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研究成果の概要（和文）：これまでに、VEGFグアニン四重鎖(G4)構造中のCpGがメチル化されると、それを鋳型
とした場合、PCR増幅効率が減少することを報告している。そこで、本研究ではCpGメチル化によりVEGF G4構造
が安定化する条件を検討した。その結果、熱安定性が上昇するためには20 mM NaClと2 mM MgCl2が必要であるこ
とが明らかになった。また、ckit1 G4構造はアデニンがメチル化されると、その熱安定性が低下することを明ら
かにした。さらに、ヒトゲノムDNAにおいてG4構造形成配列が密に存在する領域を解析した結果、9,651箇所のG4
クラスターを同定することに成功した。

研究成果の概要（英文）：We have previously reported that PCR amplification efficiency decreased when
 the template DNA containing VEGF G-quadruplex (G4) was CpG methylated. In this project, thermal 
stability of the CpG methylated VEGF G4 structure was analyzed. The results revealed that the G4 
structure was stabilized by CpG methylation in the presence of 20 mM NaCl and 2 mM MgCl2. Thermal 
analysis also demonstrated that c-kit1 G4 structure was destabilized by N6-methyladenosine 
modifications. Moreover, 9,651 G4 clusters were identified in human genomic DNA by high-throughput 
sequencing of whole genome amplified products with a G4 ligand. 

研究分野：核酸工学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、CpGのメチル化とアデニンのメチル化がG4構造の熱安定性に影響を与えることが示された。さら
に、本メチル化レベル測定法の標的となるG4構造形成配列が含まれるヒトゲノムDNA領域を網羅的に同定するこ
とに成功した。つまり、今後これらの知見を基に、定量PCRを行うだけで簡便に標的遺伝子のCpGメチル化レベル
やアデニンメチル化レベルを測定できる方法が開発され、種々の疾病の診断法へ利用されることが期待される。
また、メチル化レベル測定法の開発だけでなく、メチル化G4構造の生体内での機能解明にも貢献することが期待
される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
（１）DNA メチル化とはゲノム DNA 中の 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、プロモーターがメチル化されるとその遺伝子
発現は抑制される（図１）。正常な細胞では正常な
DNA メチル化パターンが形成されるが、がん細胞
などの異常な細胞では、がん関連遺伝子などのメ
チル化状態が異常になっていることが知られてい
る。つまり、それら領域のメチル化状態はがんの
バイオマーカーとして利用できる。 
 
（２）標的遺伝子のメチル化レベルを測定する方
法として、バイサルファイト法が一般的に用いら
れている。しかし、ゲノム DNAをバイサルファイトで処理すると、9割以上のゲノムが分解され
るため、微量ゲノム DNA を対象に標的遺伝子のメチル化レベルを解析することは困難であった。
メチル化 DNA を認識する分子を用いてメチル化レベルを測定する方法も開発されているが、生
体分子間の相互作用の解離定数は nM レベルであるため、高感度にメチル化レベルを測定するこ
とは困難である。 
 
（３）一方、我々は血管内皮増殖因子（Vascular Endothelial Growth Factor: VEGF）遺伝子中
に含まれるグアニン四重鎖(G-quadruplex: G4)構造形成配列がメチル化されていると、その領
域を PCR で増幅すると、PCR 増幅効率が減少することを発見した（図２）。つまり、定量 PCR 法
を用いて PCR増幅効率を測定するだけで、VEGF遺伝子中の G4構造形成配列のメチル化レベルを
測定できることを報告している。しかし、メチル化によって VEGF G4構造が安定化する詳細な条
件やその物理化学的なパラメーターは不明であった。また本手法で標的遺伝子のメチル化レベ
ルを測定するためには、その遺伝子中に G4 構造形成配列が含まれる必要があるが、ヒトゲノム
DNA 中から G4 構造形成配列を網羅的に解析した報告はなかった。また、哺乳類のゲノム DNA に
おいて、CpG のメチル化以外にもアデニンの 6 位がメチル化されていることが報告されている。
しかし、アデニンのメチル化が G4構造形成に与える影響は不明であった。 

 
 
 
 
２．研究の目的 
そこで、本研究では①CpGメチル化によって VEGF G4の熱安定性が上昇するメカニズムを解析

すること、②ヒトゲノム DNA 中で形成される G4構造をゲノムワイドに同定すること、③アデニ
ンのメチル化が G4 構造の安定性に与える影響を解析することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）CpGメチル化 VEGF G4 構造の熱安定性の解析 
これまでに VEGF G4 形成配列を含む DNAを鋳型として PCRを行った場合、VEGF G4 形成配列中

の CpGがメチル化されると PCR増幅効率が減少することを報告している。この反応溶液には Na+

と Mg2+が含まれることから、Na+と Mg2+存在下では VEGF G4 構造はメチル化されるとその構造の
熱安定性が上昇することが示唆された。そこで Na+と Mg2+存在下において、メチル化 VEGF G4構
造の熱安定性を円偏光二色性（Circular Dichroism: CD）測定法で解析した。VEGF G4形成配列
中には 4 つの CpG が含まれる。そこで、それぞれの CpG サイトをメチル化したオリゴヌクレオ
チド及びすべての CpG をメチル化したオリゴヌクレオチドを化学合成し、種々の条件で CDスペ

図１．CpGメチル化による遺伝子発現制御 

図 2．定量 PCR法を用いた G4 構造中のメチル化レベル測定法 



クトルを測定した。 
 
（２）ヒトゲノム DNA中で形成される
G4 構造形成配列の網羅的解析 

これまでに PCR 溶液にグアニン四
重鎖 DNA に特異的に結合する化合物
7OTDを添加すると、鋳型となる DNAが
G4 構造を形成する場合 PCR が阻害さ
れることが報告されている。そこで、
ヒトゲノム DNA に 7OTD を添加し、
Whole Genome Amplification (WGA)反
応を行えば、ヒトゲノム DNA において
G4 クラスター領域で WGA 反応が阻害
さると想定した（図３）。つまり、得ら
れた WGA 反応産物を次世代シークエ
ンサーで解析し、WGA反応が阻害され
ているゲノム領域を同定すれば、ヒト
ゲノム DNA 中で形成される G4 クラス
ターを網羅的に同定できると想定し
た。そこで、7OTD 存在下でヒトゲノム
DNA を WGA で増幅し、それを次世代
シークエンサーで解析した。 
 
（３）アデニンメチル化 c-kit1 G4構造の熱安定性解析 
c-kit プロモーター中に含まれる c-kit1 G4構造はループ中に 2 つの A-G塩基対が含まれる。

アデニンがメチル化されるとワトソンクリック塩基対形成を阻害することから、c-kit1 G4 構造
のループ中のアデニンをメチル化すると、その G4 構造の熱安定性が低下すると考えた。そこで、
c-kit1 G4 構造形成配列中のアデニンをメチル化したオリゴヌクレオチドを化学合成し、種々の
条件で CDスペクトルを測定した。 

 
４．研究成果 
（１）メチル化 VEGF G4構造の熱安定性の解析 

メチル化した VEGF G4構造形成オリゴヌクレオチドと非メチル化 VEGF G4構造形成オリゴヌ
クレオチドを化学合成し、種々の条件でその熱安定性を CD 測定法で解析した。その結果、メチ
ル化により VEGF G4構造の熱安定性が上昇するためには 20 mM NaClと 2 mM MgCl2が必要である
ことが明らかになった。この条件下ではメチル化により VEGF G4 構造の Tm値は 5.7 度上昇する
ことが明らかになった。VEGF G4 には 4 か所のメチル化サイトが含まれるが、11 番目のシトシ
ンをメチル化すると熱安定性が上昇することも明らかにした。 
 
（２）ヒトゲノム DNA 中で形成される G4構造形成配列の網羅的解析 

7OTD 存在下でヒトゲノム DNA を WGA で増幅し、その WGA 産物の配列を次世代シークエンサー
で解析した。その結果、7OTD 存在下で WGA が特異的に阻害された領域として 9,651 箇所のゲノ
ム領域を同定した。つまり、これらが G4 クラスターであることが示された。さらに、その内 3,766 
G4 クラスターは近傍に転写開始点を含み、95 遺伝子ががん関連遺伝子であることが明らかにな
った。つまり、これらが定量 PCRでメチル化レベルを測定する方法の標的遺伝子領域となること
が明らかになった。 
 
（３）アデニンメチル化 c-kit1 G4構造の熱安定性解析 

アデニンをメチル化した c-kit1 G4構造形成オリゴヌクレオチドと非メチル化 c-kit1 G4構
造形成オリゴヌクレオチドを化学合成し、100 mM K+存在下でそれらの熱安定性を CD 測定法で解
析した。その結果、非メチル化 c-kit1 G4構造と比較し、Tm値は 8.2℃低下した。つまり、アデ
ニンをメチル化すると c-kit1 G4構造の熱安定性が低下することが示された。G4構造の熱安定
性がアデニンのメチル化により低下することから、c-kit プロモーター中のアデニンのメチル化
レベルを PCRの増幅効率を指標に、簡便に測定できることが示唆された。 
 
 

図 3．G4 クラスターの網羅的同定法 
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