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研究成果の概要（和文）：近年，生命科学に関連する多くの研究分野において，エピジェネティクスの重要性が
注目されている．エピジェネティクス研究の基本はDNAの修飾＝メチル化を検出することにある．本研究計画で
は，エピジェネティクス研究を支援するための重要な研究ツールとして，新たなDNAメチル化検出法を提供する
ことを目指した．申請者らが考案した核酸塩基のプロトン解離特性の差異を利用する等鎖長配列異性体一本鎖
DNAのキャピラリー電気泳動 (CE) 分離法を基盤技術として用いることで，高精度かつ低コストな新規DNAメチル
化検出法の開発を行った．

研究成果の概要（英文）：In recent years, the importance of epigenetics has attracted attention in 
many research fields related to life science. The basis of epigenetics research is to detect DNA 
modification, i.e. DNA methylation. In study, we aimed to provide a novel DNA methylation detection 
method as an important research tool to support epigenetics research. We have developed a new method
 for detecting DNA methylation with high accuracy and low cost based on the capillary 
electrophoretic separation method for sequence isomers of single-stranded DNA with same chain 
length, which utilizes the difference in the proton dissociation properties of nucleobases.

研究分野：分析化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
生命科学に関連する多くの研究分野においてエピジェネティクスの重要性が注目されている．エピジェネティク
ス研究の基本は，DNAのメチル化を検出することにある．このような背景から，DNAメチル化検出のための新規技
術開発が国内外を問わず精力的に行われている．本研究計画は，エピジェネティクス研究支援のための重要な研
究ツールとして，キャピラリー電気泳動分離に基づく高精度かつ低コストなDNAメチル化検出法を提供するもの
であり，その波及効果として，エピジェネティクス研究の進展によってもたらされる種々の研究成果が期待され
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。



１．研究開始当初の背景 
近年，多くの生命現象にエピジェネティクスが関与していることが次々に明らかにされ，生命

科学に関連する多くの研究分野においてその重要性が注目されている．エピジェネティックな
現象は，ゲノム DNA のシトシンのメチル化，ヒストンタンパク質の修飾によって発現するため，
エピジェネティクス研究の基本はこれら DNA の修飾を検出することにあり，中でも，ゲノム上の
CpG サイト（CGの配列が繰り返し出現する領域）におけるシトシンのメチル化を検出することが
重要な意味を持っている．従って，エピジェネティクス研究の効率を決めるものは DNA メチル化
検出法の効率であると言っても過言ではない．このような背景から，DNA メチル化検出のための
新規技術開発が国内外を問わず精力的に行われている． 既存の主な DNA メチル化検出法は，い
ずれもバイサルファイト処理を伴う手法であり，リアルタイム PCR 法，次世代シーケンサーによ
るシーケンス解析，マイクロアレイ法などが挙げられる．次世代シーケンサー法，マイクロアレ
イ法ではゲノムワイドな DNA メチル化解析が可能であるが，コストが高く，日常的な分析法とし
ての利用は困難である．一方，リアルタイム PCR 法は，他の 2法と比較して低コストであり，配
列が既知のゲノム DNA 断片のスクリーニングには有用であるが原理上回避し得ない誤診リスク
を有していることは否めない． 
 
２．研究の目的 
本研究計画では，エピジェネティクス研究において日常的な分析法として利用可能な，CE分離

に基づく高精度かつ低コスト DNA メチル化検出法の確立を目指す．現在報告されているほとん
どの DNA メチル化検出法（5-mC 検出法）ではバイサルファイト処理，すなわち，バイサルファ
イト（HSO3

-）によるシトシンからウラシルへの選択的な塩基置換反応，の利用が前提となってい
る．これらバイサルファイト処理を利用する DNA メチル化検出法では，バイサルファイト処理
後，PCRによって増幅されたアンチセンス鎖上において，ターゲット鎖のメチル化部位と対にな
る塩基が，アデニン(A)（＝メチル化無し）とグ
アニン(G)（＝メチル化有り）とのいずれかであ
るかによってメチル化の有無が識別される． 
一方，当研究グループでは，核酸塩基のプロトン
付加特性の差異を利用して配列上の一塩基変異
の識別を実現する一本鎖 DNA（ssDNA）のキャピ
ラリー電気泳動(CE)分離法を考案し，これを利
用したハイブリダイズによらない一塩基多型検
出・ジェノタイピング法を開発した．このような
背景から，我々は，DNA メチル化検出のための A-
G 変異の識別に特化した等鎖長配列異性 ssDNA
の CE 分離系を基盤技術として用いる新規な DNA
メチル化検出法の構築（図 1）が可能であると考
えた． 
そのために，申請者らの以前の成果を踏まえ，DNA メチル化検出のための A-G 変異の識別に特

化した核酸の溶液化学特性を利用する等鎖長配列異性体一本鎖 DNA の CE 分離系を確立した後，
ヒトゲノム試料を用いて，バイサルファイト処理，PCRとのマッチングなど実用的観点に基づく
検討を行い，エピジェネティクス研究を支援するための高精度低コスト DNA メチル化検出法と
して，DNA の溶液化学特性を利用する CE分離 DNA メチル化検出システムの確立を目指す．また，
バイサルファイト処理を介さず，直接 DNA メチル化を検出する方法に結びつけるための，新たな
メチル化 DNA の分離法についても検討する． 
 
３．研究の方法 
本研究計画では，エピゲノム研究支援を行うための CE分離を基盤とする新たな実用的DNA メチ
ル化検出システムのプラットフォームを構築する． 
本研究計画に先立ち，申請者は，核酸塩基のプロトン付加特性の差異を利用する等鎖長一塩基

変異一本鎖 DNA の CE 分離を考案した．この成果を足がかりに，まず，DNA メチル化検出のため
の A-G 変異の識別に特化した核酸の溶液化学特性を利用する一塩基変異等鎖長一本鎖 DNA の CE
分離法システムを構築しより精密・高感度な分離・検出を達成し，これを基盤とした DNA メチル
化検出システムを構築する． 
ゲノム上には CpG サイトと呼ばれる CGの配列が繰り返し出現する領域があり，CpG サイトのシ

トシンのメチル化がエピゲノムな現象の発現に重要な意味を持っている．メチル化パターンに
は，注目する CpG サイトに含まれる全ての CpG シトシンがメチル化される「ホモなメチル化」
と，一部の CpG シトシンだがメチル化される「ヘテロなメチル化」とがある．そこで，ヘテロな

図１ 本研究で提案するCE分離に基づくメチル化検出システムの概要
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図1 本研究で提案するCE分離に基づくメチル化検出システムの概要



メチル化を想定し，ヘテロなメチル化のメチル化率を定量するための CE分離系と定量のための
方法論を検討する． 
さらに，ゲノム上の特定の CpG サイトのホモなメチル化の検出を行うための検討を行う．本法

をある種のがんの発症との関連が知られているヒト DNA 断片上の CpG サイトのホモなメチル化
検出へ結びつけるため，当該ゲノム断片の合成 DNA 試料をモデル系に CE 分離系を確立した後，
バイサルファイト処理した模擬ゲノム断片試料等での検討を行った後，実際の抽出ゲノム料系
へ応用を検討する．メチル化ゲノム試料の入手は難しいため，健常人の抽出ゲノム試料に対し
Methyltransferase でメチル化処理を行ったものを用いて実試料系への適用を検討する．また，
これまでにない新しい試みとして，バイサルファイト処理無しに直接 DNA メチル化を検出する
方法へ結びつけるための新たなメチル化 DNA 分離法を考案する． 
 
４．研究成果 
本研究計画では，DNAメチル化検出のためのA-G変異の識別に特化した核酸の溶液化学特性を

利用する等鎖長配列異性体一本鎖DNAのCE分離法システムを構築し，より精密・高感度な分
離・検出を達成し，これを基盤としたDNAメチル化検出システムを構築する． 
一方，当研究グループでは，核酸塩基のプロトン付加特性の差異を利用して配列上の一塩基変

異の識別を実現する一本鎖DNA（ssDNA）のキャピラリー電気泳動(CE)分離法を考案し，これを利
用したハイブリダイズによらない一塩基多型検出・ジェノタイピング法を開発した．このような
背景から，我々は，先述のようなDNAメチル化検出のためのA-G変異の識別に特化した等鎖長配列
異性ssDNAのCE分離系を基盤技術として用いる新規なDNAメチル化検出法の構築が可能であると
考えた．まず，その端緒としてCE分離システムの分離能の向上および迅速化について検討を行っ
た．DNAメチル化には，ゲノム上の当該領域の塩基配列に含まれるすべてのシトシンがメチル化
するホモなメチル化と，必ずしも全てのシトシンがメチル化されるわけではないホモなメチル
化があり，本研究計画で提案する方法を用いてメチル化検出を行う場合，それぞれのメチル化状
態に特化したCE分離条件を設定する必要がある．そこで，泳動緩衝溶液のpH，緩衝成分の種類，
濃度，イオン強度，泳動緩衝液モディ
ファイアーの添加の有無に加え，キャ
ピラリーへの試料注入法，試料注入量，
泳動時の印可電圧といったCE分離の全
てのパラメーターを見直し，ホモおよ
びヘテロなメチル化に最適なCE分離条
件を探索した．その結果，ヘテロなメ
チル化検出のためのCE分離条件とし
て，8 M 尿素を含む 20 mMリン酸緩衝
溶液（pH 3.0）が分離に適しているこ
とが分かった．さらに，この条件で，
メチル化率を0ー100%の間で変えた模
擬メチル化DNA混合物のCE分離を試み
たところ，40分以内にそれぞれ独立し
た5つのピークとして分離することが
できた（図２）． 
また，メチル化率を変えたDNAメチル化標準混合試料の電気泳動図を作成し，これをメチル化検

出，メチル化率定量のための“スケール”すなわち，メチル化Ladderとして用いることにより，
ヘテロなメチル化検出に加え，メチル化率の定量が可能であることを明らかにした． 
次に，本法を実試料系へ適用するための取り組みの一環として，口腔内がんの発症との関連が

知られているヒトDNA断片試料（hTERT遺伝子断片）のホモなメチル化検出を実現するための基礎
的な検討を行った．本研究で提案する手法では，バイサルファイト処理を行った後，PCRによっ
て増幅したDNAに対してCE分離によってメチル化検出を行うことを想定している．バイサルファ
イト処理により，非メチル化シトシンはウラシルに変換され，PCRの際ウラシルはチミンとして
読み取られるので，それに対応する相補鎖上の部位はアデニンとして増幅される．一方，メチル
化シトシンはバイサルファイト処理により変化せず，PCRの際それに対応する相補鎖上の部位は
通常通りグアニンとしてとして増幅される．従って，CE分離により，PCR後の相補鎖の配列上で
メチル化部位に対応する箇所の塩基がアデニンかグアニンのいずれであるかを識別することが
できればメチル化検出が可能である．hTERT遺伝子から98塩基長の領域を選択し，ホモな非メチ
ル化試料を想定（オリジナルの配列に対し，当該領域に含まれる5カ所のシトシンがウラシルに
置換されたと想定）した一本鎖DNA試料（ターゲット配列相補鎖の配列上で五カ所のグアニンを
アデニンに変換したもの）とメチル化試料を想定した一本鎖DNA試料（グアニンからアデニンへ



の変換なし）を作成し，これらのCE分
離を行い，相互分離を達成することが
できた（図3）．すなわち，本計画で提
案するCE分離に基づく手法により，実
際のDNA試料系においてホモなメチル
化の検出が可能であることが示唆され
た． 
上述したとおり，合成DNA断片試料に

よる模擬メチル化試料を用いた基礎的
な検討においてホモなメチル化の検出
が可能であることが示唆されたことを
受け，実際にヒトから採取したゲノム
試料をメチル化処理し，本法によるそ
のホモなDNAメチル化検出を試みた．ヒ
トゲノムのhTERT遺伝子領域から5箇所
のCpGサイトを含む84塩基長の遺伝子
断片を選択し，ターゲットとした．ヒ
ト口腔内粘膜から採取したゲノム試
料をMethyltranferaseでメチル化処
理し，メチル化ゲノム試料を作成し
た．メチル化ゲノム試料にバイサルフ
ァイト処理を行った後，PCRによりタ
ーゲット領域だけを増幅し，精製カラ
ムを用いて精製したものに，非メチル
化参照DNA試料を加えた試料を作成
し，そのCE分離を行いメチル化ゲノム
試料のhTERT遺伝子断片のDNAメチル
化検出を試みた．得られた電気泳動図
上に，非メチル化参照DNAの他にメチ
ル化DNAのピークが観察され（図4），
本法によりヒトゲノム上のCpGサイト
のホモなDNAメチル化検出できること
が分かった． 
一方，今年度，新たにバイサルファ

イト処理を介さず直接DNA メチル化
を検出する方法論に結びつけるため
に，核酸塩基のプロトン付加特性の差
異を利用する等鎖長一塩基変異一本
鎖DNAのCE分離法によるメチル化DNA 
の直接分離法の基礎検討に取り組ん
だ． DNAメチル化酵素によるメチル化
処理を行った標品DNA（h-TERT遺伝子
断片）を，直接，上述のCE分離系に導
入したところ，わずかながら未処理の
DNAと分離できることがわかった． 
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