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研究成果の概要（和文）： 

申請者は、DNA 中メチル化シトシンの簡便検出法の開発を目的として、光反応を用いたメチ

ル化シトシン選択的な鎖切断システムの構築を試みている。これまでに、ナフトキノン誘導体

を光増感剤として使用すると、DNA 中のメチル化シトシン部が酸化されることを見出し、当

該部分で選択的な鎖切断が起こることを明らかにしている。 

本研究において、反応の詳細を調べたところ、メチル化シトシン塩基の光酸化に伴い、ホルミ

ルシトシン誘導体が生成していることがわかった。続いて、反応メカニズムを考察したところ、

一電子酸化反応に続く脱プロトン化とメチルラジカル生成が本酸化反応には関与していること

が示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）： 

Although the NQ-photosensitized oxidation accompanied by selective strand cleavage at 
m
C in 

DNA is an attractive method for identification of the methylation site in DNA, the relatively lower 

sensitivity of the detection method due to the less efficiency in the photooxidation of 
m
C still 

remains as a major subject to be improved for establishing a status of general availability.  In this 

study, we characterized reaction mechanism of the NQ-photosensitized one-electron oxidation of 

5-methyl-2´-deoxycytidine (d
m

C) in order to obtain insight into the design of photochemical system 

involving the 
m
C-selective strand cleavage with high sensitivity. We confirmed that deprotonation 

of d
m
C radical cation and formation of methyl radical species are key reaction for the present 

photoreaction. 
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１．研究開始当初の背景 

分子生物学の研究の進展により、多くの疾患

は遺伝子の異常と密接な関係にあるという

認識が広く定着し、がんを含む病的細胞のゲ

ノム DNA からは多様な遺伝子変異が検出さ

れてきた。その遺伝子変異の検出技術には

DNA ハイブリダイゼーション能を基盤とし

た直接的な手法が中心的に用いられ、正確か

つ迅速に検出できるよう自動化へ向けて研

究が展開されている。 

近年、SNPs（一塩基多型）等通常塩基の代
替によって誘起される変異だけでなく、遺伝
子塩基部の化学修飾である DNA メチル化が
疾患誘発に大きく関わることがわかってき
た。DNA のメチル化とは、メチルトランス
フェラーゼという酵素により遺伝子塩基部
にメチル基が付加される哺乳類ゲノム DNA

の唯一の生理的な修飾であり、特に、シトシ
ン塩基５位のメチル化は、ゲノム DNA とタ
ンパク質との相互作用に影響を与え、遺伝子
発現のオン・オフ制御を司る。このメチル化
による遺伝子発現制御が疾患と密接に関わ
ることから、遺伝子中のメチル化シトシン
(mC)を検出することは、臨床的に、また分子
生物学的にも重要である。こうした背景に基
づき、これまでにいくつか mC の検出法が開
発されてきた。mC は、通常のシトシンと同
様にグアニンと水素結合を形成するため、
DNA チップやモレキュラービーコンに代表
されるハイブリダイゼーションを基盤とし
た遺伝子解析法では検出できない。そのため、
シトシンと区別するには高度な技術が必要
となる。これまでの報告例としては、ヒドラ
ジンを用いた Maxam-Gilbert 化学修飾法、
Sodium Bisulfite による化学修飾法、制限酵
素による切断を用いる手法等が報告されて
いる。しかし、これらの方法は複雑な操作や
長い反応時間を必要としたり、検出に特殊な
機器を必要とするといった問題点が指摘さ
れている。こうしたことから、簡便で一般的
なメチル化シトシンの検出方法の開発が大
きな研究課題となっていた。 

 

２．研究の目的 

メチル化シトシンは、1,4-ナフトキノンを用
いた光増感酸化反応に極めて高い反応性を
示す一方で、通常のシトシンはほとんど不活
性である。すなわち、DNA 中の mC は、ナフ
トキノン共存下での光反応により酸化体へ
と変換され、アルカリ処理により DNA 鎖が
メチル化部で切断されるのに対し、メチル化
されていない場合は切断されない。申請者は、
こうした光 DNA 鎖切断の有無をモニターす

ることにより、mC を検出できると考えた。
また、遺伝子を検出する際に被検体遺伝子は、
ごく少量で行なうことが望ましい。したがっ
て、通常の変異検出は、ポリメラーゼ連鎖反
応(PCR 法)を用いて、遺伝子のコピーを大量
に作成した後、行なわれることがほとんどで
ある。しかしながら、mC は、PCR 法を用い
るとシトシンとしてコピーされるため、メチ
ル化遺伝子を増幅することはできない。した
がって、通常の PCR 法ではメチル化の状況
を保持したまま被検体遺伝子の増幅ができ
ず、単純に高感度検出は実現できない。即ち、
メチル化検出には別法によるシグナル増幅
が求められる。本研究では、高感度メチル化
検出法の開発を目指し、mC 選択的 DNA 切断
反応の高効率化を進めるとともに、蛍光発光
によりメチル化を判別する分子システムの
構築を試みた。 
 

３．研究の方法 

従来の研究を通じて、申請者は DNA 中メチ
ル化シトシン部選択的な光切断反応を見出
している。これまでに得られた知見を利用し
て、メチル化遺伝子を高感度にかつ簡便に検
出するシステムの構築を試みた。 

従来までの知見から、1,4-ナフトキノン誘導
体の光増感反応では、メチル化シトシン部が
一電子酸化された後、生成するラジカルカチ
オン種に酸素が付加することによって、5-ホ
ルミルシトシン(fC)が形成されることがわか
っていた。一般的にホルミル基は、アミンや
ヒドラジン誘導体とカップリングしてイミ
ンを形成することが知られている。従って、
アミノ基あるいはヒドラジン部をもつ蛍光
分子を光反応生成物であるホルミル体と縮
合すれば、メチル化された遺伝子のみが蛍光
分子でラベル化されると考えた。一方、非メ
チル化遺伝子では、ホルミル化されるメチル
基は存在せず、蛍光分子を添加しても何も起
こらないため、発光しない。すなわち、mC

の有無を蛍光発光の有無で識別できると考
えた。 

そこで、光酸化反応の高効率化を図ると共に、
反応生成物と蛍光分子との縮合反応を調べ
た。 
 
４．研究成果 
ナフトキノン光増感部を導入した DNAオリゴ
マーを合成し、その相補鎖との光反応を調べ
た。300－365 nm の光を照射したところ、原
料の減少が確認されたため、反応後の生成物
と蛍光分子 AMCA-hydrazide との縮合を試み
た。ヒドラジン部をもつ蛍光色素が光反応に



より生成するホルミルシトシンと縮合する
ことが期待されたが、反応生成物は得られず、
想定した反応は進行しなかった。この原因と
して、光反応効率が低いことが考えられたた
め、ナフトキノン含有 DNAオリゴマーとメチ
ルシトシン含有 DNAの光反応の詳細を調べる
ことにした。 
次に、各種 pH における光反応を検討した。
分光学的手法による反応解析を行なったと
ころ、pH4.5 以下の酸性条件ではメチルシト
シン塩基はプロトン化され、酸化されにくく
なることがわかった。一方、反応生成物の解
析を行なったところ、H5.0-8.0 の範囲では、
反応中間体のプロトン化・脱プロトン化が最
終生成物の形成に大きな影響を与え、pH5 付
近で最も効率よく反応が進行することが分
かった。また、がん抑制遺伝子 p53の部分配
列を用いてシステムを検証したところ、従来
の方法よりもメチル化シトシン部での切断
効率が向上することがわかった。 

さらに、反応メカニズムについて検討した。
本反応ではメチルシトシンからホルミルシ
トシンが生成することから、一電子酸化反応
に続く脱プロトン化とメチルラジカル生成
が本酸化反応には関与している仮定した。こ
れら反応メカニズムを検証するため、以下の
実験を行った。まず、脱プロトン化が構造上
不可能なジメチルシトシンを合成し、同じく
光酸化反応を行ったところ、酸化反応は著し
く効率が低下した。これらのことから、脱プ
ロトン化反応が重要な鍵反応であることが
示唆された。次に、メチルラジカルを別途生
成する前駆体(allyl radical precursor)と
して、5位に PhSe基をもつメチルシトシン誘
導体(PhSe-C)を合成した。PhSe-C に光照射
（ラジカル生成反応）を行い、ホルミルシト
シン形成を期待したが、反応は複雑となった。
残念ながら、光酸化反応におけるラジカル生
成は確認できなかった。 
以上のように、本反応は光増感一電子酸化反
応に続いて、脱プロトン化が関与しているこ
とが明らかとなった。また、最適 pH を調べ
たところ、弱酸性条件でもっとも効率よく反
応が進行することが分かった。こうした知見

を元に、DNA 中のメチル化シトシンの効率的
酸化反応と蛍光分子との縮合反応を再度検
討し、メチル化変異の高感度検出系を今後構
築していきたいと考えている。 
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