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研究成果の概要（和文）： 
DNA 中のメチル化シトシン(mC)を高効率かつ高選択的に検出する新しい光機能分子システ

ムの設計を目標とした。(1) アントラキノンを導入した DNA 二重鎖内で標的 mC が効率よく光

酸化され、従来法に比べ約 3 倍の検出感度の向上に成功した。(2) mC での光反応に及ぼす重水

素同位体効果を検討し、中間体の脱プロトン化過程が位置特異的 DNA 切断の鍵反応であるこ

とを明らかにした。(3) さらに、DNA 内ホール移動現象を応用して、複数の mC 部位を同時検

出可能な分子システムの基礎を構築した。 
 
研究成果の概要（英文）： 

Our interest focuses on the potential application of remarkable photooxidative reactivity of 
5-methylcytosine (mC) to methylation-mapping system and on further understanding the 
mechanism of photooxidation at mC in DNA. In the project, we revealed that (1) incorporation of 
an anthraquinone (AQ) sensitizer into a DNA strand enhanced one-electron photooxidation, leading 
to efficient strand cleavage at the mC site, (2) deprotonation at the C5-methyl group of an 
intermediate mC radical cation may occur as a key elementary reaction in the AQ-photooxidative 
strand cleavage at the mC, and (3) DNA strand cleavage at multiple mC residues was induced by 
AQ-photoinjected positive charge (hole) transfer through DNA duplex. The results obtained may 
provide a guide for the molecular design of highly sensitive and selective photochemical methods 
for the identification and analysis of mC in DNA. 
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研究分野：複合新領域 
科研費の分科・細目：生物分子科学・生物分子科学 
キーワード：機能性核酸・光増感反応・DNA 内電荷移動反応・5-メチルシトシン・同位体効果 
 
１．研究開始当初の背景 
(1) シトシン塩基の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
子発現制御を司る。シトシンのメチル化による遺
伝子発現制御は癌を含む様々な疾患と密接に

関わることが示唆されている。遺伝子内のメチル
化度合いを解析する手法の開発は、臨床的に、
また生物学的にも極めて重要な研究課題である。
これまでに化学的アプローチによる様々なメチ
ル化シトシン(mC)検出法が開発されてきた。しか



し、従来法は遺伝子の化学修飾反応に長時間
を必要とすること、またメチル化判定時の操作が
煩雑であるという問題点も指摘されていた。 
(2) 申請者は、DNA 内の mC が光増感剤（1,4-
ナフトキノン（NQ））との光誘起一電子移動反応
を経て選択的に光酸化され、アルカリ条件下で
不安定な生成物を生じ、部位特異的な DNA 鎖
切断に至ることを世界に先駆けて明らかにしてき
た。また、mC 部位での DNA 鎖切断をモニター
することにより、標的 DNA 中のメチル化を簡便
に差別化可能であることを見いだしていた。この
光酸化反応を用いるメチル化判定手法は、反応
が 1～2 時間程度で終了するため、従来法に比
べ非常に簡便・迅速な方法であるが、DNA 中の
mC の光酸化反応効率が低いことが問題であり、
微量であるゲノム DNA 中のメチル化検出系へと
展開するには高効率・高選択的な光酸化反応
系への拡張が必要であった。 
 
２．研究の目的 

これら背景を踏まえて本研究では、光酸化反
応中間体の挙動を解析することにより、DNA 中
の mC 塩基の光酸化反応機構を明らかにすると
ともに、mC 塩基の光酸化損傷と DNA 媒介正孔
（ホール）移動反応の相関を検証し、DNA 中の
メチル化を高効率かつ高選択的に検出する新し
い光機能分子システムを設計することを目的とし
た。 
 
３．研究の方法 
(1) 高効率な光酸化反応および DNA 鎖切断反
応を達成するために、従来の NQ 光増感剤に代
わる新たな光増感剤を探索した。 
(2) 得られた光増感剤を用いて DNA 中の mC 塩
基の光反応機構、特に mC ラジカルカチオン
(mC+•)中間体からの脱プロトン化反応機構を明ら
かにするため、速度論的同位体効果が mC の光
酸化反応に及ぼす影響を生成物分析により評
価する計画を立てた。 
(3) DNA 内ホール移動現象を応用して、複数の
mC 部位を同時検出可能な光機能分子システム
へと展開できると考えた。DNA 中 mC の光酸化
反応と競争する DNA 媒介ホール移動反応を配
列依存的に検討し、メチル化部位でのみホール
捕捉される DNA 媒介ホール移動反応系の探索
も併せて行った。 
 
４．研究成果 
(1) 「アントラキノン光増感剤を用いた 5-メチルシ
トシン塩基部位での光酸化的 DNA 切断の高効
率化」 

まず、mC 部の光酸化切断反応の高効率化を
目指して光酸化剤を最適化するアプローチも試
みた。光増感剤アントラキノン（AQ）は、励起三
重項状態から種々の核酸塩基を効率良く一電
子酸化する特性を有しており、これまでに DNA
内電荷移動反応機構を解明する研究分野で広

く活用されてきた。この特長に着目し、AQ を
DNA 鎖内に導入した新たな光機能性核酸を設
計・合成して、DNA 二重鎖内の光酸化反応を調
べた。その結果、AQ と近接した mC 塩基が効率
良く光酸化され、その光酸化切断効率が NQ の
場合に比べて約３倍向上することを見出した。
AQ を新たな光増感酸化剤として用いることによ
り、mC 部の光酸化切断反応の高効率化に成功
した。 

 
(2) 「DNA 内 mC 塩基の光一電子酸化反応に及
ぼす速度論的同位体効果」 

これまでの申請者ら結果を踏まえて。高効率
および高選択的な mC 光酸化反応の鍵は mC•+

中間体からの脱プロトン化反応にあるだろうと仮
説を立てた。そこで、C5 位メチル基の水素を全
て重水素置換した mC 誘導体（d3-mC）を含む
DNA オリゴマーを新規に合成し、mC 部位での
光酸化切断反応に及ぼす C5 位の速度論的同
位体効果を調べた。光増感剤として、前項で見
出した AQ を含む光機能性 DNA オリゴマーを用
いた。mC および d3-mC 部位での AQ-増感光酸
化的 DNA 鎖切断をポリアクリルアミド電気泳動
（PAGE）により評価した結果、mC 部位に比べ重
水素化した d3-mC 部位での切断効率は抑制され
た。 

これらの結果から、切断反応全体に及ぼす同
位体効果は小さいが、mC+•からメチルラジカル中
間体へのC5位脱プロトン化反応過程がDNA内
mC の光酸化反応および部位特異的切断に関
与することが強く示唆された。これは新しい知見
である。最近、国外の研究グループから、DNA
内電荷移動が誘起するチミン連続部位での酸



化的 DNA 鎖切断反応においても、同様の脱プ
ロトン化機構が提案された。 

 
(3) 「DNA 内電荷移動反応による 5-メチルシト
シン部位の一電子酸化と位置選択的 DNA 鎖切
断」 
① AQ増感剤が光注入したホールのDNA分子
内移動反応を応用して、複数の mC 部位を検出
可能な分子システムの構築に成功した。AQ を
5’末端に導入した AQ-ODN と標的 DNA 二重鎖
の光反応を追跡した結果、光注入されたホール
が DNA 内を移動し、複数の標的 mC 部位で選

具体的には、DNA の 5’末端に A

択的に切断されることを見出した。 

Q を導入し、
標

鎖内に複数存在する mC 部位での切断

出システムの適用範囲を拡げ

基の相補部位として 5-フ

一連の研究成果は、標的
D

的 DNA 配列内のシトシン (C) 部位の相補塩
基としてイノシン (I) を配列中に配置した機能
性 DNA オリゴマー (AQ-ODN) を設計した。本
研究成果に繋がった特筆すべきポイントは、標
的シトシン塩基の相補位置に通常のグアニン 
(G) の代わりに、同様の水素結合様式かつ酸化
電位の高い I を相補塩基として配置したことであ
る。実際に、G を配置した AQ-ODN では mC 部
分での切断が抑制され、mC 部位を検出できな
かった。 
② DNA
反応に及ぼす距離依存性を詳細に検討するこ
とで、光励起 AQ により注入されたホール移動反
応および mC 部位での DNA 鎖切断反応の詳細
を明らかにした。mC を同一鎖内に 4 塩基配置し
た二重鎖に対する光反応を追跡し、増感剤から
の距離に対して各 mC 部位での切断効率がどの
くらい変化するか検討した。その結果、末端 AQ
からの距離の増加に伴って著しく減少し、DNA
内ホール移動反応に特徴的な距離依存性が認
められた。すなわち、mC 部位での選択的な

DNA 鎖切断が、光励起 AQ により注入されたホ
ールの DNA 内移動反応に起因することが明ら
かとなった。本研究結果と過去の研究結果と併
せて考えると、mC 部位での選択的切断反応は
光注入されたホールが DNA 鎖内を移動して、
mC ラジカルカチオン中間体 (mC•+) が生成した
後、塩基性条件下で不安定な酸化体に変換さ
れた結果、mC 部位で選択的に切断されることが
示唆された。一方、AQ の近傍に存在する mC 部
位での切断効率に顕著な差は認められなかっ
た。これらの系では、電荷再結合反応がホール
移動反応と競争的に進行すると予想される。す
なわち、末端 AQ から比較的距離が近い mC•+か
ら AQ ラジカルアニオンへの電荷再結合反応が
優位に進行し、見かけの切断反応効率が低下し
たと推察された。 
③ 次に、本 mC 検
るため、G 連続配列が存在する二重鎖に対して
ホール移動による mC 部位での光酸化切断を検
討した。その結果、mC部位における切断とともに、
G 連続配列部位での切断バンドが観測され、G
連続配列が DNA 二重鎖内で酸化され易く、mC
部位と競争的な酸化的切断が進行した。一般に、
遺伝子内の mC 部位は G を豊富に含む領域で
形成され易い。G 残基を多数含む遺伝子配列
内に存在する mC 部位を検出するために、G 部
位での非特異的な切断を抑制する新たな系を
構築することにした。 
④ 標的 DNA 内 G 塩
ルオロシトシン塩基（F）を導入した AQ 含有機能
性オリゴマーを設計・合成した。5-フルオロシトシ
ン塩基の N3 位におけるプロトン化平衡定数は 
pKa = 1.7 であり、その相補位置で発生した G ラ
ジカルカチオンの脱プロトン化反応 (pKa = 3.8)
を抑える効果を及ぼすと予想した。5-フルオロシ
トシンを配置した二重鎖に対する光酸化反応を
評価したところ、相補塩基にシトシンを配置した
二重鎖に比べて、対応する G 部位での切断が
著しく抑制された。この結果は、G 部位に対する
相補塩基の電子効果が有効に作用するような G
部位での切断を抑制し得ることを示している。以
上の結果より、標的 DNA 内の G 部位に対する
相補位置に電子求引性の官能基を導入した塩
基を配置したプローブ用 DNA オリゴマーを用い
れば、一電子酸化され易い G 塩基が存在しても
複数の標的 mC 部位を明瞭に検出可能であるこ
とが明らかとなった。 

項目(3)で得られた
NA 内に存在する G 塩基には相補的な F 塩基

を、C 塩基には相補的な I 塩基をそれぞれ導入
した AQ-ODN を用いることにより、酸化され易い
G 塩基が共存する系において DNA 内の mC 部
位を切断バンドとして複数同時に検出することに
成功したことである。今後、mC を含む DNA 二重
鎖内のホール移動反応に及ぼす配列依存性を
さらに検討すれば、実在の遺伝子配列に適用
可能な mC 検出用分子システムの構築への展開



が可能になると期待される。 
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