのに対して、反応後は 12.1

サイクル(X)と 5.9 サイクル(Y)であった。それぞれの反応前と反応後の Ct値の差は 6.5 サイ

クル(X)と 0.5 サイクル(Y)であった。 

1863(X)部位が C の場合、反応前と反応後で Ct 値が約 6 サイクル増大しているのに対し

て、M の場合では 2.8 サイクルしか増大していなかった。また、1905(Y)部位が C の場合、

反応前と反応後で約 4 サイクル増大しているのに対して、M の場合では 0.5 サイクルしか

増大していなかった。これらの結果から、反応前と反応後の Ct 値の変化を調べることで、

複数個所でもシトシンのメチル化を識別できることが示された。 

それぞれの反応前の Ct 値から反応後の未修飾標的 DNA 量の割合を算出した結果を Fig. 

5-8c に示す。1863 部位では、標的 DNA1 と標的 DNA3 の未修飾標的 DNA 量の割合が 3.5%

と 3.9%であったのに対して、標的 DNA2 の未修飾標的 DNA 量の割合は 25.4%であった。

1863 部位が C と M の場合で、未修飾標的 DNA 量の割合に 6.5 倍以上の差を確認すること

ができた。また、1905 部位では標的 DNA1 と標的 DNA2 の未修飾標的 DNA 量の割合が
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14.5%と 13.3%であったのに対して、標的 DNA3 の未修飾標的 DNA 量の割合は 76.3%であ

った。1905 部位が C と M の場合で未修飾標的 DNA 量に約 5.3 倍の差を確認することがで

きた。この結果は 5-3-1-1 と 5-3-1-2 の結果とも一致している。数値の差異などは、短い合

成 DNA と長い合成 DNA における鎖長の違いが原因であると考えられる。例えば、1863 の

短い標的 DNA の場合、Fig. 5-4 のような高次構造を形成している可能性が予測されるが、

長い標的 DNA では周辺配列により異なる高次構造を形成している可能性がある。また、

1863部位と1905部位で未修飾標的DNA量の割合に大きな違いが生じたのは、1863のCpG

配列は左隣にシトシンが隣接しているのに対して、1905 の CpG 配列の左隣はグアニンで

あるため、PCR 増幅の阻害に差が生じたと考えられる。この結果から、同一遺伝子上の CpG

配列のメチル化を 2 ヵ所同時に解析できることが示され、複数個所の遺伝子のメチル化状

態を同時に解析できる可能性が示唆された。したがって、エピゲノムタイピングや遺伝子

発現のプロファイリングへの応用が期待できる。 

次に、標的 DNA 量を減らして、150 amol、1.5 fmol、15 fmol、1.5 pmol の各標的 DNA

量における反応前と反応後の Ct 値の変化を調べた。その結果を Fig. 5-10 に示す。5-3-1-1

で 49 塩基の短い合成 DNA を用いて 1863 部位のメチル化を解析した結果、分岐点上のシト

シンのメチル化を識別できたのは、150 fmol の標的 DNA までであった。一方、96 塩基の

長い合成 DNA の場合では、1.5 fmol でもメチル化を識別することができた。短い標的 DNA

と長い標的 DNA で検出限界がことなることからも、鎖長の違いにより標的 DNA の高次構

造が変化していることが予測される。また、同一の DNA 鎖上に存在する 1863(X)部位と

1905(Y)部位のメチル化を同時に検出したが、1863 部位では 150 amol の標的 DNA の時、

分岐点上のシトシンのメチル化を識別することができなったのに対して、1905 部位では

150 amol の標的 DNA でも明確にシトシンのメチル化を識別することができた。これらの結

果から検出部位の周辺配列により、検出感度が大きく左右されることが示唆された。 
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Fig. 5-9 2 ヵ所のメチル化同時検出結果 

(a) TWJ 構造を形成させた標的 DNA の模式図 (b) 反応前と反応後の各標的 DNA における Ct 値 (c) 反

応後の標的 DNA における未修飾標的 DNA 量の割合 
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Fig. 5-10 96 塩基の合成 DNA における検出限界の比較 
 (a)は、1863 (XpG)部位の各標的 DNA 量における反応前と反応後の Ct 値の変化を示す。(b)は、1905 (YpG)

部位の各標的DNA量における反応前と反応後のCt値の変化を示す。各グラフの”○”は、反応後の標的DNA1 

(X = C, Y = C)、”△”は反応後の標的 DNA2 (X = M, Y = C)、”□”は反応後の DNA3 (X =C, Y = M)における

Ct 値を示す。また、塗り潰してある●, ▲, ■は反応前の標的 DNA を示す。 

 

 

5-3-1-7 p16 エキソン 1 の部分配列を用いたメチル化検出結果 

 

 標的 DNA (500 amol)と DNA プローブ(10 pmol)を HEPES 緩衝液(50 mM HEPES/NaOH, 

500 mM NaCl, pH6.0)に溶解させ、TWJ 構造を形成させ後、1.0 M の亜硫酸水素ナトリウム

(pH5.0)と 1.0 M の CMH (pH5.0)を加え、3 時間 25℃で反応した。反応前と反応後のそれぞ

れの標的 DNA(250 amol)を鋳型にリアルタイム PCR で Ct 値の測定を行った。その結果を

Fig. 5-11a に示す。また、反応前の Ct 値から反応後の未修飾標的 DNA 量の割合を算出した

結果を Fig. 5-11b に示す。 

 Fig. 5-11a の結果より、反応前の Ct 値は、X = C の標的 DNA では 16.4 サイクル、X = M

の標的DNAでは16.1サイクルとほぼ等しく初期のDNA量が同じであることが確認できる。

一方、反応後の標的 DNA における Ct 値は、X = C の標的では 21.7 サイクル、X = M の標

的 DNA では 18.1 サイクルに増加しており、X = C と X = M の標的 DNA で Ct 値に 3.6 サイ

クルの差を確認することができた。また、Fig. 5-11b より、反応後の未修飾標的 DNA 量の
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割合を比較した結果、X = C の標的 DNA では未修飾標的 DNA 量の割合が 6.1%であったの

に対して X = M の標的 DNA では 35.5%と約 5.8 倍の差を確認することができた。 

 これまでの実験では、約 50 塩基ほどの短い標的 DNA 配列と 40 塩基ほどの DNA プロー

ブを用いて実験を行ってきたが、92 塩基の長い標的配列でも TWJ プローブにより 1 ヵ所の

CpG 配列のメチル化をピンポイントで識別できることが示された。DNA プローブにより、

広い領域を保護し、特定の塩基のみを配列選択的に化学修飾することができたため、SYBR 

Green 以外に蛍光標的された TaqMan プローブによる検出なども期待でき、複数の遺伝子

を同時に解析できる可能性が示唆される。 

 

 

 

Fig. 5-11 p16 エキソン 1 のメチル化解析用プローブと解析結果 
(a) 500 amol の標的 DNA における反応前と反応後の Ct 値の変化 (b) Ct 値から算出した反応後の未修飾

標的 DNA 量の割合を示す。 
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5-3-2 RB1 エキソン 8 の部分配列を用いたメチル化検出結果 

 

 これまでの実験では、乳がんや胃がんなど多くの疾患と関連がある p16 遺伝子のメチル

化状態を解析できるか合成 DNA を用いて実験を行ってきた。その結果、p16 遺伝子のプロ

モーター部位やエキソン部位のメチル化状態を解析できることが示された。他の遺伝子で

も同様にメチル化状態を解析できるか、RB1 遺伝子のエキソン 8 の部分配列から成る 80 塩

基の合成 DNA を用いてメチル化解析を行った。 

 標的 DNA (500 amol)と DNA プローブ(10 pmol)を HEPES 緩衝液(50 mM HEPES/NaOH, 

50 mM NaCl, pH7.0)に加え、熱変性を行った。その後、TWJ 構造を形成させた後、1.0 M

の亜硫酸水素ナトリウム(pH5.0)と 1.0 M の CMH (pH5.0)で 3 時間、25℃で反応を行った。

反応前と反応後のそれぞれの標的 DNA (250 amol)を鋳型にリアルタイム PCR で Ct値の測

定を行った。その結果を Fig. 5-12b に示す。また、反応前の Ct値から反応後の未修飾標的

DNA 量の割合を算出した結果を Fig. 5-12c に示す。 

 Fig. 5-12b の結果より、反応前の Ct 値は、X = C の標的 DNA では 11.9 サイクル、X = M

の標的 DNA では 11.6 サイクルとほぼ等しく DNA 量が同じであることが確認できる。DNA

プローブ非存在下で反応した標的 DNA では、Ct 値がそれぞれ 24.8 サイクル(X = C)と 24.7

サイクル(X = M)で差は見られなかった。一方、Xが分岐点に位置するように設計した DNA

プローブ 1, 2 存在下では、X = C の標的 DNA では 18.0 サイクル、X = M の標的 DNA では

14.4 サイクルに変化し、X = C と M の標的 DNA で Ct値に 3.6 サイクルの差を確認するこ

とができた。次に、分岐点に X 以外、ApC が位置するように設計した DNA プローブ 3, 4

を結合させ、TWJ 構造を形成させた(Fig. 5-12a)。プローブ 3, 4 存在下では、Ct値がそれぞ

れ17.1サイクル(X = C)と16.5サイクル(X = M)でCt値の差は0.6サイクルと僅かであった。 

 また、Fig. 5-12c より、反応後の各標的 DNA における未修飾標的 DNA 量の割合を比較し

た。プローブ非存在下では、未修飾標的 DNA 量の割合は 0.03%(X = C)と 0.02%(X = M)で、

未修飾の標的 DNA がほぼ残存していなかった。一方、分岐点に Xが位置するように設計し

たDNAプローブ1, 2では、未修飾標的DNA量の割合が2.4%(X = C)と17.4%(X=M)であり、

約 7.4 倍の差を確認することができた。DNA プローブ 3, 4では、4.4%(X = C)と 4.5%(X = M)

であり、ほとんど差を確認することができなかった。 

 これらの結果から、DNA プローブ 1, 2 は、X のメチル化をピンポイントで識別できてい

ることが確認できる。また、DNA プローブ 3, 4 のようにメチル化に関与していないシトシ

ンを反応させ、測定することでコントロールとして使用できる可能性が示唆された。多く

のメチル化 DNA 検出法は、メチル化酵素を用いて全ての CpG 配列を高メチルさせたコン

トロールやPCR増幅して5-メチルシトシンをシトシンに変換させたコントロールを作製す

る必要があるが、本検出法では DNA プローブ 3, 4 のようにコントロールを作製する必要が

なく、簡便にメチル化を識別できる可能性が期待できる。 

 続いて、検出感度の確認を行った。50 zmol から 50 amol の標的 DNA と TWJ プローブ(10 
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pmol)を HEPES 緩衝液に加え、熱変性を行った。その後、1.0 Mの亜硫酸水素ナトリウム

(pH5.0)と 1.0 M の CMH (pH5.0)を加え、25℃で 3 時間反応した。反応後、エタノール沈

殿を行い粗精製した DNA を鋳型にリアルタイム PCR で Ct 値の測定を行った。測定結果

を Fig. 5-13 に示す。Fig. 5-13 の結果から、50 zmol から 50 amol の全ての標的 DNA で、

X が C の場合と M の場合で 3.2 サイクルから 4.5 サイクルの差を確認することができた。

この結果から、RB1 遺伝子のエキソン 8 のメチル化解析用 DNA プローブとプライマー配

列を用いた時が最も検出感度が高いことが示された。50 zmol の標的 DNA、約数万コピー

のゲノムまたは数μl の血液サンプルがあればメチル化を解析できる可能性が示唆された。 

 また、50 amol の標的 DNA を用いてメチル化率と修飾後の Ct 値の変化を調べた結果を

Fig. 5-14 に示す。メチル化率、X = Mの標的 DNA 量の割合が 100, 50, 10, 1%の標的 DNA

を調製して反応後の Ct 値の変化を調べた結果、メチル化率の低下に伴い Ct 値が上昇して

おり、高い相関(R2 = 0.9956)が確認された。 

 こられの結果から、RB1 エキソン 8 の解析用プローブおよびプライマー配列がもっとも

高感度かつ高精度にメチル化を識別できるこが示された。 
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(a)
 

 

 
Fig. 5-12 RB1 エキソン 8 のメチル化解析結果 

(a) DNA プローブ 3 と 4 を用いた TWJ 構造の模式図を示す。 (b) 0.5 fmol の標的 DNA における反応前

と反応後の Ct 値の変化 (c) Ct 値から算出した反応後の未修飾標的 DNA 量の割合を示す。 
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Fig. 5-13 各標的 DNA 量における反応後の Ct 値の変化 

 

 

 

 
Fig. 5-14 メチル化率と Ct 値の関係 
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5-4 結言 

 

 がん抑制遺伝子の一つでる p16 遺伝子のプロモーター領域またはエキソン 1 から成る合

成 DNA と RB1 遺伝子のエキソン 8 から成る合成 DNA を標的として DNA のメチル化をピ

ンポイントで検出できるか実験を行った。 

 RB1 遺伝子と p16 遺伝子の部分配列をいくつか試した結果、2 つの遺伝子、異なる 4 つ

の CpG 部位のメチル化をピンポイントで識別できることが示された。標的配列ごとに検出

限界や反応後の X = Cの標的DNAと X = Mの標的DNAにおけるCt値の差に違いが確認さ

れたが、全ての配列で DNA のメチル化を検出することができたことから本検出法、TWJ

プローブを利用した一塩基選択的な化学修飾法の高い汎用性が示された。 

バイサルファイト法に基づいた従来法の多くは、CpG 配列以外に DNA 鎖中の全てのシト

シンを非選択的に反応させるため、検出できる配列に大きな制限がかかる。例えば、MSP

や MethyLight 法の場合、プライマーまたはプローブ内に CpG 配列が密集した特殊な領域で

しか検出することができない。バイサルファイトシーケンシング法の場合もプライマー配

列内に CpG 配列を含まない領域でプライマーを設計する必要があり、検出できる配列に大

きな制限がかかる。一方、本検出法は TWJ プローブを利用して特定の CpG 配列だけを選

択的に反応させることができるため、通常の PCR に限りなく近いプライマー設計が可能で

あり、従来法よりも検出配列の制限が大きく緩和されることが推測される。また、既存の

メチル化感受性制限酵素を用いた方法は、認識配列に大きな制限があり、CpG 配列内のメ

チル基しか識別できないのに対して、本検出法はCpG配列以外のシトシンも選択的に修飾、

識別できるため、植物 DNA におけるメチル化解析などへの利用も期待できる。 

二本鎖の標的 DNA でもメチル化を簡便に識別できたことからゲノム DNA での検出が期

待できる。また、二ヶ所のメチル化を同時に解析することにも成功したため、複数の遺伝

子におけるメチル化状態の解析、遺伝子発現のプロファイリングへの応用が期待できる。

修飾後の標的 DNA における Ct 値の変化は、分岐点上のシトシンのメチル化率と高い相関

を示し、Ct 値からメチル化率を簡単に算出できることが示された。メチル化率を定量する

ことができれば、メチル化状態の異なる細胞や血中の DNA サンプルからでも特定の遺伝子

のメチル化状態を解析することができるため、遺伝子診断への応用が期待できる。 
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第 6 章 ゲノム DNA を用いたメチル化解析 

 

6-1 緒言 

 

 第 5 章では、短い合成 DNA を用いてメチル化の検出を行った。その結果、p16 遺伝子や

RB1 遺伝子など複数の標的 DNA 配列、二本鎖標的 DNA など全ての標的 DNA で特定のシ

トシンのメチル化状態をピンポイントで検出できることが実証された。第 6 章ではゲノム

DNA でも同様にメチル化状態をピンポイントで解析できるか実験を行う。 

ゲノム DNA は、約 30 億塩基対の長い二本鎖 DNA であり、およそ 2 万個の遺伝子を内包

している。遺伝子の種類や部位によっては類似配列や反復配列、または分子内で高次構造

を形成している領域があり、短い合成 DNA とは状況が異なる。ゲノム DNA でのメチル化

検出に成功すれば、遺伝子診断技術や遺伝子発現のプロファイリングへの応用が大きく期

待できる。また、ゲノム DNA 中の特定の遺伝子を切断または修飾、変異させることができ

れば遺伝子工学などへの利用も期待できる。 

 第 5 章の結果とプライマーおよび DNA プローブの特異性、検出感度を考慮して、第 6 章

ではRB1エキソン 8部位のメチル化解析用 DNAプローブとプライマーを使用する。また、

メチル化を検出するゲノム DNA は、結腸直腸がん細胞株由来の HCT116 細胞から抽出した

ゲノム DNA を用いて実験を行う。同時に、既知のメチル化 DNA 検出法であるバイサルフ

ァイトシーケンシング法を行い、実験結果の比較を行う。 

 

 

6-2 実験方法 

 

 ヒトゲノム、HCT116 細胞株(結腸直腸がん細胞株)由来のゲノム DNA を用いて実験を行

った。ポジティブコントロールとして Episcope® Methylated HCT116 gDNA (TaKaRa)、ネ

ガティブコントロールとして Episcope® Unmethylated HCT116 gDNA (TaKaRa)を使用した。

それぞれ、ポジティブコントロールには CpG メチラーゼ(M.SssⅠ)により高度にメチル化

されたゲノム DNA、ネガティブコントロールには、Dnmt1 と Dnmt3b を Double knockout

したHCT116細胞株由来の低メチル化ゲノムDNAを使用した。従来法との比較実験として、

QIAGEN 社の EpiTect Bisulfite キットを用いてバイサルファイトシーケンシングを行った。 
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6-2-1 メチル化 DNA のピンポイント検出 

 

50 ngの非メチル化ゲノム DNA (Episcope® Methylated HCT116 gDNA)またはメチル化ゲ

ノムDNA (Episcope® Unmethylated HCT116 gDNA)と 100 pmolの TWJプローブをHEPES

緩衝液(50 mM HEPES/NaOH, 50 mM NaCl, pH7.0)に加え、熱変性を行った。熱変性は 95℃

(15 分間)で加熱した後、30 分かけて 30℃まで温度をゆっくりと下げ、25℃で 5 分間静置し

た。その後、4℃で 5 分間冷却した。熱変性後の DNA サンプルに、1.0 M の亜硫酸水素ナト

リウム(pH5.0)と 1.0 M の CMH (pH5.0)を加え、25℃で 3 時間反応を行った。反応後の DNA

サンプルは、エタノール沈殿で粗精製した後、25 ngのDNAを鋳型としてリアルタイムPCR

測定を行った。リアルタイム PCR の反応溶液の組成および測定条件は、5-2-5 と同様の操

作を行った。 

 

 

6-2-2 バイサルファイトシーケンシング 

  

6-2-2-1 バイサルファイト変換 

 

 EpiTect Bisulfite (QIAGEN)を使用してバイサルファイト変換を行った。10 ng/μl のゲノ

ム DNA 5μl と RNase フリー水 15μl、Bisulfite Mix を 85μl、DNA Protect Buffer 35μl を

加え、全量を 140μl になるように調製した。調製したサンプル溶液をサーマルサイクラー

で反応した。サーマルサイクラーのプログラムは以下に記す【95℃：5 分→60℃：25 分→

95℃：5 分→60℃：85 分→95℃：5 分→60℃：175 分→20℃で保持】。反応後、サンプルを

1.5 mlのマイクロチューブに全量を移し、10μg/mlのキャリアRNAを含むBuffer BLを 560

μl 加えた。その後、EpiTect スピンカラムに全量をアプライした後、EpiTect カラムを最高

速度で 1 分間遠心した。フロースルーした溶液を除去し、新たに Buffer BW を 500μl 加え、

再び EpiTect カラムを最高速度で 1 分間遠心した後、フロースルーした溶液を棄てた。その

後、Buffer BD を 500μl 加え室温で 15 分間インキュベーションすることで脱スルホ化を行

った。インキュベーション後、再び最高速度で 1 分間遠心し、フロースルーした溶液を除

去した。先ほどと同様に、Buffer BW を 500μl 加え、最高速度で 1 分間遠心した後、フロ

ースルーした溶液を除去した。この操作をもう一度繰り返した。スピンカラムに新しい 2 ml

のコレクションチューブをセットし、最高速度で 1 分間遠視し、カラムに残存している液

体を除去した。蓋を開けたスピンカラムを新しい 1.5 ml チューブに移し、56℃で 5 分間イ

ンキュベーションした。インキュベーション後、新しい 1.5 ml チューブにスピンカラムを

移し、20μl の Buffer EB を加え、12,000 rpm で 1 分間遠心した。溶出した DNA サンプル

は冷凍庫(-20℃)で保存した。 

 



112 
 

6-2-2-2 PCR 増幅 

 

 6-2-2-1で溶出したDNAサンプルを用いてPCR増幅を行った。PCR増幅にはEx Taq (Taq 

DNA Polymerase, TaKaRa)及び付属する 10×Ex Taq Buffer、2.5 mM dNTP mixture を用い

た。バイサルファイト変換した DNA サンプル 2.0μl と 10×Ex Taq Buffer 5.0μl、2.5 mM 

dNTP mixture 4.0μl、2.5μM のプライマーをそれぞれ 6.0μl 混合した後、滅菌水を 33.0μ

l 加え、最終体積が 50μl になるように調製した。プライマーはバイサルファイト変換後の

配列に特異的に結合する 5′-TTATATGATGGATGTATAATTGTTT-3′ (Seq-RB1-Fd, 25mer)と

5′-AACTTACATCTAAATCTACTTTAAC-3′ (Seq-RB1-Rv, 25mer)を用いた。調製したサンプ

ル溶液に Ex Taq 2.0 U を加え、以下のプログラムで PCR 増幅を行った。【95℃：5 分間→

(95℃：60 秒→56℃：60 秒→72℃：60 秒、31 サイクル)→4℃】。PCR 増幅産物をスピンカ

ラム(Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System, Promega)を用いて粗精製を行った。 

 PCR 溶液 50μl を 1.5 ml チューブに入れ、Membrane Binding Solution 50μl 加え、SV 

Columnに全量を移し替えCollection Tubeに差し込みSV Minicolumnセットの準備をした。

SV Minicolumn セットを遠心機で 1 分間、15,000 rpm で遠心した。遠心後、SV Column を

SV Minicolumnセットから取り外し、Collection Tube中のフロースルーした液体を捨てた。

SV Column を Collection Tube に戻した後、700μl の Membrane Wash Solution を加え、カ

ラムの洗浄を行った。SV Minicolumn セットを遠心機で 1 分間、15,000 rpm で遠心した後、

同じように Collection Tube の液体を捨て Collection Tube に SV Column を戻した。再び、

500μlのMembrane Wash Solutionを加え、SV Minicolumnセットを遠心機で5分間、15,000 

rpm で遠心した。SV Column を新しい 1.5 ml のチューブに差し込んだ後、50μl の

Nuclease-Free Water を加え、室温で 1 分間インキュベーションした。その後、遠心機で 1

分間、15,000 rpm で遠心し、溶出した DNA 溶液を回収した。DNA 溶液は冷凍庫(-20℃)で

保存した。また、スピンカラムで粗精製した DNA 溶液をアガロース電気泳動により、プラ

イマーが除去されているか確認を行った。 

 

 

6-2-2-3 T/A クローニング 

 

 粗精製した PCR 産物と pGEM T-Vector (Promega)を用いてクローニングした。DNA サ

ンプル 1μl、2×Rapid Ligation Buffer 5μl、T4 DNA Ligase 1μl、pGEM-T Easy Vector 1

μl、滅菌水 2μl を加え、4℃で一晩、ライゲーション反応を行った。ライゲーション後の

反応溶液 4μl に Competent cell (DH5α) 10μl を加え、氷上で 30 分間静置した。その後、

42℃で 50 秒間ヒートショックを与えることで Vector を Competent cell へ導入した。ヒー

トショック後、SOC 培地 100μl を加え 60 分間、37℃でインキュベーションした。また、

LB 培地【2%(w/v) LB BROTH BASA, 1.5% Agar】のプレートを作製し、100 mM IPTG 溶液
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100μl および 50 mg/ml X-Gal 溶液 20μl をプレートに塗布した。インキュベーション後の

サンプル溶液 50μl を LB 培地のプレートに塗布し、37℃で一晩静置した。LB 培地で培養

されたコロニーの中からインサートDNAの挿入されたVectorにより形質転換された白色の

大腸菌の単一コロニーをピックアップし、3 mlの LB液体培地【2%(w/v) LB BROTH BASE】

中で一晩、37℃でインキュベーションした。 

 

 

6-2-2-4 プラスミド DNA の精製 

 

 液体培養した大腸菌からWizard SV Minipreps DNA Purification System (Promega)を用い

てプラスミド DNA を精製した。液体培養した 3 ml の大腸菌溶液を 10,000 G で 5 分間遠心

して上澄みを除去した後、Cell Resuspension Solution 250μl を加え激しく撹拌した。その

後、Cell Lysis Solution 250μl を加えやさしく転倒混和させ、溶液が半透明になるまで静置

した後、Alkaline Protease Solution 10μl を加え、5 分間静置した。静置後、Neturalization 

Solution 350μl を加え、10 分間 15,000 rpm で遠心を行い、上澄みを Collection Tube にセ

ットした Spin column に加えた。Collection Tube を 1 分間、15,000 rpm で遠心した後、フ

ロースルーした溶液を除去し、Column Wash Solution 750μl を加え、1 分間 15,000 rpm で

遠心することで洗浄を行った。遠心後、同様にフロースルーした溶液を除去した後、Column 

Wash Solution 250μl を加え、2 分間 15,000 rpm で遠心、洗浄操作を行った。洗浄後、

Nuclease-Free Water 100μl を加え、1 分間 15,000 rpm で遠心することでプラスミド DNA

を溶出させた。溶出したプラスミド DNA は、吸光光度計を用いて 260 nm の波長を測定す

ることで定量した。 

 

6-2-2-5 サイクルシーケンシング 

 

 サイクルシーケンシングにはApplied Biosystemesの試薬を用いた。上記で精製したDNA

溶液 6μl と 5×Sequence Buffer (Applied Biosystemes) 2μl、Big Dye Premix (Applied 

Biosystemes) 1μl、3.2μM のプライマー(5′-TTATATGATGGATGTATAATTGTTT-3′) 1μl を

加え、最終体積が 10μl になるように調製した。調製したサンプル溶液をサーマルサイクラ

ーでセットし、以下のプログラムでサイクルシーケンシングを行った【95℃：5 分→(95℃：

10 秒→50℃：5 秒→60℃：4 分、25 サイクル)→4℃で保持】。 

 サイクルシーケンシング後、エタノール沈殿をすることで DNA 溶液を粗精製した。精製

した DNA は、Hi-Di Formamide (Applied Biosystemes) 20μl に溶解させ、95℃で 2 分間加

熱してから氷上で急冷した。DNAサンプルをシーケンシング用のマイクロプレート(Applied 

Biosystemes)にアプライした後、Sequencer 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystemes)

を用いて配列解析を行った。 
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6-3 結果及び考察 

 

 第 5 章までは、一部がメチル化された短い合成 DNA を標的としてメチル化を検出できる

か実験を行った。その結果、合成 DNA 配列中の特定のシトシンにおけるメチル化状態をピ

ンポイントで検出できることが示された。本章では、ゲノム DNA でも同様にメチル化を検

出することができるか実験を行った。また、従来法であるバイサルファイトシーケンシン

グ法を行い、検出結果の比較を行った。本章では、第 5 章の実験結果を踏まえ、RB1 エキ

ソン 8 のメチル化検出を行った。RB1 エキソン 8 の遺伝子配列とプローブおよびプライマ

ー配列を Fig. 6-1a に示す。また、バイサルファイト変換後の配列とプライマー結合領域を

Fig. 6-1b に示す。 

 

 

 

Fig. 6-1 RB1 エキソン 8 の塩基配列とプローブならびにプライマー配列 
(a) RB1 エキソン 8 の遺伝子配列を示す。灰色の線は TWJ プローブの結合領域ならびに TWJ 構造の模

式図、下線部はプライマー結合領域を示す。(b) バイサルファイト変換後の RB1 エキソン 8 の遺伝子の予

測配列を示す。矢印は、バイサルファイトシーケンシング用のプライマー結合部位を示す。 
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6-3-1 HCT116 ゲノム DNA のメチル化解析結果 

  

 50 ng の非メチル化ゲノム DNA (TaKaRa, Episcope® Unmethylated HCT116 gDNA)とメ

チル化ゲノム DNA (TaKaRa, Episcope® Methylated HCT116 gDNA)に 100 pmol の DNA プ

ローブを加え、1.0 M の亜硫酸水素ナトリウム(pH5.0)と 1.0 Mの CMH (pH5.0)で 3 時間、

25℃で反応した。反応前と反応後のそれぞれの標的 DNA における Ct 値を測定した結果を

Fig. 6-2 に示す。 

 Fig. 6-2 の結果より、反応前の非メチル化ゲノム DNA とメチル化ゲノム DNA の Ct値は

24.6 サイクルと 24.8 サイクルでほぼ同じであり、初期の DNA 量が等しいことが確認でき

る。一方、分岐点に CpG配列が位置するように設計した DNA プローブ 1, 2 を加えて反応

した場合、反応後の非メチル化ゲノム DNA の Ct 値は 28.8 サイクルに、メチル化ゲノム

DNA は 27.6 サイクルに増大した。反応後の非メチル化ゲノム DNA とメチル化ゲノム DNA

の Ct値を比較した結果、1.2 サイクルの差を確認することができた。 

 分岐点に CpG 配列以外のシトシンが位置するように設計した DNA プローブ 3, 4 を加え

て反応した場合では、非メチル化ゲノム DNA、メチル化ゲノム DNA ともに Ct 値は、30.3

サイクルであり、ほぼ同じであった。DNA プローブ 3, 4 を用いて反応した場合では、非メ

チル化ゲノムDNAとメチル化ゲノムDNAの Ct値に差はほとんど確認されなかったことか

ら、DNA プローブ 1, 2 の 1.2 サイクルの差は、分岐点上の CpG 配列のメチル化状態の違い

による差であると考えられる。 

DNA プローブ 3, 4 の結果と比較すると DNA プローブ 1, 2 存在下で反応した非メチル化

ゲノム DNA の Ct値は低く、メチル化ゲノム DNA との差、⊿Ct値も小さいことから、非メ

チル化ゲノムDNAの標的としているRB1エキソン 8部位のCpG配列がメチル化されてい

る可能性が考えられる。 

今回使用した TaKaRa の Episcope® Methylated HCT116 gDNA は、HCT116 細胞株から

抽出・精製したゲノム DNA をメチル化酵素、CpG methylase (M.SssⅠ)で処理しているた

め、全ての CpG 配列が高メチル化されている。一方、Episcope® Unmethylated HCT116 

gDNA は、Dnmt1 と Dnmt3b を Double knockout した HCT116 細胞株由来のゲノム DNA で

あり、メチル化レベルが 5%以下の低メチル化状態とされているが、Dnmt1 と Dnmt3b を

Double knockout した細胞由来のゲノム DNA でも遺伝子の部位や細胞株によりメチル化状

態が異なることが報告されている71,72。これらのことから、Episcope® Unmethylated 

HCT116 gDNA の RB1 エキソン 8 部位がメチル化されている可能性が推測される。 
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Fig. 6-2 ゲノム DNA における RB1 エキソン 8 のメチル化検出結果 

 

 

6-3-2 バイサルファイトシーケンシング結果 

 

 50 ng の非メチル化ゲノム DNA (TaKaRa, Episcope® Unmethylated HCT116 gDNA)とメ

チル化ゲノムDNA (TaKaRa, Episcope® Methylated HCT116 gDNA)をQIAGEN社のEpiTect 

Bisulfite キットを用いてメチル化解析を行った。EpiTect Bisulfite キットでバイサルファイ

ト変換した後、ゲノム DNA を PCR 増幅した。PCR 産物は、スピンカラム(Wizard® SV Gel 

and PCR Clean-Up System, Promega)を用いて粗精製した。粗精製した PCR 産物を T/A ク

ローニングした後、プラスミド DNA を抽出し、サイクルシーケンシングを行い、変換後の

配列解析を行った。 

非メチル化ゲノム DNA とメチル化ゲノム DNA、各 28 クローンずつ配列解析した結果を

Table 6-1 と Table 6-2 に示す。また、非メチル化ゲノム DNA とメチル化ゲノム DNA の各

CpG配列におけるメチル化状態を比較した結果を Table 6-3 と Fig. 6-3 に示す。 

Table 6-1 と Table 6-2 は、RB1 エキソン 8 の部分配列、60 塩基を示す。解読した 60 塩

基の内、CpG 配列以外の 12 個のシトシンにおけるチミンへの変換効率、unconverted (% 

convert)を調べた結果、全てのクローンで 91.7%から 100%の高い変換効率が確認された。

従って、EpiTect Bisulfite キットにより、ゲノム DNA のシトシンが十分にバイサルファイト

変換されていることがわかる。 

 解読した 60 塩基の内、3 ヵ所の CpG配列におけるメチル化状態を調べた。非メチル化ゲ

ノム DNA の 12 番目と 24 番目、45 番目の CpG におけるシトシンのメチル化、チミンへの

変換を調べた結果、12 番目の CpG部位は、28 クローンの内、14 クローンがシトシン、つ

非メチル化ゲノムDNA
メチル化ゲノムDNA

⊿Ct 1.2

22

24

26

28
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32
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C
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まりメチル化されていた。従って、12 番目の CpG 配列におけるメチル化率は 50.0%であ

ると推測される。 

同様に、24 番目の CpG 部位は、28 クローンの内、20 クローンがメチル化されており、

メチル化率は 71.4%であった。45 番目の CpG 部位は、28 クローンの内、25 クローンがメ

チル化されてり、メチル化率は 89.3%であった。 

表の右端に、3 ヵ所のメチル化パターンを表記する。白い円“○”は非メチル化シトシン、

黒い円“●”はメチルシトシンを示す。3 つの円はそれぞれ左から 12 番目、24 番目、45

番目の CpG におけるメチル化模様を示しており、遺伝子の上流に位置する 12 番目が最も

メチル化率が低く、下流の 45 番目の CpGが最もメチル化されていることがわかる。 

一方、メチル化ゲノム DNA では、3 ヵ所すべての CpG 配列が 28 クローン全て 100%メ

チル化されていた。 

 Table 6-3 と Fig. 6-3 より、12 番目のシトシン、6-3-1 で TWJ 構造を利用して解析した部

位は、非メチル化ゲノム DNA では 50.0%、メチル化ゲノム DNA では 100%メチル化され

ていることが判明した。この結果から、Fig. 6-2 で DNA プローブ 1 と 2 を用いて反応した

時、非メチル化ゲノム DNA とメチル化ゲノム DNA で Ct 値に、1.2 サイクルしか差が見ら

れなかったのは、非メチル化ゲノム DNA が 50.0%メチル化されてしまっていたのが原因で

あることが判明した。また、メチル化ゲノム DNA は 100%メチル化されていることから、

メチル化ゲノム DNA をコントロールとしてメチル化率を定量できる可能性が考えられる。 

 バイサルファイトシーケンシング法は、一塩基解像度で各 CpG 部位におけるメチル化状

態を詳細に解析できる利点があるが、メチル化率の解像度は配列解析したクローン数に由

来し、多数のクローンをシーケンシングする必要があるため、迅速性や簡便性に欠ける。

また、バイサルファイト法自体の反応時間も長く、バイサルファイト変換、脱スルホ化の 2

ステップの反応と洗浄操作など煩雑な操作が必要となる。 
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Table 6-1. 非メチル化ゲノム DNA のバイサルファイト変換後の配列解析結果 
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Table 6-2. メチル化ゲノム DNA のバイサルファイト変換後の配列解析結果 
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Table 6-3. RB1 エキソン 8 部位の各 CpG 部位におけるメチル化状態の比較 

 
 

 

 

 
 

Fig. 6-3 RB1 エキソン 8 部位の各 CpG 部位におけるメチル化状態の比較 
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6-3-3 非メチル化ゲノム DNA におけるメチル化率の定量 

 

 6-3-1 で DNA プローブ 1 と 2 を用いて非メチル化ゲノム DNA とメチル化ゲノム DNA を

反応した結果、Ct 値に 1.2 サイクルの差しか確認することができなかった。また、6-3-2 よ

り、メチル化ゲノム DNA は、全ての CpG 配列で 100%メチル化されていたが、非メチル化

ゲノム DNA は完全に脱メチル化されておらず、検出部位の CpG配列が 50%メチル化され

ているこが判明した。これらの結果から、非メチル化ゲノム DNA 中の目的の CpG 配列が

メチル化されており、Ct値の差が小さくなったと考えられる。また、バイサルファイトシ

ーケンシング法の結果からメチル化ゲノム DNA が 100%メチル化されていることが判明し

たため、メチル化ゲノム DNA をコントロールとして非メチル化ゲノム DNA におけるメチ

ル化率の定量が可能であると考え、メチル化率の定量を試みた。 

まず、メチル化ゲノム DNA を鋳型に Table 5-5 のプライマー配列を用いて PCR 増幅を行

い、非メチル化 DNA の作製を行った。PCR により新たに複製された DNA 鎖は、全てシト

シンに変換されるため、非メチル化 DNA となる。50 ng のメチル化ゲノム DNA を 25 ng、

5 ng、0.5 ng と減らし、非メチル化 DNA を加え、分子数を統一した。 

1, 10, 50, 100%のメチル化率で検量線を作成し、非メチル化ゲノム DNA における RB1

エキソン 8 のメチル化状態の解析を行った。その結果を Fig. 6-4 に示す。メチル化率と Ct

値の相関は、R2 = 0.9969 であった。また、非メチル化ゲノム DNA の Ct値は、27.3 サイク

ルであり、検量線からメチル化率を算出した結果、メチル化率は 31.0±9.0%であった。6-3-2

の非メチル化ゲノム DNA のバイサルファイトシークエンシング結果では、目的の CpG 配

列のメチル化率は 50%で完全に一致はしなかった。 

本検出法と従来法で結果が完全に一致しなかった原因として、2 つの要素が考えられる。

1 つ目は、メチル化酵素を Double knockout させた HCT116 細胞株由来の非メチル化ゲノム

DNA がメチル化されてしまっていることからメチル化率を定量する際に、PCR 増幅した非

メチル化 DNA サンプルを混合して検量線を作成したのが原因ではないかと考えられる。長

いゲノム DNA と短い PCR 産物で、亜硫酸水素ナトリウムと CMH による反応または PCR

増幅に差が生じ、従来法との値に差が生じてしまったのではないかと考えられる。2 つ目は、

バイサルファイト変換後の非メチル化ゲノムDNAとメチル化DNAにおけるPCRの増幅に

差が生じ、PCR 産物に偏りが生じたのが原因ではないかと考えられる。バイサルファイト

反応で完全にウラシルへと変換されず、スルホ基が付加されたシトシン誘導体が残ってい

ると PCR 増幅を阻害することが知られている。従って、メチル化ゲノム DNA が優先的に

増幅され、見かけ上のメチル化率が上昇してしまったのが原因ではないかと考えられる。 

以上の結果から、従来法とは完全に一致しなかったが本検出法でもメチル化率を簡便に

解析できる可能性が示唆された。 
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Fig. 6-4 メチル化率の定量 

メチル化ゲノムDNAとPCR増幅した非メチル化DNAを任意の値で混合し、メチル化率が 100%、50%、

10%、1%と異なる DNA サンプルを調製した。”●”が各メチル化率における反応後の Ct 値の変化を示して

おり、”○”は非メチル化ゲノム DNA の反応後の Ct 値を示す。 
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6-4 結言 

 

 本章では、ヒトゲノム、HCT116 細胞株由来のゲノム DNA を用いて、RB1 エキソン 8 の

3 ヵ所ある CpG 配列の内、1 ヵ所の CpG のメチル化状態をピンポイントで解析できるか試

みた。また、従来法の一つであるバイサルファイトシーケンシングを用いて RB1 エキソン

8 部位のメチル化解析を行い、本検出法と従来法の検出結果を比較し、正確にメチル基を識

別できているか確認を行った。 

 50 ng のゲノム DNA に 100 pmol の TWJ プローブを加え、熱変性した後、1.0 M の亜硫

酸水素ナトリウム(pH5.0)と 1.0 Mの CMH (pH5.0)で 3 時間反応した。反応後のゲノム DNA 

(25 ng)を鋳型にリアルタイム PCR で測定した結果、分岐点が CpG に位置するように設計

した DNA プローブ 1, 2 では、非メチル化ゲノム DNA とメチル化ゲノム DNA の Ct 値がそ

れぞれ、28.8 サイクルと 27.6 サイクルであり、1.2 サイクルの差を確認することができた。

また、コントロールとして DNA プローブ 3, 4 を用いて CpG 配列以外のシトシンを反応し

た結果、非メチル化ゲノムDNAとメチル化ゲノムDNA ともにCt値が 30サイクルであり、

ほぼ同じであった。DNA プローブ 1, 2 の Ct 値と比較すると、非メチル化ゲノム DNA の

Ct 値の方が高く、メチル化されている可能性が示唆された。メチル化ゲノム DNA をコント

ロールとし、メチル化率の定量を行った結果、非メチル化ゲノム DNA のメチル化率は、31.0

±9.0%であることが判明した。 

従来法であるバイサルファイトシーケンシングの結果では、非メチル化ゲノム DNA の

RB1エキソン8におけるメチル化状態は、3ヵ所あるCpG配列内、上流からそれぞれ50.0%、

71.4%、89.3%メチル化されていることが判明した。また、メチル化ゲノム DNA では 3 ヵ

所全ての CpG配列が 100%メチル化されていた。 

本検出法で定量した非メチル化ゲノム DNA のメチル化率は、31.0±9.0%であり、バイサ

ルファイトシーケンシング法によるメチル化率は、50%であった。バイサルファイトシー

クエンシングの結果と完全に一致はしなかったが、ゲノム DNA でも特定のシトシンのメチ

ル化状態をピンポイントで識別できる可能性が示唆された。また、QIAGEN 社の EpiTect 

Bisulfite キットではバイサルファイト変換に 5 時間以上かかり、反応後も脱スルホ化反応や

スピンカラムによる洗浄操作など煩雑な操作が必要であるのに対して本検出法は、3 時間の

1 ステップの短い反応で検出が可能であるため、従来法と比較して迅速かつ簡便に DNA の

メチル化を検出できることが示された。 
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第 7 章 結論 

 

 本研究では、シトシン特異的な化学修飾法の探索および検出法の開発と DNA プローブを

用いた新たな一塩基選択的な化学修飾法の開発を行い、ピンポイントなメチル化 DNA 検出

法の開発を試みた。 

 DNA のメチル化は、シトシンの 5 位にメチル基が導入される酵素反応により生じ、メチ

ル化された遺伝子は、転写因子や RNA ポリメラーゼの結合を阻害するため、遺伝子発現が

不活性化される。シトシン特異的な化学修飾法の探索および検出法の開発はメチル化 DNA

検出法への応用が期待でき、簡便なメチル化 DNA 検出法の開発は、がんの早期発見、遺伝

子診断技術への応用が期待できる。本研究では、シトシンのメチル基の有無による求核剤、

亜硫酸水素ナトリウムとアミノオキシ化合物に対する化学反応性の違いを利用した新規メ

チル化 DNA 識別法の開発を行った。また、DNA プローブを利用した新たな一塩基選択的な

化学修飾法の開発を試みた。特定の塩基を効率的に修飾または切断することができれば、

遺伝子工学などへの応用が期待でき、特定の CpG配列のみを選択的に反応させることがで

きれば、メチル化 DNA 検出法への利用も期待できる。本研究では、亜硫酸水素ナトリウム

とアミノオキシ化合物によるシトシン特異的な化学修飾とDNAプローブを利用した一塩基

選択的な化学修飾法を組み合わせて、特定の CpG 配列をピンポイントで化学修飾した後、

リアルタイム PCR でシトシンのメチル化状態を簡便に解析できる新規メチル化 DNA 検出

法の開発を行った。 

 

 第 2 章では、メチル基の有無による求核剤、亜硫酸水素ナトリウムとメトキシアミンに

対する化学反応性の違いを利用した非メチル化シトシン特異的な化学修飾法の確立、およ

びメチル基識別法の開発を行った。 

シトシンまたはメチルシトシンを 1 ヵ所含む 12 塩基の DNA 鎖を亜硫酸水素ナトリウム

とメトキシアミンで化学修飾した後、HPLC と TOF-MS を用いて質量分析を行った。その

結果、亜硫酸水素ナトリウムとメトキシアミンによる化学修飾は、非メチル化シトシン特

異的でありメチルシトシンを含め、他の 3 つ塩基(T, A, G)では反応しないことを確認した。

また、質量数の変化から、6 位と 4 位にスルホ基とメトキシアミンが 1 つずつ付加されたシ

トシン誘導体、N4-methoxy-5,6-dihydrocytosine-6-sulfonate を形成していることが推測され

る。早津らにより、この化学修飾されたシトシン誘導体が DNA ポリメラーゼによる相補鎖

合成を阻害することが報告されていることから、亜硫酸水素ナトリウムとメトキシアミン

で処理したDNA鎖を鋳型にプライマー伸長反応の有無を指標とした新たなメチル基識別法

の開発を試みた。 

シトシンまたはメチルシトシンを 1 ヵ所含む 20 塩基の DNA 鎖を亜硫酸水素ナトリウム

とメトキシアミンで化学修飾した後、標的 DNA を鋳型にプライマー伸長反応を行った。そ

の結果、シトシンを含む標的 DNA でのみ、プライマーからの伸長反応が途中で阻害される
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ことが確認された。メチルシトシンを含む DNA 鎖では、反応前も反応後も DNA ポリメラ

ーゼによるプライマーからの伸長反応の阻害は確認されなかった。 

これらの結果から、亜硫酸水素ナトリウムとメトキシアミンで化学修飾した標的 DNA を

鋳型として、プライマー伸長反応の有無を指標としたメチル基の識別が可能であることが

示された。また、本研究で新たに耐熱性、Taq DNA ポリメラーゼによる相補鎖合成の阻害

を指標としたメチル基の識別が可能であることが示された。Taq DNA ポリメラーゼを利用

したメチル基の識別は、PCR などの核酸分子増幅法による簡便なメチル基識別法への応用

が期待できる。 

 

 第 3 章では、様々な DNA プローブを用いて一塩基選択的な化学修飾法の探索を行った。

標的 DNA に DNA プローブを結合させ、第 2 章で行った亜硫酸水素ナトリウムとメトキシ

アミンまたは他のアミノオキシ化合物による反応を行い、特定のシトシンをピンポイント

で修飾し、メチル基を識別できるか試みた。 

 DNAの分岐構造である Three-way junction (TWJ)構造を形成する TWJプローブとバルジ

DNA プローブ、ミスマッチ DNA プローブの 3 種類の DNA プローブを用いて標的 DNA 配

列中の特定のシトシンをピンポイントで修飾、検出できるか実験を行った。その結果、TWJ

プローブが最も特定のシトシンをピンポイントで修飾、メチル基を識別するのに適した

DNA プローブであることが示された。 

TWJ プローブを用いて反応することで、標的 DNA 中に 12 ヵ所あるシトシンの内、分岐

点上に位置するシトシンのみを選択的に修飾し、プライマーからの伸長反応をピンポイン

トで阻害できることが確認され、分岐点以外の二本鎖を形成している他の 11 ヵ所のシトシ

ンでは、ほとんど反応しないことが示された。また、TWJ の分岐点上に位置する塩基が全

て塩基対を形成したフルマッチ TWJ と 1 ヵ所塩基対を形成していないミスマッチ TWJ を

形成する 2 種類の TWJ プローブを用いて同様の実験を行った結果、フルマッチ TWJ 構造

を形成する DNA プローブが最も特定のシトシンをピンポイントで修飾するのに適した

DNA プローブであることが示された。フルマッチ TWJ プローブを用いて特定のシトシンを

化学修飾した後、化学修飾されたシトシン誘導体の Taq DNA ポリメラーゼによる PCR 増

幅の阻害やサイクリングプライマー伸長反応の阻害を指標としたピンポイントなメチル基

の識別が可能であることが示された。TWJ プローブを利用した一塩基選択的な化学修飾法

の開発は、特定の塩基を効率的に切断または修飾できるため、遺伝子組み換えや点変異解

析など遺伝子工学への利用が期待でき、シトシンのメチル化以外に、5-ヒドロキシメチルシ

トシンや RNA などの修飾核酸検出ツールとしての利用が期待できる。 

 

 第 4 章では、修飾後のシトシン誘導体における Taq DNA ポリメラーゼによる相補鎖合成

の阻害を指標として、リアルタイム PCR 測定でシトシンのメチル化状態を簡便に解析でき

るか試みた。 
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TWJ プローブを標的 DNA に結合させ、亜硫酸水素ナトリウムとアミノオキシ化合物で反

応した後、標的 DNA を鋳型にリアルタイム PCR を用いてある一定量の PCR 産物が増幅さ

れるまでのサイクル数、Ct 値の測定と未修飾標的 DNA 量の割合を算出した。その結果、リ

アルタイム PCRのCt値と未修飾標的DNA量の割合から分岐点上のシトシンのメチル化を

簡便に識別できることが示された。TWJ プローブを利用して反応することで、プライマー

結合領域など目的の CpG配列以外のシトシンでの反応を抑制し、分岐点上に位置するシト

シンをピンポイントに修飾することができるため、リアルタイム PCR で配列解析を行わず

に特定のシトシンのメチル化状態を簡便に解析することができる。バイサルファイトシー

ケンシング法などクローニングやシーケンシングなど煩雑な操作が伴う従来法と比較して、

本検出法は特定の CpG 配列のメチル化状態を簡便に解析できるため、遺伝子診断など迅速

性が求められる医療分野での利用が期待できる。 

  

 第 5 章では、フルマッチ TWJ 構造を形成する DNA プローブを用いてがん抑制遺伝子の

一つである p16 遺伝子や RB1 遺伝子の部分配列から成る合成 DNA 配列を用いて異なる遺

伝子、CpG 部位でもメチル化を検出できるか汎用性の確認を行った。その結果、標的配列

やプライマー配列によって検出感度や修飾後の標的 DNA おける Ct 値の差に違いはあった

が、全ての標的配列で DNA のメチル化をピンポイントで識別することに成功し、高い汎用

性が示された。DNA プローブの長さや分岐点周辺の配列が異なる全ての TWJ プローブで分

岐点上のシトシンのメチル化をピンポイントで識別できたことから、TWJ プローブを利用

した一塩基選択的な化学修飾法の高い汎用性も示された。また、修飾後の標的 DNA におけ

る PCR 増幅の阻害は、分岐点上の化学修飾されたシトシン誘導体に由来しており、メチル

シトシンの割合により Ct値が変化することが確認された。この結果から、Ct 値から分岐点

上のシトシンのメチル化率を簡便に定量できることが示された。また、二本鎖の標的 DNA

や 2 ヵ所のメチル化パターンを同時に解析することにも成功したため、ゲノム DNA での検

出やエピゲノムタイピング、遺伝子発現のプロファイリングへの応用が期待できる。 

 

 第 6 章では、結腸直腸がん細胞である HCT116 細胞株から抽出したゲノム DNA、 

Episcope® Methylated HCT116 gDNA (TaKaRa)と Episcope® Unmethylated HCT116 gDNA 

(TaKaRa)を用いてRB1遺伝子のメチル化解析を行った。50 ngのゲノムDNAを用いてRB1

遺伝子のメチル化状態を解析した結果、反応後の Ct 値の差から配列解析を行わずに特定の

シトシンのメチル化を識別することに成功した。TWJ プローブを利用することで、30 億塩

基対あるゲノム DNA 中の 1 塩基をピンポイントで修飾、識別できることが示された。従来

のバイサルファイトシーケンシング法、QIAGEN 社の EpiTect Bisulfite キットを用いて比較

実験を行った。従来法では、バイサルファイト変換に 5 時間以上かかり、脱スルホ化やス

ピンカラムによる精製など煩雑な操作が必要であるのに対して、本検出法は 3 時間の短い 1

ステップの反応で簡便にメチル化を検出でき、従来法よりも簡便かつ迅速に DNA のメチル
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化を検出できることが示された。 

 

 本検出法は、従来のメチル化 DNA 検出法とはまったく異なる反応系、および検出法で配

列解析を行わずに特定のシトシンのメチル化状態を簡便かつ迅速に解析できる画期的な手

法である。バイサルファイト法と比較して 1 ステップの反応で簡便かつ迅速に特定の遺伝

子のメチル化パターンを解析することができるため、遺伝子発現プロファイリングシステ

ムの構築など診断医学、分子生物学など様々な分野での貢献が期待できる。また、TWJ プ

ローブを利用した一塩基選択的な化学修飾法は、特定の塩基を効率的に切断または修飾す

ることができるため、遺伝子の組み換えや点変異解析など遺伝子工学への利用が期待でき

る。 
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