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研究成果の概要（和文）：DNAのメチル化は、細胞の性質を決定づける後天的化学修飾（エピジェネティクス修
飾）であり、遺伝子発現制御などに重要な役割を担う。近年、DNAが脱メチル化する過程で生じる新たなシトシ
ン修飾体（シトシンバリアント）が発見され、疾患との関連性が高いことが報告されている。そのため、エピゲ
ノム修飾の計測による医療診断や創薬開発に期待が高まり、各塩基の迅速検出法が世界規模で研究されている。
本研究では、エピゲノム修飾の包括的な解析に向け、表面プラズモン共鳴(SPR)によるシトシンバリアントの一
括計測法を開発した。

研究成果の概要（英文）：DNA methylation is considered to be an important epigenetic modification for
 controlling gene expression. Since the discovery of the active DNA demethylation pathway in 
mammals, numerous efforts have been made to distinguish epigenetic cytosine variants, including 
5-methylcytosine (5mC), 5-hydroxymethylcytosine (5hmC), 5-formylcytosine (5fC), and 
5-carboxylcytosine (5caC). In this project, we developed a technique for the sequential multiple 
assessment of cytosine variants by a surface-plasmon-resonance (SPR)-based immunochemical assay.

研究分野：分析化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ELISA法などの従来のイムノアッセイでは、一つのDNAに含まれる2種類以上の標的を評価できないため、4種のシ
トシンバリアントを一度に識別することが困難であった。本研究で開発したSPRイムノアッセイでは、同一DNAに
含まれる4種のシトシンバリアントを連続して検出することに成功した。本研究で開発した手法は、シトシンバ
リアントの生物学的意義や産業的価値を明らかにする有用なツールになると期待できる。

※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 
 DNA のメチル化は、細胞の性質を決定づける機構（エピジェネティクス機構）であり、細胞
の発生・分化などに重要な役割を担う。DNA のメチル化は疾患とも密接に関わっており、例え
ばがん組織のゲノム DNA は正常組織と異なるメチル化パターンを示す。従来、DNA のエピジ
ェネティクス研究は専ら 5-メチルシトシン（5mC）を対象としていたが、近年では能動的脱メチ
ル化機構で生じる中間体（5-ヒドロキシメチルシトシン, 5hmC; 5-ホルミルシトシン, 5fC; 5-カル
ボキシルシトシン, 5caC）が新たに発見され、疾患との関連性が高いことが報告されている。そ
のため、複数のシトシンの化学修飾体（シトシンバリアント）の計測による医療診断や創薬開発
に期待が高まり、各種バリアントの迅速検出法が世界規模で研究されている。 
 現在、シトシンバリアントの簡易検出法として、抗体を用いた免疫化学的手法（イムノアッセ
イ）が有力である。しかし、ドットブロットや ELISA などの従来法では、バリアント毎に別々
のアッセイで評価し、全バリアント率を解析していた。そのため、従来のイムノアッセイでは必
要なサンプル量が多く、各測定に数時間かかるため、全ゲノム中の各バリアントの網羅的解析が
困難であった。化学的標識やナノポアシーケンスなどの次世代の手法も開発されているが、操作
が煩雑であり、現状では定量的分析が困難である。したがって、イムノアッセイによるシトシン
バリアントの網羅的解析を実現するために、各バリアントを一括検出する新しい手法の開発が
不可欠である。 
 
２．研究の目的 
 申請者はこれまでに、表面プラズモン共鳴（SPR）を利用したイムノアッセイの開発を進めて
きた。従来、SPR 法を用いてシトシンバリアントを分析する場合、目的の DNA と相補的なプロ
ーブ DNA を準備する必要があるため、分析対象が特定の DNA配列に限定されていた。これに
対し、申請者のイムノアッセイでは、あらゆる配列の DNA を網羅的に固定化するリンカー分子
（L1）を開発し、SPR 法による 5mC の迅速検出を実現した。この独自技術を用いて、ゲノム DNA
の全メチル化率を 10 分程度で計測することに成功した（Chem. Commun. 2017, 53, 8308-8311）。 
 上記のリンカー分子 L1は、片側に DNA架橋部位であるナイトロジェンマスタードを持ち、
もう片側に基板に結合する固定部位を持つ。このリンカー分子を利用することで、ゲノム DNA
をセンサーチップ上に強固に固定化できる。このため、抗体を解離させる過酷な洗浄液（酸・ア
ルカリ等）に暴露しても DNA は安定に固定化されるので、繰り返し測定に適している。申請者
は、これまで開発したイムノアッセイを用いて、各バリアントを繰り返し検出することで、ゲノ
ム DNA 中に含まれるバリアントを一度に計測できると考えた。この方法を実現すれば、標的
DNA の全バリアント率を 40 分程度で測定できることが期待される。この迅速かつ網羅的なバリ
アント計測法によって、従来困難であった細胞のエピジェネティックな変化のダイナミクスを
評価可能である。エピジェネティクス情報に基づく細胞評価法へと展開できれば、本手法は医療
診断および創薬開発・食品分析・環境分析などの多分野の発展に貢献できる。そこで本研究では、
SPR 法によるシトシンバリアントの一括計測を実現し、エピジェネティックな変化に基づく細
胞評価法へと応用することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、シトシンバリアントの連続一括計測法を構築し、実サンプルから抽出したゲノム
DNA の全バリアント率を計測することで、細胞分化の評価や製剤の薬効評価などへ応用可能か
どうかを明らかにする。具体的な計画を以下に示す。 
 これまでのイムノアッセイでは、
SPR センサー基板上に DNA を効率的
に固定化するために、片側にナイトロ
ジェンマスタード（NM）をもち、も
う片側に環状ジスルフィドを持つリ
ンカー分子（L1）を使用してきた（図
1）。しかし、L1 を使用した実験系で
は抗体がセンサー基板へ非特異吸着する傾向があり、複数のシトシンバリアント計測に適さな
いことが考えられた。そこで、環状ジスルフィドをビオチンに置換した新規リンカー分子（L2）
を新たに開発した（図 1）。溶媒組成や濃度などを精査することで、最適な修飾条件を決定した。 
 次に、イムノアッセイによる各種シトシンバリアントの一括検出を試みた。まず、あらかじめ
バリアントの位置が決められている合成オリゴ DNA を使用し、抗体が各バリアントを正しく認
識することを確認した。その後、ゲノム DNA をサンプルとし、サンプルの全バリアント率を評
価した。サンプルとして、4 種のシトシンバリアントを含有するゲノム DNA を in vitro で調製し
た。具体的には、非メチル化 λDNA を CpG メチラーゼによって 5mC を導入し、さらに ten-eleven 
translocation (TET) enzyme によって 5mC を 5hmC/5fC/5caC に変換した。その後、上記で確立し
たイムノアッセイを用いて、各種臓器（脳, 腎臓, 小腸）から抽出したゲノム DNA の評価を行
った。ゲノム DNA は市販されているサンプルを使用した。各種ゲノム DNA を制限酵素で断片
化し、リンカー分子 L2で処理した後、センサーチップに固定した。固定したゲノム DNA に対
して各種抗体を送液し、各種シトシンバリアントの含有率を計測した。 
 

 
図 1 リンカー分子の化学構造。 



４．研究成果 
 まず、合成オリゴ DNA を用いてアルキル化リ
ンカー分子 L2の反応を評価した。二本鎖オリゴ
DNA に任意濃度の L2を混合し、37ºC で 30 分反
応させた後、脱塩カラムを用いて精製を行った。
得られた生成物を変性ポリアクリルアミド電気
泳動で評価すると、添加した L2 濃度に伴い、2
つの特徴的なバンドが確認できた（図 2）。未反応
のオリゴ DNA に由来する 24 bp の上部に現れた
シャープなバンド（約 27 bp）は、mono-adduct に
由来するバンドであり、50 – 100 bp に現れたスメ
アなバンドは、interstrand-crosslink に由来するこ
とが示唆された。これらの結果から、L2 を低濃
度加えると mono-adduct がリッチに、高濃度加え
ると interstrand-crosslink がリッチになることがわ
かった。 
 固定部位を導入したオリゴDNAを
SPR によって評価した。ストレプト
アビジンを表面修飾したセンサー基
板上に上記のオリゴDNAを送液した
ところ、L2 で処理したサンプルは
SPRレスポンスの増加が確認できた。
DNA のビオチンと基板上のアビジン
が相互作用した結果、DNA が基板上
に固定化されたと考えられる。さら
に、固定化した DNA に抗 5mC 抗体
を送液すると、5mC を有するオリゴ
DNA でレスポンスの増加が確認でき
た。L1を使用した系とは異なり、L2
を使用した系では抗体の非特異吸着
がほとんど生じなかった（図 3）。こ
れは、基板表面にストレプトアビジンをコートしているため、有機物の非特異吸着が抑えられた
と考えられる。この系では、シトシンバリアントをより選択的に認識できると考え、以降の実験
では L2を用いた系で統一した。 
 興味深いことに、mono-adduct リッチな修飾体（adduct 1）と interstrand-crosslink リッチな修飾
体（adduct 2）では、シトシンバリアントに対する抗体の近接性が異なることがわかった。Adduct 
1 と 2 で抗体の結合レスポンスを評価すると、adduct 1 の方が adduct 2 よりも高い結合レスポン
スを示した。一般的に、一本鎖 DNA と二本鎖 DNA では抗体の近接性が異なり、塩基が露出し
ている一本鎖は近接性が高く、塩基が埋もれている二本鎖 DNA では近接性が低いと言われてい
る。今回の結果から、adduct 1 ではセンサー基板上で一本鎖となっているため、抗体の近接性が
高くなったと考えられる。複数のシトシンバリアントを正確に評価する目的を考慮し、以降の実
験では adduct 1 を採用した。 
 上記のように最適
化した SPR イムノア
ッセイを用いて、5mC
以外のシトシンバリ
アントを識別できる
かどうか検証した。異
なるシトシンバリア
ントを持つオリゴ
DNA を合成し、上記
の方法で L2を反応さ
せ、センサー基板上へ
固定した。固定したオ
リゴ DNA に各種抗体
を送液すると、それぞ
れの抗体によってシ
トシンバリアントを
選択的に識別するこ
とに成功した（図 4）。その後、本手法の有用性を確かめるべく、TET1 による in vitro酸化反応
を評価した。TET1 は、CpG 中の 5mC を選択的に酸化する酵素で、5hmC/5fC/5caC まで変換す
る。任意濃度の TET1 で処理した λDNA を SPR イムノアッセイで評価したところ、TET1 による
5mC の酸化が TET1濃度依存的に進行することが確認できた（図 5）。以上より、同一 DNA を対

 
図 2 リンカー分子 L2とオリゴ DNAの反応評価。 

 
 

図 3 抗体送液による固定化 DNAの 5mC検出。L1を使用した系で
は抗体の非特異吸着が見られたのに対し、L2を使用した系では非
特異吸着が生じなかった。 

 
 

図 4 抗体送液による固定化 DNAのシトシンバリアント検出。 



象に抗体を連続送液することで、シトシンバ
リアントの網羅的計測を実現した（Analytical 
Chemistry, 2019, 91, 13933-13939）。 
 最後に、各種臓器（脳, 腎臓, 小腸）から抽

出したゲノム DNA の評価を行った。ゲノム

DNA は市販されているサンプルを使用した。

これらのゲノム DNA を上記の手法で測定し

たところ、5mC および 5hmC のシグナルが観

察された。しかし、抗体による結合シグナル

が非常に小さいため、各臓器間でのシトシン

バリアント含有率の差は確認できなかった。

おそらく、実サンプルのゲノム DNA 中に含ま

れるシトシンバリアント率がモデル DNA に

比べて低かったため、抗体の結合レスポンス

が十分に検出されなかったことに起因するだ

ろう。 
 本研究で開発した SPR イムノアッセイは、あらゆる配列のゲノム DNA を分析対象にでき、各

種バリアントの一括計測を迅速かつ簡易に行える特徴を持つ。従来、DNA のエピジェネティク

スの研究は専ら 5mC を対象としており、5mC を検出する手法が数多く開発されてきた。一方で、

5mCと他のシトシンバリアントを区別する手法は未だ発展途上である。本研究を進展させてSPR
イムノアッセイを高精度化できれば、各バリアントの生物学的意義や産業的価値を明らかにで

きる。現在、ゲノム DNA 中に含まれるシトシンバリアントをより高感度に検出するための方法

を模索している。 
 
 
 

 
 

図 5 異なる濃度の TET1 で処理した λDNA に含まれる
シトシンバリアントの相対量。 
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