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第 1章 緒論 

1節 緒言 

 DNA メチル化とは、ゲノム DNA においてシトシン・グアニン塩基(CpG)配列中のシトシンの 5 位が

メチル化される反応であり、プロモーター配列中に含まれる CpG がメチル化されるとその遺伝子の発

現が抑制される[1, 2, 3]。ヒトでは DNA methyltransferase (Dnmt)として、Dnmt1, Dnmt3aおよび Dnmt3b

が同定されている(Fig. 1-1) [4, 5, 6]。正常な細胞では正常なメチル化パターンが形成されているため、そ

の細胞に必要な遺伝子が発現し、不要な遺伝子はその発現が抑制される。がん細胞ではがん関連遺伝子

の DNAメチル化状態が異常になっており、がん関連遺伝子の発現状態も異常になっている[7, 8, 9]。つま

り、DNAメチル化は近傍の遺伝子発現に重要な役割を果たしている。ヒトゲノム DNAの約 45%はトラ

ンスポゾン由来の長鎖や短鎖の散在反復配列(long interspersed nucleotide factor-1 : LINE1などの反復

配列)で構成されており、トランスポゾン活性を抑制するために、正常細胞では高度にメチル化されてい

る。また、ヒトゲノム DNA 内に存在する CpG サイトの約 95%以上はトランスポゾン内に存在してい

る(Fig. 1-2) [10, 11, 12]。そのため、ゲノム DNA全体のメチル化レベルは LINE1 などの反復配列のメチル

化レベルに相関することが知られている。この LINE1などのメチル化レベルはがん細胞で低下している

ため、ゲノム全体のメチル化レベルはがんのバイオマーカーとして期待されている[13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20]。 

そこで本章においては、がん細胞のゲノム DNA のメチル化レベルに関する知見についてまとめる。

また、メチル化状態に影響を与える分子に関する知見をまとめ、ゲノム DNA のメチル化レベルを測定

する意義について明らかにする。また、ゲノム DNA のメチル化レベルを測定する方法に関する知見を

まとめ、本研究の意義を明らかにする。 

 

Figure 1-1 DNAメチル化 

 

 

Figure 1-2 ヒトゲノム DNAの構成 
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2節 ゲノム DNAのメチル化レベルを測定する意義について 

ゲノム DNAの異常なメチル化ががんと関連することが報告されており、ゲノム DNAのメチル化レベ

ルを測定する様々な方法が開発されている。そこで、本項においては、がん細胞におけるゲノム DNAの

メチル化レベルに関する報告と、ゲノム DNA のメチル化レベルに影響を与える分子に関する知見をま

とめ、ゲノム DNAのメチル化レベルを測定する意義について明らかにする。 

 

2-1. がん細胞におけるゲノム DNAのメチル化レベルに関する知見 

 ゲノム DNA のメチル化異常はがんの種類によって異なる(Table 1-1)。健常者の肺細胞から採取した

ゲノム DNAのメチル化レベルは 70%であるのに対して、肺がん患者は 54%に低下していることが報告

されている。また、結腸がん、食道がん、胃がん患者の細胞から採取したゲノム DNA のメチル化レベ

ルも低下していることが報告されている[21, 22, 23, 24]。さらに、がん患者の血液中にはアポトーシスやネク

ローシスによって死滅したがん細胞由来のゲノム DNA が遊離している[25]。つまり、がん患者の血中遊

離 DNAのメチル化レベルは、がんのバイオマーカーとして利用できる。実際に、健常者の血中遊離 DNA

のメチル化レベルは 68%であるのに対し、神経膠腫患者の遊離 DNAのメチル化レベルは 56%に低下し

ていることが報告されている[26, 27]。 

 

Table 1-1 種々のがん細胞のゲノム DNAのメチル化レベル 

 

 

2-2. メチル化状態に影響を与える分子に関する知見 

 DNA メチル化とは S-アデノシルメチオニン(SAM)がメチル基のドナーとなり、CpG 配列のシトシン

塩基 5位にメチル基が付加される反応である[28, 29]。生体内では、食事から摂取する葉酸から SAMが合

成される(Fig. 1-3) [30]。そのため、葉酸欠乏食を与えられたラット[31]または葉酸拮抗薬である葉酸類似

体メトトレキサートで処理されたラットの脳[32]では、ゲノム DNA が低メチル化状態になることが報告

されている。葉酸摂取量の減少とそれに続くゲノム DNA の低メチル化は、ヒトの胃の発がんに関与し

ている可能性があることも報告されている[33]また中等度の葉酸欠乏症の閉経後の女性は、リンパ球DNA

の低メチル化が観察された[34]。健康なヒトの女性では、子宮頸部組織と血清中の葉酸濃度が子宮頸部組

織のゲノム DNAのメチル化レベルと相関している[35]。 

 Joong Won Lee らは、環境たばこ煙(ETS)による出生前の母親への曝露が子の DNA メチル化状態に

影響を与えることを示した[36。妊娠している C57BL/6マウスに、1.0 mg/m3 TESを毎日曝露した。その

結果、ETSに曝露されたマウスから産まれた子(生後 6週間)は、対照(ろ過された空気に暴露されたマウ

スから産まれた子)よりも肺のゲノム DNAのメチル化レベルが約 4%減少したこと、IL-13のメチル化レ
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ベルが 1.95%減少したことを示した。この DNA メチル化状態の変化は、2 型サイトカインの発現に関

連し、それによって気道過敏性の発症と肺の炎症を促進する可能性があることを示唆している。また、

環境汚染物質としてベンゼン[37]、残留性有機汚染物質[38]、大気汚染(black carbon, PM2.5, SO2) [39]、鉛

曝露[40]およびヒ素[17]にさらされた健康な個人のコホート研究でゲノム DNA のメチル化レベルの減少が

確認されている 

がん以外でも、統合失調症や双極性障害といった精神疾患等においてゲノム DNA のメチル化レベル

の減少がみられることが報告されている[42]。この研究では、統合失調症や双極性障害患者の末梢血のゲ

ノム DNA のメチル化レベルの減少を明らかにした。また、統合失調症の診断基準を満たさない精神疾

患者が統合失調症になる際、血球中のベタインレベルが有意に減少したことが報告されている[43]。さら

に、血球中のベタインレベルと末梢血中のゲノム DNA のメチル化レベルが正の相関を示した。ベタイ

ンは葉酸と同様にメチル基供与体である(Fig. 1-3)。そのため、血球中のベタインレベルの減少に関連す

るゲノム DNA の低メチル化は統合失調症や双極性障害に共通であり、精神疾患に反映している可能性

があることを示唆している。 

 

 

Figure 1-3 葉酸およびベタインのメチル化供与体における SAM 合成経路 

 

2-3. まとめ 

 ゲノム DNAのメチル化レベルは、食事、喫煙および環境汚染物質等の環境要因の刺激により低下し、

がんや精神疾患を引き起こす。がんや精神疾患のマーカーとして蛋白質が利用されているが、マーカー

蛋白質は構造の安定性が低いため、その検出結果の再現が低いことが問題点として挙げられる[44]。一方、

メチル化 DNA は化学的に安定であり、蛋白質マーカーより再現性よく検出することが可能である。し

たがって、メチル化 DNA はがんや精神疾患のマーカーとして優れていると考えられる。以上のことか

ら、がんや精神疾患の診断においてゲノム DNA のメチル化レベルを測定することは重要であると考え

られる。 
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3節 ゲノム DNAのメチル化レベル測定法に関する知見 

 ゲノム DNAのメチル化レベルを測定する方法は、① Liquid chromatograph – mass spectrometry (LC-

MS)を用いる方法、②重亜硫酸ナトリウム(バイサルファイト)処理を用いる方法、③抗 5-メチルシトシ

ン(5-metylcytosine: 5mC)抗体を用いる方法および④ methyl-CpG-binding domain (MBD)を用いる方法

と 4 種類に分類することができる。本節では各測定法に関して、操作の複雑性(ステップ数と測定時間)

と定量性および検出限界についてまとめる。 

 

3-1. Liquid chromatograph–mass spectrometry (LC-MS)を用いる方法 

LC-MS を用いる方法は、ゲノム DNA を deoxyribonuclease (DNase)などで分解し、各塩基量を LC-

MSにより定量する方法である(Fig. 1-4)。本手法の基本的な操作は、①DNaseによるゲノム DNAの加

水分解、②LC-MS による塩基の定量の 2 つのステップで構成されいる。シトシンと 5-メチルシトシン

(5-metylcytosine: 5mC)は、逆相カラムを使用して LC 内で分離できる。LC-MS を用いる方法のシトシ

ンと5mCの検出限界は2 pgと報告されている[45]。また、生体内において5mCは ten-eleven translocation

により酸化され脱メチル化される。その過程で、5mC から 5-ヒドロキシメチルシトシン(5hmC)、5-ホ

ルミルシトシン(5foC)および 5-カルボキシルシトシン(5caC)が生成される。その後、5foCと 5caCはチ

ミン DNAグリコシラーゼによって切断され、塩基除去修復経路を介してシトシンになる[46 ,47, 48]。5hmC

のレベルはヒトの乳がん、肝臓がん、肺がん、膵臓がん、前立腺がんおよび扁平上皮細胞肺がんで減少

していることが報告されている[49, 50]。そのため、5hmCはがん診断の新たなバイオマーカーとして有用

であると考えられている。これら 5hmC, 5foCおよび 5caCを LC-MSを用いて同時に解析するために、

シトシンを修飾する 2-bromo-1-(4-dimethylamino-phenyl)-ethanone (BDAPE)を用いる方法が開発され

た。BDAPE はブロモアセトニル基、疎水性フェニル基および正電荷を持つ第三級アミン基を含む化合

物である。BDAPEは 5mC, 5hmC, 5foCおよび 5caCの 3位と 4位の Nと反応して、安定したペンタ環

状構造を形成する。これら塩基は BDAPEで修飾されると逆相カラムにより容易に分離できるため、MS

で検出できる。本手法の 5mC, 5hmC, 5foCおよび 5caCの検出限界は、それぞれ 2, 1, 2および 4 ngで

ある[51]。LC-MSを用いる方法は、正確にゲノム DNAのメチル化レベルを定量できるという利点を持つ

ため、ゲノムDNAのメチル化レベルを測定するためのゴールドスタンダード法として使用されている。

しかし、解析に 1時間以上必要であるという問題点が挙げられる。 

 

3-2. 重亜硫酸ナトリウム(バイサルファイト)処理を用いる方法 

ゲノム DNA を重亜硫酸ナトリウム(バイサルファイト)処理するとシトシンはウラシルに変換される

が、5mC は変換されない[52]。そのためバイサルファイト処理した HeLa ゲノム DNA を鋳型に PCR 増

幅すると、ウラシルはチミンに 5mC はシトシンに置換される(Fig. 1-4)。このバイサルファイト変換法

と次世代シーケンサーを組み合わせたメチル化レベル定量法として、whole genome bisulfite sequencing 

(WGBS)が開発されている。本手法は、①ゲノム DNAの断片化(ソニケーション処理)、②アダプターの

ライゲーション、③バイサルファイトシーケンスの 3 つのステップで構成さている[53]。WGBS を用い

れば一塩基レベルの解像度で 5mCを解析できる。しかし、WGBSのライブラリーを調製するためには、

200~500 ngのゲノム DNAが必要であり、高価な次世代シークエンサーが必要になる。 

次世代シーケンサーを必要としない方法としては、combined bisulfite restriction analysis (COBRA)法
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が開発されている[54]。本手法は、①バイサルファイト PCR、②制限酵素処理、③電気泳動解析の 3つの

ステップで構成されている。COBRA でゲノム DNA のメチル化レベルに相関のある LINE1 のメチル化

レベルを解析することで、ゲノム DNA のメチル化レベルを解析することが可能である。解析できる領

域が制限酵素の認識配列が存在するカ所に限定されるが、バイサルファイト処理と制限酵素サイトの認

識によってメチル化状態を 2重に確認する原理上、定量性は高い。一方で、バイサルファイト処理を用

いたWGBSや COBRAはバイサルファイト変換に 5-6時間の処理が必要である。 

 

3-3. 抗 5-metylcytosine (5mC)抗体を用いる方法 

 抗 5mC 抗体は、一本鎖 DNA 中の 5mC を特異的に認識する抗体である。抗体 5mC 抗体を用いてゲ

ノム DNA 中からメチル化されている領域のみ回収し、それを次世代シーケンサーで解析する方法

(methylated DNA immunoprecipitation-seq : MeDIP-seq)が開発されている(Fig. 1-4) [55]。本手法は、①ゲ

ノム断片化(ソニケーション処理)、②5mC に対する特異的抗体を用いたメチル化 DNA 断片の回収、③

アダプターのライゲーション、④次世代シークエンス解析の 4つのステップで構成されている。作製し

たライブラリーの末端より数十塩基のシークエンスを行い、5mC を含んだゲノム断片の配列を決定し、

メチル化されているゲノム DNA領域を同定する。メチル化されているゲノム DNA領域のみシークエン

ス解析するため、WGBS よりも解析に必要なシーケンスリード数は少ない。解析に必要な DNA 量は

160-300 ngではあるが、すべての CpGサイトのメチル化レベルを解析することはできないという欠点

が挙げられる。 

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)によりゲノム DNAのメチル化レベルを測定する方法が

開発されている(Fig. 1-4)。本手法は、①プレートへのゲノム DNAの固定化、②5mCに対する一次抗体

の添加、③標識された二次抗体の添加、④酵素活性の測定、の 4つのステップで構成されている。検出

限界が 10 ngのゲノム DNA である高感度な方法も開発されている[56]。本手法は複数回の洗浄操作が必

要であるため、これを用いて簡便にゲノム DNA のメチル化レベルを解析できないという問題点が挙げ

られる。また、ゲノム DNA のメチル化レベルを定量するためにはスタンダードサンプルを用いて検量

線を作製する必要がある。 

 

3-4. Methyl-CpG-binding domain (MBD)を用いる方法 

 MBDは、二本鎖 DNAのメチル化 CpGを特異的に認識するドメインである[57]。ELISA より簡便なゲ

ノム DNAのメチル化レベル測定法として、分割した luciferase (split luc)をそれぞれ MBDに融合させた

蛋白質(MBD-split luc)を利用した方法が開発されている(Fig. 1-4) [58]。本手法は、2種類のMBD-split luc

と発光基質をゲノム DNA に混合するだけで、ゲノム DNA のメチル化レベルを測定できる方法である。

2 種類の MBD-split luc が近接するメチル化 CpG 部位に結合すると、分割した luciferase が再構築され

るため、発光が観察される。この発光強度はゲノム DNA のメチル化レベルに依存するため、試薬を混

合し、luciferaseの発光強度を測定するだけでゲノム DNAのメチル化レベルを測定することができ、検

出限界は 2.6 ng と優れている。一方で、luciferase の発光強度は 2 つのメチル化 CpG 部位間の距離に

依存するため、正確にゲノム DNA のメチル化レベルを測定できない可能性が考えられる。また、ゲノ

ム DNAのメチル化レベルを定量するためには、検量線を必要とする。 
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Figure 1-4 各種ゲノム DNAメチル化測定法 
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3-5. まとめ 

 各方法の特徴を Table 1-2にまとめ、ゲノム DNAのメチル化レベル測定法に関する本研究の開発領域

を示す。LC-MSを用いる方法は、解析に 1時間以上必要であること、大型な機器が必要であるため、測

定に時間とコストがかかるという問題点が挙げられる。LC-MS を用いる方法と同等の正確性を持つバ

イサルファイト処理を用いた方法として、WGBS と COBRA が挙げられる。WGBS を用いれば一塩基

レベルの解像度で 5mC を解析できるが、高価な次世代シークエンサーが必要になる。COBRA を用い

れば、正確にメチル化レベルを定量できるが、バイサルファイト変換に 5-6時間必要になるという欠点

が挙げられる。バイサルファイト処理を用いない方法として、抗 5mC抗体やMBDを用いる方法(MeDIP

法、ELISA法、MBD-split lucを利用した方法)が挙げられる。MeDIP法は、メチル化されているゲノム

DNA 領域のみシークエンス解析するため、WGBS よりも解析に必要なシーケンスリード数は少ない。

そのため、WGBSよりも低コストで解析できるが、すべての CpGサイトのメチル化レベルを解析する

ことはできないという欠点が挙げられる。抗 5mC抗体を用いた ELISA法は、複数回の洗浄操作が必要

であるため、これを用いて簡便にゲノム DNAのメチル化レベルを解析できない。分割した luciferaseを

MBDに融合した蛋白質を用い、luciferaseの相補性を利用したメチル化レベル測定法が開発されている。

これを用いれば迅速・簡便にゲノム DNA のメチル化レベルを定量することができるが、分割された

luciferase の発光強度は 2 つのメチル化 CpG 部位間の距離に依存するため、正確にゲノム DNA のメチ

ル化レベルを測定できない可能性が指摘されている。また、これらの方法はゲノム DNA のメチル化レ

ベルを定量するためには、検量線を必要とする。そこで、本研究は、検量線を必要としなく、検体に試

薬を混合するだけでゲノム DNAのメチル化レベルを測定できる方法を開発領域する(Fig. 1-5)。 

 

Table 1-2 各ゲノム DNAのメチル化レベル測定法の特徴 
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Figure 1-5 ゲノム DNAのメチル化レベル測定法に関する本研究の開発領域 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



10 
 

4節 MBD蛋白質に関する知見 

4-1. MBD1の MBD蛋白質 

ヒト由来のメチル化CpG結合ドメイン(methyl-CpG-binding domain : MBD)蛋白質ファミリーとして、

MBD1, MBD2, MBD3, MBD4, MeCP2 蛋白質が同定される[59, 60, 61]。これらは共通して N末端側に配列

相同性の高いメチル化 CpG 結合ドメイン(MBD)と C 末端側に蛋白質によって異なる機能を担うドメイ

ンを保存している[62]。なお、本研究で用いた MBDはヒト由来MBD1蛋白質中の MBDである。 

この MBDファミリー蛋白質の内、MBD1の MBD はメチル化 CpGに対して、特異的に結合する。そ

の解離定数は、メチル化 CpG に対して 10-70 nM、非メチル化 CpG に対して 5 µM である[63]。そのた

め、本研究はメチル化 CpGに特異的に結合する MBD1の MBDを用いた。 

 

4-2. MBD1の MBDの構造 

MBD1 蛋白質は 605 アミノ酸残基からなりそれぞれの領域は MBD (1-69 残基), CXXC 型のジンクフ

ィンガーモチーフ (169-216と 330-378残基)、転写抑制ドメイン(529-592残基)をコードしている。 

MBD1のMBDとメチル化 DNAの複合体の立体構造を Fig. 1-6に示す。MBD1の MBDは 4本の βシ

ートの層と、αヘリックスとループからなる層の α/βサンドイッチ構造をとる。βシート部分を DNAの

主溝に斜めに挿入し、4 本鎖の内側の 2 本の β ストランドは DNA 塩基との接触する部分であり、メチ

ル化 CpG部位の認識に重要な役割を担う。この βシートは、DNA糖-リン酸骨格に塩基配列非特異的な

相互作用によって支えられている。DNA 骨格への結合の 1 つは Loop L1 によって行われている。この

ループは塩基接触を行っている 2 つのストランド β2 と β3 の間に存在し、DNA の片一方の鎖のリン酸

骨格とのみ広範囲な接触を行う。もう一方の DNA鎖へは α1へリックス中の幾つかの残基が結合してい

る。DNAのリン酸骨格と接触している Loop L1は、DNAの結合に伴い、構造を変化させる。NMR 解析

により、Loop L1を形成する残基は DNA非結合状態では不安定であるが、メチル化 DNAと複合体を形

成すると比較的安定な Loop L1構造を形成する。 

MBDの 5つの残基のみが DNA内の塩基と相互作用している。Val20, Arg22, Tyr34, Arg44, Ser45で

ある。Val20 を除きすべての残基が他の MBD 間で保存されている。MBD が認識する塩基はメチル化

CpG 部位の 2 塩基対に限られている。これら 5 つの残基は蛋白質表面に連続した疎水性表面を形成し

ている。それがメチル化 CpG の 2 つの塩基対と疎水性相互作用している(Fig. 1-6)[57]。2 つのメチル基

の認識は非対称性である Val20, Arg22, Tyr34,で形成される疎水性のポケットにメチル基が広範囲に相

互作用する場合に対いて、Arg44と Ser45の側鎖のアルキル鎖領域にメチル基が狭い範囲で疎水性相互

作用する。 
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Figure 1-6 MBD1の MBD構造[57] 
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5節 CXXC蛋白質に関する知見 

5-1. MLL1の CXXC蛋白質 

 触媒活性部位 suppressor of variegation, Enhancer of zeste, Trithorax (SET)ドメインを持つ The mixed 

lineage leukemia (MLL) familyは、ヒストン H3蛋白質の N末端から 4番目のリジン残基(H3K4)をメチ

ル化し、転写調節に重要な役割を担っている[64]。ヒト由来の MLL familyには、MLL1, MLL2, MLL3, MLL4, 

SetD1A, SetD1Bの 6種類あり、それぞれメチル化された H3K4、アセチル化されたリジン、RNA認識

モチーフドメインターゲットドメインの違いによって区別されている[65]。この MLL1 の cys-X-X-cys 

motif domain (CXXC)は、特異的に非メチル化 CpG と結合する。その解離定数は非メチル化 CpG に対

して約 33 nMであるが、メチル化 CpGに対しては 1 mM以上である[66]。そのため、本研究では非メチ

ル化 CpGに特異的に結合する MLLの CXXCを用いた。 

 

5-2. MLL1の CXXC構造 

MLL の CXXC と非メチル化 DNA の複合体の立体構造を Fig.1-7 に示す。CXXC は DNA の主溝に結

合する。CXXCが CpGを認識するためには 1182-1188ループが重要である。Lys1185 と Lys1186のカ

ルボニル基はシトシン 106とシトシン 118の N4-アミン基とそれぞれ水素結合する。また、Gln1187と

Lys1186がグアニン 107、グアニン 119と水素結合する。シトシン 106とシトシン 118の 5位の Hは、

それぞれ Gln1187と Ile1184に物理的に近接している。そのため、シトシン 106とシトシン 118の 5位

がメチル化されると、Gln 1187 と Ile1184 と立体的に衝突するため、CXXC はメチル化 DNA に結合し

にくくなる[64]。 

 

 

Figure 1-7 MLLの CXXC構造[64] 
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6節 Luciferase蛋白質に関する知見 

6-1. Firefly luciferase発光蛋白質 

Luciferaseは発光基質である luciferinと ATP存在下で発光反応を触媒する酵素である。反応機構は 2

段階で進行する。まず luciferinのカルボキシル基が ATPの α位のリン酸部位を攻撃することで、luciferin 

AMP中間体が酵素中で形成される。その後、酸素が中間体と反応した後、励起状態の oxyluciferinが生

成し、これが基底状態の oxylucirerinに変わる際、エネルギーを光として放出する(Fig. 1-8) [67]。本研究

では、550~580 nmで最大発光波長を示すゲンジボタルの一種である firefly luciferase (Fluc)を用いた。 

 

 

Figure 1-8 Luciferaseの発光反応 

 

6-1. Oplophorus luciferas発光蛋白質 

 深海エビの一種であるOplophorus gracilirostris由来の発光蛋白質は分子量 3.5×104と 1.9×104のサブ

ユニットからなり、分子量 1.9×104のサブユニットが触媒活性を保持している。分子量 1.9×104のサブ

ユニットは coelenterazineと反応して、最大発光波長 460 nmの発光を発する[68, 69]。本研究では、分子

量 1.9×104のサブユニットを oplophorus luciferase (Oluc)として用いた。 
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7節 DNA intercalating dye に関する知見 

DNA intercalating dye は、二本鎖 DNAに結合する蛍光分子であり、DNAを検出するために用いられ

る。本研究では、luciferase と DNA intercalating dye 間で起こる bioluminescence resonance energy 

transfer (BRET)反応を利用する。そのため、DNA intercalating dye は Olucの最大発光波長(460 nm)で

励起される BOBO-1, Flucの最大発光波長(550~580 nm)で励起される BOBO-3を使用した。BOBO-1と

BOBO-3 とは、二量体のシアニン核酸色素である(Fig. 1-9)。核酸に対する親和性が高いことに加えて、

シアニン化二量体は、核酸が非存在下では蛍光特性を示さないが、DNA に結合すると、100-1000 倍蛍

光強度が増す。BOBO-1 の最大励起波長は 462 nm、最大蛍光波長 481 nm であり、BOBO-3 の最大励

起波長が 570 nmであり、最大蛍光波長は 602 nmである[70, 71]。 

 

 

Figure 1-9 BOBO-1 (上)と BOBO-3 (下)の構造 
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8節 本研究の目的及び意義 

本研究はがんのバイオマーカーであるヒトゲノム DNA のメチル化レベルを迅速・簡便・正確に定量

する方法を開発することを目的とした。これまでの研究で、二本鎖 DNA 結合蛋白質である Zinc finger 

proteinに Firefly luciferaseを融合させた蛋白質(Zinc-Fluc)と DNA intercalating dye間で生じる生物発光

共鳴エネルギー移動(bioluminescence resonance energy transfer : BRET)を利用した二本鎖 DNA検出法

が開発されている[71]。そこで、MBD (ヒト由来の MBD1蛋白質の 2-82番目のアミノ酸に対するメチル

化 CpG 結合ドメインを MBD と記す)を Fluc に融合した蛋白質 MBD-Fluc と DNA intercalating dye 

BOBO-3を用いれば、BRET assayを基にしたゲノム DNAのメチル化 CpG量を測定する方法が開発で

きると考えた。その原理を Fig. 1-10に示す。①細胞から抽出したゲノム DNAに DNA intercalating dye

を加えると、DNA intercalating dye はメチル化の有無にかかわらずゲノム DNA に結合する。そこに、

②MBD-Flucを混合すると、MBD-Fluc の MBD はゲノム DNA中のメチル化 CpGを認識する。最後に、

③Firefly luciferaseの発光基質を加えると、luciferaseの発光により DNA intercalating dyeが励起され蛍

光を発する。この発せられた蛍光を BRETシグナルとする。この BRETシグナルは、ゲノム DNAのメ

チル化レベル依存的に得られると考えられる。 

本手法は検体に試薬を混ぜるだけで測定可能な方法であるため、迅速・簡便にメチル化 CpG 量を測

定できると考えられる。MBD-Flucと BOBO-3を用いた BRET assayは、ゲノム DNAの非メチル化 CpG

量を測定できないため、ゲノム DNA のメチル化レベルを定量するためには検量線を必要とする。そこ

で非メチル化 CpG 結合蛋白質である CXXC を Fluc に融合させた蛋白質 CXXC-Fluc を用いれば、ゲノ

ム DNA の非メチル化 CpG 量を同一のプラットフォームで測定でき、検量線を必要としないでゲノム

DNAのメチル化レベルを定量できると考えられる(Fig. 1-11)。 

さらに、本手法は光学的に測定するため、ゲノム DNA のメチル化 CpG 量と非メチル化 CpG 量を異

なる蛍光波長領域で同時に測定できる。そこで、Flucよりも最大発光波長が短い oplophorus luciferase 

(Oluc)を CXXCに融合した蛋白質 CXXC-Olucと DNA intercalating dye BOBO-1を用いた BRET assasy

によるゲノム DNA の非メチル化 CpG 量を測定できる方法(Fig. 1-12)が開発できれば、CXXC-Oluc, 

MBD-Fluc, BOBO-1および BOBO-3を用いたマルチカラーBRET assayによりゲノム DNAのメチル化

CpG 量と非メチル化 CpG 量を異なる蛍光波長領域で同時に測定できると考えられる(Fig. 1-13)。その

ため、本マルチカラーBRET assayは、検量線を必要としなく、検体に試薬を混ぜるだけでゲノム DNA

のメチル化レベルを定量できる迅速・簡便な測定法である。 

 第 2 章「MBD-Fluc を用いたヒトゲノム DNA のメチル化 CpG 量測定法の開発」では、MBD-Fluc を

発現させるベクターの構築、大腸菌からMBD-Flucの組換え生産およびMBD-Flucを用いたBRET assay

によるゲノム DNAのメチル化 CpG量の測定を試みた。 

第 3 章「ゲノム DNA のメチル化状態に影響を与える分子のスクリーニング法の開発」では、MBD-

Flucを用いた BRET assayを用いて、ゲノム DNAのメチル化状態に影響を与える分子のスクリーニン

グ法が開発できるかを検討した。 

第 4章「CXXC-Flucを用いたヒトゲノム DNAの非メチル化 CpG量測定法の開発」では、CXXC-Fluc

を発現させるベクターの構築、大腸菌から CXXC-Flucの組換え生産および CXXC-Flucを用いた BRET 

assay によるゲノム DNA の非メチル化 CpG 量の測定を試み、さらに CXXC-Fluc および MBD-Fluc を

用いた各 BRET assay で得られた蛍光強度の比率からゲノム DNA のメチル化レベルが定量できるのか
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を検討した。 

第 5 章「マルチカラーアッセイを用いたゲノム DNA のメチル化レベル定量法の開発」では、CXXC-

Oluc を発現させるベクターの構築、大腸菌から CXXC-Oluc の組換え生産および CXXC-Oluc を用いた

BRET assay によるゲノム DNA の非メチル化 CpG 量の測定を試み、さらに CXXC-Oluc と MBD-Fluc

を用いたマルチカラーBRET assay によるゲノム DNA のメチル化 CpG 量と非メチル化 CpG 量の同時

測定を試み、異なる蛍光波長領域で得られた蛍光強度の比率からゲノム DNA のメチル化レベルが定量

できるのかを検討した。 

 

 

Figure 1-10 MBD-Flucを用いた BRET assayによるゲノム DNAのメチル化 CpG量測定法の原理 

 

 

Figure 1-11 CXXC-Flucを用いた BRET assayによるゲノム DNAの非メチル化 CpG量測定法の原理 
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Figure 1-12 CXXC-Olucを用いた BRET assayによるゲノム DNAの非メチル化 CpG量測定法の原理 

 

 

Figure 1-13 CXXC-Olucと MBD-Flucを用いたマルチカラーBRET assayによる 

ゲノム DNAのメチル化レベル定量法の原理 
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第 2章 MBD-Flucを用いたヒトゲノム DNAのメチル化 CpG量測定法の開発 

1節 緒言 

DNAのメチル化とは、シトシンとグアニンの連続した配列(CpG)中のシトシンの 5位にメチル基が付

加される反応であり、近傍の遺伝子発現制御に重要な役割を果たしている。正常な細胞では、ヒトゲノ

ム DNAの約 45%は反復配列であるレトロトランスポゾンの転写活性を制御するために通常は高度にメ

チル化されている。また、ヒトゲノム DNA 内に存在する CpG サイトの約 95%以上はトランスポゾン

内に存在しているため、ゲノム DNA のメチル化レベルは反復配列のメチル化レベルと相関がある。一

方がん細胞では、レトロトランスポゾンンは低メチル化状態であるため、ゲノム DNA のメチル化レベ

ルはがんのバイオマーカーとして期待されている。 

ゲノム DNA のメチル化レベル測定法としては、① LC-MS を用いる方法、②バイサルファイト処理

を用いる方法、③抗 5mC 抗体を用いる方法及び④ MBD を用いる方法と 4 種類に分類することができ

る。LC-MS を用いる方法は、解析に 1 時間以上必要であるという問題点が挙げられる。LC-MS を用い

る方法と同等の正確性を持つバイサルファイト処理を用いた方法として、WGBS と COBRA が挙げら

れるが、バイサルファイト変換に 5-6時間必要になるという欠点が挙げられる。バイサルファイト処理

を用いない方法として、抗 5mC抗体や MBDを用いる方法が挙げられる。抗 5mC抗体を用いた ELISA

法は、複数回の洗浄操作が必要であるため、これを用いて簡便にゲノム DNA のメチル化レベルを解析

できない。分割した luciferaseを MBDに融合した蛋白質を用い、luciferaseの相補性を利用したメチル

化レベル測定法が開発されている。これを用いれば迅速・簡便にゲノム DNA のメチル化レベルを定量

することができるが、分割された luciferase の発光強度は 2 つのメチル化 CpG 部位間の距離に依存す

るため、正確にゲノム DNA のメチル化レベルを測定できない可能性が指摘されている。また、これら

の方法はゲノム DNA のメチル化レベルを定量するためには、検量線を必要とする。以上より、迅速・

簡便にゲノム DNA のメチル化レベルを定量するためには、検体に試薬を混合するだけで測定できるこ

と、定量に検量線を必要としないことが求められる。 

本研究では、検量線を必要としないで、検体に試薬を混ぜるだけでゲノム DNA のメチル化レベルが

測定できる方法を開発領域とした。これまでの研究で、二本鎖 DNA結合蛋白質である Zinc finger protein

に Firefly luciferaseを融合させた蛋白質(Zinc-Fluc)と DNA intercalating dye間で生じる生物発光共鳴エ

ネルギー移動(bioluminescence resonance energy transfer : BRET)を利用した二本鎖 DNA検出法が開発

されている[72]。一方で、メチル化 CpGを認識する蛋白質として MBD1, 2, 3や MeCP2が既に単離・精

製されている。そこで、MBD (ヒト由来のMBD1蛋白質の 2-82番目のアミノ酸に対するメチル化 CpG

結合ドメインをMBDと記す)を zinc-Flucの zincと組換えたMBD-Flucと DNA intercalating dye BOBO-

3を用いれば、BRET assayを基にしたゲノム DNAのメチル化 CpG量を測定する方法が開発できると

考えた。 

以下に本手法の原理を示す。①細胞から抽出したゲノム DNAに DNA intercalating dye を加えると、

DNA intercalating dyeはメチル化の有無にかかわらずゲノム DNAに結合する。そこに、②MBD-Flucを

混合すると、MBD-FlucのMBDはゲノムDNA中のメチル化CpGを認識する。最後に、③Firefly luciferase

の発光基質を加えると、luciferaseの発光により DNA intercalating dyeが励起され蛍光を発する。この

発せられた蛍光を BRETシグナルとする。この BRETシグナルは、ゲノム DNAのメチル化レベル依存

的に得られると考えられる。 
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本手法の原理によって、化学処理を必要としなく、検体に試薬を混ぜるだけでゲノム DNA のメチル

化CpGを光学的に測定できると考えられる。したがって本章においては、MBD-FlucとDNA intercalating 

dye 間で生じる BRET を利用したヒトゲノム DNA のメチル化 CpG 量測定法を開発することを目的に、

MBD-Fluc発現ベクターを構築した後、大腸菌 BL21 (DE3)を用いてMBD-Flucを組換え生産し、その特

性を検討した。得られたMBD-Flucと DNA intercalating dye BOBO-3間で生じる BRETを利用して、プ

ラスミド DNAとゲノム DNAのメチル化 CpG量を測定できるのかを検討した。 
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2節 使用した試薬・大腸菌、プレート、実験機器およびオリゴ DNA 

2-1. 試薬・大腸菌 

Table 2-1 使用した試薬・大腸菌 

目的 品名 会社名 

  UltrapureTM distilled water Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 

  

10×PBS 

(1.4 M Sodium chloride, 0.020 M 

Potassium, 0.080 M Sodium phosphate 

dibasic, 0.020 M Potassium phosphate 

monbasic) 

Ambion, Austin, TX 

PCR KOD-plus-neo Toyobo, Osaka, Japan 

  Excelband 1.0 kb DNA ladder SMObio, Hsinchu, Taiwan 

  Excelband 0.20 kb DNA ladder SMObio, Hsinchu, Taiwan 

  10×Ex tag HS buffer Takara, Tokyo, Japan 

  Ex tag HS Takara, Tokyo, Japan 

電気泳動 Agar Wako, Tokyo, Japan 

  Orange G Nacalai tesque, Kyoto, Japan 

  EtBr solution Nippon gene, Tokyo, Japan 

制限酵素処理 Nde I NEB, Ipswich, MA, USA 

  EcoR I NEB, Ipswich, MA, USA 

DNA精製 
Wizard® sv gel and PCR clean-up 

system 
Promega, Madison, WI, USA 

 DNeasy blood and tissue kit Qiagen, Hilden, DE 

  
Wizard® plus sv minipreps DNA 

purification system 
Promega, Madison, WI, USA 

Ligation Ligation high ver. 2 Toyobo, Osaka, Japan 

Transformation E. coli DH5α competent cells Takara, Tokyo, Japan 

  E. coli BL21 (DE3) competent cells Biodynamics Laboratory lnc. 

  グリセリン Nacalai tesque, Kyoto, Japan 

  
Isopropyl β-d-1-thiogalactopyranoside 

(IPTG) 
Nacalai tesque, Kyoto, Japan 

  SOC medium Takara, Tokyo, Japan 

LB medium Tryptone Nacalai tesque, Kyoto, Japan 

  Extract yeast dried Nacalai tesque, Kyoto, Japan 

  Kanamycin 
Tokyo chemical industry, Tokyo, 

Japan 

  Sodium chloride Wako, Tokyo, Japan 

  Bacto-agar Wako, Tokyo, Japan 
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蛋白質精製 
10×Bug Buster® protein extraction 

reagent 
Novagen, Madison, WI, USA 

  Sodium chloride Wako, Tokyo, Japan 

  Strept-tactin superflow plus (1.0 mL) Qiagen, Hilden, DE 

  Sodium dihydrogenphosphate dihydrate Wako, Tokyo, Japan 

  D-Desthiobiotin Sigma aldrich, St. Louis, MO 

  HABA Sigma aldrich, St. Louis, MO 

  (±) DTT Wako, Tokyo, Japan 

活性測定 PicaGene Toyo b-net, Tokyo, Japan 

SDS-PAGE Acrylamide Wako, Tokyo, Japan 

  Tris (hydroxymethyl) aminomethane Nacalai tesque, Kyoto, Japan 

  Sodium dodecyl sulfate Wako, Tokyo, Japan 

  Ammonium Peroxodisulfate 
Yoneyama yakuhin kogyo, Osaka, 

Japan 

  
N, N, N’, N’-

tetramethylphenylenediamine (TEMED) 

Tokyo chemical industry, Tokyo, 

Japan 

  BES 
Dojindo laboratories, Kumamoto, 

Japan 

  2×Tris-BES sample buffer Tefco, Tokyo, Japan 

  β-mercaptoethanol Sigma aldrich, St. Louis, MO 

  Sodium thiosalfate pentahydrate Wako, Tokyo, Japan 

  N, N-dimethyl formamide Wako, Tokyo, Japan 

  Quick-CBB plus Wako, Tokyo, Japan 

  Quick start™ braford 1×dye reagent  Bio rad, Hercules, CA, USA 

  Alubmin, from bovine serum Sigma aldrich, St. Louis, MO 

  銀染色 IIキット Wako, Tokyo, Japan 

  Methanol Wako, Tokyo, Japan 

  Acetic acid Wako, Tokyo, Japan 

蛋白質濃度測定 DC protein assay kit Bio rad, Hercules, CA, USA 

Plate assay MgCl2 Wako, Tokyo, Japan 

  Tween® 20 Sigma aldrich, St. Louis, MO 

  (+) Biotin Wako, Tokyo, Japan 

メチル化処理 4.0 U/µL M. SssI NEB, Ipswich, MA, USA 

  200×SAM NEB, Ipswich, MA, USA 

  E. coli HST04 dam－/dcm－ Takara, Tokyo, Japan 

COBRA Epitect bisulfite kits Qiagen, Hilden, DE 

  Max tract Qiagen, Hilden, DE 

  Hpa II NEB, Ipswich, MA, USA 
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  Taqɑ I Takara, Tokyo, Japan 

  Chloroform-isoayl alcohol (24:1) Sigma aldrich, St. Louis, MO 

  
Phenol/ chloroform/ isoamyl alcohol 

(25:24:1) 
Wako, Tokyo, Japan 

  3.0 M sodium acetate Wako, Tokyo, Japan 

  Ethachinmate Wako, Tokyo, Japan 

  Ethanol (99.5) Wako, Tokyo, Japan 

BRET assay BOBO-3 (570/602) Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 

  PicaGene Toyo b-net, Tokyo, Japan 

細胞培養 HeLa cell Reken, Ibaraki, Japan 

  5-Aza-2’-deoxycytidine 
Tokyo chemical industry, Tokyo, 

Japan 

  DMEM Sigma aldrich, St. Louis, MO 

  FBS Sigma aldrich, St. Louis, MO 

  Penicillin-streptomycin l-glutamine Sigma aldrich, St. Louis, MO 

  TrypLETM select 
Thermo fisher scientific, Tokyo, 

Japan 

 

2-2. プレート 

Table 2-2 使用したプレート 

目的 品名 会社名 

細胞培養 100 mm cell culture dish Full-steri, Shiga, Japan 

  100 mm cell culture dish-treated Nippon genetics, Tokyo, Japan 

蛋白質濃度測定 Clear plate 
Thermo fisher scientific, Tokyo, 

Japan 

活性測定 White plate Greiner bio-one, Kremsmünster, AU 

Plate assay Streptavidin coated white plate 
Thermo fisher scientific, Tokyo, 

Japan 

 

2-3. 実験機器 

Table 2-3 使用した実験機器 

機器名 品名 会社名 

クリーンベンチ CCV clean bench Fujisawa, Osaka, Japan 

卓上微量高速遠心機 Himac CT15RE Hitachi, Tokyo, Japan 

遠心分離機 Cubee Recentteci, Tokyo, Japan 

サーマルサイクラー T100TM thermal cycler Bio rad, Hercules, CA, USA 

 
PCR thermal cycler dice touch 

TP350 
Takara, Tokyo, Japan 
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  Veriti thermal cycler 
Thermo fisher scientific, Tokyo, 

Japan 

電気泳動槽 Mupid-2 plus AND, Tokyo, Japan 

スラブ電気泳動装置 BE-220 Bio craft, Tokyo, Japan 

  電源装置 Bio craft, Tokyo, Japan 

分光光度計 Biospectrometer basic Eppendorf japan, Tokyo, Japan 

電子天秤 分析用電子天秤 HR-202 AND, Tokyo, Japan 

 電子上皿天秤 PL3002 Metter toledo, Columbus, OH, USA 

  電子天秤 AW120 Shimazu, Kyoto, Japan 

pHメーター Seven easy S20 Metter toledo, Columbus, OH, USA 

アルミブロック恒温槽 Eyela MG-1200 Tokyo rikakikai, Tokyo, Japan 

  Vortex-genie® 2 
Scientific industries, Bohemia, NY, 

USA 

トランスイルミネータ

ー 
LED illuminator LI-410 Bio craft, Tokyo, Japan 

恒温器 Incubator IC601 Yamato scientific, Tokyo, Japan 

 低温インキュベーター BNC-110 Espec corp, Osaka, Japan 

  
マイクロチューブローテーター

MTR-103 
As one, Osaka, Japan 

恒温器小型 クールインキュベータ Mitsubish electric, Tokyo, Japan 

  Rotary shaker NX-20D Nisshn rika, Tokyo, Japan 

スターラー Pasplina mini stirrer CT-1A As one, Osaka, Japan 

プレートリーダー 
Spark 10M multimode microplate 

reader 
Tecan, Männedorf, CH 

  Microplate reader model 680 Bio rad, Hercules, CA, USA 

チューブポンプ Variable speed pump-low 
Thermo fisher scientific, Tokyo, 

Japan 

シェーカー Seesaw shaker BC-700 Bio craft, Tokyo, Japan 

フリーザー 超低温フリーザー(-80°C) Panasonic, Osaka, Japan 

  低温フリーザー(-20°C) Sanyo, Osaka, Japan 

レンジ レンジ Sanyo, Osaka, Japan 
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2-4. オリゴ DNA 

Table 2-4 使用したオリゴ DNAの配列 

名前 配列 5'-3' 

Forward primer for MBD 
TCTCATATGTGGAGCCATCCGCAGTTTGAAAAGGCTGAGGACT

GGCTGGACT 

Reverse primer for MBD GTTGAATTCGCTGGCAACCGCCACGG 

Methylated DNA_Top 
Biotin-AAAAAACAGGATXGACGACGTACCCT  

(X= methylated cytosine) 

Methylated DNA_Bottom AGGGTACGTCGTXGATCCTG (X= methylated cytosine) 

Unmethylated DNA_Top Biotin-AAAAAACAGGATCGACGACGTACCCT 

Unmethylated DNA_Bottom AGGGTACGTCGTCGATCCTG 

LINE1 bisulfite forward primer GYGTAAGGGGTTAGGGAGTTTTT (Y= T or C) 

LINE1 bisulfite reverse primer AACRTAAAACCCTCCRAACCAAATATAAA (R= A or G) 
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3節 実験方法 

3-1. MBD-Fluc発現ベクターの構築 

ヒト由来の MBD1 の 2-82 番目のアミノ酸に対するメチル化 CpG 結合ドメイン(methyl-CpG binding 

domain : MBD)をコードする MBDは pGEX-2TH-MBD [73]から polymerase chain reaction (PCR)により

MBDを増幅させた。PCRは 50 μLの反応溶液[1×buffer for KOD-plus, 0.20 mM dNTPs, 1.0 mM MgCl2, 

0.30 μM each primer, 0.20 ng/µLの pGEX-2TH-MBDおよび 50 mU/µL KOD-Plus (DNA polymerase)]を

調製し、サイクルは 94°C で 2 分、[98°C で 10 秒、59°C で 30 秒、68°C で 30 秒]×25 サイクルの条件

で行った後、電気泳動解析を行った。また、forword primerは N末端に Nde Iサイトと streptag配列が

付加されている primerを使用し、reverse primerは C末端に EcoR Iサイトが付加されている primerを

使用した(Table 2-4の Forward primer for MBD と Reverse primer for MBD)。増幅した 1.0 μgの PCR産

物を 50 μLの 1×NEBuffer内で 10 U Nde Iと 10U EcoR Iにより 37°Cで 1時間処理した後、Pureyield™ 

miniprep and sv gel & PCR clean-up system により精製した。また、ベクターとなる pET30c-Firefly 

luciferase (pET30c-Fluc)を得るために、2.0 μgの pET30c-Streptag-Zif268-Fluc [74]を 50 μLの 1×NEBuffer

内で 20 U Nde Iと 20 U EcoR Iにより 37°Cで 2時間処理した後、電気泳動解析から観測される目的位

置付近のバンド(pET30c-Fluc)を切り出し、Pureyield™ miniprep and sv gel & PCR clean-up systemに

より精製した。 

pET30c-Fluc が 50 μg に対してモル比が 3 倍の streptag-MBDとなるように混合液を調製し、調製し

た混合液に対して半分量の ligation high ver. 2を添加することで反応液を調製した後、16°Cで 30分間

処理した。このライゲーション産物 10 µLを用いて、20 µLの Escherichia coli (E. coli) DH5α (DH5α)

を形質転換した(インキュベートの条件：静置の状態で 4°C で 30 分間、42°C で 42 秒間、4°C で 2 分

間)。 

形質転換された DH5α を LB_Kanamycinプレート培地(pH 7.2, 10 g/L Bact tryptone, 5.0 g/L Bactro 

yeast extract, 10 g/L NaCl, 15 g/L Bacto-agarおよび 20 ug/mL Kanamycin)に播種し、静置の状態で 37°C

で16時間培養した。得られたコロニーを6.0 mLのLB_Kanamycin液体培地(pH 7.2, 10 g/L Bact tryptone, 

5.0 g/L Bactro yeast extract, 10 g/L NaClおよび 20 ug/mL Kanamycin)に添加し、180 r. p. m.で振盪しな

がら 37°Cで 16時間培養した。培養したサンプルからプラスミド DNAを Pure yieldTM plasmid midiprep 

system を用いて精製した。精製したプラスミド DNA が目的の配列(pET30c-streptag-MBD-Fluc)である

ことを確認するために、精製したプラスミド DNA配列の解析をマクロジェン社(Tokyo, Japan)に外注し

た。 

 

3-2. MBD-Flucの組換え生産 

構築した 1.0 ngの pET30c-streptag-MBD-Flucを用いて、E. coli BL21 (DE3)を形質転換した(インキ

ュベートの条件：静置の状態で 4°Cで 30分間、42°Cで 42秒間、4°Cで 2分間)。 

形質転換した E. coli BL21 (DE3)を 6.0 mLの LB_Kanamycin液体培地(pH 7.2, 10 g/L Bact tryptone, 

5.0 g/L Bactro yeast extract, 10 g/L NaClおよび 20 ug/mL Kanamycin)に添加し、180 r. p. m.で振盪しな

がら 37°Cで 16時間培養した。この培養したサンプルを 40%グリセロール(40 mLグリセリン、60 mL 

MilliQ、オートクレーブ済み)と混合し、-80°Cで保存した。 

保存したサンプルから爪楊枝で適当量を取り、1.5 mLの LB_Kanamycin 液体培地(pH 7.2, 10 g/L Bact 
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tryptone, 5.0 g/L Bactro yeast extract, 10 g/L NaCl および 20 ug/mL Kanamycin)に添加し、180 r. p. m.で

振盪しながら 37°Cで 16時間培養した。培養したサンプル全量と 14 mLの LB_Kanamycin液体培地(pH 

7.2, 10 g/L Bact tryptone, 5.0 g/L Bactro yeast extract, 10 g/L NaCl および 20 ug/mL Kanamycin)を乾熱

滅菌したバッフル付きフラスコに添加し、OD 600値が 0.50~1.0ユニットになるまで 180 r. p. m.で振盪

しながら 37°C で培養した。0.50~1.0 ユニットの際に、IPTG を終濃度 1.2 mM になるように添加し、

140 r. p. m.で振盪しながら 20°Cで 16時間培養した。この培養した 150 mLのサンプルを 4つに分け、

0.85% NaCl により重さを統一し、2500×g かつ 4°C で 10 分間遠心し、上清を捨てた。この操作を、4

回行った後、集菌したサンプルを-80°Cで保存した。 

集菌したサンプル 1.0 mg あたり 5.0 mL の細胞溶解液(1×Bug Buster® protein extraction reagent, 

1×PBS)で懸濁し、ローテーターを用いて 5.0 r. p. m.かつ室温で 5 分間遠心した後、遠心機を用いて

16000×gかつ 4°Cで 20分間遠心した。得られた上清を水溶性画分のサンプルとする。水溶性画分を全

量 10 mLの 1×PBSとなるように PBSを添加した後、0.45 µmフィルターでろ過した。このろ過したサ

ンプルをフィルターでろ過した水溶性画分とする。ろ過した水溶性画分の全量を Strep-tactin® superflow 

plus (Qiagen, Hilden, DE)のカラムに流速 1.0 mL/minの条件で流し、1.0 mLのフロースルー画分を 10

サンプルずつ回収した。次に、10 mLの洗浄 buffer (pH 8.0, 50 mM NaH2PO4および 0.30 M NaCl)を流

速 1.0 mL/minの条件で流し、1.0 mLの洗浄画分を 10 サンプルずつ回収した。最後に、10 mL の溶出

buffer (pH 8.0, 50 mM NaH2PO4, 0.30 M NaClおよび 10 mM Desthiobiotin) を流速 1.0 mL/minの条件で

流し、1.0 mLの溶出画分を 10サンプルずつ回収し、終濃度 5.0 mMになるように DTTを添加した。精

製の間、各サンプルは氷中に保存しながら作業した。得られたサンプルは、水溶性画分、希釈した水溶

性画分、フィルターでろ過した水溶性画分、フロースルー画分、洗浄画分および溶出画分を-80°C で保

存した。luciferase 活性測定は、得られた各サンプル 5.0 µL に対して、luciferase の基質である 45 µL 

PicaGeneを混合し、Spark 10Mを用いて積分時間 1秒かつ 37°Cの条件で luciferase活性を測定した。

また、測定の間、得られた各サンプルは氷中に保存している。 

精製された溶出画分のサンプルを SDS-PAGE によって蛋白質の発現を確認するために、7.0 μL の各

溶出画分に 7.0 µLの loading buffer (85% Tris BES sample buffer, 60 mM DTT, 5.0% β-mercaptoethanol)

を混合することで 14 μLの loadingサンプル(50%溶出画分, 43% Tris BES sample buffer, 30 mM DTT, 

2.5% β-mercaptoethanol)を調製した後に、loadingサンプルを 95°Cで 10分間処理した。電気泳動層は

外層に 0.30 Lの running buffer (30 mM Tris base, 30 mM BESおよび 0.10% SDS)、内層に 0.20 Lの

antioxidant mixture (0.050% Sodium thiosulfata pentahydrate, 0.025% N, N-dimethyl formamide, up to 

200 mL with running buffer)を満たし、12% SDS-PAGE mini ゲルをセットした。その後、各 wellに 10 

µLの loadingサンプルと 10 µLの loading marker (50% protein marker, 43% Tris BES sample buffer, 30 

mM DTT, 2.5% β-mercaptoethanol)をアプライし、40 mAかつ 165 Vの条件で電気泳動を行った。電気

泳動後、ゲルが完全に浸る 20 mLの CBB染色液にゲルを入れ、シーソーシェーカーを用いて 30 r. p. m.

で振盪しながら 60分間染色した。染色後、CBB染色液を取り除き、50 mLの MilliQを入れ、シーソー

シェーカーを用いて 30 r. p. m.で振盪しながら 60分間洗浄した。その後、蛋白質発現の解析を行った。

また、各溶出画分を DC protein assay kit を用いたスタンダードアッセイ法により染色し、microplate 

reader (λ=750 nm)を用いて蛋白質濃度を測定した。 
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3-3. MBD-Flucの特性検討 

プレートに固定化するためのビオチン修飾されたmethylated double-stranded DNA (dsDNA) (25 bp, 

CpG 2ヶ所、methylated CpG 1カ所)を調製するために、1×PBS内で 2種類の 2.8 µMメチル化 single-

stranded DNA (ssDNA) (Table. 2-4の Methylated DNA_TopとMethylated DNA_Bottom)を混合し、95°C

で 5分間、30分間かけて温度を 95°Cから 25°Cに下げる条件でビオチン修飾されたmethylated dsDNA 

(25 bp, CpG 1 ヶ所)を調製した。また非メチル化 ssDNA (Table. 2-4 の Unmethylated DNA_Top と

Unmethylated DNA_Bottom)を用いてビオチン修飾された unmethylated dsDNA (25 bp, CpG 3ヶ所)を

同様の条件で調製した。 

調製した dsDNAに 1×PBS (0.50% Tween 20)を混合し、固定化 dsDNA溶液(2.5 µM ビオチン修飾さ

れたmethylated dsDNA, 1×PBSおよび 0.050% Tween 20)を調製した。この固定化 dsDNA溶液をスト

レプトアビジン修飾 96 well クリアプレート(25 pmol streptavidin /well)に 100 µL/wellずつ入れ、シーソ

ーシェーカーを用いて 30 r. p. m.で振盪しながら 30分間固定化した。続いて 200 µL/wellの洗浄 buffer 

(1×PBS, 0.050% Tween 20および 0.25 M NaCl)で 5回洗浄した後、100 µL/wellの biotin水溶液(5.0 µM 

biotinと 1×PBS)を入れ、シーソーシェーカーを用いて 30 r. p. m.で振盪しながら 30分間ブロッキング

し、200 µL/wellの洗浄 buffer (1×PBS, 0.050% Tween® 20および 0.25 M NaCl)で 5回洗浄した。その

後、100 µL/wellの蛋白質溶液(34 nM MBD-Flucと 1×PBS)を入れ、シーソーシェーカーを用いて 30 r. p. 

m.で振盪しながら 30分間反応させた。最後に、200 µL/wellの洗浄 buffer (1×PBS, 0.050% Tween® 20

および 0.25 M NaCl)で 5回洗浄した後に、100 µL/wellの PicaGeneを添加し、Spark 10Mを用いて積

分時間 1 秒かつ 37°C の条件で luciferase 活性を測定した。また、コントロールとしてビオチン修飾さ

れた unmethylated dsDNA (25 bp, CpG 3ヶ所)を同様に調製し、plate assayを行った。 

 

3-4. MBD-Flucを用いた BRET assayによるプラスミド DNAのメチル化 CpG量測定 

3-4-1.メチル化プラスミド DNAの調製 

メチル化酵素である DNA adenine methyltransferase (dam)と DNA cytosine methyltransferase (dcm)

の遺伝子が欠損された E. coli HST04 dam－/dcm－の 100 µL に 0.10 ng/µL pET30c-Strepttag-MBD-

FLuc (7176 bp, CpGサイト数 456ヶ所)を 1.0 µLを入れ、大腸菌を形質転換した。(インキュベートの

条件：静置の状態で 4°Cで 30分間、42°Cで 42秒間、4°Cで 2分間)。この形質転換処理された E. coli 

HST04 dam－/dcm－の全量を 3.0 mLの LB_Kanamycin 液体培地(pH 7.2, 10 g/L Bact tryptone, 5.0 g/L 

Bactro yeast extract, 10 g/L NaCl および 20 ug/mL Kanamycin)に添加し、180 r. p. m.で振盪しながら

37°Cで 16時間培養した。この培養したサンプルからプラスミド DNAをWizard® plus minipreps DNA 

purification system のキットを用いて抽出した。 

得られたプラスミド DNA をメチル化するために、100 µL のメチル化処理溶液[1.0 U/µL M. SssI, 

1×SAM, 1×NEBufferおよび 0.13 µg/µLプラスミド DNA (pET30c-Strepttag-MBD-FLuc：7176 bp, CCGG

サイト 37カ所)]を調製し、37°Cで 2時間反応した。このメチル化処理サンプル内のプラスミド DNAを

精製するために、フェノール・クロロホルム処理を行い、エタノール沈殿によりプラスミド DNA を抽

出した。 

抽出したプラスミド DNA がメチル化されているかどうかをメチル化感受性制限酵素処理[HpaII 

(CCGG)]によって評価した。HpaII は CCGG サイト内 C と CGG の位置を切断するが、CpG サイトが
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メチル化されていれば、HpaIIによる CCGGサイトの切断は起きない。メチル化した 150 ng のプラス

ミド DNAを 10 µLの 1×CutSmart Buffer内で 1.0 U HpaIIにより 37°Cで 1時間処理した。また、コン

トロールとして M. Sss I 処理していないプラスミド DNA を調製し、HpaII によって処理した。処理し

た各サンプルを電気泳動で流した後、バンドの濃淡を画像解析ソフトである imageJ (Wayne Rasband, 

Bethesda, MD, USA)で解析することによりプラスミド DNAのメチル化レベルを評価した。 

 

3-4-2. プラスミド DNAのメチル化 CpG濃度依存的な BRETシグナルの測定 

メチル化プラスミド DNA (終濃度 0, 5.0および 10 ng/µL)と 1.0 µM BOBO-3を 1×PBS中で混合し、

室温で 30分間反応させた後に、17 nM MBD-Flucを添加し、室温で 1分間反応させた。この反応溶液に

50 µLの PicaGeneを添加し、全量 100 μLにした後、Spark 10Mを用いて積分時間 1秒かつ 37°Cの条

件で発光蛍光ペクトル(488~653 nm)を測定し、MBD-Flucの発光により励起される BOBO-3の蛍光ペク

トル(578~653 nm)を算出した。また、コントロールとして非メチル化プラスミド DNAも同様に BRET 

assayを行った。 

 

3-4-3. プラスミド DNAのメチル化レベル依存的な BRETシグナルの測定 

プラスミド DNA のメチル化レベルを 0, 10, 50 および 100%となるようにメチル化プラスミド DNA

と非メチル化プラスミド DNA を混合した。調製した各メチル化レベルのプラスミド DNA (終濃度 10 

ng/µL)と 1.0 µM BOBO-3を 1×PBS中で混合し、室温で 30分間反応させた後に、17 nM MBD-Flucを

添加し、室温で 1 分間反応させた。この反応溶液に 50 µLの PicaGeneを添加し、全量 100 μLにした

後、Spark 10M を用いて積分時間 1 秒かつ 37°C の条件で発光蛍光ペクトル(488~653 nm)を測定し、

MBD-Flucの発光により励起される BOBO-3の蛍光ペクトル(578~653 nm)を算出した。 

 

3-5. MBD-Flucを用いた BRET assayによるヒトゲノム DNAのメチル化 CpG量測定 

3-5-1. 低メチル化ヒトゲノム DNAの調製 

低メチル化した HeLaゲノム DNAを調製するために、メチル化阻害剤である 5-Aza-2’-deoxycytidine

が終濃度 0, 0.10, 1.0および 10 µMを含む培養液(DMEM, 10%FBSおよび 1×PSG)を使用して HeLa細

胞(4.0×05 cell/dish)を 100 mm dish内で 5% CO2かつ 37°Cの条件下で培養した。培養 24時間後に培地

を取り除き、新しい 10 mL DMEM培地に交換してから 3日間培養した。培養後、TrypLETM selectを用

いて細胞を剥がし、1000×gの条件で 5分間遠心分離することで HeLa細胞を回収した。回収した HeLa

細胞からゲノム DNAを DNeasy blood and tissue kitを用いて精製した。 

5-Aza-2’-deoxycytidine で処理した HeLa ゲノム DNA のメチル化レベルを評価するために、EpiTect 

bisulfite kit を用いて HeLa ゲノム DNA をバイサルファイト処理し、精製した。バイサルファイト処理

したHeLaゲノムDNAを標的にして、ヒトゲノムDNAのメチル化レベルと相関する LINE1領域を PCR

で増幅した。LINE1領域に対応する forward primerは LINE1 bisulfite forward primer (Table 2-4), reverse 

primerは LINE1 bisulfite reverse primer (Table 2-4)を使用した。PCRは 50 µLの PCR溶液(1× Ex Tag 

buffer, 25 mU/µL Ex Tag HS, 5.0 ng/µLバイサルファイト処理した HeLaゲノム DNA, 0.20 mM dNTP 

Mixture, 0.30 μM each primer)を調製し、サイクルは 95°Cで 5分、[98°Cで 10秒、50°Cで 30秒、72°C

で 1分]×30サイクルの条件で行った後、電気泳動解析を行った。その後、Wizard® sv gel and PCR clean-
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up system を用いて PCR産物を精製した。精製した 800 ngの PCR産物を 50 μLの 1×Cut smart buffer

内で 2.0 U Taqɑ Iにより 65°Cで 1時間処理した後、15%ポリアクリルアミドゲルを用いて各処理サン

プルの電気泳動解析を行い、バンドの濃淡を画像解析ソフトである imageJ (Wayne Rasband, Bethesda, 

MD, USA)で解析することにより 5-Aza-2’-deoxycytidinedで処理したHeLaゲノムDNAのメチル化レベ

ルを評価した。 

 

3-5-2. ヒトゲノム DNAのメチル化 CpG濃度依存的な BRETシグナルの測定 

ヒトゲノム DNAの約 32億塩基中には約 2800万カ所の CpGが存在する[75]。そのため、CpG密度は

プラスミド DNAより 7倍低い。したがって、HeLaゲノム DNAの BRET assayにおいて BOBO-3は約

7倍の濃度(7.0 µM)を使用して行った。HeLaゲノム DNA (終濃度 0, 7.0, 35および 70 ng/µL)と 7.0 µM 

BOBO-3を 1×PBS中で混合し、室温で 30分間反応させた後に、8.5 nM MBD-Flucを添加し、室温で 1

分間反応させた。この反応溶液に 50 µLの PicaGeneを添加し、全量 200 μLにした後、Spark 10Mを

用いて積分時間 1秒かつ 37°Cの条件で発光蛍光ペクトル(488~653 nm)を測定し、MBD-Flucの発光に

より励起される BOBO-3の蛍光ペクトル(578~653 nm)を算出した。 

 

 

3-5-3. ヒトゲノム DNAのメチル化レベル依存的な BRETシグナルの測定 

5-Aza-2’-deoxycytidineで処理した低メチル化 HeLaゲノム DNA (終濃度 70 ng/µL)と 7.0 µM BOBO-3

を 1×PBS中で混合し、室温で 30分間反応させた後に、8.5 nM MBD-Flucを添加し、室温で 1分間反応

させた。この反応溶液に 50 µLの PicaGeneを添加し、全量 200 μLにした後、Spark 10Mを用いて積

分時間 1秒かつ 37°Cの条件で発光蛍光ペクトル(488~653 nm)を測定し、MBD-Flucの発光により励起

される BOBO-3の蛍光ペクトル(578~653 nm)を算出した。 
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4節 実験結果及び考察 

4-1. MBD-Fluc発現ベクターの構築 

MBD1 由来の 2-82 のアミノ酸をコードする MBD 遺伝子を pGEX-2TH-MBD から Streptag と制限酵

素サイトを含む primer を使用した PCR により増幅した。pET30c-streptag-Zif268-Fluc の Streptag-

Zif268領域に Streptag-MBDをクローニングするために、増殖した PCR産物(Streptag-MBD)と pET30c-

Streptag-Zif268-Fluc を制限酵素処理した後、制限酵素処理した PCR 産物(Streptag-MBD)と pET30c-

Flucをライゲーションした。 

シーケンス解析により、MBD1 由来の 2-82 のアミノ酸をコードする MBD と streptag が pET30c-

streptag-Zif268-Fluc の Streptag-Zif268 領域にクローニングされていることが確認された。つまり、

pET30c-streptag-MBD-Fluc を構築できたことが示された。構築したベクターマップとクローニングし

た塩基配列およびアミノ酸配列を Fig. 2-1, 2-2および 2-3に示す。 

 

 

Figure 2-1 pET30c-streptag-MBD-Flucのベクターマップ 
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Figure 2-2 pET30c-streptag-MBD-Fluc内の streptag-MBD-Fluc塩基配列 

 

 

Figure 2-3 streptag-MBD-Flucのアミノ酸配列 
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4-2. MBD-Flucの組換え生産 

Streptag-MBD-Fluc発現ベクターを用いて BL21 (DE3)を形質転換し、IPTGにより streptag-MBD-Fluc

の発現誘導を行った。発現誘導 16時間後に、精製用に付加した streptagを利用して streptag-MBD-Fluc

を水溶性画分から精製用カラムの strep-tactin® superflow plus (QIAGEN)を用いて精製した。 

水溶性画分の調製に使用した菌体量は 0.33 g である。各精製画分における streptag-MBD-Fluc の

luciferase活性を測定した結果、溶出画分全体の luciferase活性は 1.1×1012 cps/mLを示し、2番目の溶

出画分の luciferase活性は最も高い 4.5×1011 cps/mLを示した(Fig. 2-4)。この時、精製する前の水溶性

画分の luciferase活性は、3.6×1013 cps/mLである。luciferase活性の比率から、溶出画分全体で 31%の

streptag-MBD-Flucを回収できたと考えられる。また SDS-PAGEの結果(Fig. 2-5)、溶出画分で目的の位

置(分子量: 7.1×104)にシングルバンドが観察された。この時の蛋白質濃度は、溶出画分全体(10 mL)では

0.20 mg/mL, 2番目の溶出画分(1.0 mL)では 0.20 mg/mLであった。以上より、水溶性画分から溶出画分

に 31%の streptag-MBD-Fluc (2.0 mg)が精製できたことが示された。 

溶出画分全体で 31%の streptag-MBD-Fluc (2.0 mg)であることから、水溶性画分(1.7 mL)および菌体

(0.33 g)には 6.5 mgの streptag-MBD-Flucが存在していると考えられる。一方で、strep-tactin® superflow 

plus (QIAGEN)の結合容量は 9.0 mg である。つまり、精製用カラムの結合容量に対して 28%少ない量

の streptag-MBD-Fluc を流している。そのため、水溶性画分の調製に使用する菌体量を 0.42 g にすれ

ば、水溶性画分に 9.0 mgの streptag-MBD-Flucが含まれることになり、溶出画分で streptag-MBD-Fluc

の収量を上げることができると考えられる。また、精製用に付加した streptag は N 末端と C 末端側の

両方に付加することが可能である。そのため、MBD-Fluc の両末端に streptag を付加すれば、溶出画分

での精製効率を改善できると考えられる。 
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Figure 2-4 各精製画分の luciferase活性 

フロースルー画分(F1-10)、洗浄画分(W1-10)および溶出画分(E1-10)の luciferase活性は、10 μLの各

サンプルと 90 μLの PicaGeneを用いて測定した。全ての段階で、各サンプル 1 mLを回収した。 

 

 

Figure 2-5 精製された streptag-MBD-Fluc (分子量: 7.1×104)の SDS-PAGE解析 

 蛋白質精製で得られた溶出画分を 12%SDS-PAGEに流し、CBBで染色した。目的の streptag-MBD-

Flucの分子量は 7.1×104である。 
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4-3. MBD-Flucの特性検討 

メチル化 CpG に対する MBD-Fluc の結合能を plate assay により解析した。Streptag と streptavidin

の相互作用を利用してメチル化または非メチル化 CpG を含む dsDNA をプレート上に固定化し、MBD-

Fluc を添加した。洗浄した後、lucifease 活性を測定するために、Fluc の基質として PicaGene を加え

た。 

標的の dsDNA (20 bp)は、3 カ所の CpG サイトを含んでいる。ここでは、3 カ所の内 1 カ所の CpG

サイトがメチル化されているサンプルをメチル化 dsDNA (Table 2-4 の Methylated DNA_Top と

Methylated DNA_Bottom をハイブリダイゼーションさせたサンプル)とし、メチル化されていないサン

プルを非メチル化 dsDNA (Table 2-4の Unmethylated DNA_Topと Unmethylated DNA_Bottom をハイ

ブリダイゼーションさせたサンプル)とした。また、使用した plateは 1 well あたり最大 1.0 μMの dsDNA

を固定化することができる。そのため、メチル化 dsDNAを plateに固定化した場合、1 wellあたりメチ

ル化 CpGサイトが 1.0 μM、非メチル化 CpGサイトが 2.0 μM存在することになる。このとき、MBD1

由来のMBDはメチル化 CpGに対しての結合解離定数が 10 nM、非メチル化 CpGに対しての結合解離

定数が 5.0 µM であるため、結合解離曲線からメチル化 dsDNA 内の CpG サイトに対する MBD の結合

親和性を求めることができる(Fig. 2-6)。 

推測されたMBDの結合親和性の値は、メチル化 CpGサイトに対して 99%、非メチル化 CpGサイト

に対して 29%である(Fig. 2-6)。加えたMBD-Flucの濃度は 34 nMであるため、1 wellあたりのメチル化

dsDNA内に対して 34 nMの MBD-Flucが結合していることが推測される。一方で、非メチル化 dsDNA

を plateに固定化した場合、1 wellあたり非メチル化 CpGサイトが 3.0 μM存在することになる。この

とき、結合解離曲線により非メチル化 dsDNA の CpG サイトに対する MBD の結合親和性が推測され、

その値は非メチル化 CpG サイトに対して 38%である(Fig. 2-6)。つまり、1 well あたりの非メチル化

dsDNA 内に対して 13 nM の MBD-Fluc が結合していることが推測される。したがって、非メチル化

dsDNA を固定化した場合と比較して、メチル化 dsDNA を固定化した場合では、MBD の結合親和性は

2.6倍高い値を示すことが推測される。実際に測定された luciferase活性の値は、非メチル化 dsDNAを

固定化した場合と比較して、メチル化 dsDNAを固定した場合では、luciferase活性は 4.2倍高い値を観

測した(Fig. 2-7)。 

以上の結果より、精製した MBD-Flucはメチル化 CpGサイトを特異的に認識する能力と luciferase活

性能の両方を保持している事が示された。 
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Figure 2-6 CpGサイトに対するMBD1由来の MBDの結合解離曲線 

 

Figure 2-7 plate assayの結果 

 Streptagと streptavidinの相互作用を利用してメチル化または非メチル化 CpGを含む dsDNA (1.0 

μM)をプレート上に固定化し、34 nM MBD-Flucを添加した。洗浄した後、lucifease活性を測定するた

めに、Flucの基質として PicaGeneを 100 μLを添加した。青色バーが非メチル化 CpGサイトを含む

dsDNAを固定化した場合、赤色バーがメチル化 CpGサイトを含む dsDNAを固定化した場合、紫色バ

ーが dsDNAを固定化していない場合の luciferase活性を測定した(mean ± SD, N = 3)。 
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4-4. MBD-Flucを用いた BRET assayによるプラスミド DNAのメチル化 CpG量測定 

4-4-1. メチル化プラスミド DNAの調製 

DNA メチル化酵素(M.Sss I)を用い、プラスミド DNA をメチル化することで、標的となるメチル化

dsDNA を調製した。次に、HpaII を用いてメチル化プラスミド DNA を処理し、電気泳動を行い、バン

ドの濃淡を画像解析ソフトである imageJ (Wayne Rasband, Bethesda, MD, USA)によりプラスミド

DNAのメチル化レベルを評価した。 

HpaIIは CCGGサイト内 Cと CGGの位置を切断するが、CpGサイトがメチル化されていれば、HpaII

による CCGGサイトの切断は起きない。標的のプラスミド DNAは pET30c-Strepttag-MBD-Fluc (7176 

bp)であり、37 カ所の CCGG サイトを含んでいる。解析した結果、メチル化したプラスミド DNA は

HpaIIで処理していないサンプルとバンドの各位置で同じバンド強度を示した。つまり、プラスミドDNA

が 100%メチル化されていることが示された(Fig. 2-7)。 

 

 

Figure 2-7 HpaIIによるプラスミド DNAのメチル化レベルの評価 

 プラスミド DNAがメチル化されているかどうかを HpaIIによって評価した。HpaIIは CCGGサイト

内 C と CGGの位置を切断するが、CpG サイトがメチル化されていれば、HpaII による CCGGサイト

の切断は起きない。 
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4-4-2. プラスミド DNAのメチル化 CpG濃度依存的な BRETシグナルの測定 

プラスミド DNA を標的として BRET assay による DNA 濃度量依存的なメチル化 CpG 量を測定し

た。プラスミド DNA存在下または非存在下で MBD-Flucの発光スペクトル(488~653 nm)を測定した結

果、MBD-Flucの発光スペクトルのピークは 578 nm付近を示した(Fig. 2-8)。一方で、プラスミド DNA

非存在下と比較して存在下では、MBD-Flucの luciferase活性は 35%に上昇した(Fig. 2-8 [A])。この結果

は、MBDがゲノム DNAのメチル化 CpGに結合することによって Flucの構造変化が誘導され、その活

性が上昇する可能性があることを示した。一方、Flucの最大発光波長である 578 nm の発光強度で各波

長の発光強度を補正したスペクトル形状はゲノム DNAの添加による影響を受けていない(Fig. 2-8 [B])。

つまり、MBD-Flucによって励起された BOBO-3の 608 nmの発光/蛍光強度が補正されたスペクトルに

よって算出できることを示している。したがって、MBD-Fluc によって励起された BOBO-3 の 608 nm

の発光/蛍光強度を算出するためには、Fluc の最大発光波長である 578 nm の発光強度で各波長の発光/

蛍光強度を補正する必要があることを示している。 

異なる濃度のメチル化または非メチル化プラスミド DNA (0, 5.0, 10 ng/µL)の存在下で、17 nM MBD-

Fluc と 1.0 µM BOBO-3 を加え、luciferase の発光により BOBO-3 が励起されるかを検討した。BRET 

assay で測定した発光/蛍光スペクトルの raw データを Fig. 2-9 に示す。BOBO-3 の最大励起波長は約

570 nm付近であり、最大蛍光波長は約 602 nm付近である。そのため、BRET assayにおいて各スペク

トルでは MBD-Fluc の発光と BOBO-3 の蛍光を含んだ発光/蛍光強度が観測された(Fig. 2-9)。そこで、

各波長における発光/光強度を 578 nm の発光/蛍光強度で補正し、補正された発光/蛍光スペクトルを算

出した(Fig. 2-10)。 

標的プラスミド DNAは 7176 bpであり、456カ所の CpGサイトを含んでいる。そのため、プラスミ

ド DNAが 0, 5.0, 10 ng/µLの時、その CpGサイトの濃度は 0, 0.48および 0.96 µMである。また、標的

プラスミド DNAのメチル化レベルは、4-4-1.で 100%メチル化されていることが確認されている。BRET 

assayにおいて、5.0 ng/μLと 10 ng/μLの非メチル化プラスミド DNA存在下では、BRETシグナルは差

を示さなかったが、メチル化プラスミド DNA存在下では、BRETシグナルはプラスミド DNA濃度依存

的に上昇した。これらの結果は、MBD-Flucがメチル化 CpGに結合し、BOBO-3に隣接することにより

MBD-Fluc の発光により BOBO-3 が励起され蛍光をメチル化 CpG 量依存的に発していることを示して

いる。 
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Figure 2-8 MBD-Flucの発光スペクトル 

プラスミド DNA (10 ng/µL)存在下または非存在下の条件で 17 nM MBD-Flucの発光スペクトルを全

量 100 μL (1×PBS, 50 μLの PicaGene)内で測定した(mean ± SD, N = 3)。[A]が rawデータの発光スペ

クトルを示す。[B]が 578 nmの発光強度で補正された発光スペクトルを示す。青色のハイライトは 578 

nmの波長を示す。 
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Figure 2-9 蛍光/発光スペクトル(rawデータ) 

 異なる濃度のメチル化または非メチル化プラスミド DNA (0, 5.0, 10 ng/µL)の存在下で、17 nM MBD-

Flucと 1.0 µM BOBO-3を加え、luciferaseの発光により BOBO-3が励起されるかを検討した(mean ± 

SD, N = 3)。青色のハイライトは 578 nmの波長を表し、赤色のハイライトは 608 nmの波長を示す。 

 

 

Figure 2-10 578 nmの発光/蛍光強度で補正された発光/蛍光スペクトル 

Rawデータ(Fig. 2-9)の発光/蛍光スペクトルを 578 nmの発光/蛍光強度で補正した。青色のハイライ

トは 578 nmの波長を表し、赤色のハイライトは 608 nmの波長を示す。 
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4-4-3. プラスミド DNAのメチル化レベル依存的な BRETシグナルの測定 

BRET assayによりプラスミド DNAのメチル化レベル依存的なメチル化 CpG量を測定した。メチル

化レベルが 0, 10, 50および 100%のプラスミド DNA (10 ng/µL)に 17 nM MBD-Flucと 1.0 µM BOBO-3

を混合し、Flucの基質として PcaGeneを加えることで、発光/蛍光スペクトルを測定した。標的とした

プラスミド DNAは 7176 bpであり、467カ所の CpGサイトを含んでいる。そのため、メチル化レベル

が 0, 10, 50および 100%であるプラスミド DNAのメチル化 CpG量は、0, 0.096, 0.48および 0.96 µM

となる。 

測定した発光/蛍光スペクトルの rawデータを Fig. 2-11に示す。次に、各波長における発光/光強度を

578 nmの発光/蛍光強度で補正し、補正された発光/蛍光スペクトルを算出した(Fig. 2-12)。その結果、

608 nmにおける BRETシグナルはプラスミド DNAのメチル化 CpG量依存的に増加したことが示され

た(Fig. 2-13)。つまり、BRET assay によりプラスミド DNA のメチル化レベル依存的なメチル化 CpG

量を測定できることが示された。 

 

 

Figure 2-3蛍光/発光スペクトル(rawデータ) 

 メチル化レベルが 0, 10, 50および 100%のプラスミド DNA (10 ng/µL)の存在下で、17 nM MBD-Fluc

と 1.0 µM BOBO-3を加え、Flucの発光により BOBO-3が励起されるかを検討した(mean ± SD, N = 

3)。青色のハイライトは 578 nmの波長を表し、赤色のハイライトは 608 nmの波長を示す。 

 

 



42 
 

 

Figure 2-4 578 nmの蛍光強度で補正された発光/蛍光スペクトル 

Rawデータ(Fig. 2-11)の発光/蛍光スペクトルを 578 nmの発光/蛍光強度で補正した。青色のハイラ

イトは 578 nmの波長を表し、赤色のハイライトは 608 nmの波長を示す。 

 

 

Figure 2-5 608nmにおける BRETシグナル 

COBRAによって評価されたプラスミド DNAのメチル化レベルに対して BRETシグナルをプロット

した。 
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4-5. MBD-Flucを用いた BRET assayによるヒトゲノム DNAのメチル化 CpG測定 

4-5-1. 低メチル化ヒトゲノム DNAの調製 

メチル化阻害剤の 5-Aza-2’-deoxycytidine により HeLa 細胞を処理した後、HeLa ゲノム DNA を精製

した。この HeLaゲノム DNAのメチル化レベルを COBRAにより評価した。 

HeLaゲノム DNAをバイサルファイト変換し、PCRによりゲノム DNAのメチル化レベルと相関する

反復配列で LINE1領域を増幅させた。増幅させた領域は、LINE1領域内の 160 bpである。その後、taqα 

Iにより PCR産物を処理し、電気泳動法にてメチル化レベルを評価した。バンドの強度を imag jで解析

した結果(Fig. 2-14)、0, 0.10, 1.0および 10 µM 5-Aza-2’-deoxycytidineで処理した HeLa細胞から精製

したゲノム DNAのメチル化レベルは 63, 51, 43および 31%であった。つまり、HeLaゲノム DNAのメ

チル化 CpG量が低下していることが示された。 

 

 

Figure 2-14 COBRAによる HeLaゲノム DNAのメチル化レベル評価 

 調製した HeLaゲノム DNAのメチル化レベルを COBRAによって評価した。メチル化レベルを評価

した領域は、ゲノム DNAのメチル化レベルと相関する LINE1領域内の 160 bpである。LINE1領域が

メチル化されていない場合、taqα Iでは切断されない。一方でメチル化されている場合、taqα Iにより

切断され、80 bpにバンドが観測される。観測されたバンドの強度から、LINE1領域のメチル化レベル

を算出した。プラス(+)は taqα I処理したサンプルを示し、マイナス(-)は taqα I処理していないサンプル

を示す。 
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4-5-2. ヒトゲノム DNAのメチル化 CpG濃度依存的な BRETシグナルの測定 

HeLa ゲノム DNA を標的分子として BRET assay によるゲノム DNA 量依存的なメチル化 CpG 量を

測定した。ヒトゲノムの約 32億塩基対の内、約 2800万カ所は CpGサイトである。このとき、CpGの

密度はプラスミド DNAよりも約 7倍低い。そのため、HeLaゲノム DNAを標的とした BRET assayで

は 7倍濃い BOBO-3 (7.0 µM)を使用した。 

異なる HeLaゲノム DNA濃度(0, 7.0, 35および 70 ng/µL)の存在下で、8.5 nM MBD-Flucと 7.0 µM 

BOBO-3 を混合し、Fluc の基質として PicaGene を加えることで、発光/蛍光スペクトルを測定した。

BRET assayで測定した発光/蛍光スペクトルの rawデータを Fig. 2-15に示す。次に、各波長における

発光/光強度を578 nmの発光/蛍光強度で補正し、補正された発光/蛍光スペクトルを算出した(Fig. 2-16)。

さらに、608 nm における BOBO-3の蛍光強度(BRETシグナル)を算出した(Fig. 2-17)。BRETシグナル

は HeLa ゲノム DNA 濃度依存的に上昇した。つまり、BRET assay がヒトゲノム DNA 内の CpG を標

的として行えることを示唆した。 

 

 

Figure 2-6 蛍光/発光スペクトル(rawデータ) 

異なる HeLaゲノム DNA濃度(0, 7.0, 35および 70 ng/µL)の存在下で、8.5 nM MBD-Flucと 7.0 µM 

BOBO-3を混合し、Flucの基質として PicaGene (50 µL)を加えることで、全量 200 µLで発光/蛍光ス

ペクトルを測定した(mean ± SD, N = 3)。青色のハイライトは 578 nmの波長を表し、赤色のハイライ

トは 608 nmの波長を示す。 
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Figure 2-76 BOBO-3の蛍光強度(BRETシグナル) 

Rawデータ(Fig. 2-16)の発光/蛍光スペクトルを 578 nmの発光/蛍光強度で補正した。青色のハイラ

イトは 578 nmの波長を表し、赤色のハイライトは 608 nmの波長を示す。 

 

 

Figure 2-17 608nmにおける BRETシグナル 

HeLaゲノム DNAの濃度に対して BRETシグナルをプロットした。 
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4-5-3. ヒトゲノム DNAのメチル化レベル依存的な BRETシグナルの測定 

BRET assayにより HeLaゲノム DNAのメチル化レベル依存的なメチル化 CpG量を測定した。メチ

ル化レベルが 31, 43, 51 および 63%の HeLa ゲノム DNA (70 ng/µL)に 8.5 nM MBD-Fluc と 7.0 µM 

BOBO-3を混合し、Flucの基質として PicaGeneを加えることで、発光/蛍光スペクトルを測定した。 

BRET assayで測定した発光/蛍光スペクトルの rawデータを Fig. 2-18に示す。次に、各波長におけ

る発光/光強度を 578 nmの発光/蛍光強度で補正し、補正された発光/蛍光スペクトルを算出した(Fig. 2-

19)。さらに、608 nm における BOBO-3 の蛍光強度(BRET シグナル)を算出した。BRET シグナルは

HeLaゲノムDNAのメチル化レベル依存的に上昇した。以上より、MBD-Flucと BOBO-3を用いて BRET

シグナルを測定することによりヒトゲノム DNAのメチル化 CpG量を測定できることが示された。 

 

 

Figure 2-18 蛍光/発光スペクトル(rawデータ) 

メチル化レベルが 31, 43, 51および 63%の HeLaゲノム DNA (70 ng/µL)の存在下で、8.5 nM MBD-

Flucと 7.0 µM BOBO-3を混合し、Flucの基質として PicaGene (50 µL)を加えることで、全量 100 µL

で発光/蛍光スペクトルを測定した(mean ± SD, N = 3)。青色のハイライトは 578 nmの波長を表し、赤

色のハイライトは 608 nmの波長を示す。 
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Figure 2-19 BOBO-3の蛍光強度(BRETシグナル) 

Rawデータ(Fig. 2-19)の発光/蛍光スペクトルを 578 nmの発光/蛍光強度で補正した。青色のハイラ

イトは 578 nmの波長を表し、赤色のハイライトは 608 nmの波長を示す。 

 

 

 

Figure 2-20 608nmにおける BRETシグナル 

COBRAによって評価された HeLaゲノム DNAのメチル化レベルに対して BRETシグナルをプロッ

トした。 
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5節 結言 

第 2 章の目的は、メチル化 CpG に特異的に結合する MBD に Fluc を融合させた MBD-Fluc と DNA 

intercalating dye 間で生じる BRET を利用したメチル化 CpG 量測定法を開発することである。この

BRET assay において、MBD-Fluc がメチル化 CpG に結合し、BOBO-3 に近接することで、MBD-Fluc

の発光により BOBO-3 が蛍光を発する BRET シグナルが観測されると考えた。この BRET シグナルは

メチル化 CpG 量依存的に依存するため、この BRET シグナルを測定することにより、検体に試薬を混

ぜるだけでメチル化 CpG量を測定できると考えた。 

実際に、MBD-Fluc発現ベクターを構築し、大腸菌 BL21 (DE3)を用いてMBD-Flucを組換え生産した。

さらに、組換え生産したMBD-Flucはメチル化 CpG結合能と luciferase活性能の両方を保持しているこ

とが示された。HeLa ゲノム DNA を標的にして BRET assay を行った結果、HeLa ゲノム DNA 濃度依

存的に BRET シグナルが上昇した。つまり、MBD-Fluc がメチル化 CpG に結合し、BOBO-3 に近接す

ることで、MBD-Fluc の発光により BOBO-3 が蛍光を発していることが示された。さらに、5-Aza-2’-

deoxycytidineで処理した低メチル化 HeLaゲノム DNAを標的にして BRET assayを行った結果、メチ

ル化 CpG量依存的に BRETシグナルが上昇した。 

以上より、本章では、MBD-Flucと BOBO-3を用いて、BRETシグナルを測定することにより検体に

試薬を混ぜるだけでヒトゲノム DNAのメチル化 CpG量を測定できることを示した。 
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第 3章 

ゲノム DNAのメチル化状態に影響を与える
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第 3章 ゲノム DNAのメチル化状態に影響を与える分子のスクリーニング法の開発 

1節 緒言 

がん細胞において、ゲノム DNAのメチル化パターンは異常になっている。一方で、DNAメチル化阻

害剤は、抗がん剤として注目されている[76]。骨髄異形性症候群に対する抗がん剤として、DNAメチル化

阻害剤である 5-Aza-2’-deoxycytidineが使用されいる。5-Aza-2’-deoxycytidineは、プロモーター領域の

CpG サイトを脱メチル化し、サイレンシングされていたがん抑制遺伝子の発現を回復させる[77, 78, 79]。

そのため、5-Aza-2’-deoxycytidineのような DNAメチル化阻害剤をスクリーニングする方法を開発する

ことは重要であると考えられる。 

本研究の第 2章で、MBD-Flucと BOBO-3 間で生じる BRET を利用してゲノムのメチル化 CpG 量を

測定できる方法を開発した。第 3 章では、BRET assay を用いてゲノム DNA のメチル化状態に影響を

与える分子のスクリーニング法を開発することを目的とした。 

ゲノム DNA のメチル化状態を変化させるモデル分子で処理した細胞のゲノム DNA のメチル化 CpG

量の変化を BRET assay により測定できるのかを検討した。モデル分子は、DNA メチル化阻害剤の 5-

Aza-2’-deoxycytidine と栄養素の葉酸を利用した[80, 81]。生体内では葉酸から DNA メチルトランスフェ

ラーゼの基質である SAM が合成されるため、葉酸はメチル基供与体として知られている。そのため、

葉酸の欠乏によりゲノム DNA のメチル化レベルが低下することが報告されている。この二つのモデル

分子で処理した細胞のゲノム DNAのメチル化 CpG量の変化を BRET assayにより測定した。 

 

2節 使用した試薬、プレート、実験機器およびオリゴ DNA 

2-1. 試薬・大腸菌 

Table 3-1 使用した試薬・大腸菌 

目的 品名 会社名 

  UltrapureTM distilled water Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 

  10×PBS 

(1.4 M Sodium chloride, 0.020 M Potassium, 

0.080 M Sodium phosphate dibasic, 0.020 

M Potassium phosphate monbasic) 

Ambion, Austin, TX 

PCR Excelband 0.20 kb DNA ladder SMObio, Hsinchu, Taiwan 

  10×Ex tag HS buffer Takara, Tokyo, Japan 

  Ex tag HS Takara, Tokyo, Japan 

電気泳動 Agar Wako, Tokyo, Japan 

  Orange G Nacalai tesque, Kyoto, Japan 

  EtBr solution Nippon gene, Tokyo, Japan 

DNA精製 Wizard® sv gel and PCR clean-up system Promega, Madison, WI, USA 

  DNeasy blood and tissue kit Qiagen, Hilden, DE 

活性測定 PicaGene Toyo b-net, Tokyo, Japan 

COBRA Epitect bisulfite kits Qiagen, Hilden, DE 
 

Max tract Qiagen, Hilden, DE 
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Taqɑ I Takara, Tokyo, Japan 
 

Chloroform-isoayl alcohol (24:1) Sigma aldrich, St. Louis, MO 
 

Phenol/ chloroform/ isoamyl alcohol 

(25:24:1) 

Wako, Tokyo, Japan 

 

3.0 M sodium acetate Wako, Tokyo, Japan 
 

Ethachinmate Wako, Tokyo, Japan 
 

Ethanol (99.5) Wako, Tokyo, Japan 
 

15% polyacrylamide gel Wako, Tokyo, Japan 

BRET assay BOBO-3 (570/602) Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 
 

PicaGene Toyo b-net, Tokyo, Japan 

細胞培養 HeLa cell Reken, Ibaraki, Japan 
 

5-Aza-2’-deoxycytidine Tokyo chemical industry, Tokyo, 

Japan 
 

DMEM Sigma aldrich, St. Louis, MO 
 

FBS Sigma aldrich, St. Louis, MO 
 

Penicillin-streptomycin l-glutamine Sigma aldrich, St. Louis, MO 
 

TrypLETM select Thermo fisher scientific, Tokyo, 

Japan 
 

10×RPMI-1640 Sigma aldrich, St. Louis, MO 
 

L-glutamine Sigma aldrich, St. Louis, MO 
 

NaHCO3 Sigma aldrich, St. Louis, MO 

 

2-2. プレート 

Table 3-2 使用したプレート 

目的 品名 会社名 

細胞培養 100 mm cell culture dish-treated Nippon genetics, Tokyo, Japan 

活性測定 White plate Greiner bio-one, Kremsmünster, AU 

 

2-3. 実験機器 

Table 3-3 使用した実験機器 

機器名 品名 会社名 

クリーンベンチ CCV clean bench Fujisawa, Osaka, Japan 

卓上微量高速遠心機 Himac CT15RE Hitachi, Tokyo, Japan 

遠心分離機 Cubee Recentteci, Tokyo, Japan 

サーマルサイクラー T100TM thermal cycler Bio rad, Hercules, CA, USA 

スラブ電気泳動装置 BE-220 Bio craft, Tokyo, Japan 

  電源装置 Bio craft, Tokyo, Japan 

電子天秤 分析用電子天秤 HR-202 AND, Tokyo, Japan 
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電子上皿天秤 PL3002 Metter toledo, Columbus, OH, USA 
 

電子天秤 AW120 Shimazu, Kyoto, Japan 

スターラー Pasplina mini stirrer CT-1A Aa one, Osaka, Japan 

プレートリーダー Spark 10M multimode microplate 

reader 

Tecan, Männedorf, CH 

フリーザー 超低温フリーザー(-80°C) Panasonic, Osaka, Japan 
 

低温フリーザー (-20°C) Sanyo, Osaka, Japan 

 

2-4. オリゴ DNA 

Table 3-4 使用したプオリゴ DNAの配列 

名前 配列 5'-3' 

LINE1 bisulfite forward primer GYGTAAGGGGTTAGGGAGTTTTT (Y= T or C) 

LINE1 bisulfite reverse primer AACRTAAAACCCTCCRAACCAAATATAAA (R= A or G) 

 

3節 実験方法 

3-1. 細胞内で作用する DNAメチル化阻害剤のスクリーニング法の開発 

3-1-1. 5-Aza-2’-deoxycytidine 処理による低メチル化ヒトゲノム DNAの調製 

低メチル化したゲノム DNAを調製するために、メチル化阻害剤である 5-Aza-2’-deoxycytidineが終濃

度 0, 0.10, 1.0 または 10 µM を含む培養液(DMEM, 10%FBS および 1×PSG)を使用して HeLa 細胞

(5.0×105 cell/dish)を 100 mm dish 内で 5% CO2 かつ 37°C の条件下で培養した。また、5-Aza-2’-

deoxycytidine処理によるメチル化 CpG量の経時変化を測定するために培養の 1, 3, 5日後に培養液を取

り除き、新しい培養液に交換したサンプルもそれぞれ用意した。これらサンプルの細胞を回収する前に、

細胞を 100 mm dish内で 5% CO2かつ 37°Cの条件下で 3日間培養した。各培養したサンプルの合計培

養日数は 3, 6, 8日である。培養後、TrypLETM selectを用いて細胞を剥がし、1000×gの条件で 5分間遠

心分離することで HeLa 細胞を回収した。回収した HeLa 細胞からゲノム DNA を DNeasy Blood and 

Tissue Kitを用いて精製した。 

 

3-1-2. 葉酸欠乏による低メチル化ヒトゲノム DNAの調製 

低メチル化したゲノム DNAを調製するために、葉酸が終濃度 0, 0.010, 0.10, 1.0 mg/Lを含む培養液

(1×RPMI-1640, 0.30 g/L L-glutamine, 2.0 g/L NaHCO3, 1×FBS 及び 1×PSG)を使用して HeLa 細胞

(5.0×105 cell/dish)を 100 mm dish内で 5% CO2かつ 37°Cの条件下で培養した。培養液は 2日間毎に新

しい培養液に変えながら、4, 8および 12日目に HeLa細胞を回収した。培養後、TrypLETM selectを用

いて細胞を剥がし、1000×gの条件で 5分間遠心分離することで HeLa細胞を回収した。回収した HeLa

細胞からゲノム DNAを DNeasy Blood and Tissue Kitを用いて精製した。 

 

3-1-3. MBD-Flucを用いた BRET assayによるヒトゲノム DNAのメチル化 CpG量測定 

各低メチル化したゲノム DNA (終濃度 70 ng/µL)と 7.0 µM BOBO-3を 1×PBS中で混合し、室温で 30

分間反応させた。この反応溶液の全量が 150 µLになるように 8.5 nM MBD-Flucを添加し、室温で 1分
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間反応させた。この全量 150 µLの反応溶液に 50 µLの PicaGeneを添加した後、Spark 10Mを用いて

積分時間 1秒かつ 37°Cの条件で発光蛍光ペクトル(488~653 nm)を測定し、MBD-Flucの発光により励

起される BOBO-3の蛍光ペクトル(578~653 nm)を算出した。 
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4節 実験結果及び考察 

4-1. 細胞内で作用する DNAメチル化阻害剤のスクリーニング法の開発 

4-1-1. MBD-Fluc を用いた BRET assay による 5-Aza-2’-deoxycytidine 処理したゲノム

DNAのメチル化状態の測定 

DNAメチル化阻害剤の 5-Aza-2’-deoxycytidineで処理したHeLaゲノムDNAのメチル化状態をBRET 

assayにより測定した。BRET assayにおいて各スペクトルでは MBD-Flucの発光と BOBO-3の蛍光を

含んだ発光/蛍光強度が観測される。そこで、波長 608 nm における発光/蛍光強度から MBD-Flucの発光

強度を差し引くことにより MBD-Flucの発光によって励起された BOBO-3の蛍光強度を算出した。算出

された BOBO-3 の蛍光強度を BRET シグナルとした。また、各サンプルから得られた BRET シグナル

の蛍光強度は、0日目のサンプルを基準値の 100%として各パーセンテージを算出した。 

算出した BRETシグナルに関して、培養日数で各サンプルをプロットした結果(Fig. 3-1 [A])と 5-Aza-

2’-deoxycytidine濃度で各サンプルをプロットした結果(Fig. 3-1 [B])を示す。 

培養日数で各サンプルをプロットした結果(Fig. 3-1 [A])に関して、5-Aza-2’-deoxycytidineで処理しな

かった HeLe ゲノム DNA のメチル化状態を BRET assay により測定した結果、BRET シグナルは培養

日数に依存しない値を観測した。つまり、細胞培養の過程で DNA メチル化レベルが変化しなかったこ

とを示している。一方で、5-Aza-2’-deoxycytidine で処理したサンプルの BRET シグナルは細胞培養日

数依存的に減少した。 

5-Aza-2’-deoxycytidine 濃度で各サンプルをプロットした結果(Fig. 3-1 [B])に関して、5-Aza-2’-

deoxycytidineで処理していないサンプルの 0日目では、BRETシグナルは、変化しなかったが、培養日

数 4, 6 日目では、BRETシグナルは 5-Aza-2’-deoxycytidine の濃度依存的になり、培養 8日目で BRET

シグナルは飽和した。 

がん細胞に対する 5-Aza-2’-deoxycytidine の効果は報告されている [46]。異なる濃度の 5-Aza-2’-

deoxycytidine (0, 0.10, 1.0, 10 および 100 μM)で処理されたラット骨肉腫細胞の生存率は、5-Aza-2’-

deoxycytidine 濃度に関係なく約 20%に減少したことが示されている。つまり、0.1 μM の 5-Aza-2’-

deoxycytidine 濃度がゲノム DNA の低メチル化を引き起こす十分な濃度であることを示しており、本

BRET assayの結果に反映されている。 

以上これらの結果は、DNAメチル化阻害剤によるゲノムDNAのメチル化メチル化状態の変化をBRET 

assayによって検出することが可能であることを示した。 
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Figure 3-1 BRET assayによるゲノム DNAのメチル化状態の変化を解析した結果 

異なる濃度の 5-Aza-2’-deoxycytidineで処理した HeLaゲノム DNA (70 ng/µL)の存在下で、8.5 nM 

MBD-Flucと 7.0 µM BOBO-3を混合し、Flucの基質として PicaGene (50 µL)を加えることで、全量

100 µLで発光/蛍光スペクトルを測定した(mean ± SD, N = 3)。[A]は培養日数で各サンプルをプロット

した結果、[B]は 5-Aza-2’-deoxycytidine濃度で各サンプルをプロットした結果を示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



56 
 

4-1-2. MBD-Fluc を用いた BRET assayによる葉酸欠乏で処理したゲノム DNAのメチル

化状態の測定 

葉酸欠乏で処理した HeLaゲノム DNAのメチル化状態を BRET assayにより測定した。BRET assay

において各スペクトルでは MBD-Fluc の発光と BOBO-3 の蛍光を含んだ発光/蛍光強度が観測される。

そこで、波長 608 nm における発光/蛍光強度から MBD-Fluc の発光強度を差し引くことにより MBD-

Fluc の発光によって励起された BOBO-3 の蛍光強度を算出した。算出された BOBO-3 の蛍光強度を

BRETシグナルとした。また、各サンプルから得られた BRETシグナルの蛍光強度は、0日目のサンプ

ルを基準値の 100%として各パーセンテージを算出した。 

算出した BRETシグナルに関して、培養日数で各サンプルをプロットした結果(Fig. 3-2 [A])と葉酸濃

度で各サンプルをプロットした結果(Fig. 3-2 [B])を示す。 

培養日数で各サンプルをプロットした結果(Fig. 3-2 [A])に関して、葉酸の濃度が標準濃度である 1.0 

mg/Lのサンプルは、培養日数に関係なく 100%以上を示した。一方で、葉酸の濃度を 0.10, 0.01, 0 mg/L

と減少させたサンプルの BRETシグナルは、培養日数依存的に減少した。 

葉酸濃度で各サンプルをプロットした結果(Fig. 3-2 [B])に関して、葉酸の濃度が標準濃度である 1.0 

mg/Lであるサンプルの BRETシグナルは、培養日数 0日目と比較して変わらないが、葉酸の濃度が 0.10, 

0.01 ,0 mg/Lであるサンプルの BRETシグナルは 12日目で低下し、約 60%で飽和した。 

葉酸はメチル化反応の基質である SAM の合成に関与している[29]。そのため、処理した濃度および培

養日数により、ゲノム DNA のメチル化レベルに影響を与える。また HeLa 細胞を培養する際の標準的

な葉酸濃度は 1.0 mg/L である。そのため、葉酸の濃度が本 BRET assay の結果に反映されていると考

えられる。 

以上これらの結果は、BRET assay から得られたゲノム DNA のメチル化状態の変化を解析した結果

は COBRAによる HeLaゲノム DNA 上の LINE1領域のメチル化レベルを解析した結果と一致している

と考えられる。つまり、BRET assayを用いてゲノム DNAのメチル化 CpG量の変化を測定することに

より、細胞内で作用する DNAメチル化阻害剤をスクリーニングできることが示された。 
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Figure 3-2 BRET assayによるゲノム DNAのメチル化状態の変化を解析した結果 

異なる濃度の葉酸で処理した HeLaゲノム DNA (70 ng/µL)の存在下で、8.5 nM MBD-Flucと 7.0 µM 

BOBO-3を混合し、Flucの基質として PicaGene (50 µL)を加えることで、全量 100 µLで発光/蛍光ス

ペクトルを測定した(mean ± SD, N = 3)。[A]は培養日数で各サンプルをプロットした結果、[B]は葉酸

濃度で各サンプルをプロットした結果を示す。 

 

4節 結言 

 BRET assayを用いてゲノム DNAのメチル化 CpG量の変化を測定することにより、細胞内における

DNAメチル化阻害剤をスクリーニングできることを示した。 

HeLa細胞を 5-Aza-2’-deoxycytidineを含む培養液または葉酸欠乏培養液で培養し、HeLaゲノム DNA

を精製した。両方のサンプルを標的にして BRET assay を行った結果、ゲノム DNA のメチル化状態に

依存した BRETシグナルが得られた。また、本手法は 35分でゲノム DNAのメチル化状態を検出でき、

かつ 96 well プレート内で複数のサンプルを一度に検出できる。つまり、BRET assay により細胞内で

作用する DNAメチル化阻害剤をスクリーニングできることが示された。 
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第 4章 CXXC-Flucを用いたゲノム DNAの非メチル化 CpG量測定法の開発 

1節 緒言 

第 2 章で MBD-Fluc を用い、MBD-Fluc と DNA インターカレーター間で生じる BRET を利用してゲ

ノム DNAのメチル化 CpG量を測定できる方法を開発した。本手法ではゲノム DNAの非メチル化 CpG

量を測定できないため、ゲノム DNA のメチル化レベルを定量するためには検量線を必要とする。そこ

で非メチル化 CpG 結合蛋白質である CXXC に着目し、CXXC 融合 Firefly luciferase (CXXC-Fluc)を用

いれば、ゲノムの非メチル化 CpG量を同様の方法で測定できると考えた。つまり、MBD-Flucと CXXC-

Flucを用いれば、検量線を必要とせずに、簡便にゲノムのメチル化レベルを測定できると考えた。 

第 4 章では MBD-Fluc と CXXC-Fluc を用いたゲノムのメチル化レベル簡易測定法を開発することを

目的とした。 

 

2節 使用した試薬・大腸菌、プレート、実験機器およびオリゴ DNA 

2-1. 試薬・大腸菌 

Table 4-1 使用した試薬・大腸菌 

目的 品名 会社名 

  UltrapureTM distilled water Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 

  10×PBS 

(1.4 M Sodium chloride, 0.020 M Potassium, 

0.080 M Sodium phosphate dibasic, 0.020 M 

Potassium phosphate monbasic) 

Ambion, Austin, TX 

PCR KOD-plus-neo Toyobo, Osaka, Japan 

  Excelband 1.0 kb DNA ladder SMObio, Hsinchu, Taiwan 

  Excelband 0.20 kb DNA ladder SMObio, Hsinchu, Taiwan 

  10×Ex tag HS buffer Takara, Tokyo, Japan 

  Ex tag HS Takara, Tokyo, Japan 

電気泳動 Agar Wako, Tokyo, Japan 

  Orange G Nacalai tesque, Kyoto, Japan 

  EtBr solution Nippon gene, Tokyo, Japan 

制限酵素処理 Nde I NEB, Ipswich, MA, USA 

  EcoR I NEB, Ipswich, MA, USA 

DNA精製 Wizard® sv gel and PCR clean-up system Promega, Madison, WI, USA 
 

DNeasy blood and tissue kit Qiagen, Hilden, DE 

  Wizard® plus sv minipreps DNA purification 

system 

Promega, Madison, WI, USA 

Ligation Ligation high ver. 2 Toyobo, Osaka, Japan 

Transformation E. coli DH5α competent cells Takara, Tokyo, Japan 

  E. coli BL21 (DE3) competent cells Biodynamics Laboratory lnc. 

  グリセリン Nacalai tesque, Kyoto, Japan 
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  IPTG Nacalai tesque, Kyoto, Japan 

  SOC medium Takara, Tokyo, Japan 

LB medium Tryptone Nacalai tesque, Kyoto, Japan 

  Extract yeast dried Nacalai tesque, Kyoto, Japan 

  Kanamycin Tokyo chemical industry, Tokyo, 

Japan 

  Sodium chloride Wako, Tokyo, Japan 

  Bacto-agar Wako, Tokyo, Japan 

蛋白質精製 10×Bug Buster® protein extraction reagent Novagen, Madison, WI, USA 

  Sodium chloride Wako, Tokyo, Japan 

  Strept-tactin superflow plus (1.0 mL) Qiagen, Hilden, DE 

  Sodium dihydrogenphosphate dihydrate Wako, Tokyo, Japan 

  D-Desthiobiotin Sigma aldrich, St. Louis, MO 

  HABA Sigma aldrich, St. Louis, MO 

  (±) DTT Wako, Tokyo, Japan 

活性測定 PicaGene Toyo b-net, Tokyo, Japan 

SDS-PAGE Acrylamide Wako, Tokyo, Japan 

  Tris (hydroxymethyl) aminomethane Nacalai tesque, Kyoto, Japan 

  Sodium dodecyl sulfate Wako, Tokyo, Japan 

  Ammonium peroxodisulfate Yoneyama yakuhin kogyo, Osaka, 

Japan 

  TEMED Tokyo chemical industry, Tokyo, 

Japan 

  BES Dojindo Laboratories, Kumamoto, 

Japan 

  2×Tris-BES sample buffer Tefco, Tokyo, Japan 

  β-mercaptoethanol Sigma Aldrich, St. Louis, MO 

  Sodium thiosalfate pentahydrate Wako, Tokyo, Japan 

  N, N-dimethyl formamide Wako, Tokyo, Japan 

  Quick-CBB plus Wako, Tokyo, Japan 

  Quick start™ braford 1.0×dye reagent  Bio rad, Hercules, CA, USA 

  Alubmin, from bovine serum Sigma aldrich, St. Louis, MO 

  銀染色 IIキット Wako, Tokyo, Japan 

  Methanol Wako, Tokyo, Japan 

  Acetic acid Wako, Tokyo, Japan 

蛋白質濃度測定 DC protein assay kit Bio rad, Hercules, CA, USA 

Plate assay MgCl2 Wako, Tokyo, Japan 

  Tween® 20 Sigma aldrich, St. Louis, MO 
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  (+) Biotin Wako, Tokyo, Japan 
 

PicaGene Toyo b-net, Tokyo, Japan 

COBRA Epitect bisulfite kits Qiagen, Hilden, DE 
 

Max tract Qiagen, Hilden, DE 
 

Taqɑ I Takara, Tokyo, Japan 
 

Chloroform-isoayl alcohol (24:1) Sigma aldrich, St. Louis, MO 
 

Phenol/ Chloroform/ Isoamyl alcohol 

(25:24:1) 

Wako, Tokyo, Japan 

 

3.0 M sodium acetate Wako, Tokyo, Japan 
 

Ethachinmate Wako, Tokyo, Japan 

  Ethanol (99.5) Wako, Tokyo, Japan 

BRET assay BOBO-3 (570/602) Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 

  PicaGene Toyo b-net, Tokyo, Japan 

細胞培養 HeLa cell Reken, Ibaraki, Japan 
 

5-Aza-2’-deoxycytidine Tokyo chemical industry, Tokyo, 

Japan 
 

DMEM Sigma aldrich, St. Louis, MO 
 

FBS Sigma aldrich, St. Louis, MO 
 

Penicillin-streptomycin l-glutamine Sigma aldrich, St. Louis, MO 

  TrypLETM select Thermo fisher scientific, Tokyo, 

Japan 

 

2-2. プレート 

Table 4-2 使用したプレート 

目的 品名 会社名 

細胞培養 100 mm cell culture dish Full-steri, Shiga, Japan 

  100 mm cell culture dish-treated Nippon genetics, Tokyo, Japan 

蛋白質濃度測定 Clear plate Thermo fisher scientific, Tokyo, Japan 

活性測定 White plate Greiner bio-one, Kremsmünster, AU 

Plate assay Streptavidin coated white plate Thermo Fisher Scientific, Tokyo, Japan 

 

2-3. 実験機器 

Table 4-3 使用した実験機器 

機器名 品名 会社名 

クリーンベンチ CCV clean bench Fujisawa, Osaka, Japan 

卓上微量高速遠心機 Himac CT15RE Hitachi, Tokyo, Japan 

遠心分離機 Cubee Recentteci, Tokyo, Japan 

サーマルサイクラー T100TM thermal cycler Bio rad, Hercules, CA, USA 
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PCR thermal cycler dice touch 

TP350 

Takara, Tokyo, Japan 

  Veriti thermal cycler Thermo fisher scientific, Tokyo, 

Japan 

電気泳動槽 Mupid-2 plus AND, Tokyo, Japan 

スラブ電気泳動装置 BE-220 Bio craft, Tokyo, Japan 

  電源装置 Bio craft, Tokyo, Japan 

分光光度計 Biospectrometer basic Eppendorf japan, Tokyo, Japan 

電子天秤 分析用電子天秤 HR-202 AND, Tokyo, Japan 
 

電子上皿天秤 PL3002 Metter toledo, Columbus, OH, USA 

  電子天秤 AW120 Shimazu, Kyoto, Japan 

pHメーター Seven easy S20 Metter toledo, Columbus, OH, USA 

アルミブロック恒温槽 Eyela MG-1200 Tokyo rikakikai, Tokyo, Japan 

  Vortex-genie® 2 Scientific industries, Bohemia, NY, 

USA 

トランスイルミネータ

ー 

LED illuminator LI-410 Bio craft, Tokyo, Japan 

恒温器 Incubator IC601 Yamato scientific, Tokyo, Japan 
 

低温インキュベーター BNC-110 Espec corp, Osaka, Japan 

  マイクロチューブローテーター

MTR-103 

As one, Osaka, Japan 

恒温器小型 クールインキュベータ Mitsubish electric, Tokyo, Japan 

  Rotary shaker NX-20D Nisshn rika, Tokyo, Japan 

スターラー Pasplina mini stirrer CT-1A As one, Osaka, Japan 

プレートリーダー Spark 10 M multimode microplate 

reader 

Tecan, Männedorf, CH 

  Microplate reader model 680 Bio rad, Hercules, CA, USA 

チューブポンプ Variable speed pump-low Thermo fisher scientific, Tokyo, 

Japan 

シェーカー Seesaw shaker BC-700 Bio craft, Tokyo, Japan 

フリーザー 超低温フリーザー(-80°C) Panasonic, Osaka, Japan 

  低温フリーザー (-20°C) Sanyo, Osaka, Japan 

レンジ レンジ Sanyo, Osaka, Japan 
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2-4. オリゴ DNA 

Table 4-4 使用したプオリゴ DNAの配列 

名前 配列 5'-3' 

Forward primer for CXXC gene 

amplification 
TGGAAATTGGCATATGTGGAGC 

Reverse primer for CXXC gene 

amplification 
CAAGAATTCTTTGGAAGGCATCC 

Methylated DNA_Top 
Biotin-AAAAAACAGGATXGAGCAGCTACCCT  

(X= methylated cytosine) 

Methylated DNA_Bottom AGGGTAGCTGCTXGATCCTG (X= methylated cytosine) 

Unmethylated DNA_Top Biotin-AAAAAACAGGATCGAGCAGCTACCCT 

Unmethylated DNA_Bottom AGGGTAGCTGCTCGATCCTG 

LINE1 bisulfite forward primer  GYGTAAGGGGTTAGGGAGTTTTT (Y= T or C) 

LINE1 bisulfite reverse primer AACRTAAAACCCTCCRAACCAAATATAAA (R= A or G) 
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3節 実験方法 

3-1. CXXC-Fluc発現ベクターの構築 

ヒト由来のMLL内の 1147-1203番目のアミノ酸(57個のアミノ酸)に対応する CXXCドメインをコー

ドする配列を integrated DNA Technologies社に合成委託した。そのオリゴ DNAを PCRにより CXXC

を増幅させた。PCRは 50 μLの反応溶液[1×buffer for KOD-plus, 0.20 mM dNTPs, 1.0 mM MgCl2, 0.3 

μM each primer, 0.20 ng/µLのオリゴ DNAおよび 50 mU/µL KOD-Plus (DNA polymerase)]を調製し、サ

イクルは 94°Cで 2分、[98°Cで 10秒、59°Cで 30秒、68°Cで 30秒]×25サイクルの条件で行った後、

電気泳動解析を行った。また、forword primerは N末端に Nde Iサイトと streptag配列が付加されてい

る primerを使用し、reverse primerはC末端に EcoR Iサイトが付加されている primerを使用した(Table 

4-4の Forward primer for CXXC gene amplificationと Reverse primer for CXXC gene amplification)。増

幅した 1.0 μgの PCR産物を 50 μLの 1×NEBuffer内で 10 U Nde Iと 10U EcoR Iにより 37°Cで 1時

間処理した後、PureYield™ Miniprep and SV Gel & PCR Clean-upにより精製した。また、ベクターと

なる pET30c-Firefly luciferase (pET30c-Fluc)を得るために、2.0 μg の pET30c-Streptag-MBD-Firefly 

luciferaseを 50 μLの 1×NEBuffer内で 20 U Nde Iと 20 U EcoR Iにより 37°Cで 2時間処理した後、電

気泳動解析から観測される目的バンド位置(pET30c-Fluc)を切り出し、PureYield™ Miniprep and SV Gel 

& PCR Clean-upにより精製した。 

pET30c-Fluc が 50 μg に対してモル比が 3 倍の Streptag-CXXC となるように混合液を調製し、調製

した混合液に対して半分量の Ligation High Ver.2を添加することで反応液を調製した後、16°Cで 30分

間処理した。このライゲーション産物 10 µL を用いて、20 µL の DH5α を形質転換した(インキュベー

トの条件：静置の状態で 4°Cで 30分間、42°Cで 42秒間、4°Cで 2分間)。 

形質転換された DH5α を LB_Kanamycin プレート培地(pH 7.2, 10 g/L Bact tryptone, 5 g/L Bactro 

yeast extract, 10 g/L NaCl, 15 g/L Bacto-agarおよび 20 ug/mL Kanamycin)に播種し、静置の状態で 37°C

で 16時間培養した。得られたコロニーを 6 mLの LB_Kanamycin液体培地(pH 7.2, 10 g/L Bact tryptone, 

5 g/L Bactro yeast extract, 10 g/L NaClおよび 20 ug/mL Kanamycin)に添加し、180 r. p. m.で振盪しなが

ら 37°Cで 16時間培養した。培養したサンプルからプラスミド DNAを Pure YieldTM Plasmid Midiprep 

System を用いて精製した。精製したプラスミド DNA が目的の配列(pET30c-streptag-CXXC-Fluc)であ

ることを確認するために、精製したプラスミド DNA配列の解析をマクロジェン社(Tokyo, Japan)に外注

した。 

 

3-2. CXXC-Flucの組換え生産 

構築した 1.0 ngの pET30c-streptag-CXXC-Flucを用いて、E. coli BL21 (DE3)を形質転換した(イン

キュベートの条件：静置の状態で 4°Cで 30分間、42°Cで 42秒間、4°Cで 2分間)。 

形質転換した E. coli BL21 (DE3)を 6.0 mLの LB_Kanamycin液体培地(pH 7.2, 10 g/L Bact tryptone, 

5.0 g/L Bactro yeast extract, 10 g/L NaClおよび 20 ug/mL Kanamycin)に添加し、180 r. p. m.で振盪しな

がら 37°Cで 16時間培養した。この培養したサンプルを 40%グリセロール(40 mLグリセリン、60 mL 

MilliQ、オートクレーブ済み)と混合し、-80°Cで保存した。 

保存したサンプルから爪楊枝で適当量を取り、1.5 mLの LB_Kanamycin 液体培地(pH 7.2, 10 g/L Bact 

tryptone, 5.0 g/L Bactro yeast extract, 10 g/L NaCl および 20 ug/mL Kanamycin)に添加し、180 r. p. m.で



65 
 

振盪しながら 37°Cで 16時間培養した。培養したサンプル全量と 14 mLの LB_Kanamycin液体培地(pH 

7.2, 10 g/L Bact tryptone, 5.0 g/L Bactro yeast extract, 10 g/L NaCl および 20 ug/mL Kanamycin)を乾熱

滅菌したバッフル付きフラスコに添加し、OD 600値が 0.50~1.0ユニットになるまで 180 r. p. m.で振盪

しながら 37°C で培養した。0.50~1.0 ユニットの際に、IPTG を終濃度 1.2 mM になるように添加し、

140 r. p. m.で振盪しながら 20°Cで 16時間培養した。培養した 150 mLのサンプルを 4つに分け、0.85% 

NaCl により重さを統一し、2500×g かつ 4°C で 10 分間遠心し、上清を捨てた。この操作を、4 回行っ

た後、集菌したサンプルを-80°Cで保存した。 

集菌したサンプル 1.0 mg あたり 5.0 mL の細胞溶解液(1×Bug Buster® protein extraction reagent, 

1×PBS)で懸濁し、ローテーターを用いて 5.0 r. p. m.かつ室温で 5 分間遠心した後、遠心機を用いて

16000×gかつ 4°Cで 20分間遠心した。得られた上清を水溶性画分のサンプルとする。水溶性画分を全

量 10 mLの 1×PBSとなるように PBSを添加した後、0.45 µmフィルターでろ過した。このろ過したサ

ンプルをフィルターでろ過した水溶性画分とする。ろ過した水溶性画分の全量を strep-tactin® superflow 

plus (QIAGEN)のカラムに流速 1.0 mL/minの条件で流し、1.0 mLのフロースルー画分を 10サンプルず

つ回収した。次に、10 mLの洗浄 buffer (pH 8.0, 50 mM NaH2PO4および 0.30 M NaCl)を流速 1.0 mL/min

の条件で流し、1.0 mLの洗浄画分を 10サンプルずつ回収した。最後に、10 mLの溶出 buffer (pH 8.0, 

50 mM NaH2PO4, 0.30 M NaCl および 10 mM Desthiobiotin) を流速 1.0 mL/minの条件で流し、1.0 mL

の溶出画分を 10サンプルずつ回収し、終濃度 5.0 mMになるように DTTを添加した。精製の間、各サ

ンプルは氷中に保存しながら作業した。得られたサンプルは、水溶性画分、希釈した水溶性画分、フィ

ルターでろ過した水溶性画分、フロースルー画分、洗浄画分および溶出画分を-80°C で保存した。

luciferase活性測定は、得られた各サンプル 5.0 µLに対して、Flucの基質として 45 µL Pica Geneを混

合し、Spark 10Mを用いて積分時間 1 秒かつ 37°C の条件で luciferase 活性を測定した。また、測定の

間、得られた各サンプルは氷中に保存している。 

精製された溶出画分のサンプルを SDS-PAGE によって蛋白質の発現を確認するために、7.0 μL の各

溶出画分に 7.0 µLの loading buffer (85% Tris BES sample buffer, 60 mM DTT, 5% β-mercaptoethanol)

を混合することで 14 μLの loadingサンプル(50%溶出画分, 43% Tris BES sample buffer, 30 mM DTT, 

2.5% β-mercaptoethanol)を調製した後に、loadingサンプルを 95°Cで 10分間処理した。電気泳動層は

外層に 300 mLの running buffer (30 mM Tris base, 30 mM BESおよび 0.10% SDS)、内層に 200 mLの

antioxidant mixture (0.050% Sodium thiosulfata pentahydrate, 0.025% N, N-Dimethyl formamide, Up to 

200 mL with running buffer)を満たし、12% SDS-PAGE mini ゲルをセットした。その後、各 wellに 10 

µLの loadingサンプルと 10 µLの loading marker (50% marker, 43% Tris BES sample buffer, 30 mM 

DTT, 2.5% β-mercaptoethanol)をアプライし、40 mAかつ 165 Vの条件で電気泳動を行った。電気泳動

後、ゲルが完全に浸る 20 mLの CBB染色液にゲルを入れ、シーソーシェーカーを用いて 30 r. p. m.で

振盪しながら 60分間染色した。染色後、CBB染色液を取り除き、50 mLのMilliQを入れ、シーソーシ

ェーカーを用いて 30 r. p. m.で振盪しながら 60分間洗浄した。その後、蛋白質発現の解析を行った。ま

た、各溶出画分をDC protein assay kitを用いたスタンダードアッセイ法により染色し、microplate reader 

(λ=750 nm)を用いて蛋白質濃度を測定した。 
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3-3. CXXC-Flucの特性検討 

プレートに固定化するためのビオチン修飾されたmethylated double-stranded DNA (dsDNA) (25 bp, 

methylated CpG 1カ所)を調製するために、1×PBS内で 2種類の 2.8 µMメチル化 single-stranded DNA 

(ssDNA) (Table. 2-4の Methylated DNA_Topと Methylated DNA_Bottom)を混合し、95°Cで 5分間、30

分間かけて温度を 95°Cから 25°Cに下げる条件でmethylated dsDNA (25 bp, CpG 1 ヶ所)を調製した。

また非メチル化 ssDNA(Table. 2-4 の Unmethylated DNA_Top と Unmethylated DNA_Bottom)を用いて

ビオチン修飾された unmethylated dsDNA (25 bp, CpG 1ヶ所)を同様の条件で調製した。 

調製した dsDNAに 1×PBS (0.50% Tween 20)を混合し、固定化 dsDNA溶液(2.5 µM ビオチン修飾さ

れたmethylated dsDNA, 1×PBSおよび 0.050% Tween 20)を調製した。この固定化 dsDNA溶液をスト

レプトアビジン修飾 96 well クリアプレート (25 pmol Streptavidin /well)に 100 µL/wellずつ入れ、シー

ソーシェーカーを用いて 30 r. p. m.で振盪しながら 30分間固定化した。続いて 200 µL/wellの洗浄 buffer 

(1×PBS, 0.050% Tween 20 および 250 mM NaCl)で 5 回洗浄した後、100 µL/well の biotin水溶液(5.0 

µM biotinと 1×PBS)を入れ、シーソーシェーカーを用いて 30 r. p. m.で振盪しながら 30分間ブロッキ

ングし、200 µL/wellの洗浄 buffer (1×PBS, 0.050% Tween 20および 250 mM NaCl)で 5回洗浄した。

その後、100 µL/wellの蛋白質溶液(45 nM CXXC-Flucと 1×PBS)を入れ、シーソーシェーカーを用いて

30 r. p. m.で振盪しながら 30分間反応させた。最後に、200 µL/wellの洗浄 buffer (1×PBS, 0.050% Tween 

20および 250 mM NaCl)で 5回洗浄した後に、100 µL/wellの PicaGeneを添加し、Spark 10Mを用い

て積分時間 1 秒かつ 37°C の条件で luciferase 活性を測定した。また、コントロールとしてビオチン修

飾された unmethylated dsDNA (25 bp, CpG 1ヶ所)を同様に調製し、plate assayを行った。 

 

3-4. CXXC-Flucを用いた BRET assayによるヒトゲノム DNAの非メチル化 CpG量測定 

3-4-1. 低メチル化したヒトゲノム DNAの調製 

低メチル化した HeLAゲノム DNAを調製するために、メチル化阻害剤である 5-Aza-2’-deoxycytidine

が終濃度 0, 0.10, 1.0または 10 µMを含む培養液(DMEM, 10%FBSおよび 1×PSG)を使用して HeLa細

胞(4.0×05 cell/dish)を 100 mm dish内で 5% CO2かつ 37°Cの条件下で培養した。培養 24時間後に培地

を取り除き、新しい 10 mL DMEM培地に交換してから 3日間培養した。培養後、TrypLETM selectを用

いて細胞を剥がし、1000×gの条件で 5分間遠心分離することで HeLa細胞を回収した。回収した HeLa

細胞からゲノム DNAを DNeasy Blood and Tissue Kitを用いて精製した。 

5-Aza-2’-deoxycytidine で処理した HeLa ゲノム DNA のメチル化レベルを評価するために、EpiTect 

Bisulfite Kitを用いて HeLa ゲノム DNAをバイサルファイト処理し、精製した。バイサルファイト処理

したHeLaゲノムDNAを標的にして、ヒトゲノムDNAのメチル化レベルと相関する LINE1領域を PCR

で増幅した。LINE1領域に対応する forward primerは LINE1 bisulfite forward primer (Table 4-4), reverse 

primerは LINE1 bisulfite reverse primer (Table 4-4)を使用した。PCRは 50 µLの PCR溶液(1× Ex Tag 

Buffer, 25 mU/µL Ex Tag HS, 5.0 ng/µLバイサルファイト処理した HeLaゲノム DNA, 0.20 mM dNTP 

Mixture, 0.30 μM each primer)を調製し、サイクルは 95°Cで 5分、[98°Cで 10秒、50°Cで 30秒、72°C

で 1 分]×30 サイクルの条件で行った後、電気泳動解析を行った。その後、Wizard® SV Gel and PCR 

Clean-Up System を用いて PCR産物を精製した。精製した 800 ngの PCR産物を 50 μLの 1×Cut smart 

buffer内で 2 U Taqɑ Iにより 65°Cで 1時間処理した後、15 ％ポリアクリルアミドゲルを用いて各処理
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サンプルの電気泳動解析を行い、バンドの濃淡を画像解析ソフトである imageJ (Wayne Rasband, 

Bethesda, MD, USA)で解析することにより 5-Aza-2’-deoxycytidine で処理した HeLa ゲノム DNA のメ

チル化レベルを評価した。 

 

3-4-2. ヒトゲノム DNAの非メチル化 CpG濃度依存的な BRETシグナルの測定 

HeLaゲノム DNA (終濃度 0, 7.2, 15, 30, 45, 60, 65 ng/µL; CpGサイトは 0, 0.10, 0.20, 0.40, 0.60, 

0.80, 0.90 µM)と BOBO-3 (終濃度 0, 0.40, 0.80, 1.6, 2.3, 3.5, 3.6 µM)を 1×PBS中で混合し、室温で 30

分間反応させた後に、45 nM CXXC-Flucと 250 mM NaClを添加し、室温で 1分間反応させた。この反

応溶液に 50 µLの PicaGeneを添加し、全量 100 μLにした後、Spark 10Mを用いて積分時間 1秒かつ

37°Cの条件で発光蛍光ペクトル(488~653 nm)を測定し、CXXC-Flucの発光により励起される BOBO-3

の蛍光ペクトル(578~653 nm)を算出した。 

 

3-4-3. ヒトゲノム DNAのメチル化レベル依存的な BRETシグナルの測定 

5-Aza-2’-deoxycytidineで処理した HeLaゲノム DNA (終濃度 22 ng/µL)と 1.2 µM BOBO-3を 1×PBS

中で混合し、室温で 30分間反応させた後に、45 nM CXXC-Flucと 250 mM NaClを添加し、室温で 1

分間反応させた。この反応溶液に 50 µLの PicaGeneを添加し、全量 100 μLにした後、Spark 10Mを

用いて積分時間 1 秒かつ 37°C の条件で発光蛍光ペクトル(488~653 nm)を測定し、CXXC-Fluc の発光

により励起される BOBO-3の蛍光ペクトル(578~653 nm)を算出した。 

 

3-5. ヒトゲノム DNAのメチル化レベル定量 

CXXC-Flucを用いたBRET assayと同じ条件でMBD-Flucを用いたBRET assayによりメチル化CpG

量を測定した。低メチル化ゲノム DNA (終濃度 22 ng/µL)と 1.2 µM BOBO-3を 1×PBS中で混合し、室

温で 30 分間反応させた後に、45 nM MBD-Fluc を添加し、室温で 1 分間反応させた。この反応溶液に

50 µLの PicaGeneを添加し、全量 100 μLにした後、Spark 10Mを用いて積分時間 1秒かつ 37°Cの条

件で発光蛍光ペクトル(488~653 nm)を測定し、MBD-Flucの発光により励起される BOBO-3の蛍光ペク

トル(578~653 nm)を算出した。 

下記の方程式を利用して、CXXC-Fluc と MBD-Fluc を用いた各 BRET assay の BRET シグナルから

ゲノム DNA のメチル化レベルを定量した。下記の方程式で算出されるゲノム DNA のメチル化レベル

は、各 BRETシグナルを足し合わせた値を 100%として計算している。 

 

Genomic DNAl methylation level (%) = IMBD×100 / (IMBD + ICXXC)  

(IMBD = BRET signal of BOBO-3 by MBD-Fluc, ICXXC = BRET signal of BOBO-3 by CXXC-Fluc) 
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4節 実験結果及び考察 

4-1.CXXC-Fluc発現ベクターの構築 

ヒト由来のMLL内の 1147-1203番目のアミノ酸(57個のアミノ酸)に対応する CXXCドメインをコー

ドする合成DNAを Streptagと制限酵素サイトを含む primerを使用した PCRにより増幅した。pET30c-

Streptag-MBD-Flucの Streptag-MBD領域に Streptag-CXXCをクローニングするために、増殖した PCR

産物(Streptag-CXXC)と pET30c-Streptag-MBD-Flucを制限酵素処理した後、制限酵素処理した PCR産

物(Streptag-CXXC)と pET30c-Firefly luciferaseをライゲーションした。 

シーケンス解析により、ヒト由来の MLL 内の 1147-1203 番目のアミノ酸(57 個のアミノ酸)に対応す

る CXXC ドメインと streptag をコードする配列をクローニングしたベクターpET30c-streptag-CXXC-

Flucを構築できたことが示された。構築したベクターマップとクローニングした塩基配列およびアミノ

酸配列を Fig. 4-1, 4-2および 4-3に示す。 

 

 

Figure 4-1 pET30c-streptag-CXXC-FLucのベクターマップ 
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Figure 4-2 pET30c-streptag-CXXC-FLuc内の streptag-CXXC-Fluc塩基配列 

 

 

Figure 4-3 streptag-CXXC-Flucのアミノ酸配列 
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4-2. CXXC-Flucの組換え生産 

Streptag-CXXC-Fluc発現ベクターを用いて BL21 (DE3)を形質転換し、IPTGにより streptag-CXXC-

Flucの発現誘導を行った。発現誘導 16時間後に、精製用に付加した streptagを利用して streptag-CXXC-

Flucを水溶性画分から精製用カラムの strep-tactin® superflow plus (QIAGEN)を用いて精製した。 

水溶性画分の調製に使用した菌体量は 3.3 g である。各精製画分における streptag-CXXC-Fluc の

luciferase活性を測定した結果、溶出画分全体の luciferase活性は 8.0×1010 cps/mLを示し、2番目の溶

出画分の luciferase活性は最も高い 4.0×1010 cps/mLを示した(Fig. 4-4)。この時、精製する前の水溶性

画分の luciferase活性は、4.1×1011 cps/mLである。luciferase活性の比率から、溶出画分全体で 20%の

streptag-CXXC-Flucを回収できたと考えられる。また SDS-PAGEの結果、溶出画分で目的の位置(分子

量: 6.8×104)にバンドが観察された(Fig. 4-5 [A])。この時の蛋白質濃度は、溶出画分全体(10 mL)では 0.012 

mg/mL, 2番目の溶出画分(1 mL)では 0.040 mg/mLであった。一方で、66×103の下部と 56×103の上部

にバンドが確認されたが、これらのバンドは loading buffer のみをサンプルとして解析した場合でも同

様の位置にバンドが確認されたことから、loading bufferに含まれる tris BES sample buffer, DTT または

β-mercaptoethanol であると考えられる(Fig. 4-5 [B])。以上より、水溶性画分から溶出画分に 20%の

streptag-CXXC-Fluc (0.12 mg)が精製できたことが示された。 

溶出画分全体で 20%の streptag-CXXC-Fluc (0.12 mg)であることから、水溶性画分(1.7 mL)および菌

体(3.3 g)には 0.60 mg の streptag-CXXC-Fluc が存在していると考えられる。一方で、strep-tactin® 

superflow plus (QIAGEN)の結合容量は 9.0 mgである。つまり、精製用カラムの結合容量に対して 93%

少ない量の streptag-CXXC-Flucを流している。そのため、水溶性画分の調製に使用する菌体量を 5.0 g

にすれば、水溶性画分に 9.0 mg の streptag-CXXC-Fluc が含まれることになり、溶出画分で streptag-

CXXC-Flucの収量を上げることができる。また、精製用に付加した streptag は N 末端と C末端側の両

方に付加することが可能である。そのため、CXXC-Flucの両末端に streptagを付加すれば、溶出画分で

の精製効率を改善できると考えられる。 
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Figure 4-4 各精製画分の luciferase活性 

フロースルー画分(F1-10)、洗浄画分(W1-10)および溶出画分(E1-10)の luciferase活性は、10 μLの各

サンプルと 90 μLの PicaGeneを用いて測定した。全ての段階で、各サンプル 1 mLを回収した。 
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Figure 4-5 精製された streptag-CXXC-Fluc(分子量: 6.8×104)の SDS-PAGE解析 

[A]が蛋白質精製で得られた溶出画分を 12%SDS-PAGEに流し、銀染色で解析した。目的の streptag-

CXXC-Flucの分子量は 6.8×104である。[B]が各 bufferを 12%SDS-PAGEに流し、銀染色で解析した。

looding buffer由来のバンドは 6.6×104付近と 5.6×104付近に観測される。 
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4-3. CXXC-Flucの特性検討 

非メチル化CpGに対するCXXC-Flucの結合能を plate assayにより解析した。Streptagと streptavidin

の相互作用を利用してメチル化または非メチル化 CpGを含む dsDNAをプレート上に固定化し、CXXC-

Fluc を添加した。洗浄した後、lucifease 活性を測定するために、Fluc の基質として PicaGene を加え

た。 

標的の dsDNA (20 bp)は、1 カ所の CpGサイトを含んでいる。ここでは、1 カ所の CpGサイトがメ

チル化されていないサンプルを非メチル化 dsDNA (Table 4-4 の Unmethylated DNA_Top と

Unmethylated DNA_Bottomをハイブリダイゼーションさせたサンプル)とし、メチル化されているサン

プルをメチル化 dsDNA (Table 4-4の Methylated DNA_TopとMethylated DNA_Bottom をハイブリダイ

ゼーションさせたサンプル)とした。また、使用した plateは 1 wellあたり最大 1.0 μMの dsDNAを固定

化することができる。そのため、非メチル化 dsDNAを plateに固定化した場合、1 wellあたり非メチル

化 CpGサイトが 1.0 μM存在することになる。このとき、MLL由来の CXXC は非メチル化 CpGに対し

ての結合解離定数が 33 nM、メチル化 CpGに対しての結合解離定数が 7.0 µMであるため、結合解離曲

線から非メチル化 dsDNA 内の非メチル化 CpG サイトに対する CXXC の結合親和性を推測することが

できる。 

推測された結合親和性の値は、非メチル化 CpGサイトに対して 97%である(Fig. 4-6)。加えた CXXC-

Flucの濃度は 45 nMであるため、1 well あたりの非メチル化 dsDNA内に対して 44 nMの CXXC-Fluc

が結合していることが推測される。一方で、メチル化 dsDNAを plateに固定化した場合、1 wellあたり

メチル化 CpG サイトが 1.0 μM 存在することになる。このとき、結合解離曲線によりメチル化 dsDNA

内のメチル化 CpG サイトに対する CXXC の結合親和性が推測され、その値はメチル化 CpG サイトに

対して 13%である(Fig. 4-6)。つまり、1 wellあたりのメチル化 dsDNAに対して 5.9 nMの CXXC-Fluc

が結合していることが推測される。そのため、メチル化 dsDNA を固定化した場合と比較して、非メチ

ル化 dsDNA を固定化した場合では、CXXC の結合親和性は 7.5 倍高い値を示すことが推測される。実

際に測定された luciferase 活性の値は、メチル化 dsDNA を固定化した場合と比較して、非メチル化

dsDNAを固定した場合では、luciferase活性は 1.6倍高い値を観測した(Fig. 4-7)。 

以上の結果より、精製したCXXC-Flucは非メチル化CpGサイトを特異的に認識する能力と luciferase

活性能の両方を保持している事が示された。一方で、plate assay から得られた luciferase 活性の値が

CXXC の結合解離曲線から推測された値よりも低い値を示した原因として、well 内で CXXC-Fluc が非

特異的な吸着が起きていることが考えられる。実際に、標的 dsDNA を固定化していない場合でも、

luciferase 活性がメチル化 dsDNA を固定化した場合と比較して差を示さなかった。つまり、well 内で

CXXC-Flucが非特異的な吸着が起きていることが考えられる。Wellに対する CXXC-Flucの非特異的吸

着を減らすためには、洗浄操作の回数を改善することによって解決すると考えられる。 
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Figure 4-6 CpGサイトに対するMLL由来の CXXCの結合解離曲線 

 

Figure 4-7 plate assayの結果 

 Streptagと streptavidinの相互作用を利用してメチル化または非メチル化 CpGを含む dsDNA (1.0 

μM)をプレート上に固定化し、45 nM CXXC-Flucを添加した。洗浄した後、lucifease活性を測定する

ために、Fluc の基質の PicaGene を 100 μL を添加した。青色バーが非メチル化 CpG を含む dsDNA

を固定化した場合、赤色バーがメチル化 CpGを含む dsDNAを固定化した場合、紫色バーが dsDNAを

固定化していない場合の luciferase活性測定の結果を示す。(mean ± SD, N = 3)。 
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4-4. CXXC-Flucを用いた BRET assayによるヒトゲノム DNAの非メチル化 CpG量測定 

4-4-1. 低メチル化したヒトゲノム DNAの調製 

メチル化阻害剤の 5-Aza-2’-deoxycytidine により HeLa 細胞を処理した後、HeLa ゲノム DNA を精製

した。この HeLaゲノム DNAのメチル化レベルを COBRAにより評価した。 

HeLaゲノム DNAをバイサルファイト変換し、PCRによりゲノム DNAのメチル化レベルと相関する

反復配列で LINE1領域を増幅させた。増幅させた領域は、LINE1領域内の 160 bpである。その後、taqα 

Iにより PCR産物を処理し、電気泳動法にてメチル化レベルを評価した。 

バンドの強度を imag jで解析した結果(Fig. 4-8)、0, 0.10, 1.0および 10 µM 5-Aza-2’-deoxycytidineで

処理した HeLa細胞から精製した HeLaゲノム DNAのメチル化レベルは 66±3.6%, 54±2.6%, 45±2.7%

および 34±2.8%であった。つまり、HeLaゲノム DNAのメチル化 CpG量が低下していることが示され

た。 

 

 

Figure 4-8電気泳動によるメチル化感受性制限酵素処理の解析 

 調製した HeLaゲノム DNAのメチル化レベルを COBRAによって評価した。メチル化レベルを評価

した領域は、ゲノム DNAのメチル化レベルと相関する LINE1領域内の 160 bpである。LINE1領域が

メチル化されていない場合、taqα Iでは切断されない。一方でメチル化されている場合、taqα Iにより

切断され、80 bpにバンドが観測される。観測されたバンドの強度から、LINE1領域のメチル化レベル

を算出した。プラス(+)は taqα I処理したサンプルを示し、マイナス(-)は taqα I処理していないサンプル

を示す。 
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4-4-2. ヒトゲノム DNAの非メチル化 CpG濃度依存的な BRETシグナルの測定 

HeLa ゲノム DNA を標的分子として BRET assay による HeLa ゲノム DNA 量依存的な非メチル化

CpG量を測定した。 

HeLaゲノム DNA存在下または非存在下で CXXC-Flucの発光スペクトル(488~653 nm)を測定した結

果、CXXC-Flucの発光スペクトルのピークは 578 nm付近を示した(Fig. 4-9)。一方で、HeLaゲノム DNA

非存在下と比較して存在下では、CXXC-Flucの luciferase活性は 62％に低下した(Fig. 4-9 [A])。この結

果は、CXXC がゲノム DNA の非メチル化 CpG に結合することによって Fluc の構造変化が誘導され、

その活性が低下する可能性があることを示した。一方、Flucの最大発光波長である 578 nmの発光強度

で各波長の発光強度を補正したスペクトル形状はゲノム DNAの添加による影響を受けていない(Fig. 4-

9 [B])。つまり、CXXC-Flucによって励起された BOBO-3の 608 nmの発光/蛍光強度が補正されたスペ

クトルによって算出できることを示している。したがって、CXXC-Flucによって励起された BOBO-3の

608 nm の発光/蛍光強度を算出するためには、Flucの最大発光波長である 578 nmの発光強度で各波長

の発光/蛍光強度を補正する必要があることを示している。 

異なるヒトゲノム DNA濃度(終濃度 0, 7.2, 15, 30, 45, 60, 65 ng/µL; CpGサイトは 0, 0.10, 0.20, 0.40, 

0.60, 0.80, 0.90 µM)の存在下で、45 nM CXXC-FLucと BOBO-3 (終濃度 0, 0.40, 0.80, 1.6, 2.3, 3.5, 3.6 

µM)を加え、luciferase の発光により BOBO-3 が励起されるか検討した。BRET assay で測定した発光/

蛍光スペクトルの rawデータを Fig. 4-10に示す。そこで、各波長における発光/光強度を 578 nmの発

光/蛍光強度で補正し、補正された発光/蛍光スペクトルを算出した(Fig. 4-11)。さらに、ゲノム DNA 非

存在時の発光強度からゲノム DNA 存在時の発光/発光強度の差から BOBO-3 の蛍光強度を算出される。

つまり、CXXC-Flucの発光によって励起された BOBO-3の蛍光強度を算出した。算出された 608 nmに

おける BOBO-3の蛍光強度を BRETシグナルとした。その結果、HeLaゲノム DNA濃度依存的に BRET

シグナルが低下した(Fig. 4-12)。 

以上の結果より、CXXC-FlucがゲノムDNAの非メチル化CpGに結合しBOBO-3に近接することで、

CXXC-Flucの発光により BOBO-3が蛍光を発していることが示された。 
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Figure 4-9 CXXC-Flucの発光スペクトル 

ゲノム DNAゲノム DNA (65 ng/µL)存在下または非存在下の条件で 45 nM CXXC-Flucの発光スペク

トルを全量 100 μL (1×PBS, 50 μLの PicaGene)内で測定した(mean ± SD, N = 3)。[A]が rawデータの

発光スペクトルを示す。[B]が 578 nm の発光強度で補正された発光スペクトルを示す。青色のハイラ

イトは 578 nmの波長を示す。 
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Figure 4-10 蛍光/発光スペクトル(rawデータ) 

異なる HeLaゲノム DNA濃度(0, 7.2, 15, 30, 45, 60, 65 ng/µL)の存在下で、45 nM CXXC-Flucと

BOBO-3 (0, 0.40, 0.80, 1.6, 2.3, 3.5, 3.6 µM)を混合し、Flucの基質として PicaGene (50 µL)を加える

ことで、全量 100 µLで発光/蛍光スペクトルを測定した(mean ± SD, N = 3)。青色のハイライトは 578 

nmの波長を表し、赤色のハイライトは 608 nmの波長を示す。 

 

Figure 4-11 578 nmの発光蛍光強度で補正された発光蛍光スペクトル強度 

Fig. 4-10の rawデータの発光/蛍光スペクトルを 578 nmの発光/蛍光強度で補正した。青色のハイラ

イトは 578 nmの波長を表し、赤色のハイライトは 608 nmの波長を示す。 



79 
 

 

Figure 4-12 BOBO-3の蛍光強度(BRETシグナル) 

COBRAによって評価された HeLaゲノムの濃度に対して BRETシグナルをプロットした。 
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4-4-3. ヒトゲノム DNAのメチル化レベル依存的な BRETシグナルの測定 

ヒトゲノム DNA の 32 億塩基対には CpG サイトが 2800 万ヶ所存在している。したがって、BRET 

assayで使用したヒトゲノム DNA の CpG サイトの濃度は 291 nMである。一方、COBRA により評価

されたゲノム DNAのメチル化レベルは、66±3.6%, 54±2.6%, 45±2.7%および 34±2.8%であった。つま

り、メチル化 CpG濃度は、それぞれ 192, 157, 131または 99 nMであり、非メチル化 CpG濃度は、そ

れぞれ 99, 134, 160または 192 nMである。 

CXXC-Fluc と BOBO-3 を用いた BRET assay により非メチル化 CpG 量を測定できるのか検討した。

低メチル化したゲノム DNA (22 ng/µL)に、45 nM CXXC-Flucと 1.2 µM BOBO-3を加え、Flucの基質と

して PicaGene を加えることによって発光/蛍光スペクトルを測定した。測定した発光/蛍光スペクトル

の rawデータを Fig. 4-13に示す。次に、各波長における発光/光強度を 578 nm の発光/蛍光強度で補正

し、補正された発光/蛍光スペクトルを算出した(Fig. 4-14)。さらに、ゲノム DNA 非存在時の発光強度

からゲノム DNA 存在時の発光/発光強度の差から BOBO-3 の蛍光強度を算出される。つまり、CXXC-

Flucの発光によって励起された BOBO-3の蛍光強度を算出した。算出された 608 nm における BOBO-

3 の蛍光強度を BRET シグナルとした。その結果、BRET シグナルがヒトゲノム DNA のメチル化レベ

ル(66±3.6%, 54±2.6%, 45±2.7%および 34±2.8%)依存的に低下した(Fig. 4-15)。 

 

 

Figure 4-13蛍光/発光スペクトル(rawデータ) 

メチル化レベルが 66±3.6%, 54±2.6%, 45±2.7%および 34±2.8%の HeLaゲノム DNA (22 ng/µL)の存

在下で、45 nM CXXC-Flucと BOBO-3 (1.2 µM)をを混合し、Flucの基質として PicaGene (50 µL)を

加えることで、全量 100 µLで発光/蛍光スペクトルを測定した(mean ± SD, N = 3)。青色のハイライト

は 578 nmの波長を表し、赤色のハイライトは 608 nmの波長を示す。 

 

 



81 
 

 

Figure 4-14 578 nmの発光蛍光強度で補正された発光蛍光スペクトル強度 

Fig. 4-13の rawデータの発光/蛍光スペクトルを 578 nmの発光/蛍光強度で補正した(mean ± SD, N 

= 3)。青色のハイライトは 578 nmの波長を表し、赤色のハイライトは 608 nmの波長を示す。 

 

 

Figure 4-15 608 nmにおける BRETシグナル 

COBRAによって評価された HeLaゲノム DNAのメチル化レベルに対して BRETシグナルをプロッ

トした(mean ± SD, N = 3)。 
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4-5. ヒトゲノム DNAのメチル化レベル定量 

CXXC-Flucと BOBO-3を用いた BRET assayを利用すればゲノム DNAの非メチル化 CpG量を光学

的に測定できることが示された。また、同様の条件で MBD-Fluc を用いた BRET assay を行った結果、

HeLa ゲノム DNA のメチル化 CpG 量依存的に 608 nm における BRET シグナルが上昇した(Fig. 4-16, 

4-17, 4-18)。さらに、CXXC-Flucと MBD-Flucの BRETシグナルは、負の相関関係を示した(Fig. 4-19)。

つまり、MBD-Fluc を用いた BRET assay から得られた BRET シグナルは、メチル化 CpG 量を示し、

CXXC-Fluc を用いた BRET assay から得られた BRET シグナルは、非メチル化 CpG 量を示している。 

各 BRETシグナルを足し合わせた値はゲノム DNA中の全 CpG量となる。したがって、下記の方程式

を使用すれば、CXXC-Fluc と MBD-Fluc を用いた各 BRET assay の BRET シグナルの比率からゲノム

DNAのメチル化レベルを定量できると考えた。下記の方程式で算出されるゲノム DNAのメチル化レベ

ルは、各 BRETシグナルを足し合わせた値を 100%として計算している。 

 

Genomic DNA methylation level (%) = IMBD×100 / (IMBD + ICXXC)  

(IMBD = BRET signal of BOBO-3 by MBD-Fluc, ICXXC = BRET signal of BOBO-3 by CXXC-Fluc) 

 

COBRA によって評価されたゲノム DNA メチル化レベルと、MBD-Fluc および CXXC-Fluc を用いた

各 BRET assayから得られた BRETシグナルの比率から算出されたゲノム DNAメチル化レベルとの間

に、正の相関が示された(Table 4-5, Fig. 4-20)。 

以上より、MBD-Flucおよび CXXC-Flucを用いた BRET assayによって、検量線を必要とせずに、ゲ

ノム DNAのメチル化レベルを定量できることを示した。 
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Figure 4-16 蛍光/発光スペクトル(rawデータ) 

メチル化レベルが 66±3.6%, 54±2.6%, 45±2.7%および 34±2.8%の HeLaゲノム DNA (22 ng/µL)の存

在下で、45 nM MBD-Flucと BOBO-3 (1.2 µM) を混合し、Flucの基質として PicaGene (50 µL)を加

えることで、全量 100 µLで発光/蛍光スペクトルを測定した(mean ± SD, N = 3)。青色のハイライトは

578 nmの波長を表し、赤色のハイライトは 608 nmの波長を示す。 

 

 

Figure 4-17 578 nmの発光蛍光強度で補正された発光蛍光スペクトル強度 

Fig. 4-16の rawデータの発光/蛍光スペクトルを 578 nmの発光/蛍光強度で補正した(mean ± SD, N 

= 3)。青色のハイライトは 578 nmの波長を表し、赤色のハイライトは 608 nmの波長を示す。 
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Figure 4-18 608 nmにおける BRETシグナル 

COBRAによって評価された HeLaゲノム DNAのメチル化レベルに対して BRETシグナルをプロッ

トした(mean ± SD, N = 3)。 

 

 

Figure 4-19 MBD-Flucと CXXC-Flucを用いた各 BRET assayから得られた BRETシグナル 

COBRAによって評価されたHeLaゲノムDNAのメチル化レベルに対してMBD-FlucとCXXC-Fluc

を用いた各 BRET assayから得られた BRETシグナルをプロットした(mean ± SD, N = 3)。 
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Table 4-5 MBD-Flucと CXXC-Flucを用いた各 BRET assayから得られた 

BRETシグナルの比率から算出されるゲノム DNAのメチル化レベル 

 

 

 

Figure 4-20 MBD-Flucと CXXC-Flucを用いた 

BRET assayによるゲノム DNAのメチル化レベルの測定 

COBRA によって評価されたゲノム DNA のメチル化レベルに対して MBD-Fluc と CXXC-Fluc を用

いた各 BRET assay から得られた BRET シグナルの比率から算出されるゲノム DNA のメチル化レベ

ルをプロットした(mean ± SD, N = 3)。 
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5節 結言 

第 4 章の目的は、非メチル化 CpG に特異的に結合する CXXC ドメインに Fluc を融合させた CXXC-

Flucと DNA intercalating dye間で生じる BRETを利用した非メチル化 CpG量測定法を開発することで

ある。第 2章で MBD-Flucを用いた BRET assayによりヒトゲノム DNAのメチル化 CpG量を測定でき

ることを示している。そのため、同様の方法で、CXXC-Fluc を用いれば非メチル化 CpG 量を測定でき

ると考えた。さらに、MBD-Fluc と CXXC-Fluc を用い各 BRET assay によりゲノム DNA のメチル化

CpG 量と非メチル化 CpG 量を測定すれば、簡便にゲノム DNA のメチル化レベルを定量できると想定

した。 

実際に、CXXC-Fluc発現ベクターを構築し、大腸菌 BL21 (DE3)を用いて CXXC-Flucを組換え生産し

た。組換え生産した CXXC-Fluc は非メチル化 CpG 結合能と luciferase活性能の両方を保持しているこ

とを示した。ヒトゲノム DNAを標的にして CXXC-Flucを用いた BRET assayを行った結果、ヒトゲノ

ム DNA の非メチル化 CpG 濃度依存的に BRET シグナルが上昇した。つまり、CXXC-Fluc が非メチル

化 CpGに結合し、BOBO-3に近接することで、CXXC-Flucの発光により BOBO-3が蛍光を発している

ことが示された。さらに、低メチル化したヒトゲノム DNA を標的にして BRET assay を行った場合、

非メチル化 CpG量依存的に BRETシグナルが上昇した。 

本章では、CXXC-Fluc と BOBO-3 を用いて、BRET シグナルを測定することにより検体に試薬を混

ぜるだけでゲノム DNAの非メチル化 CpG量を測定できることが示された。また、MBD-Flucと CXXC-

Flucを用いた各 BRET assayの BRETシグナルの比率は、ゲノム DNAのメチル化レベルと相関するこ

とが示された。つまり、MBD-Flucと CXXC-Flucを用いメチル化 CpG量と非メチル化 CpG量を測定す

れば、検量線を必要とせずに、簡単にゲノム DNA のメチル化レベルを測定できることが示された。さ

らに、この時の決定係数 R2値は 0.99 であり、相対標準偏差は 2.2%以下であった。既存法である LC-

MS は 2.0%以下、COBRA は 2.0%である。そのため、本手法が既存法と同じ正確性であることも示さ

れた。本 BRET assayは 35分で測定できるため、MBD-Flucと CXXC-Flucを用いれば、ゲノム DNAの

メチル化レベルを迅速・簡便・正確に定量できることが示された。 
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第 5章 マルチカラーアッセイを用いたゲノム DNAのメチル化レベル定量法の開発 

1節 緒言 

第 4章でMBD-Flucと CXXC-Flucを用いた各 BRET assayによってゲノム DNAのメチル化レベルを

定量できる方法を開発した。MBD-Flucと BOBO-3間の BRETシグナルは、メチル化 CpG量に依存し、

CXXC-Fluc と BOBO-3 間の BRET シグナルは、非メチル化 CpG 量に依存する。したがって、ゲノム

DNA メチル化レベルは、BRET assay を使用して定量できる。一方、同じ発光蛋白質 Fluc が MBD と

CXXCの両方に融合させているため、これらの assayは別々に実行する必要がある。 

そこで本章では、Fluc よりも波長が低い Oplophorus luciferase (Oluc)と Oluc で励起される DNA 

intercalating dye BOBO-1 (BOBO-1)に着目し、CXXC 融合 Oluc (CXXC-Oluc)と BOBO-1を用いれば、

ゲノム DNAの非メチル化 CpG量を測定できると考えた。そのため、得られる CXXC-Olucと BOBO-1

間の BRET シグナルは、MBD-Flucと BOBO-3 間の BRETシグナルとは異なる波長領域で検出される。

つまり、メチル化 CpG量と非メチル化 CpG量を異なる領域で測定することができる。 

MBD-Fluc と CXXC-Oluc を同時に用いれば、BOBO-3 と BOBO-1 が励起され、得られる各蛍光強度

の比率からゲノム DNA のメチル化レベルを定量できると考えた。そこで、第 5 章ではマルチカラーア

ッセイを用いたゲノム DNAのメチル化レベルを定量する方法を開発することを目的とした。 

 

2節 使用した試薬・大腸菌、プレート、実験機器およびオリゴ DNA 

2-1. 試薬・大腸菌 

Table 5-1 使用した試薬・大腸菌 

目的 品名 会社名 

  UltrapureTM distilled water Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 

  10×PBS 

(1.4 M Sodium chloride, 0.020 M Potassium, 

0.080 M Sodium phosphate dibasic, 0.020 M 

Potassium phosphate monbasic) 

Ambion, Austin, TX 

PCR KOD-plus-neo Toyobo, Osaka, Japan 

  Excelband 1.0 kb DNA ladder SMObio, Hsinchu, Taiwan 

  Excelband 0.20 kb DNA ladder SMObio, Hsinchu, Taiwan 

  10×Ex tag HS buffer Takara, Tokyo, Japan 

  Ex tag HS Takara, Tokyo, Japan 

電気泳動 Agar Wako, Tokyo, Japan 

  Orange G Nacalai tesque, Kyoto, Japan 

  EtBr Solution Nippon Gene, Tokyo, Japan 

制限酵素処理 Not I NEB, Ipswich, MA, USA 

  EcoR I NEB, Ipswich, MA, USA 

DNA精製 Wizard® sv gel and PCR clean-up system Promega, Madison, WI, USA 

  DNeasy blood and tissue kit Qiagen, Hilden, DE 
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  Wizard® plus sv minipreps DNA purification 

system 

Promega, Madison, WI, USA 

Ligation Ligation high ver. 2 Toyobo, Osaka, Japan 

Transformation E. coli DH5α Competent Cells Takara, Tokyo, Japan 

  E. coli BL21 (DE3) competent cells Biodynamics Laboratory lnc. 

  グリセリン Nacalai tesque, Kyoto, Japan 

  IPTG Nacalai tesque, Kyoto, Japan 

  SOC medium Takara, Tokyo, Japan 

LB medium Tryptone Nacalai tesque, Kyoto, Japan 

  Extract yeast dried Nacalai tesque, Kyoto, Japan 

  Kanamycin Tokyo chemical industry, Tokyo, 

Japan 

  Sodium chloride Wako, Tokyo, Japan 

  Bacto-agar Wako, Tokyo, Japan 

蛋白質精製 10×Bug Buster® protein extraction reagent Novagen, Madison, WI, USA 

  Sodium chloride Wako, Tokyo, Japan 

  Strept-tactin superflow plus (1.0 mL) Qiagen, Hilden, DE 

  Sodium dihydrogenphosphate dihydrate Wako, Tokyo, Japan 

  D-Desthiobiotin Sigma aldrich, St. Louis, MO 

  HABA Sigma aldrich, St. Louis, MO 

  (±) DTT Wako, Tokyo, Japan 

活性測定 PicaGene Toyo b-net, Tokyo, Japan 

  Coelenterazine h Wako, Tokyo, Japan 

  Methanol Wako, Tokyo, Japan 

SDS-PAGE Acrylamide Wako, Tokyo, Japan 

  Tris (hydroxymethyl) aminomethane Nacalai tesque, Kyoto, Japan 

  Sodium dodecyl sulfate Wako, Tokyo, Japan 

  Ammonium peroxodisulfate Yoneyama yakuhin kogyo, Osaka, 

Japan 

  TEMED Tokyo chemical industry, Tokyo, 

Japan 

  BES Dojindo laboratories, Kumamoto, 

Japan 

  2×Tris-BES sample buffer Tefco, Tokyo, Japan 

  β-mercaptoethanol Sigma aldrich, St. Louis, MO 

  Sodium thiosalfate pentahydrate Wako, Tokyo, Japan 

  N, N-dimethyl formamide Wako, Tokyo, Japan 

  Quick-CBB plus Wako, Tokyo, Japan 
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  Quick start™ braford 1.0×dye reagent  Bio rad, Hercules, CA, USA 

  Alubmin, from bovine serum Sigma aldrich, St. Louis, MO 

  銀染色 IIキット Wako, Tokyo, Japan 

  Methanol Wako, Tokyo, Japan 

  Acetic acid Wako, Tokyo, Japan 

蛋白質濃度測定 DC protein assay kit Bio rad, Hercules, CA, USA 

Plate assay MgCl2 Wako, Tokyo, Japan 

  Tween® 20 Sigma aldrich, St. Louis, MO 

  Coelenterazine h Wako, Tokyo, Japan 

  (+) Biotin Wako, Tokyo, Japan 

COBRA Epitect bisulfite kits Qiagen, Hilden, DE 

  Max tract Qiagen, Hilden, DE 

  Taqɑ I Takara, Tokyo, Japan 

  Chloroform-isoayl alcohol (24:1) Sigma aldrich, St. Louis, MO 

  Phenol/ chloroform/ isoamyl alcohol 

(25:24:1) 

Wako, Tokyo, Japan 

  3.0 M sodium acetate Wako, Tokyo, Japan 

  Ethachinmate Wako, Tokyo, Japan 

  Ethanol (99.5) Wako, Tokyo, Japan 

BRET assay BOBO-3 (570/602) Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 

  BOBO-1 (462/481) Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 

  PicaGene Toyo b-net, Tokyo, Japan 

  Coelenterazine h Wako, Tokyo, Japan 

細胞培養 HeLa cell Reken, Ibaraki, Japan 

  5-Aza-2’-deoxycytidine Tokyo chemical industry, Tokyo, 

Japan 

  DMEM Sigma aldrich, St. Louis, MO 

  FBS Sigma aldrich, St. Louis, MO 

  Penicillin-streptomycin L-glutamine Sigma aldrich, St. Louis, MO 

  TrypLETM select Thermo fisher scientific, Tokyo, 

Japan 
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2-2. プレート 

Table 5-2 使用したプレート 

目的 品名 会社名 

細胞培養 100 mm cell culture dish Full-steri, Shiga, Japan 

  100 mm cell culture dish-treated Nippon genetics, Tokyo, Japan 

蛋白質濃度測定 Clear plate Thermo Fisher Scientific, Tokyo, Japan 

活性測定 White plate Greiner bio-one, Kremsmünster, AU 

Plate assay Streptavidin coated white plate Thermo fisher scientific, Tokyo, Japan 

 

2-3. 実験機器 

Table 5-3 使用した実験機器 

機器名 品名 会社名 

クリーンベンチ CCV clean bench Fujisawa, Osaka, Japan 

卓上微量高速遠心機 Himac CT15RE Hitachi, Tokyo, Japan 

遠心分離機 Cubee Recentteci, Tokyo, Japan 

サーマルサイクラー T100TM thermal cycler Bio rad, Hercules, CA, USA 
 

PCR thermal cycler dice touch 

TP350 

Takara, Tokyo, Japan 

  Veriti thermal cycler Thermo fisher scientific, Tokyo, 

Japan 

電気泳動槽 Mupid-2 plus AND, Tokyo, Japan 

スラブ電気泳動装置 BE-220 Bio craft, Tokyo, Japan 

  電源装置 Bio craft, Tokyo, Japan 

分光光度計 Biospectrometer basic Eppendorf japan, Tokyo, Japan 

電子天秤 分析用電子天秤 HR-202 AND, Tokyo, Japan 
 

電子上皿天秤 PL3002 Metter toledo, Columbus, OH, USA 

  電子天秤 AW120 Shimazu, Kyoto, Japan 

pHメーター Seven easy S20 Metter toledo, Columbus, OH, USA 

アルミブロック恒温槽 Eyela MG-1200 Tokyo rikakikai, Tokyo, Japan 

  Vortex-genie®2 Scientific industries, Bohemia, NY, 

USA 

トランスイルミネータ

ー 

LED illuminator LI-410 Bio craft, Tokyo, Japan 

恒温器 Incubator IC601 Yamato scientific, Tokyo, Japan 
 

低温インキュベーター BNC-110 Espec corp, Osaka, Japan 

  マイクロチューブローテーター

MTR-103 

As one, Osaka, Japan 
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恒温器小型 クールインキュベータ Mitsubish electric, Tokyo, Japan 

  Rotary shaker NX-20D Nisshn rika, Tokyo, Japan 

スターラー Pasplina mini stirrer CT-1A As one, Osaka, Japan 

プレートリーダー Spectra max iD5 Molecular devices, San Jose, CA, 

USA 

  Microplate reader model 680 Bio rad, Hercules, CA, USA 

チューブポンプ Variable speed pump-low Thermo fisher scientific, Tokyo, 

Japan 

シェーカー Seesaw shaker BC-700 Bio craft, Tokyo, Japan 

フリーザー 超低温フリーザー(-80°C) Panasonic, Osaka, Japan 

  低温フリーザー (-20°C) Sanyo, Osaka, Japan 

レンジ レンジ Sanyo, Osaka, Japan 

 

2-4. オリゴ DNA 

Table 5-4 使用したプオリゴ DNAの配列 

名前 配列 5'-3' 

Forward primer for oplophorus 

luciferase 
ATTGAATTCAGACCTATGGTATTCACCTTAGAGGATTTCGTCGG 

Reverse primer for oplophorus 

luciferase 
CAAGCGGCCGCTTAGGCAAGGATACGCTCGCACAAACGC 

Methylated DNA_Top 
Biotin-AAAAAACAGGATXGAGCAGCTACCCT  

(X= methylated cytosine) 

Methylated DNA_Bottom AGGGTAGCTGCTXGATCCTG (X= methylated cytosine) 

Unmethylated DNA_Top Biotin-AAAAAACAGGATCGAGCAGCTACCCT 

Unmethylated DNA_Bottom AGGGTAGCTGCTCGATCCTG 

LINE1 bisulfite forward primer  GYGTAAGGGGTTAGGGAGTTTTT (Y= T or C) 

LINE1 bisulfite reverse primer AACRTAAAACCCTCCRAACCAAATATAAA (R= A or G) 
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3節 実験方法 

3-1. CXXC-Oluc発現ベクターの構築 

大腸菌用にコドンが最適化された Oplophorus luciferase (Oluc)をコードする配列を integrated DNA 

Technologies社に合成委託した。そのオリゴ DNAを PCRにより Olucを増幅させた。PCRは 50 μLの

反応溶液[1×buffer for KOD-plus, 0.20 mM dNTPs, 1.0 mM MgCl2, 0.30 μM each primer, 0.20 ng/µLのオ

リゴ DNAおよび 50 mU/µL KOD-Plus (DNA polymerase)]を調製し、サイクルは 94°Cで 2分、[98°Cで

10 秒、59°C で 30 秒、68°C で 30 秒]×25サイクルの条件で行った後、電気泳動解析を行った。また、

forword primerは N末端に EcoR Iサイトが付加されている primerを使用し、reverse primerは C 末端

にNot Iサイトが付加されているprimerを使用した(Table 5-4のForward primer for oplophorus luciferase

と Reverse primer for oplophorus luciferase)。増幅した 1.0 μgの PCR産物を 50 μLの 1×NEBuffer内で

10 U Nde Iと 10U EcoR Iにより 37°Cで 1時間処理した後、PureYield™ Miniprep and SV Gel & PCR 

Clean-up により精製した。また、ベクターとなる pET30c-Streptag-CXXC を得るために、2.0 μg の

pET30c-Streptag-CXXC-Firefly luciferaseを 50 μLの 1×NEBuffer内で 20 U EcoR Iと 20 U Not Iにより

37°Cで 2時間処理した後、電気泳動解析から観測される目的バンド位置(pET30c-Streptag-CXXC)を切

り出し、PureYield™ Miniprep and SV Gel & PCR Clean-upにより精製した。 

pET30c-Streptag-CXXC が 50 μg に対してモル比が 3 倍の Oluc となるように混合液を調製し、調製

した混合液に対して半分量の Ligation High Ver.2を添加することで反応液を調製した後、16°Cで 30分

間処理した。このライゲーション産物 10 µL を用いて、20 µL の DH5α を形質転換した(インキュベー

トの条件：静置の状態で 4°Cで 30分間、42°Cで 42秒間、4°Cで 2分間)。 

形質転換された DH5α を LB_Kanamycinプレート培地(pH 7.2, 10 g/L Bact tryptone, 5.0 g/L Bactro 

yeast extract, 10 g/L NaCl, 15 g/L Bacto-agarおよび 20 ug/mL Kanamycin)に播種し、静置の状態で 37°C

で16時間培養した。得られたコロニーを6.0 mLのLB_Kanamycin液体培地(pH 7.2, 10 g/L Bact tryptone, 

5.0 g/L Bactro yeast extract, 10 g/L NaClおよび 20 ug/mL Kanamycin)に添加し、180 r. p. m.で振盪しな

がら 37°Cで 16時間培養した。培養したサンプルからプラスミド DNAを Pure YieldTM Plasmid Midiprep 

System を用いて精製した。精製したプラスミド DNA が目的の配列(pET30c-streptag-CXXC-Oluc)であ

ることを確認するために、精製したプラスミド DNA配列の解析をマクロジェン社(Tokyo, Japan)に外注

した。 

 

3-2. CXXC-Olucの組換え生産 

構築した 1.0 ngの pET30c-streptag-CXXC-Olucを用いて、E. coli BL21 (DE3)を形質転換した(イン

キュベートの条件：静置の状態で 4°Cで 30分間、42°Cで 42秒間、4°Cで 2分間)。 

形質転換した E. coli BL21 (DE3)を 6 mLの LB_Kanamycin液体培地(pH 7.2, 10 g/L Bact tryptone, 

5.0 g/L Bactro yeast extract, 10 g/L NaClおよび 20 ug/mL Kanamycin)に添加し、180 r. p. m.で振盪しな

がら 37°Cで 16時間培養した。この培養したサンプルを 40%グリセロール(40 mLグリセリン、60 mL 

MilliQ、オートクレーブ済み)と混合し、-80°Cで保存した。 

保存したサンプルから爪楊枝で適当量を取り、1.5 mLの LB_Kanamycin 液体培地(pH 7.2, 10 g/L Bact 

tryptone, 5.0 g/L Bactro yeast extract, 10 g/L NaCl および 20 ug/mL Kanamycin)に添加し、180 r. p. m.で

振盪しながら 37°Cで 16時間培養した。培養したサンプル全量と 14 mLの LB_Kanamycin液体培地(pH 
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7.2, 10 g/L Bact tryptone, 5.0 g/L Bactro yeast extract, 10 g/L NaCl および 20 ug/mL Kanamycin)を乾熱

滅菌したバッフル付きフラスコに添加し、OD 600値が 0.50~1.0ユニットになるまで 180 r. p. m.で振盪

しながら 37°C で培養した。0.50~1.0 ユニットの際に、IPTG を終濃度 1.2 mM になるように添加し、

140 r. p. m.で振盪しながら 20°Cで 16時間培養した。培養した 150 mLのサンプルを 4つに分け、0.85% 

NaCl により重さを統一し、2500×g かつ 4°C で 10 分間遠心し、上清を捨てた。この操作を、4 回行っ

た後、集菌したサンプルを-80°Cで保存した。 

集菌したサンプル 1.0 mg あたり 5.0 mL の細胞溶解液(1×Bug Buster® protein extraction reagent, 

1×PBS)で懸濁し、ローテーターを用いて 5.0 r. p. m.かつ室温で 5 分間遠心した後、遠心機を用いて

16000×gかつ 4°Cで 20分間遠心した。得られた上清を水溶性画分のサンプルとする。水溶性画分を全

量 10 mLの 1×PBSとなるように PBSを添加した後、0.45 µmフィルターでろ過した。このろ過したサ

ンプルをフィルターでろ過した水溶性画分とする。ろ過した水溶性画分の全量を strep-tactin® superflow 

plus (QIAGEN)のカラムに流速 1.0 mL/minの条件で流し、1.0 mLのフロースルー画分を 10サンプルず

つ回収した。次に、10 mLの洗浄 buffer (pH 8.0, 50 mM NaH2PO4および 0.30 M NaCl)を流速 1.0 mL/min

の条件で流し、1.0 mLの洗浄画分を 10サンプルずつ回収した。最後に、10 mLの溶出 buffer (pH 8.0, 

50 mM NaH2PO4, 0.30 M NaCl および 10 mM Desthiobiotin) を流速 1.0 mL/minの条件で流し、1.0 mL

の溶出画分を 10サンプルずつ回収し、終濃度 5.0 mMになるように DTTを添加した。精製の間、各サ

ンプルは氷中に保存しながら作業した。得られたサンプルは、水溶性画分、希釈した水溶性画分、フィ

ルターでろ過した水溶性画分、フロースルー画分、洗浄画分および溶出画分を-80°C で保存した。

luciferase 活性測定は、得られた各サンプル 5.0 µL に対して、95 µL 発光基質溶液(終濃度 5.0 µg/mL 

coelenterazine h solutionと 1×PBS)を混合し、SpectraMax iD5 (Molecular devices, CA, USA)を用いて

積分時間 1 秒かつ 37°C の条件で luciferase 活性を測定した。また、測定の間、得られた各サンプルは

氷中に保存している。 

精製された溶出画分のサンプルを SDS-PAGE によって蛋白質の発現を確認するために、7.0 μL の各

溶出画分に 7.0 µLの loading buffer (85% Tris BES sample buffer, 60 mM DTT, 5.0% β-mercaptoethanol)

を混合することで 14 μLの loadingサンプル(50%溶出画分, 43% Tris BES sample buffer, 30 mM DTT, 

2.5% β-mercaptoethanol)を調製した後に、loadingサンプルを 95°Cで 10分間処理した。電気泳動層は

外層に 300 mLの running buffer (30 mM Tris base, 30 mM BESおよび 0.10% SDS)、内層に 200 mLの

antioxidant mixture (0.050% Sodium thiosulfata pentahydrate、0.025% N, N-Dimethyl formamide, Up to 

200 mL with running buffer)を満たし、12% SDS-PAGE mini ゲルをセットした。その後、各 wellに 10 

µLの loadingサンプルと 10 µLの loading marker (50% marker, 42.5% Tris BES sample buffer, 30 mM 

DTT, 2.5% β-mercaptoethanol)をアプライし、40 mAかつ 165 Vの条件で電気泳動を行った。電気泳動

後、ゲルを CBB染色した。その後、蛋白質発現の解析を行った。また、各溶出画分を DC protein assay 

kit を用いたスタンダードアッセイ法により染色し、microplate reader (λ=750 nm)を用いて蛋白質濃度

を測定した。 
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3-3. CXXC-Olucの特性検討 

プレートに固定化するためのビオチン修飾されたmethylated double-stranded DNA (dsDNA) (25 bp, 

methylated CpG 1カ所)を調製するために、1×PBS内で 2種類の 2.8 µMメチル化 single-stranded DNA 

(ssDNA) (Table 2-4の Methylated DNA_Topと Methylated DNA_Bottom)を混合し、95°Cで 5分間、30

分間かけて温度を 95°Cから 25°Cに下げる条件でmethylated dsDNA (25 bp, CpG 1 ヶ所)を調製した。

また非メチル化 ssDNA(Table. 2-4. Unmethylated DNA_Top と Unmethylated DNA_Bottom)を用いてビ

オチン修飾された unmethylated dsDNA (25 bp, CpG 1ヶ所)を同様の条件で調製した。 

調製した ds DNAに 1×PBS (0.50% Tween 20)を混合し、固定化 dsDNA溶液(2.5 µM ビオチン修飾さ

れたmethylated dsDNA, 1×PBSおよび 0.05% Tween 20)を調製した。この固定化 dsDNA溶液をストレ

プトアビジン修飾 96 wellクリアプレート (25 pmol Streptavidin /well)に 100 µL/wellずつ入れ、シーソ

ーシェーカーを用いて 30 r. p. m.で振盪しながら 30分間固定化した。続いて 200 µL/wellの洗浄 buffer 

(1×PBS, 0.050% Tween 20 および 250 mM NaCl)で 5 回洗浄した後、100 µL/well の biotin水溶液(5.0 

µM biotinと 1×PBS)を入れ、シーソーシェーカーを用いて 30 r. p. m.で振盪しながら 30分間ブロッキ

ングし、200 µL/wellの洗浄 buffer (1×PBS, 0.050% Tween 20および 250 mM NaCl)で 5回洗浄した。

その後、100 µL/wellの蛋白質溶液(溶出画分 2を 100 µL)を入れ、シーソーシェーカーを用いて 30 r. p. 

m.で振盪しながら 30分間反応させた。最後に、200 µL/wellの洗浄 buffer (1×PBS, 0.05 % Tween 20お

よび 250 mM NaCl)で 5回洗浄した後に、100 µL/wellの発光基質溶液(終濃度 5.0 µg/mL coelenterazine 

h solution と 1×PBS)を添加し、SpectraMax iD5 を用いて積分時間 1 秒かつ 37°C の条件で luciferase

活性を測定した。また、コントロールとしてビオチン修飾された unmethylated dsDNA (25 bp, CpG 1ヶ

所)を同様に調製し、plate assayを行った。 

 

3-4. マルチカラーBRET assayによるヒトゲノム DNAのメチル化レベル定量 

3-4-1. 低メチル化したヒトゲノム DNAの調製 

低メチル化したゲノム DNAを調製するために、メチル化阻害剤である 5-Aza-2’-deoxycytidineが終濃

度0, 0.10, 1.0または10 µMを含む培養液(DMEM, 10%FBSおよび1×PSG)を使用してHeLa細胞(4.0×05 

cell/dish)を 100 mm dish内で 5% CO2かつ 37°Cの条件下で培養した。培養 24時間後に培地を取り除

き、新しい 10 mL DMEM培地に交換してから 3日間培養した。培養後、TRYPLETM SELECTを用いて

細胞を剥がし、1000×g の条件で 5 分間遠心分離することで HeLa 細胞を回収した。回収した HeLa 細

胞からゲノム DNAを DNeasy Blood and Tissue Kitを用いて精製した。 

5-Aza-2’-deoxycytidine で処理した HeLa ゲノム DNA のメチル化レベルを評価するために、EpiTect 

Bisulfite Kitを用いて HeLa ゲノム DNAをバイサルファイト処理し、精製した。バイサルファイト処理

したHeLaゲノムDNAを標的にして、ヒトゲノムDNAのメチル化レベルと相関する LINE1領域を PCR

で増幅した。LINE1領域に対応する forward primerは LINE1 bisulfite forward primer (Table 2-4), reverse 

primerは LINE1 bisulfite reverse primer (Table 2-4)を使用した。PCRは 50 µLの PCR溶液(1×Ex Tag 

Buffer, 25 mU/µL Ex Tag HS, 5.0 ng/µLバイサルファイト処理した HeLaゲノム DNA, 0.20 mM dNTP 

Mixture, 0.30 μM each primer)を調製し、サイクルは 95°Cで 5分、[98°Cで 10秒、50°Cで 30秒、72°C

で 1 分]×30 サイクルの条件で行った後、電気泳動解析を行った。その後、Wizard® SV Gel and PCR 

Clean-Up System (Promega, Madison, WI, USA)を用いて PCR産物を精製した。 
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精製した 800 ngの PCR産物を 50 μLの 1×Cut smart buffer内で 2 U Taqɑ Iにより 65°Cで 1時間処

理した後、15 ％ポリアクリルアミドゲルを用いて各処理サンプルの電気泳動解析を行い、バンドの濃

淡を画像解析ソフトである imageJ (Wayne Rasband, Bethesda, MD, USA)で解析することにより5-Aza-

2’-deoxycytidineで処理した HeLaゲノム DNAのメチル化レベルを評価した。 

 

3-4-2. ヒトゲノム DNAの非メチル化 CpG濃度依存的な BRETシグナルの測定 

HeLaゲノム DNA (終濃度 0, 15, 23, 30および 38 ng/µL)と BOBO-3 (終濃度 0, 0.90, 1.3, 1.6および

2.2 µM)を 1×PBS中で混合し、室温で 30分間反応させた。この反応溶液の全量が 50 µLになるように

45 nM CXXC-Olucを添加し、室温で 1分間反応させた。この全量 50 µLの反応溶液に 50 µLの基質溶

液(終濃度 5 μg/mL coelenterazine h solutionと 1×PBS)を混合した溶液を添加し、5分後に、SpectraMax 

iD5 を用いて積分時間 1 秒かつ 37°C の条件で発光/蛍光ペクトル(400~650 nm)を測定し、CXXC-Oluc

の発光により励起される BOBO-1の蛍光ペクトルを算出した。 

 

3-4-3. BOBO-1と BOBO-3の濃度検討 

HeLaゲノム DNA (終濃度 38 ng/µL)と BOBO-1 (終濃度 0.10, 0.20. 0.40, 0.60, 0.80, 1.0, 1.2, 1.6 µM)

および BOBO-1と同濃度の BOBO-3を 1×PBS中で混合し、室温で 30分間反応させた。この反応溶液

の全量が 50 µLになるように 45 nM CXXC-Oluc, 45 nM MBD-Flucおよび 250 mM NaClを添加し、室

温で 1分間反応させた。この全量 50 µLの反応溶液に 25 µL 1×PBSと 25 µL基質溶液(終濃度 5.0 µg/mL 

coelenterazine h solution in 1×PBS)を添加し、5分後に、SpectraMax iD5 を用いて積分時間 1秒かつ

37°Cの条件で発光/蛍光ペクトル(400~650 nm)を測定し、CXXC-Olucの発光により励起される BOBO-

1の蛍光ペクトルを算出した。 

 

3-4-4. ヒトゲノム DNAのメチル化レベル依存的な BRETシグナルの測定 

低メチル化した HeLaゲノム DNA (終濃度 38 ng/µL), 0.80 µM BOBO-1および 0.80 µM BOBO-3を

1×PBS中で混合し、室温で 30分間反応させた。この反応溶液の全量が 50 µLになるように 45 nM CXXC-

Oluc, 45 nM MBD-Flucおよび 250 mM NaCl を添加し、室温で 1分間反応させた。この全量 50 µLの反

応溶液に 25 µL 1×PBSと 25 µL基質溶液(終濃度 5.0 µg/mL coelenterazine h solution と 1×PBS)を添加

し、5分後に、SpectraMax iD5 を用いて積分時間 1秒かつ 37°Cの条件で発光/蛍光ペクトル(400~650 

nm)を測定し、CXXC-Olucの発光により励起される BOBO-1の蛍光ペクトルを算出した。また、ヒトゲ

ノム DNA のメチル化レベル依存的な非メチル化 CpG 量を測定するために、基質溶液を Fluc の基質で

ある PicaGeneに変更し、同様の実験を行った。 

 

3-4-5. ヒトゲノム DNAのメチル化レベル定量 

CXXC-Oluc と MBD-Fluc を用いた BRET assay によりメチル化 CpG 量と非メチル化 CpG 量を同時

に測定した。低メチル化した HeLa ゲノム DNA (終濃度 38 ng/µL), 0.80 µM BOBO-1 および 0.80 µM 

BOBO-3を 1×PBS中で混合し、室温で 30分間反応させた。この反応溶液の全量が 50 µLになるように

45 nM CXXC-Oluc、45 nM MBD-Flucおよび 250 mM NaCl を添加し、室温で 1分間反応させた。この

全量 50 µLの反応溶液に 25 µL基質溶液(終濃度 5.0 µg/mL coelenterazine h solution と 1×PBS)と 25 µL 
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PicaGene を添加し、SpectraMax iD5 を用いて積分時間 1 秒かつ 37°C の条件で発光/蛍光ペクトル

(400~650 nm)を測定し、CXXC-Olucと MBD-Flucの発光により励起される BOBO-1と BOBO-3の蛍光

ペクトルを算出した。 

下記の方程式を利用して、BRET シグナルからゲノム DNA のメチル化レベルを定量した。下記の方

程式で算出されるゲノム DNA のメチル化レベルは、各 BRET シグナルを足し合わせた値を 100%とし

て計算している。 

 

Genomic DNA methylation level (%) = IMBD×100 / (IMBD + ICXXC)  

(IMBD = BRET signal of BOBO-3 by MBD-Fluc, ICXXC = BRET signal of BOBO-1 by CXXC-Oluc) 
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4節 実験結果及び考察 

4-1. CXXC-Oluc発現ベクターの構築 

大腸菌用にコドンが最適化された Olucをコードする配列を Streptagと制限酵素サイトを含む primer

を使用した PCR により増幅した。pET30c-Streptag-CXXC-Fluc の Fluc 領域に Oluc をクローニングす

るために、増殖した PCR 産物(Oluc)と pET30c-Streptag-CXXC-Fluc を制限酵素処理した後、制限酵素

処理した PCR 産物(Oluc)と pET30c-Streptag-CXXC をライゲーションした。シーケンス解析により、

大腸菌用にコドンが最適化された Oluc をコードする配列をクローニングしたベクターpET30c-

streptag-CXXC-Oluc を構築できたことが示された。構築したベクターマップとクローニングした塩基

配列およびアミノ酸配列を Fig. 5-1, 5-2および 5-3に示す。 

 

 

Figure 5-1 pET30c-streptag-CXXC-Olucのベクターマップ 
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Figure 5-2 pET30c-streptag-CXXC-Oluc内の streptag-CXXC-Oluc塩基配列 

 

 

Figure 5-3 streptag-CXXC-Olucのアミノ酸配列 
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4-2. CXXC-Olucの組換え生産 

Streptag-CXXC-Oluc発現ベクターを用いて BL21 (DE3)を形質転換し、IPTGにより streptag-CXXC-

Olucの発現誘導を行った。発現誘導 16時間後に、精製用に付加した streptagを利用して streptag-CXXC-

Olucを水溶性画分から精製用カラムの strep-tactin® superflow plus (QIAGEN)を用いて精製した。 

水溶性画分の調製に使用した菌体量は 0.30 g である。各精製画分における streptag-CXXC-Oluc の

luciferase活性を測定した結果、溶出画分全体の luciferase活性は 3.9×1010 cps/mLを示し、2番目の溶

出画分の luciferase活性は最も高い 1.0×1010 cps/mLを示した(Fig. 5-4)。この時、精製する前の水溶性

画分の luciferase活性は、2.1×1011 cps/mLである。luciferase活性の比率から、溶出画分全体で 19%の

streptag-CXXC-Olucを回収できたと考えられる。また SDS-PAGEの結果、溶出画分で目的の位置(分子

量: 2.7×104)にバンドが観察された(Fig. 5-5)。この時の蛋白質濃度は、溶出画分全体(10 mL)では 0.071 

mg/mL, 2番目の溶出画分(1 mL)では 0.067 mg/mLであった。以上より、水溶性画分から溶出画分に 19%

の streptag-CXXC-Oluc (0.71 mg)が精製できたことが示された。 

溶出画分全体で 19%の streptag-CXXC-Oluc (0.71 mg)であることから、水溶性画分(1.5 mL)および菌

体(0.30 g)には 3.7 mg の streptag-CXXC-Oluc が存在していると考えられる。一方で、strep-tactin® 

superflow plus (QIAGEN)の結合容量は 9.0 mgである。つまり、精製用カラムの結合容量に対して 59%

少ない量の streptag-CXXC-Oluc を流している。そのため、水溶性画分の調製に使用する菌体量を 0.73 

gにすれば、水溶性画分に 9.0 mgの streptag-CXXC-Olucが含まれることになり、溶出画分で streptag-

CXXC-Oluc の収量を上げることができると考えられる。また、精製用に付加した streptag は N 末端と

C 末端側の両方に付加することが可能である。そのため、CXXC-Oluc の両末端に streptag を付加すれ

ば、溶出画分での精製効率を改善できると考えられる。 
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Figure 5-4 各精製画分の Luciferase活性 

フロースルー画分(F1-10)、洗浄画分(W1-10)および溶出画分(E1-10)の luciferase活性は、5 µLの各

サンプルと 95 µL発光基質溶液(終濃度 5.0 µg/mL coelenterazine h solutionと 1×PBS)を用いて測定

した。全ての段階で、各サンプル 1 mLを回収した。 

 

 

Figure 5-5 精製された streptag-CXXC-Oluc(分子量: 2.7×104)の SDS-PAGE解析 

 蛋白質精製で得られた溶出画分を 12%SDS-PAGEに流し、CBBで染色した。目的の streptag-CXXC-

Olucの分子量は 2.7×104である。 

 

 

 

 

 

 

 



102 
 

4-3. CXXC-Olucの特性検討 

非メチル化CpGに対するCXXC-Olucの結合能をplate assayにより解析した。Streptagと streptavidin

の相互作用を利用してメチル化または非メチル化 CpGを含む dsDNAをプレート上に固定化し、CXXC-

Olucを添加した。洗浄した後、lucifease活性を測定するために、Olucの基質を添加した。 

標的の dsDNA (20 bp)は、1 カ所の CpGサイトを含んでいる。ここでは、1 カ所の CpGサイトがメ

チル化されていないサンプルを非メチル化 dsDNA (Table 5-4 の Unmethylated DNA_Top と

Unmethylated DNA_Bottomをハイブリダイゼーションさせたサンプル)とし、メチル化されているサン

プルをメチル化 dsDNA (Table 4-4の Methylated DNA_TopとMethylated DNA_Bottom をハイブリダイ

ゼーションさせたサンプル)とした。また、使用した plateは 1 wellあたり最大 1.0 μMの dsDNAを固定

化することができる。そのため、非メチル化 dsDNAを plateに固定化した場合、1 wellあたり非メチル

化 CpGが 1.0 μM存在することになる。このとき、MLL由来の CXXCは非メチル化 CpGに対しての結

合解離定数が 33 nM、メチル化 CpGに対しての結合解離定数が 7.0 µMであるため、結合解離曲線から

非メチル化 dsDNA内の非メチル化 CpGサイトに対する CXXCの結合親和性を求めることができる。 

推測された結合親和性の値は、非メチル化 CpGサイトに対して 97%である(Fig. 5-6)。加えた CXXC-

Olucの濃度は 45 nMであるため、1 wellあたりの非メチル化 dsDNA内に対して 44 nMの CXXC-Oluc

が結合していることが推測される。一方で、メチル化 dsDNAを plateに固定化した場合、1 wellあたり

メチル化 CpG サイトが 1.0 μM 存在することになる。このとき、結合解離曲線によりメチル化 dsDNA

内のメチル化 CpGサイトに対する CXXC の結合親和性が求められ、その推測された結合親和性の値は

メチル化 CpGサイトに対して 13%である(Fig. 5-6)。つまり、1 wellあたりのメチル化 dsDNAに対して

5.9 nM の CXXC-Oluc が結合していることが推測される。そのため、メチル化 dsDNA を固定化した場

合と比較して、非メチル化 dsDNA を固定化した場合では、CXXC の結合親和性は 7.5 倍高い値を示す

ことが推測される。実際に測定された luciferase 活性の値は、メチル化 dsDNA を固定化した場合と比

較して、非メチル化 dsDNA を固定した場合では、luciferase 活性は 3.5 倍高い値を観測した(Fig. 5-7)。 

以上の結果より、精製したCXXC-Olucは非メチル化CpGサイトを特異的に認識する能力と luciferase

活性能の両方を保持している事が示された。一方で、plate assay から得られた luciferase 活性の値が

CXXC の結合解離曲線から推測された値よりも低い値を示した原因として、well 内で CXXC-Oluc が非

特異的な吸着が起きていることが考えられる。実際に、標的 dsDNA を固定化していない場合でも、

luciferase 活性がメチル化 dsDNA を固定化した場合と比較して差を示さなかった。つまり、well 内で

CXXC-Olucが非特異的な吸着が起きていることが考えられる。Wellに対する CXXC-Olucの非特異的吸

着を減らすためには、洗浄操作の回数を改善することによって解決すると考えられる。 
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Figure 5-6 CpGサイトに対するMLL由来の CXXCの結合解離曲線 
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Figure 5-7 Plate assayの結果 

 Streptag と streptavidin の相互作用を利用してメチル化または非メチル化 CpG サイトを含む

dsDNA (1.0 μM)をプレート上に固定化し、45 nM CXXC-Olucを添加した。洗浄した後、lucifease活

性を測定するために、Oluc の発光基質溶液として 100 μL (5.0 µg/mL coelenterazine h solution と

1×PBS)を添加した。青色バーが非メチル化 CpGサイトを含む dsDNAを固定化した場合、赤色バーが

メチル化 CpG サイトを含む dsDNA を固定化した場合、紫色バーが dsDNA を固定化していない場合

の luciferase活性測定の結果を示す。(mean ± SD, N = 3) 
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4-4. マルチカラーBRET assayによるヒトゲノム DNAのメチル化レベル定量 

4-4-1. 低メチル化したヒトゲノム DNAの調製 

メチル化阻害剤の 5-Aza-2’-deoxycytidine により HeLa 細胞を処理した後、HeLa ゲノム DNA を精製

した。この HeLa ゲノム DNA のメチル化レベルを COBRAにより評価した。HeLa ゲノム DNA をバイ

サルファイト変換し、PCR によりゲノム DNAのメチル化レベルと相関する反復配列で LINE1領域を増

幅させた。増幅させた領域は、LINE1領域内の 160 bpである。その後、taqα Iにより PCR産物を処理

し、電気泳動法にてメチル化レベルを評価した。 

バンドの強度を imag jで解析した結果(Fig. 5-8)、0, 0.10, 1.0および 10 µM 5-Aza-2’-deoxycytidineで

処理した HeLa細胞から精製したゲノム DNAのメチル化レベルは 60±2.9%, 47±1.3%, 37±2.7%および

32±3.5%であった。つまり、HeLaゲノム DNAのメチル化 CpG量が低下していることが示された。 

 

 

Figure 5-8 電気泳動によるメチル化感受性制限酵素処理の解析 

 調製した HeLaゲノム DNAのメチル化レベルを COBRAによって評価した。メチル化レベルを評価

した領域は、ゲノム DNAのメチル化レベルと相関する LINE1領域内の 160 bpである。LINE1領域が

メチル化されていない場合、taqα Iでは切断されない。一方でメチル化されている場合、taqα Iにより

切断され、80 bpにバンドが観測される。観測されたバンドの強度から、LINE1領域のメチル化レベル

を算出した。プラス(+)は taqα I処理したサンプルを示し、マイナス(-)は taqα I処理していないサンプル

を示す。 
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4-4-2. ヒトゲノム DNAの非メチル化 CpG濃度依存的な BRETシグナルの測定 

ヒトゲノム DNAを標的分子として CXXC-Olucを用いた BRET assayによるヒトゲノム DNA量依存

的な非メチル化 CpG量を測定した。異なるヒトゲノム DNA濃度(終濃度 0, 15, 23, 30および 38 ng/µL)

の存在下で、45 nM CXXC-Olucと BOBO-1 (終濃度 0, 0.90, 1.3, 1.6および 2.2 µM)を加え、luciferase

の発光により BOBO-1が励起されるかを検討した。 

CXXC-Olucの発光スペクトル(400~660 nm)を測定した結果、CXXC-Olucの発光スペクトルのピーク

は 460 nm 付近を示した。また、BOBO-1の最大励起波長は約 461 nm 付近であり、最大蛍光波長は 484 

nm 付近である。そのため、BRET assay において各スペクトルでは CXXC-Oluc の発光と BOBO-1 の

蛍光を含んだ発光/蛍光強度が観測された(Fig. 5-9)。一方で、BOBO-1を含まない条件下においてゲノム

DNA非存在下と比較してゲノムDNA存在下では、CXXC-Olucの luciferase活性は 79％に低下した(Fig. 

5-10)。BOBO-1 の蛍光強度を算出するためには、Oluc の最大発光波長である 460 nm の発光強度で各

波長の発光/蛍光強度を補正する必要があるが、BOBO-1の最大蛍光波長である 480 nm を 100%とした

際の BOBO-1の相対的蛍光スペクトルにおいて、460 nm の相対的蛍光強度は、8.9%である(Fig. 5-11)。

つまり、Oluc の最大発光波長である 460 nm の発光強度は BOBO-1 の蛍光強度に影響される。BOBO-

1の最大蛍光波長である 480 nmを 100%とした際の BOBO-1の相対的蛍光スペクトルにおいて 440 nm

の相対的蛍光強度は、1%未満である(Fig. 5-11)。したがって、各波長における発光/蛍光強度を 440 nm

の発光/蛍光強度で補正し、発光/蛍光スペクトルを算出した(Fig. 5-12)。 

BOBO-1 の蛍光強度はゲノム DNA 非存在時の発光強度とゲノム DNA 存在時の発光/発光強度の差か

らが算出される。算出された 485 nm における BOBO-1 の蛍光強度を BRET シグナルとした。その結

果、HeLaゲノム DNA濃度依存的に BRETシグナルが上昇した(Fig.5-13)。 

以上の結果より、CXXC-OlucがゲノムDNAの非メチル化CpGに結合しBOBO-1に近接することで、

CXXC-Olucの発光により BOBO-1が蛍光を発していることが示された。 
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Figure 5-9 蛍光/発光スペクトル(rawデータ) 

異なる HeLaゲノム DNA濃度(0, 15, 23, 30および 38 ng/µL)の存在下の 1×PBS (50 μL)内で、45 nM 

CXXC-Oluc と BOBO-3 (0, 0.90, 1.3, 1.6 および 2.2 µM)を混合し、Oluc の発光基質溶液 50 μL (5.0 

µg/mL coelenterazine h)を添加することで、発光/蛍光スペクトルを測定した(mean ± SD, N = 3)。 

 

 

Figure 5-10 CXXC-Olucの発光スペクトル 

ゲノム DNA (38 ng/µL)存在下または非存在下の条件で 45 nM CXXC-Olucの発光スペクトルを全量

100 μL (5.0 µg/mL coelenterazine h solutionと 1×PBS)内で測定した(mean ± SD, N = 3)。 
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Figure 5-11 CXXC-Olucおよび BOBO-1の相対的発光/蛍光スペクトル 

緑のスペクトルが CXXC-Oluc の最大蛍光波長である 460 nm を 100%とした際の CXXC-Oluc 相対

的蛍光スペクトルを示す。灰色のスペクトルが BOBO-1の最大蛍光波長である 480 nmを 100%とした

際の BOBO-1 の相対的蛍光スペクトルを示す。薄い緑のハイライトが 440 nm の波長を示す。濃い緑

のハイライトが 460 nmの波長を示す。灰色のハイライトが 480 nmの波長を示す。 

 

 

Figure 5-12 440 nmの発光/蛍光強度で補正された発光/蛍光スペクトル強度 

Rawデータ(Fig. 5-10)の発光/蛍光スペクトルを 440 nmの発光/蛍光強度で補正した(mean ± SD, N 

= 3)。薄い緑のハイライトが 440 nmの波長を示す。灰色のハイライトが 485 nmの波長を示す。 
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Figure 5-13 BRET assayから得られた BRETシグナル 

HeLaゲノムの濃度に対して BRETシグナルをプロットした(mean ± SD, N = 3)。 
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4-4-3. BOBO-1と BOBO-3の濃度検討 

 マルチカラーBRET assay によりゲノム DNA の非メチル化 CpG 量とメチル化 CpG 量を同時に測定

するためには、BOBO-1と BOBO-3をゲノム DNAに同時に混合させる必要がある。 

BOBO-1 と BOBO-3 は二量体シアニンを骨格にして開発された DNA intercalating dye であるため、

類似した化学構造を持つ。そのため、BOBO-1と BOBO-3は DNAに対して同程度の結合定数で結合す

ると考えられる。そこで、同濃度の BOBO-1 と BOBO-3 をゲノム DNA に混合し、CXXC-Oluc を用い

た BRET assay によりヒトゲノム DNA の非メチル化 CpG 量を測定できるのか検討した。BOBO-1 と

BOBO-3 (0.10, 0.20. 0.40, 0.60, 0.80, 1.0, 1.2, 1.6 µM BOBO-1および 0.10, 0.20. 0.40, 0.60, 0.80, 1.0, 

1.2, 1.6 µM BOBO-3)を加えた HeLaゲノム DNA (38 ng/µL)に、45 nM CXXC-Oluc, 45 nM MBD-Flucを

加え、Olucの発光基質溶液(5.0 µg/mL coelenterazine h)のみを加えることによって発光/蛍光スペクトル

を測定した。測定した発光/蛍光スペクトルの rawデータを Fig. 5-14に示す。 

各波長における発光/蛍光強度を 440 nm の発光/蛍光強度で補正した発光/蛍光スペクトルを算出し、

485 nmにおける BOBO-1の蛍光強度を算出した(Fig. 5-15)。算出された 485 nmにおける BOBO-1の

蛍光強度を BRETシグナルとした。その結果、BRETシグナルは BOBO-1と BOBO-3の濃度が 0.80 µM

までは濃度に依存して上昇し、0.80 µM以上では飽和した(Fig. 5-16)。つまり、マルチカラーBRET assay

において、BOBO-1と BOBO-3の最適な濃度は 0.8. µMであることが示された。 

 

 

Figure 5-14 蛍光/発光スペクトル(rawデータ) 

BOBO-1と BOBO-3 (0.10, 0.20. 0.40, 0.60, 0.80, 1.0, 1.2, 1.6 µM BOBO-1および 0.10, 0.20. 0.40, 

0.60, 0.80, 1.0, 1.2, 1.6 µM BOBO-3)を混合させた HeLaゲノム DNA (38 ng/µL)に、45 nM CXXC-Oluc, 

45 nM MBD-Flucを混合し、Olucの発光基質溶液 50 μL (5.0 µg/mL coelenterazine h)を添加すること

で、luciferaseの発光により BOBO-3が励起されるかを検討した(mean ± SD, N = 3)。薄い緑のハイラ

イトが 440 nmの波長を示す。灰色のハイライトが 485 nmの波長を示す。 
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Figure 5-15 440 nmの発光/蛍光強度で補正された発光/蛍光スペクトル強度 

Rawデータ(Fig. 5-14)の発光/蛍光スペクトルを 440 nmの発光/蛍光強度で補正した(mean ± SD, N 

= 3)。薄い緑のハイライトが 440 nmの波長を示す。灰色のハイライトが 485 nmの波長を示す。 

 

 

Figure 5-16 BRET assayから得られた BRETシグナル 

DNA intercalating dyeの濃度に対して BRETシグナルをプロットした(mean ± SD, N = 3)。 
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4-4-4. ヒトゲノム DNAのメチル化レベル依存的な BRETシグナルの測定 

MBD-Fluc存在下で CXXC-Olucと BOBO-1を用いた BRET assayによりメチル化レベル依存的な非

メチル化 CpG量を測定できるのか検討した。低メチル化したゲノム DNA (38 ng/µL)に、45 nM CXXC-

Oluc, 45 nM MBD-Fluc, 0.80 µM BOBO-1および 0.80 µM BOBO-3を加え、Olucの発光基質溶液(5.0 

µg/mL coelenterazine h)のみを加えることによって発光/蛍光スペクトルを測定した。測定した発光/蛍光

スペクトルの rawデータを Fig. 5-14に示す。 

各波長における発光/蛍光強度を 440 nm の発光/蛍光強度で補正した発光/蛍光スペクトルを算出し

(Fig. 5-17)、ゲノム DNA 非存在時の発光強度からゲノム DNA 存在時の発光/発光強度の差から BOBO-

1 の蛍光強度を算出した。つまり、CXXC-Oluc の発光によって励起された BOBO-1 の蛍光強度を算出

した。算出された 480 nmにおける BOBO-1の蛍光強度を BRETシグナルとした。その結果、BRETシ

グナルがヒトゲノム DNA のメチル化レベル(60±2.9%, 47±1.3%, 37±2.7%および 32±3.5%)依存的に低

下した(Fig. 5-18)。また、MBD-Flucが Olucの発光基質溶液(coelenterazine h)に反応しないことも示さ

れた。 

次に、CXXC-Oluc存在下で MBD-Flucと BOBO-3を用いた BRET assay によりメチル化レベル依存

的なメチル化CpG量を測定できるのか検討した。低メチル化したゲノムDNA (38 ng/µL)に45 nM CXXC-

Oluc, 45 nM MBD-Fluc, 0.80 µM BOBO-1および 0.80 µM BOBO-3を加え、Flucの基質である PicaGene

のみを加えることによって発光/蛍光スペクトルを測定した。測定した発光/蛍光スペクトルの raw デー

タを Fig. 5-19に示す。本 assayも同様に Flucの最大発光波長である 560 nm の発光強度で各波長の発

光/蛍光強度を補正する必要があるが、BOBO-3の最大蛍光波長である 605 nmを 100%とした BOBO-3

の相対的蛍光スペクトルにおいて 560 nm の相対的蛍光強度は、2.1%の蛍光強度である(Fig. 5-20)。つ

まり、Flucの最大発光波長である 560 nmの発光強度は BOBO-3の蛍光強度に影響される。一方、BOBO-

3の最大蛍光波長である 605 nm を 100%とした BOBO-3の相対的蛍光スペクトルにおいて 550 nm の

相対的蛍光強度は、1%未満である(Fig. 5-21)。したがって、各波長における発光/蛍光強度を 550 nmの

発光/蛍光強度で補正し、発光/蛍光スペクトルを算出し(Fig. 5-22)、ゲノム DNA非存在時の発光強度か

らゲノム DNA存在時の発光/発光強度の差から BOBO-3の蛍光強度を算出した。算出された 605 nmに

おける BOBO-3 の蛍光強度を BRET シグナルとする。その結果、BRET シグナルが HeLa ゲノム DNA

のメチル化レベル(60±2.9%, 47±1.3%, 37±2.7%および 32±3.5%)依存的に増加した(Fig. 5-23)。また、

CXXC-Olucが Flucの基質である PicaGeneに反応しないことも示された。 
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Figure 5-17 蛍光/発光スペクトル(rawデータ) 

メチル化レベルが 60±2.9%, 47±1.3%, 37±2.7%および 32±3.5%の HeLaゲノム DNA (38 ng/µL)の存

在下の 1×PBS (50 μL)内で、45 nM CXXC-Oluc, 45 nM MBD-Fluc, 0.80 µM BOBO-1および 0.80 µM 

BOBO-3 を混合し、Oluc の発光基質溶液 50 μL (5.0 µg/mL coelenterazine h)を添加することで、

luciferaseの発光により BOBO-3が励起されるかを検討した(mean ± SD, N = 3)。薄い緑のハイライト

が 440 nmの波長を示す。灰色のハイライトが 485 nmの波長を示す。 
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Figure 5-18 440 nmの発光/蛍光強度で補正された発光/蛍光スペクトル強度 

Rawデータ(Fig. 5-14)の発光/蛍光スペクトルを 440 nmの発光/蛍光強度で補正した(mean ± SD, N 

= 3)。薄い緑のハイライトが 440 nmの波長を示す。灰色のハイライトが 485 nmの波長を示す。薄い

緑のハイライトが 440 nmの波長を示す。灰色のハイライトが 485 nmの波長を示す。 

 

 

Figure 5-19 BRET assayから得られた BRETシグナル 

COBRAによって評価された HeLaゲノム DNAのメチル化レベルに対して BRETシグナルをプロッ

トした(mean ± SD, N = 3)。 
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Figure 5-20 蛍光/発光スペクトル(rawデータ) 

メチル化レベルが 60±2.9%, 47±1.3%, 37±2.7%および 32±3.5%の HeLaゲノム DNA (38 ng/µL)の存

在下で、45 nM CXXC-Oluc, 45 nM MBD-Fluc, 0.80 µM BOBO-1および 0.80 µM BOBO-3を混合し、

Flucの発光基質溶液(50 μL PicaGene)を添加することで、luciferaseの発光により BOBO-3が励起さ

れるかを検討した(mean ± SD, N = 3)。 

 

 

Figure 5-21 MBD-Flucおよび BOBO-3の相対的発光/蛍光スペクトル 

紫色のスペクトルが MBD-Fluc の最大蛍光波長である 560 nm を 100%とした際の MBD-Fluc 相対

的蛍光スペクトルを示す。黄色のスペクトルが BOBO-3の最大蛍光波長である 605 nmを 100%とした

際の BOBO-3 の相対的蛍光スペクトルを示す。薄い紫色のハイライトが 550 nm の波長を示す。濃い

紫色のハイライトが 560 nmの波長を示す。黄色のハイライトが 605 nmの波長を示す。 
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Figure 5-22 550 nmの発光/蛍光強度で補正された発光/蛍光スペクトル強度 

Rawデータ(Fig. 5-21)の発光/蛍光スペクトルを 550 nmの発光/蛍光強度で補正した(mean ± SD, N 

= 3)。薄い紫色のハイライトが 550 nmの波長を示す。黄色のハイライトが 605 nmの波長を示す。 

 

 

Figure 5-23 BRET assayから得られた BRETシグナル 

COBRAによって評価された HeLaゲノム DNAのメチル化レベルに対して BRETシグナルをプロッ

トした(mean ± SD, N = 3)。 
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4-4-5. ヒトゲノム DNAのメチル化レベル定量 

CXXC-Oluc と MBD-Fluc を用いたマルチカラーBRET assay でゲノム DNA の非メチル化 CpG 量と

メチル化 CpG量を同時に測定できるのか検討した。HeLaゲノム DNA (38 ng/µL)に 45 nM CXXC-Oluc, 

45 nM MBD-Fluc, 0.80 µM BOBO-1および 0.80 µM BOBO-3を加え、Olucと Flucの発光基質溶液(5.0 

µg/mL coelenterazine h と PicaGene)を加えることによって発光/蛍光スペクトルを測定した。HeLa ゲ

ノム DNAの非メチル化 CpG量とメチル化 CpG量をマルチカラーBRET assayで測定した発光/蛍光ス

ペクトルの rawデータを Fig. 5-24に示す。 

各測定された rawデータは、CXXC-Oluc, BOBO-1, MBD-Fluc, BOBO-3の各発光/蛍光スペクトルを

総和したデータである。この raw データから BOBO-1 の最大蛍光波長である 485 nm の蛍光強度と

BOBO-3の最大蛍光波長である 605 nm の蛍光強度を算出するために、CXXC-Oluc, BOBO-1, MBD-Flu

および BOBO-3の相対的発光/蛍光スペクトルを使用した(Fig. 5-25)。 

BOBO-1 の最大蛍光波長である 485 nm の蛍光強度は MBD-Fluc と BOBO-1 の発光/蛍光強度の影響

を受けない。したがって、BOBO-1の最大蛍光波長である 485 nm の蛍光強度を抽出するために、CXXC-

Flucの発光強度を差し引く必要がある。 

まず初めに、実際の rawデータから CXXC-Oluc の発光スペクトルを算出するために、BOBO-1 の蛍

光強度を受けない raw データの 440 nm (Fig. 5-24)の値と CXXC-Oluc の相対的発光スペクトルの比率

(Fig. 5-25)を用いることで CXXC-Olucの各発光スペクトルを抽出した(Fig. 5-26)。 

抽出された CXXC-Olucの発光スペクトル(Fig. 5-26)と rawデータの発光スペクトル(Fig. 5-24)の各波

長における発光/蛍光強度を 440 nm の発光/蛍光強度で補正した(Fig. 5-27)。 

補正された各サンプルの発光/蛍光スペクトルから CXXC-Oluc の発光スペクトルを差し引いた

BOBO-1の蛍光強度を BRETシグナルとした。この抽出された BRETシグナルは、HeLaゲノムのメチ

ル化レベル依存的に低下したことが示された(Fig. 5-28)。 
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Figure 5-24 マルチカラーBRET assayから得られた蛍光/発光スペクトル(rawデータ) 

メチル化レベルが 60±2.9%, 47±1.3%, 37±2.7%および 32±3.5%の HeLaゲノム DNA (38 ng/µL)の存

在下の 1×PBS (50 μL)で、45 nM CXXC-Oluc, 45 nM MBD-Fluc, 0.80 µM BOBO-1 および 0.80 µM 

BOBO-3を混合し、Flucの発光基質溶液(25 μL PicaGene)と Olucの発光基質溶液 25 μL (5.0 µg/mL 

coelenterazine h)を添加することで、luciferaseの発光により BOBO-1と BOBO-3が励起されるかを

検討した(mean ± SD, N = 3)。 

 

 

Figure 5-25 CXXC-Oluc, BOBO-1, MBD-Flucおよび BOBO-3の相対的発光/蛍光スペクトル 

緑のスペクトルが CXXC-Oluc の最大蛍光波長である 460 nm を 100%とした際の CXXC-Oluc 相対

的蛍光スペクトルを示す。灰色のスペクトルが BOBO-1の最大蛍光波長である 480 nmを 100%とした

際の BOBO-1 の相対的蛍光スペクトルを示す。紫色のスペクトルが MBD-Fluc の最大蛍光波長である

560 nmを 100%とした際の MBD-Fluc相対的蛍光スペクトルを示す。黄色のスペクトルが BOBO-3の

最大蛍光波長である 605 nmを 100%とした際の BOBO-3の相対的蛍光スペクトルを示す。灰色のハイ

ライトが 485 nmの波長を示す。黄色のハイライトが 605 nmの波長を示す。 
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Figure 5-26抽出された CXXC-Olucの各発光スペクトル 

 Fig. 5-24 の raw データから CXXC-Oluc の発光スペクトルを算出するために、BOBO-1 の蛍光強度

を受けない rawデータの 440 nm (Fig. 5-24)の値と CXXC-Olucの相対的発光スペクトルの比率(Fig. 5-

23を用いることで CXXC-Olucの各発光スペクトルを抽出した(mean ± SD, N = 3)。 

 

 

Figure 5-27 440 nmの発光/蛍光強度で補正した発光/蛍光スペクトル 

抽出された CXXC-Olucの各発光スペクトル(Fig. 5-26)と rawデータ(Fig. 5-24)の各波長における発

光/蛍光強度を 440 nmの発光/蛍光強度で補正した(mean ± SD, N = 3)。灰色のハイライトが 485 nmの

波長を示す。 
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Figure 5-28 485 nmにおける BRETシグナル 

COBRA によって評価された HeLa ゲノム DNA のメチル化レベルに対して BOBO-1 の BRET シグ

ナルをプロットした(mean ± SD, N = 3)。 
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次に、BOBO-3の最大蛍光波長である 605 nmの蛍光強度を抽出するためには、CXXC-Oluc, BOBO-

1およびMBD-Flucの発光/蛍光強度を差し引く必要がある。そのため、まず実際の rawデータから抽出

された CXXC-Oluc の各発光スペクトル(Fig. 5-24)を差し引くことにより、BOBO-1, MBD-Fluc および

BOBO-3を含む発光/蛍光スペクトルを抽出した(Fig. 5-29)。 

抽出された発光/蛍光スペクトルの 485 nmの値と BOBO-1の相対的蛍光スペクトルの比率(Fig. 5-25)

を用いることで BOBO-1の各蛍光スペクトルを抽出した(Fig. 5-30)。この抽出された BOBO-1の各蛍光

スペクトルを BOBO-1, MBD-Fluc および BOBO-3 を含む発光/蛍光スペクトル(Fig. 5-29)から差し引く

ことにより、MBD-Flucと BOBO-3を含む発光/蛍光スペクトルを抽出した(Fig. 5-31)。 

 

 

Figure 5-29 BOBO-1, MBD-Flucおよび BOBO-3を含む発光/蛍光スペクトル 

 抽出された CXXC-Olucの各発光スペクトル(Fig. 5-26)を rawデータ(Fig. 5-24)から差し引くことに

より、BOBO-1, MBD-Flucおよび BOBO-3を含む発光/蛍光スペクトルを抽出した(mean ± SD, N = 3)。 
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Figure 5-30 抽出された BOBO-1の各蛍光スペクトル 

抽出された発光/蛍光スペクトルの 485 nm の値(Fig. 5-29)と BOBO-1 の相対的蛍光スペクトルの比

率(Fig. 5-25)を用いることで BOBO-1の各蛍光スペクトルを抽出した(mean ± SD, N = 3)。 

 

 

Figure 5-31 抽出されたMBD-Flucと BOBO-3を含む発光/蛍光スペクトル 

抽出された BOBO-1 の各蛍光スペクトル(Fig. 5-30)を BOBO-1, MBD-Fluc および BOBO-3 を含む

発光/蛍光スペクトル(Fig. 5-29)から差し引くことにより、MBD-Flucと BOBO-3を含む発光/蛍光スペ

クトルを抽出した(mean ± SD, N = 3)。 
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次に、抽出された発光/蛍光スペクトルの 550 nmの値(Fig. 2-31)と MBD-Flucの相対的蛍光スペクト

ルの比率(Fig. 5-25)を用いることで MBD-Flucの各発光スペクトルを抽出した(Fig. 5-32)。 

抽出された MBD-Fluc の各発光スペクトルと MBD-Fluc と BOBO-3 を含む発光/蛍光スペクトル(Fig. 

5-32)の各波長における発光/蛍光強度を 550 nm の発光/蛍光強度で補正した(Fig. 5-33)。補正された各

サンプルの発光/蛍光スペクトルから MBD-Fluc の発光スペクトルを差し引いた BOBO-3 の蛍光強度を

BRET シグナルとした。抽出された BRET シグナルは、HeLa ゲノムのメチル化レベル依存的に増加し

たことが示された(Fig. 5-34)。 

以上より、BOBO-1 由来の BRET シグナルと BOBO-3 由来の BRET シグナルとの間に負の相関関係

が示された(Fig. 5-35)。つまり、マルチカラーBRET assay によりゲノム DNA の非メチル化 CpG量と

メチル化 CpG量を同時に測定できたことが示された。 

 

 

Figure 5-32 抽出されたMBD-Flucの各発光スペクトル 

抽出された発光/蛍光スペクトルの 550 nm の値(Fig. 5-31)と MBD-Fluc の相対的蛍光スペクトルの

比率(Fig. 5-25)を用いることでMBD-Flucの各発光スペクトルを抽出した(mean ± SD, N = 3)。 
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Figure 5-33 550 nmの発光/蛍光強度で補正した発光/蛍光スペクトル 

抽出されたMBD-Flucの各発光スペクトル(Fig. 5-32)と MBD-Flucと BOBO-3を含む発光/蛍光スペ

クトル(Fig. 5-31)の各波長における発光/蛍光強度を 550 nmの発光/蛍光強度で補正した(mean ± SD, N 

= 3)。黄色のハイライトが 605 nmの波長を示す。 

 

 

Figure 5-34 605 nmにおける BRETシグナル 

COBRA によって評価された HeLa ゲノム DNA のメチル化レベルに対して BOBO-3 の BRET シグ

ナルをプロットした(mean ± SD, N = 3)。 
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Figure 5-32 マルチカラーBRET assayから得られた BRETシグナル 

COBRAによって評価されたHeLaゲノムDNAのメチル化レベルに対してマルチカラーBRET assay

から得られた各 BRETシグナルをプロットした(mean ± SD, N = 3)。 
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最後に、下記の方程式を使用すれば、マルチカラーBRET assayから得られたの BOBO-1の BRETシ

グナル(非メチル化 CpG 量)と BOBO-3 の BRET シグナル(メチル化 CpG 量)の比率からゲノム DNA の

メチル化レベルを定量できると考えた。下記の方程式で算出されるゲノム DNA のメチル化レベルは、

各 BRETシグナルを足し合わせた値を 100%として計算している。 

 

Genomic DNAl methylation level (%) = IMBD×100 / (IMBD + ICXXC)  

(IMBD = BRET sgnal of BOBO-3 by MBD-Fluc, ICXXC = BRET sgnal of BOBO-1 by CXXC-Oluc) 

 

COBRAによって評価されたゲノム DNAのメチル化レベルと、マルチカラーBRET assayから得られ

た BRET シグナルの比率から算出されたゲノム DNA のメチル化レベルとの間に、正の相関が示された

(Table 5-5, Fig. 5-36)。 

以上の結果より、マルチカラーBRET assayによって、検量線を必要とせずに、ゲノム DNAのメチル

化レベルを簡便に定量できることを示している。さらに、この時の決定係数 R2値は 0.96であり、相対

標準偏差は 7.4%以下であった。 

 

Table 5-5 MBD-Flucと CXXC-Olucを用いたマルチカラーBRET assayから得られた 

BRETシグナルの比率から算出されるゲノム DNAのメチル化レベル 

 

 

 

Figure 5-36 マルチカラーBRET assayによるゲノム DNAのメチル化レベルの定量 

COBRAによって評価されたゲノム DNAのメチル化レベルに対して、マルチカラーBRET assayか

ら得られた各 BRET シグナルの比率から算出されるゲノム DNA のメチル化レベルをプロットした

(mean ± SD, N = 3)。 
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5節 結言 

第 5 章の目的は、マルチカラーアッセイを用いたゲノム DNA のメチル化レベルを定量する方法を開

発することである。第 4章で MBD-Flucと CXXC-Flucを用いた各 BRET assayによりヒトゲノム DNA

のメチル化レベルを定量できることを示した。一方、同じ発光蛋白質 Fluc が MBD と CXXC の両方に

融合されているため、これらの assayは別々に実行する必要がある。 

そこで本章では、Flucよりも波長が低い Olucに着目し、CXXC-Olucと BOBO-1を用いれば、ゲノム

DNA の非メチル化 CpG 量を測定できると考えた。そのため、得られる CXXC-Oluc と BOBO-1 間の

BRETシグナルは、MBD-Flucと BOBO-3間の BRETシグナルとは異なる波長領域で検出される。つま

り、メチル化 CpG 量と非メチル化 CpG 量を異なる領域で測定することができる。したがって、MBD-

Flucと CXXC-Olucを同時に用いれば、BOBO-3と BOBO-1が励起され、得られる各蛍光強度の比率か

らゲノム DNAのメチル化レベルを定量できると考えた。 

実際に、CXXC-Oluc 発現ベクターを構築し、大腸菌 BL21 (DE3)を用いて CXXC-Oluc を組換え生産

した。さらに、組換え生産した CXXC-Olucは非メチル化 CpG結合能と luciferase活性能の両方を保持

していることが示された。ヒトゲノム DNA を標的にしてマルチカラーBRET assay を行った結果、ヒ

トゲノム DNA 濃度依存的に BOBO-1 の蛍光強度は低下し、BOBO-3 の蛍光強度は増加した。さらに、

各蛍光強度から定量されたゲノム DNA のメチル化レベルは、COBRA によって定量されたメチル化レ

ベルと正の相関を示した。 

本章では、CXXC-OlucとMBD-Flucを用いて、各 BOBO-1と BOBO-3蛍光強度を測定することによ

り検体に試薬を混ぜるだけでゲノム DNA の非メチル化 CpG 量とメチル化 CpG 量を同時に測定できる

ことが示された。また各 BOBO-1と BOBO-3蛍光強度の比率は、ゲノム DNAのメチル化レベルと相関

することが示された。LC-MS を利用した assay は 3.0 µg のゲノム DNA が必要であることが報告され

ている[82]。バイサルファイト変換法を利用した assayは約 1.0 µgが必要である[83]。マルチカラーBRET 

assayは約 1.3 µgのゲノム DNAで測定可能である。つまり、マルチカラーBRET assayの検出限界が

LC-MS を利用した assay やバイサルファイト変換法を利用した assay の検出限界に同等であることを

示した。 
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第 6章 考察 

本研究において、ゲノム DNA のメチル化レベルを迅速・簡便に定量する方法を開発した。その原理

は、BRET assasyに基づいた方法である。MBD-Flucをゲノム DNAに混合すると、MBD-Flucがメチル

化 CpG に結合する。そこに、Fluc の基質として PicaGene を加えると Fluc が発光する。その際に、

BOBO-3を予めゲノム DNAに結合させておくと、Flucの発光により BOBO-3が励起され、蛍光を発す

る。この蛍光強度はゲノム DNAのメチル化 CpG量に依存する。また、CXXC-Flucを用いれば、ゲノム

DNAの非メチル化 CpG量を同一のプラットフォームで測定でき、検量線を必要としないでゲノム DNA

のメチル化レベルを定量できる方法も開発した。さらに、Fluc よりも最大発光波長が短い Oluc を組み

合わせることにより、CXXC-Oluc, MBD-Fluc, BOBO-1 および BOBO-3 を用いたマルチカラーBRET 

assay によりゲノム DNA のメチル化 CpG 量と非メチル化 CpG 量を異なる蛍光波長領域で同時に測定

できる方法も開発した。 

 

1節 CpGサイトに対する MBDと CXXCの認識機構 

ヒトゲノム DNAの約 32億塩基中には約 2800万カ所の CpGが存在し、正常な細胞では 70-80%メチ

ル化されている[75]。また、CpGアイランドと呼ばれる CpGが密な領域は、500塩基以上内に 50%以上

の CpGを含んでいる[84, 85]。そのため、CpGサイトの確率的出現頻度が 6%以上であり、CpGアイラン

ドでは、平均 30 塩基毎に CpG サイトが存在することになる。本測定法で使用した MBD と CXXC は、

CpG サイトを含む 6 塩基を認識している[57., 66]。そのため、平均 30 塩基毎に CpG サイトが存在する

CpGアイランド内でも蛋白質同士の障害は起きにくいと考えられる。 

BOBO-1 と BOBO-3 の結合様式に関して、BOBO-1 と BOBO-3 の NMR 解析は行われていないが、

BOBO-1とBOBO-3と同様の二量体シアニンを持つTOTO-1がNMRで解析されている(Fig. 6-1, 2) [86]。

そのため、BOBO-1と BOBO-3は TOTO-1と同様の二量体シアニンを持つため、TOTO-1と同じような

結合様式であると考えられる。そのため、BOBO-1と BOBO-3が CpGサイトに結合した際、認識蛋白

質(MBDや CXXC)の結合を妨げる可能性がある。 

本マルチカラーBRET assayでは、0.12 fmolの BOBO-1, BOBO-3および 1.8 amolのゲノム DNA (3.8 

μg)を使用した。このとき、BOBO-1 と BOBO-3 は TOTO-1 と同様の結合様式でゲノム DNA の塩基対

間に挿入されると考えられるため、使用したゲノムDNAの32億塩基間に挿入されるBOBO-1とBOBO-

3の挿入箇所は 3.2 nmolとなる。そのため、使用した BOBO-1と BOBO-3 (0.12 fmol)がゲノム DNAの

32億塩基間(3.2 nmol)を占める割合は、1%未満である。またヒトゲノム DNAにおいて、CpGサイトの

確率的出現頻度は 6%である。したがって、BOBO-1 と BOBO-3 が CpG サイトに挿入される確率は低

いと考えられる。そのため、BOBO-1 と BOBO-3 は認識蛋白質(MBD や CXXC)が結合した近傍の塩基

内に結合していることが予想される。 

以上より本 BRET assay では、認識蛋白質(MBD と CXXC)は、CpG が密な領域においても蛋白質同

士の立体障害や BOBO-1と BOBO-3の影響を受けないで標的領域に結合していると考えられる。 
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Figure 6-1 二量体シアニンを持つ BOBO-1, BOBO-3および TOTO-1の化学構造 

 

 

Figure 6-2 NMR解析による TOTO-1の結合様式 
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2節 本 BRET assayにおける融合蛋白質の発光強度 

本 BRET assay において、異なる融合蛋白質(MBD-Fluc, CXXC-Fluc, CXXC-Oluc)から得られる発光

強度は異なる。非メチル化 CpG量またはメチル化 CpG量に依存する BRETシグナルは、補正されたス

ペクトルの BOBO-3 の最大蛍光波長の蛍光強度で算出される。したがって、異なる発光強度で BRET 

assay を行っても得られる BRET シグナルの値は変わらないため、BRET シグナルの比率からゲノム

DNA のメチル化レベルを算出できる。同様に、ロット間で得られる融合蛋白質の発光強度も異なるが、

得られる BRETシグナルの値は変わらない。 

実際に、第 5章で使用した CXXC-Oluc (lot 1)と MBD-Fluc (lot 1)よりも発光強度が低い CXXC-Oluc 

(lot 2)と MBD-Fluc (lot 2)でマルチカラーBRETアッセイを行った。CXXC-Oluc (lot 1), MBD-Fluc (lot 1), 

CXXC-Oluc (lot 2)および MBD-Fluc (lot 2)の発光スペクトルを Fig. 6-3 に示す。CXXC-Oluc (lot 2)と

MBD-Fluc (lot 2)を用いたマルチカラーBRET assayの結果、BRETシグナルから算出されたゲノム DNA

のメチル化レベルは COBRA で評価したゲノム DNAのメチル化レベルと正の相関を示した(Fig. 6-4)。 

以上より、異なる発光強度の融合蛋白質を使用した場合においても、得られる BRETシグナルの値は

変わらないためゲノム DNAのメチル化レベルを測定することができることが示された。 

 

 

Figure 6-3 異なるロット間の CXXC-Olucと MBD-Flucの発光スペクトル 

HeLaゲノム DNA (38 ng/µL)の存在下の 1×PBS (50 μL)に、45 nM CXXC-Olucまたは 45 nM MBD-

Fluc を混合し、Fluc の発光基質溶液(25 μL PicaGene)と Oluc の発光基質溶液 25 μL (5.0 µg/mL 

coelenterazine h)を添加した後に、発光スペクトルを測定した(mean ± SD, N = 3)。橙色は、第 5章で

使用した CXXC-Oluc (#1)の発光スペクトルを示す。紫色は、第 5章で使用した MBD-Fluc (#1)の発光

スペクトルを示す。緑色は異なるロットの CXXC-Oluc (#2)の発光スペクトルを示す。赤色は、異なる

ロットのMBD-Fluc (#2)の発光スペクトルを示す。 
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Figure 6-4 マルチカラーBRET assayによるゲノム DNAのメチル化レベルの定量 

COBRAによって評価されたゲノム DNAのメチル化レベルに対して、マルチカラーBRET assayか

ら得られた各 BRETシグナルの比率から算出されるゲノム DNAのメチル化レベルをプロットした。 

 

3節 本 BRET assayの精度および疾患診断への展望 

 MBD-Fluc を使用した BRET assay は、ゲノム DNA 内のメチル化状態の変化を観測することができ

るが、メチル化 CpG量の濃度に依存するためゲノム DNAのメチル化レベルを定量するためには検量線

を必要とする。検量線を必要としない方法を開発するために、CXXC-Fluを使用した BRET assayによ

って非メチル化 CpG量を測定する方法を開発した。このときの BRET assayの相対標準偏差は、2.2%

以下であるため、ゲノム DNAのメチル化レベルに対して 2.2%以上の差異を検出できる。その正確性は

LC-MS を用いた方法と同程度である。また、マルチカラーBRET assay の相対標準偏差は 7.3%以下で

あった。健常者と比較して、肺がん、結腸がん、食道がん、胃がん患者から採取したゲノム DNA のメ

チル化レベルは約 6.0~16%低下していることが報告されている[21, 22, 23, 24]。つまり、本 BRET assayが

がん診断に適用できると考えられる。 

また、がんのバイオマーカーとして遊離 DNAを使用した場合、健常者の血中遊離 DNAのメチル化レ

ベルと比較して、肝細胞がんや神経膠腫患者の血中遊離 DNAのメチル化レベルは約 12%低下している

ことが報告されている。がん患者のメチル化 DNA血中濃度は 25-75 ng/mLであるのに対して、本 BRET 

assayの測定限界は 1.5 μg/mLであるため、20-60倍向上させる必要がある。 

本 BRET assayの検出限界を向上させる方法として、認識蛋白質の結合能の向上が挙げられる。単量

体 MBD を四量体 MBD にすることにより結合能が 50 倍に向上することが報告されている[87]。つまり、

四量体 MBD-Fluc を用いた BRET assay を開発することができれば、血中遊離 DNA を標的にできると

考えられる。同様に CXXC も四量体 CXXCに改良すれば、BRET assayベースの血中がん診断を開発す

ることができると考えられる。 
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 がん以外でも統合失調症や双極性障害といった精神疾患等においてゲノム DNA のメチル化レベルが

減少していることが報告されていが[42]、ゲノム DNA のメチル化レベルから精神疾患患者とがん患者を

区別することは難しいと考えられるが、健常者と結合失調症患者から採取される全血において特異的な

領域のDNAメチル化レベルが有意に変化することが報告されている。その同定された特異的な領域は、

family with sequence similarity 63, member B (FAM63B), Rho GTPase activating protein 26 (ARH-

GAP26), CTAGE family member 11, pseudi-gene (CTAGE11P), TBC1 domain family member 22A 

(TBC1D22A),染色体 16番 intergenic領域(IR in chr 16)の 5カ所である[88, 89, 90]。双極性障害疾患者にお

いては、結合失調症患者とは異なり、健常者と比較して TBC1D22A 領域のメチル化レベルは有意に高

メチル化されていることが報告されている[91]。つまり、特異的な領域のメチル化レベルを測定すること

ができれば、精神疾患者とがん患者を区別できると考えられる。 

領域特異的に認識できる蛋白質として、transcription-activator-like effector (TALE)が知られている[92]。

TALE は約 34 個のアミノ酸残基からなる相同な構造である。このアミノ酸残基中に repeat-variable di-

residues (RVD)とよばれる可変残基が 1塩基(A, G, T, C)を特異的に認識する[93, 94, 95, 96, 97]。この RVDを

改変することにより、任意の配列に結合する TALE-repeatを設計することができる。また、5mC, 5hmC, 

5foCおよび 5caCに特異的な RVDも同定されている[98, 99, 100]。そのため、本 BRET assayに使用され

る MBDの領域を TALEに改変すれば、特異的な領域の DNAメチル化レベルを測定できる。 

以上より、本 BRET assay は、メチル化レベルに対して 2.2%以上の差異を検出でき、患者の血中か

ら採取されるゲノム DNA のメチル化レベルだけでなく特異的な領域のメチル化レベルを測定できるこ

とが予想される。 
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第 7章 結論 

本研究はがんのバイオマーカーであるヒトゲノム DNA のメチル化レベルを迅速・簡便・正確に定量

する方法を開発することを目的とした。 

第1章「緒論」では、がん細胞におけるゲノムDNAのメチル化レベルの報告とゲノムDNAのメチル化

レベル測定法に関する知見をまとめた。ゲノムDNAのメチル化レベル測定法としては、① LC-MSを用

いる方法、②重亜硫酸ナトリウム(バイサルファイト)処理を用いる方法、③抗5mC抗体やMBDを用いる

方法と3種類に分類することができる。LC-MSを用いる方法は、解析に1時間以上必要であること、大型

な機器が必要であるため、測定に時間とコストがかかるという問題点が挙げられる。LC-MSを用いる方

法と同等の正確性を持つバイサルファイト処理を用いた方法として、WGBSとCOBRAが挙げられる。

WGBSを用いれば一塩基レベルの解像度で5mCを解析できるが、高価な次世代シークエンサーが必要に

なる。COBRAを用いれば、正確にメチル化レベルを定量できるが、バイサルファイト変換に5-6時間必

要になるという欠点が挙げられる。バイサルファイト処理を用いない方法として、抗5mC抗体やMBDを

用いる方法が挙げられる。抗5mC抗体を用いたELISA法は、複数回の洗浄操作が必要であるため、これ

を用いて簡便にゲノムDNAのメチル化レベルを解析できない。分割したluciferaseをMBDに融合した蛋

白質を用い、luciferaseの相補性を利用したメチル化レベル測定法が開発されている。これを用いれば迅

速・簡便にゲノムDNAのメチル化レベルを定量することができるが、分割されたluciferaseの発光強度は

2つのメチル化CpG部位間の距離に依存するため、正確にゲノムDNAのメチル化レベルを測定できない

可能性が指摘されている。また、これらの方法はゲノムDNAのメチル化レベルを定量するためには、検

量線を必要とする。 

以上より、迅速・簡便にゲノムDNAのメチル化レベルを定量するためには、検体に試薬を混合するだ

けで測定できること、定量に検量線を必要としないことが求められる。 

 

第 2章「MBD-Flucを用いたヒトゲノム DNAのメチル化 CpG量測定法の開発」では、簡便にゲノム

DNA のメチル化 CpG 量を測定する方法を開発した。これまでの研究で、二本鎖 DNA 結合蛋白質であ

る Zinc-Fluc と DNA intercalating dye 間で生じる BRET を利用した二本鎖 DNA検出法が開発されてい

る。そこで、MBDを firefly luciferaseに融合させた蛋白質 MBD-Flucを用いれば BRETを利用してゲノ

ム DNAのメチル化 CpG量を測定できると考えた。以下に本手法の原理を示す。ゲノム DNAに BOBO-

3を加えると、BOBO-3はゲノム DNAに結合する。そこに、MBD-Flucを混合すると、MBD-Flucの MBD

はゲノム DNA 中のメチル化 CpG に結合する。最後に、発光基質を加えると、luciferase の発光により

BOBO-3 が励起され蛍光を発する。つまり、ゲノム DNA のメチル化 CpG 量に依存して BRET シグナ

ルが得られる。 

MBD-Flucを組換え生産し、これを用いてゲノム DNAのメチル化 CpG量を測定できるか検討した。

MBD-Flucと BOBO-3をゲノム DNAに混合し、BRETシグナルを測定した結果、メチル化 CpG量依存

的に BRETシグナルが上昇することが示された。つまり、MBD-Flucと BOBO-3を用いて、BRETシグ

ナルを測定することにより簡便にゲノム DNAのメチル化 CpG量を測定できることを示した。 

 

第 3 章「ゲノム DNA のメチル化状態に影響を与える分子のスクリーニング法の開発」では、MBD-

Flucを用いた BRET assayを用いて、ゲノム DNAのメチル化状態に影響を与える分子のスクリーニン
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グ法が開発できるか検討した。DNAメチル化酵素阻害剤である 5-Aza-2’-deoxycytidineを含む培地、ま

たはメチル基のドナーである葉酸を欠乏させた培地中で HeLa 細胞を培養し、ゲノム DNA のメチル化

レベルを BRET assayで測定した。その結果、5-Aza-2’-deoxycytidineまたは葉酸の濃度および培養時間

依存的な BRETシグナルの低下が確認された。つまり、本 BRET assayによりゲノム DNAのメチル化

状態に影響を与える分子をスクリーニングすることができることを示した。 

 

第 4章「CXXC-Flucを用いたヒトゲノム DNAの非メチル化 CpG量測定法の開発」では、MBD-FLuc

を用いた BRET assay と同一のプラットフォームでゲノム DNA の非メチル化 CpG 量を測定する方法

を開発した。MBD-Flucを用いた BRET assayは、ゲノム DNAの非メチル化 CpG量を測定できないた

め、ゲノム DNAのメチル化レベルを定量するためには検量線を必要とする。そこで非メチル化 CpG結

合蛋白質である CXXC を Fluc に融合させた蛋白質 CXXC-Flucを用いれば、ゲノム DNAの非メチル化

CpG量を同一のプラットフォームで測定できると考えた。 

CXXC-Fluc を組換え生産し、これを用いてゲノム DNA の非メチル化 CpG 量を測定できるか検討し

た。CXXC-Flucと BOBO-3をゲノム DNAに混合し、BRETシグナルを測定した結果、非メチル化 CpG

量依存的に BRET シグナルが増加した。さらに、MBD-Fluc と CXXC-Fluc を用いた各 BRET シグナル

の比率は、ゲノム DNA のメチル化レベルと相関することを示した。つまり、MBD-Fluc と CXXC-Fluc

を用いた各 BRET assayによりゲノム DNAのメチル化 CpG量と非メチル化 CpG量を測定すれば、検

量線を必要とせずに、簡単にゲノム DNA のメチル化レベルを定量できることを示した。この時の決定

係数 R2値は 0.99であり、相対標準偏差は 2.2%以下であった。既存法である LC-MS法の相対標準偏差

は 2.0%以下、バイサルファイト処理を用いる方法は 2.0%である。そのため、本手法が既存法と同じ正

確性であることを示した。 

 

第 5 章「マルチカラーアッセイを用いたゲノム DNA のメチル化レベル定量法の開発」では、簡便に

ゲノム DNAのメチル化レベルを定量する方法を開発した。第 2章と第 4章で開発した BRET assayで

は、同じ発光蛋白質 Flucを融合したMBDと CXXC を用いているため、これらを用いた BRET assayは

別々に行う必要がある。そこで Flucよりも波長が短い Oplophorus luciferase (Oluc)を CXXCに融合し

た蛋白質 CXXC-Oluc と MBD-Fluc を用いれば、ゲノム DNA の非メチル化 CpG 量とメチル化 CpG 量

を同時に測定できると考えた。 

CXXC-Olucを組換え生産し、CXXC-Olucと Olucの発光で励起される BOBO-1、MBD-Fluc、BOBO-

3 をゲノム DNA に混合し、各 BRET シグナルを測定した。その結果、MBD-Fluc と BOBO-3 の BRET

シグナルはメチル化 CpG量に、CXXC-Olucと BOBO-1の BRETシグナルは非メチル化 CpG量に依存

することが示された。つまり、これら融合蛋白質を用いれば一度の解析でメチル化 CpG 量と非メチル

化 CpG量を測定でき、ゲノム DNAのメチル化レベルを定量できることを示した。 

 

以上より、本研究において、BRETに基づいたゲノムDNAのメチル化レベルを定量する方法を開発した。

本研究で開発したゲノムDNAメチル化レベル測定法は、検量線を必要とせずに、検体に試薬を混ぜるだけ

で測定可能な方法である(Table 7-1)。また、その正確性は、LC-MSを用いる方法と同等であり、ゲノムDN

Aのメチル化レベルを算出するのに検量線を必要としない。つまり、本手法を用いれば迅速・簡便かつ正確
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にゲノムDNAのメチル化レベルを定量できることを示した(Fig. 7-1)。また、本BRET assayは認識蛋白

質をTALENに改変すれば、患者の血中から採取されるゲノムDNAのメチル化レベルだけでなく特異的

な領域のメチル化レベルを測定できることが予想される。 

 

Table 7-1 各ゲノム DNAのメチル化レベル測定法と本 BRET assayの特徴 

 

 

 

Figure 7-1 ゲノム DNAのメチル化レベル測定法に関する本研究の開発領域  
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