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研究成果の概要（和文）：発生や分化、感染へ防御などに関わる核酸塩基修飾であるシトシン塩

基５位のメチル化を制御する三重鎖核酸形成オリゴ核酸を基盤とした化学的技術の開発を目指

し、メチルスルホニウム基を持つオリゴ核酸の合成法を確立した。メチルスルホニウム基を持つ

オリゴ核酸を標的 DNA に作用させた結果、グアニン塩基上でのメチル化（アルキル化）に伴う 

DNA 断片が生成した。これは、アルキル化試薬—核酸複合体が標的DNAをアルキル化に有用である

ことを示した例であり、シトシン5位のメチル化法の確立に向けた大きな一歩である。 

 
研究成果の概要（英文）：Methylation of the cytosine base at C5 position was important 
modification concerning gene expression, cellular differentiation, virus infection and 
so on. Toward the development of the triplex-forming-oligonucleotide-based chemical 
technique that induces the methylation, a synthetic method of oligonucleotide conjugating 
a methylsulfonium group was established. As a result of the treatment of target DNA with 
a methyl sulfonium conjugating oligonucleotide, some DNA fragments derived from the 
methylation (alkylation) on the guanine bases were formed. It is important that triplex 
forming oligonucleotide conjugating an alkylating agent induced DNA alkylation, which 
is the first step toward the methylation of cytosine. 
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１．研究開始当初の背景 

生命機能を維持するための大きなシステム

の中で、遺伝子発現は実に巧妙に制御されて

いる。そのメカニズムは未だに不明な点で覆

い尽くされているが、例えば、DNA 中のシト

シン塩基 5位のメチル化はエピジェネティク

スと題されて世界中の研究者よって注目さ

れている重要な遺伝子抑制機構の１つであ

り、細胞の発生・分化のほか、ウイルス感染

やトランスポゾン（ゲノム上を動くことの出
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来る配列）などから遺伝子が破壊されること

を防ぐ機能を有していると考えられている。 

 ⑴ 5-メチルシトシン（mC）はヒト DNA 中に

1%程度存在するマイナー塩基であり、CG (シ

トシン-グアニン) 配列に多く存在している。

これは通常、5’-mCG-3’/3’-GmC-5’と二重

鎖で対称に修飾され、一方のみがメチル修飾

（ヘミメチル化）されている配列はメンテナ

ンスメチル化酵素に厳密に認識され、その CG

配列はメチル化を受け mCG となる。また、ゲ

ノム中の 5’-CG-3’/3’-GC-5’配列をメチ

ル化する酵素 Dnmt3 は、ES 細胞中多く見いだ

され、必要無くなった遺伝子発現を抑制する

ことで細胞の発生・分化を制御していると考

えられている。 

 ⑵ mC が酸化されて生じる 5-ヒドロキシメ

チルシトシン（hmC）はメンテナンスメチル化

酵素の基質となりにくいことから、修復酵素

による除去に失敗すると、複製により CG 配

列へと置き換わると考えられている。また研

究開始当初には、mC を hmC へと変換する酸化

酵素と考えられる酵素が急性脊髄性白血病

と関連している可能性が見いだされるなど、
mC の積極的酸化による hmC の生成が脱メチル

化やがん化などと密接に関連していること

が示唆されるようになってきた。 
 これらの事実は、特定のシトシン塩基のみ
のメチル化／脱メチル化を化学的に誘起す
る技術を開発することが出来れば、高度な遺
伝子工学的な遺伝子改変操作技術を必要と
せずにエピジェネティックな遺伝子発現制
御機構を制御できることを示唆しているが、
望みとするシトシン塩基のみを標的として
メチル化や脱メチル化を行う技術はなかっ
た。 
 
２．研究の目的 
⑴ 本研究は、遺伝子発現調節と密接に関連
している DNA 中シトシン塩基５位でのメチル
化を化学的に実施できる分子プローブの開
発を目指すものである。高度に官能基化され
ている核酸上での位置選択的なアルキル化
反応は非常に困難であることが想定される
が、発現制御困難な遺伝子をエピジェネティ
クに抑制する全く新しい科学技術としての
発展が期待できることから、あえてその開発
に挑戦する。 
⑵ 二重鎖核酸を配列特異的に認識して三重
鎖を形成する三重鎖形成核酸は、標的とする
配列中のシトシン塩基をその遺伝子の除去
（ノックアウト法）や RNAの分解や抑制（RNAi
法やアンチセンス法）で行って来た遺伝子発
現制御法に加え、メカニズムの異なる第三の
遺伝子抑制法が加わることとなり、遺伝子工
学や生命化学の分野に幅広く利用される技

術となることが期待できる。また、エピジェ
ネティックに遺伝子の発現を抑制可能な核
酸医薬として、例えば、何らかの原因で DNA
の脱メチル化が進行しガン化した細胞を、選
択的に修復できる医薬品へ繋がると考えら
れ、その応用範囲は極めて広い。 
 
３．研究の方法 
DNA メチル化酵素のメチル化機構は、ウラシ
ル塩基をヒドロキシメチルウラシル塩基へ
と変換する有機合成反応に用いられる手法
と類似しており、これらの相違点であるシト
シン塩基３位の活性化（プロトン化）がシト
シン塩基上で同様のアルキル化反応を進行
させる鍵であると考えた。即ち、(a) シトシ
ン６位での付加脱離反応が可能な適度な求
核性官能基（チオールや３級アミン、アルコ
ール、ホスフィンなど）と (b) その官能基
の求核反応時に生じる電子密度の増加を緩
和可能なプロトン源、そして (c) 炭素上で
のメチル化反応のためのメチル化試薬をシ
トシン塩基近傍の適度な位置に設定可能で
あれば、これまで報告例がないシトシン塩基
５位でのメチル化反応を達成可能であると
考えられる。DNA 中のシトシンはグアニンと
水素結合を形成しており、特に、電子密度の
増加が予想されるシトシン３位窒素原子と
２位カルボニル基が、それぞれ酸性なグアニ
ン塩基１位および２位アミノ基と水素結合
していることで、必要反応条件（b）の基準
を満たす可能性があると考え、「求核性官能
基（a）とメチル源（c）を反応場に近づける」
ことのできる三重鎖形成核酸を設計し用い
ることで残りの条件を満たす、全く斬新な
DNA 上での有機化学を展開する。 
 
⑴ DNA メチル化酵素のメチル化機構を化学
的に模した空間を三重鎖形成核酸により構
築するために、二重鎖 DNA を強固に認識可能
で、かつ求核性官能基やメチル化能を有する
官能基で就職した化された三重鎖形成核酸
を各種合成する。 

①  二重鎖 DNA を強固に認識する三重鎖形
成核酸の性質を多様化させることを目的と
して、多官能基化された人工核酸ユニットや
糖部骨格を刷新した人工核酸ユニットなど、
新たに数種類の人工核酸ユニットを創製し、
その基本的性質を評価するとともに、三重鎖
形成核酸としての機能を評価する。 

② 報告例のなかった架橋型人工核酸BNAの
リバース合成用アミダイトユニットの合成
法を確立する。これにより 5’末端から 3’
末端方向にオリゴ核酸を合成することがで
きるようになり、3’末端から 5’末端方向に
合成する通常のオリゴ核酸合成用アミダイ
トでは達成が困難な、DNA 合成機上での DNA
合成後の 3’末端官能基化を可能とする。 



③ DNA メチル化酵素の活性中心を模倣する
三重鎖形成核酸フラグメントを調整するた
め、3’ 末端または 5’末端にそれぞれアミ
ノ基、ヒドロキシル基、スルフィド基、およ
びメチルスルホニウム基などで官能基化さ
れた核酸コンジュゲートの合成法を開発す
る。 
 
⑵ 合成する各種オリゴヌクレオチドの DNA
メチル化能（アルキル化能）を評価するため、
モデル配列を持つ二重鎖 DNA と合成する各種
オリゴヌクレオチドとを各種条件下に混合
し、高速液体カラムクロマトグラフィー
（HPLC）により反応を追跡する。得られる
HPLC のピークの分子量を質量分析計により
測定し（MS）、反応で得られる結果を精査す
る。 
 
４．研究成果 
⑴  

①  多様な官能基でオリゴ核酸を簡便に修
飾可能な人工核酸ユニットとして、チオール
基を有する架橋型人工核酸の創出に成功し
た（論文２）。この人工核酸ユニットは、ジ
スルフィド架橋構造を有する人工核酸ユニ
ット（論文３）の光反応により立体選択的で
高収率かつ容易に合成可能である。 
 オリゴ核酸中では、ハロゲン化アルキルや
活性化ジスルフィド等で処理することで、

様々な官能基と複合体化できることを示し
た。また、三重鎖核酸形成時の核酸塩基部の
配向性がアルキル化能に影響を与える可能
性を考慮し、天然核酸とは異なる塩基配向を
示す（結晶構造）人工核酸の利用を検討した
（論文１）。 
 

② 架橋型人工核酸2’,4’-BNAのリバース

合 成 用 ア ミ ダ イ ト ユ ニ ッ ト を 通 常 の
2’,4’-BNA アミダイトユニットと共通の合
成中間体を利用して合成する手法を構築し
た。本研究推進中に他の研究グループによっ
て類縁体の合成法が報告されたが、本研究の
実施に必要な「温和な条件下でのオリゴ核酸
の脱保護」を達成するには、本研究で合成し
たアミダイトユニットが有用である。 

 
③  各種合成した人工核酸ユニットを用い

て、3’-末端にアルコールリンカー（エチレ
ングリコール系または C9）を有するオリゴ核
酸を固相合成し、さらに水酸基をヨウ素へと
置換した。このものは、続けてチオラートま
たはアミン処理することでスルフィドまた
はアミノ修飾オリゴ核酸とした他、炭酸カリ
ウムメタノール溶液で処理してヨードアル
キル化オリゴ核酸とした。ヨードアルキル化
オリゴ核酸については、さらにメチオニン処
理することで S-(オリゴ核酸アルキル)メチ
オニン（メチルスルホニウム化オリゴ核酸）
へと誘導できることを明らかとした。合成し
たメチルスルホニウム化オリゴ核酸はリン
カーの種類により反応性が大きく異なり、脂
肪鎖（C9）リンカーが化学的に安定で有用で
あることが分かった。 
 
⑵ 化学的な安定性から有用と判断した脂肪

鎖（C9）リンカーを介したメチルスルホニウ
ム化オリゴ核酸を標的 DNA に作用させとと
ころ、メチルスルホニウム化 TFO の減少に伴
って、標的 DNA とは異なるいくつかの DNA
の生成を確認した。その分子量から、新たに
生成した DNA はグアニン塩基上でメチル化
（アルキル化）が進行したことに伴う分解性
の DNA 断片であることが明らかとなった。
同時に、メチルスルホニウム化三重鎖形成核
酸が時間とともに自己分解し、スルフィド修
飾オリゴ核酸へと変化していることも明ら
かとなった。また一方、本研究期間内で検証
したメチルスルホニウム基や核酸塩基の空
間配置・配向性の変化は、メチル化の基質特
異性を有意に変化させる原因とはならなか
った。 
 
 
 本研究では合成・創出したプローブが核酸



中のシトシン５位をメチル化した証拠を得
ることはできなかったが、標的 DNA をアルキ
ル化できる事を示すことができたことは、シ
トシン 5位のメチル化法に向けた大きな一歩
である。さらに、高反応性のカチオン性官能
基をオリゴ核酸と複合体化する手法の構築
や、複合体化の際に有用な人工核酸ユニット
の創出に繋がったことは、当初目的とは別に
大きな成果である。 
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