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研究成果の概要（和文）：  

DNA メチル化の検出を目的として、メチルシトシンと非メチル化シトシンを認識する人

工蛋白質・ペプチドの開発を行った。DNA 結合部位の基本骨格として亜鉛フィンガーモチーフ

に着目し、メチルシトシン認識部位としてオスミウム錯体を亜鉛フィンガーモチーフに導入し

て分子設計を行った。メチルシトシンとオスミウムとの反応性検討から得られた結果を基に亜

鉛フィンガーを作製し、DNA 結合能を評価した。 
 
研究成果の概要（英文）： 

To develop a new detection method of methylated DNA, an artificial protein has been 
developed that contains the zinc finger motif as a DNA-binding moiety as well as an 
osmium complex since the latter can bind preferentially to a methylcytosine rather than 
the unmethylated counterpart. Based on detailed investigation of osmium complexation 
with a methylcytosine, the novel protein has been synthesized via a solid-phase synthesis 
method and its binding ability toward methylated DNA molecules was evaluated. 
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1．研究開始当初の背景 

DNA のメチル化はゲノム DNA の

5’-CpG-3’ 配列上のシトシンによく見出され、

塩基配列の変化を伴わずに遺伝子機能を制御

するエピジェネティックな機構として知られてい

る。DNA メチル化は細胞の発生や分化を制御し、

細胞の癌化にも密接に関連していることが知られ

ている。したがって、メチル化解析技術の開発は、



生命現象の解明のみならず疾患の原因解明や

医療への応用も期待され、重要性が高まって

いる。メチル化を検出する方法として、現在、

メチル化感受性制限酵素法や亜硫酸水素塩法

が広く用いられている。しかしながら、制限

酵素法は検出可能な配列が酵素の認識配列に

限定されること、亜硫酸水素塩法では副反応

としてデピリミジネーションとそれに続く鎖

切断のために反応系中の DNA サンプルの

99.9%以上が損失することや、特定のメチル

化部位におけるメチル化 DNA と非メチル化

DNA との正確な量比を求めるのが困難であ

ることなど、何れの方法にも課題が残されて

いる。 
これに対して我々の研究グループは、オ

スミウム６価イオンが一本鎖あるいはバルジ

構造におけるメチルシトシンと特異的に結合

し酸化することを見出し、メチルシトシンを

検出する方法として報告してきた。オスミウ

ム法は、オスミウム酸カリウムとそれを酸化

するヘキサシアノ鉄(III)酸カリウム、配位子

としてビピリジンを用いることにより、メチ

ルシトシンを効果的に検出できる。短時間か

つ穏和な反応条件を用いるため、亜硫酸水素

塩法などの従来法と比較してサンプル DNA
の損傷が少ないという特徴がある。しかしな

がら、本法も含む従来法はシトシンメチル化

を網羅的に検出可能ではあるが、細胞の種類

によりメチル化の部位や状態は大きく異なる

ため、今後、遺伝子機能に重要な部位のメチ

ル化検出やマッピングへの要求も高まること

が予想される。 
 
 
2．研究の目的 

本研究はメチルシトシン特異的認識錯

体を蛋白質の任意の部位へ位置特異的に導

入した人工蛋白質を創製し、特異的部位にお

けるメチル化検出を目的としている。具体的

には、DNA 結合蛋白質、特に転写因子亜鉛

フィンガー蛋白質に着目し、これにオスミウ

ム錯体形成機能を導入することにより、二本

鎖 DNA における部位特異的な認識を行い、

遺伝子機能に重要な部位におけるメチルシ

トシン検出を目指す。 
 
 
3．研究の方法 

DNA 結合部位の基本骨格として亜鉛フ

ィンガーモチーフ、メチルシトシン認識部位

としてオスミウム錯体（図 1）に着目して分

子設計を行う。 
亜鉛フィンガー蛋白質は約 30 アミノ酸

残基からなる構造を有する DNA 結合モ

チーフが直列に連結した転写因子であり、その

DNA 認識様式は-ヘリックス内の特定のアミノ

酸残基が特定の DNA 塩基と 1：1 で相互作用し

ている。X 線結晶構造解析や NMR から DNA と

の複合体の構造が解かれており、シトシン認識残

基も見積もられている。この亜鉛フィンガー蛋白

質にオスミウム錯体形成機能を付与することに

より、遺伝子機能に重要な部位のメチル化を認識

する人工蛋白質を作製する。 

 
 
4．研究成果 
(1) メチルシトシンとオスミウムとの反応性 

メチルシトシンとオスミウムとの反応性に

関して、基礎的な知見を得るために、オスミウム

錯体形成の DNA 配列依存性について検討した。

種々のピリミジン塩基、あるいはメチルシトシン

近傍に一塩基ミスマッチを有する DNA 配列を用

いて、オスミウム錯体形成反応を行い、オスミウ

ムによって酸化された DNA をピペリジンで処理

した。得られた反応生成物をポリアクリルアミド

ゲル電気泳動で分析した結果、隣接する核酸塩基

がオスミウム錯体の形成反応に重要な役割を果た

しているという新しい知見を見出した。 
 

(2) メチルシトシン認識能を有する亜鉛フィンガ

ーの分子設計 
DNAのメチル化はCpG配列上のシトシンに

存在するため、グアニンとシトシンに富んだ配列

を認識する亜鉛フィンガー蛋白質を DNA 認識部

位の基本骨格として選択した。CpG 配列上のシト

シンと相互作用するアミノ酸残基（図 2、赤で示

したグルタミン酸）をターゲットとし、このアミ

図 1．メチルシトシンとオスミウムとの反応 

 

図 2．亜鉛フィンガーと DNA との結合様式 



ノ酸残基自身あるいは近傍のアミノ酸残基

を中心にメチルシトシン認識能を導入する

部位について、分子モデリング計算を行った。 
 

(3) メチルシトシン認識能を有する亜鉛フィ

ンガーの作製および DNA 親和性の評価 
分子モデリング計算およびオスミウム

錯体形成の反応性検討から得られた結果に

基づいて、前項で述べた CpG 配列上のシト

シンと相互作用するグルタミン酸残基に

種々の非天然アミノ酸を導入した人工亜鉛

フィンガーを Fmoc 固相合成法で作製した。

得られた人工亜鉛フィンガーとメチルシト

シンを有するメチル化 DNA との親和性をゲ

ルシフトアッセイを用いて評価した。 
オスミウム錯体はメチルシトシン近傍

にミスマッチやアベーシック、あるいはバル

ジ構造を有する二本鎖 DNA や一本鎖 DNA
に対しては十分な反応性を示したが、これら

の構造を持たない完全な二本鎖 DNA に対し

ては、十分な親和性が得られなかった。しか

しながら、先の分子設計から見出されたリン

酸化チロシンを有する人工亜鉛フィンガー

がメチル化 DNA に対して高い選択性を有す

ることを見出した。 
 

(4) 人工亜鉛フィンガーとメチル化 DNA と

の相互作用 
円偏光二色性（CD）、紫外可視（UV-vis）、

および核磁気共鳴（NMR）測定を行い、人

工亜鉛フィンガーの構造を検討した。導入し

たリン酸化チロシンは人工亜鉛フィンガー

のフォールディング構造に殆ど影響を与え

ないことが確認された。さらに、リン酸化チ

ロシンの芳香環とメチルシトシンのメチル

基との相互作用やリン酸化チロシンのリン

酸基が関与する水素結合によって、メチル化

DNA と亜鉛フィンガーとの複合体が安定化

されていることが示唆された。 
 
(5) 人工亜鉛フィンガーの DNA 結合能の制

御 
人工亜鉛フィンガーによるメチル化

DNA 検出を制御するために、DNA 結合能を

制御する手法について検討を行った。亜鉛フ

ィンガーの N 末端にアゾベンゼンを導入し、

アゾベンゼンの異性化により、光に応答して

DNA との結合能をオンオフ可能な人工亜鉛

フィンガーの開発に成功した。 
 

以上、本研究はメチル化 DNA を認識す

る人工亜鉛フィンガーを開発し、その DNA
結合能の制御手法を開発した。亜鉛フィンガ

ーはその DNA 結合モチーフが直列に連結し

ているため、制限酵素や二量体タイプの DNA 結

合蛋白質とは異なり、回文構造の認識配列に限定

されない。さらに、各フィンガーの種類や順序を

組み換えることにより多様な認識配列に展開でき

るため有用性が高く、必要な部位のメチル化を効

率的かつ迅速に検出できる。本研究から得られた

成果は応用性が高く、幅広い研究の展開が見込ま

れる。 
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