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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、抗メチルシトシン抗体を用いたシーケンス選択的な

メチル化 DNA の迅速な検出に向けた検討を行った。シーケンス選択性を持たせるため、測定対

象のメチルシトシンを DNA バルジ領域に配置させ、その後当該２本鎖 DNA と抗メチルシトシン

抗体とのアフィニティを計測することにより実現させた。一例として、MGMT(癌と関係する遺伝

子の１つ)のプロモーター領域のメチル化状態を１塩基レベルで迅速に検出することに成功し

た。 
 
研究成果の概要（英文）：We report the sequence-selective discrimination of the cytosine 
methylation status in DNA with anti methylcytosine antibody for the first time. This was 
realized by employing an affinity measurement involving the target methylcytosine in a 
bulge region and anti methylcytosine antibody, following hybridization with a 
bulge-inducing DNA to ensure that the only the target methylcytosine is located in the 
bulge. By employing the difference between the affinity in the bulge and that in the duplex, 
we could determine selectively whether or not the target cytosine was methylated in an 
O6-methylguanine DNA methyltransferase (MGMT) promoter sequence with a single base level. 
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１．研究開始当初の背景 
現在、血液や尿などの体液中に含まれる各種
生体成分を検出することは、病気の早期発見
や診断、さらには治療方針を決定する上で極
めて重要である。さらに、個人の遺伝子情報
を取得することで、より適切な治療を行う試
みが提案され、倫理面での議論は進んでいる。
特に近年では、DNA のメチル化による後天的
遺伝子発現の変化（エピジェネティクス）が、
ガン等の疾患に関与していることが明らか
になってきた。しかしながら、シーケンサー
によって遺伝情報に関する膨大なデータベ
ースは構築されるものの、その医療応用に関
しては広く普及しているとは言い難い。この
一因として、現場で誰にでも測定できるよう
な簡便で洗練されたDNAセンサが無いことに
ある。特にエピジェネティクスに深く関与す
るシトシンのメチル化検出には、バイサルフ
ァイトシーケンシング法以外に有効な測定
手法が確立されていない。 
 
研究代表者は表面プラズモン共鳴（SPR）法
に着目し、血液や尿中に含まれる生体分子を
計測するマイクロセンシングチップの研究
開発を行ってきた。(Kurita et al, Anal. 
Chem., 78 (2006) 5525: Kurita et al, Anal. 
Chem., 79 (2007) 9572)これは、従来の分析
装置で汎用されてきた蛍光・吸光法では測定
感度が光路長に大きく依存するためチップ
上での検出に不向きな点があるのに対し、
SPR 法は表面反応であるため、微小流路深さ
には影響されず、むしろ検出部分での目的分
子の捕捉率が向上し、高感度に検出可能なた
めである。また、研究代表者らは上記の研究
成果に対して、基礎的な研究活動と並行して
特許を取得するとともに（栗田ら、特許
4517081 号：栗田ら、特許 4581128 号：栗田
ら、特許 4487049 号）、デスクトップサイズ
の大型機器であったSPR測定装置をベッドサ
イドに適した小型化に成功しており、総重量
800g 以下の新書本サイズの装置を開発し、患
者のベッドサイドで計測可能なダウンサイ
ズ化を達成している（2006 年 7月 5日；日刊
工業新聞）。さらに、近年では従来の
Kretschmann 配置に比べ、より簡便に検出可
能なナノ構造基板を利用したSPR法の研究を
行ってきた。このナノ構造によってプリズム
を用いることなくプラズモンを共鳴をさせ
ることが可能になり、さらに簡便・迅速に検
出できる見込みを得ている。(Nakamoto and 
Kurita et al., Proceeding of μTAS2010, 
(2010) 1967) 
 
しかしながら、SPR 技術によってシトシンの
メチル化状態を検出することは極めて困難
であり、有効な報告例はない。これは、2 本
鎖形成を SPR 法により測定した場合には、メ

チルシトシンもシトシンも同様にグアニン
と水素結合を形成するために、屈折率変化を
検知するSPR法ではメチル基１つの差異を検
出できないためである。一方、抗メチルシト
シン抗体を用いたメチルシトシンとシトシ
ンの識別手法が報告されている。しかしなが
ら、対象 DNA 中に含まれるメチルシトシンの
量的情報は取得可能であるものの、DNA 中の
どの領域がメチル化されているのかを判断
できない。メチルシトシンの検出は、総メチ
ル化量よりも、特定遺伝子発現に関与する任
意のプロモーター領域を選択的に検出する
ことが、疾病診断応用に重要なのは言うまで
もない。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、DNA のメチル化状態を迅速
検知する新手法の提案、基礎特性評価及びデ
バイス化を行うことである。従来、抗体を用
いる手法ではDNAメチル化の量的情報は得ら
れるものの、位置情報を得られなかったため
利用価値が乏しかった。そこで、2 本鎖 DNA
の“歪み”を利用した位置選択的な抗体認識
による迅速計測に挑戦する。これにより、測
定対象 DNA 中に含まれる任意領域の迅速な
DNA メチル化センシングデバイス開発を目指
す。 
 
３．研究の方法 
測定対象となる DNA と 2本鎖を形成する
ssDNA を固定化する。この ssDNA シーケンス
は、図 2(a)に示すような 1，3，5，7塩基バ
ルジを形成する2本鎖 DNA 及び完全フルマッ
チの 2本鎖 DNA を形成し、かつ測定対象のシ
トシン（もしくはメチルシトシン）がバルジ
内に配置されるようにする。その後、抗メチ
ルシトシン抗体、さらに西洋わさびペルオキ

 

Fig. 1 Schematic of sequence-selective 

methylation analysis with an antibody in a 

target region and a non-target region. mC 

indicates methylcytosine. Methylcytosine in 

the bulge is recognized by the antibody owing 

to the rotation of the methylcytosine. In 

contrast, methylcytosine is not recognized in 

a hybridized region owing to the large 

antibody size. 



 

 

シターゼを標識した2次抗体で検出を行った。 
 
４．研究成果 
図 2(b)に各種大きさの DNA バルジを有する 2
本鎖 DNA及び完全相補鎖の DNA に対する検量
線を示す。完全相補鎖の DNA に対しては、2
本鎖の濃度の上昇に伴う抗体の結合量の増
加は全く見られなかった。しかしながら、DNA
バルジ内にメチルシトシンを有する 2本鎖
DNA では、2本鎖 DNA濃度上昇に伴う抗体の
結合が確認できた。これらの結果は、グアニ
ンと塩基対を形成したメチルシトシンは抗
体によって認識されないのに対し、DNA バル
ジ内に配置されたメチルシトシンは抗メチ
ルシトシン抗体によって認識されることを
明瞭に表している。完全相補鎖の DNA 中に含
まれるメチルシトシンは全く検出されない
のは、抗体の大きさが関与していると考えら
れる。抗体（IgG）の分子量は概ね 150 kDa、
直径は 10 nm 程度である。これは、2本鎖 DNA
の直径 2 nm に比べかなり大きい。この嵩高
さによって、DNA2 本鎖の内側を向いたメチル
シトシンは、全く認識されないと考えている。 
 

 
 
次に、2 本鎖 DNA 内に含まれる他のメチルシ
トシンの影響について調べた図 3(a)に本実
験に用いた 2 本鎖 DNA の模式図を示す。
Analyte 1~4 では、シーケンスはすべて同じ
だが、それぞれシトシンのメチル化パターン
が異なる。Analyte-1 では測定対象のシトシ

ンのみメチル化されており、他のシトシンは
メチル化されていない。Analyte-2 では、測
定対象のシトシンはメチル化していないが、
非測定対象のメチルシトシンを含んでいる。
Analyte-3 では、測定対象のシトシン及び非
測定対象のシトシンがおのおのメチル化し
ている。Analyte-4 にはメチルシトシンは含
まれていない。図 3(b)に測定結果を示す。 
 

Analyte-1 および Analyte-3 では対象 DNA 濃
度の増加に伴いシグナルの増加が確認され
た。一方、Analyte-2 および Analyte-4 では
シグナルの増加は見られなかった。これは
Analyte-1 (Duplex-E) お よ び Analyte-3 
(Duplex-G)では、DNA バルジ内のシトシンが

 

Fig. 2(a) Schematics of duplex forms 

between Analyte-1 and Inducer-1~5. 

Duplex-A forms a complementary full-match 

duplex. Duplex-B, C, D and E have 7, 5, 3, 1 

base bulges in each duplex. The filled star 

(★) indicates the position of methylcytosine. 
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Fig. 2 (b) Calibration curves for Analyte-1 when 

the bulge size is varied. Methylcytosine is 

located in a 7-base (◊, Duplex-B), 5-base (□, 

Duplex-C), 3-base (△, Duplex-D) and 1-base (○, 

Duplex-E) bulge, respectively. In Duplex-A (×), 

methylcytosine is paired with guanine. 

 

Fig.3 a) Schematics of duplex forms between 

Inducer-5 and Analyte-1~4. The filled star (★) 

indicates methylcytosine, and the open star (☆) 

indicates cytosine. 



 

 

メ チ ル 化 さ れ て い る が 、 Analyte-2 
(Duplex-F)および Analyte-4 (Duplex-H)では
DNA バルジ内のシトシンがメチル化されてい
ないためである。重要なポイントとして、非
測定対象のシトシンがメチル化されている
Analyte-2 (Duplex-F)ではシグナルの増加が
見られなかったことである。理由は、上述し
たようにグアニンと塩基対を形成したメチ
ルシトシンは抗体に認識されないためであ
る 。 さ ら に 、 Analyte-1 (Duplex-E) と
Analyte-3 (Duplex-G)間では、ほぼ同等のシ
グナル強度が得られたことも重要である。こ
れらの結果は、測定対象のシトシンがメチル
化しているか否かを、非測定対象の影響を受
けずに測定可能であることを明瞭に示して
いる。これら結果は、DNA バルジを利用する
ことによって、シーケンス選択的なメチルシ
トシンのイムノアッセイが可能であること
を示唆している。 
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Fig.3 b) Calibration curves for fig.3 (a) 
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