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研究成果の概要（和文）：DNA におけるシトシンのメチル化は発癌の一つのシグナルと見なされ、

その検出定量は、発癌を予測する遺伝子診断技術へと応用展開が期待されている。メチル化シ

トシンの検出法は、バイサルファイト・シーケンシング法が一般的であるが、DNA を高温、強

酸性条件下で、高濃度のバイサルファイト試薬と反応させるために起こる、最終的なメチル化

の定量性が問題とされている。本研究では、DNA を低温、弱酸性、低濃度の試薬の存在下で反

応させることによって、メチル化の定量性を改善しようと試みた。 

 
研究成果の概要（英文）：DNA methylation of cytosine is known to be one of the signals 
for cancer. The detection and quantification of methylcytosines have the possibility 
of leading to genetic diagnosis technology for prediction of cancer. Bisulfite 
sequencing is very famous method for detecting methylcytosines, which has problem 
in quantity of final methylation because of the reaction of DNA with high 
concentration of bisulfite at higher acidity and higher temperature. To develop the 
quantification, milder reaction was performed on DNA with low concentrations of 
reagents at lower acidity and lower temperature. 
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１．研究開始当初の背景 
DNA 配列の変化を伴うことなく後天的な

DNA 修飾に起因するエピジェネティクス的な

遺伝子発現制御機構の研究が急速に進めら

れており、癌などの疾患に対する診断や治療

への展開が待望されている。癌抑制遺伝子を

不活性化する重要な機構として、遺伝子の転

写調節領域に多く存在する CpGアイランドの

シトシンのメチル化が知られている。シトシ

ンのメチル化は発癌の一つのシグナルと見
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なされ、その検出定量は、発癌を予測する遺

伝子診断技術へと応用展開が期待される。メ

チル化シトシンの検出法は、亜硫酸水素ナト

リウムを用いるバイサルファイト・シーケン

シング法が一般的である。この方法は、DNA

を亜硫酸水素ナトリウムで処理すると、一本

鎖中のシトシンはウラシルに変換されるが、

5-メチルシトシンは反応しないというシト

シンに特異的な化学反応を利用している。そ

の後の PCR によりメチル化依存的に、増幅産

物の配列が Cから Tへと変化し、シーケンシ

ングにより判別できる。この方法では、1) 化

学反応率と 2) 特異性（C→Tへの変異）が課

題となる。バイサルファイト法では、ウラシ

ル-アデニン塩基対形成のため、特異性は充

分であるものの、反応率を上げるために、ゲ

ノム DNA 一本鎖に融解した後、高温、酸性条

件下、高濃度の亜硫酸水素ナトリウムと反応

させる必要がある。その結果、反応後に回収

される DNA 量が極端に低下するため、その増

幅産物で評価したメチル化の割合がゲノム

のメチル化を定量的に反映しているかどう

かが問題視されている。 

 
２．研究の目的 

本研究で、DNA のメチル化シトシンの検出

法として一般的なバイサルファイト・シーケ

ンシング法の、定量性を格段に向上させるこ

とを目指した。一本鎖 DNA をヒドロキシルア

ミン存在下で、低濃度のバイサルファイトと

反応させることによって、0 ºC という低温で

もシトシンが高い反応率で、ウラシル誘導体

に変換されること、また、このウラシル誘導

体が中性条件下で安定であること、5-メチル

シトシンでは、同じ条件下で反応が進行しな

いことを確認していた。このヒドロキシルア

ミン存在下のバイサルファイトの反応を用

いることにより、ゲノム DNA を一本鎖に融解

後、温和な反応条件において(1) 化学反応率

の大幅な向上により DNAの損失を抑えること

ができるのではないかと考えた。また、この

ウラシル誘導体は、ウラシルと同じくアデニ

ンと完全な水素結合の形成が可能であり、

(2) PCR における取り込み塩基の特異性を満

たすのではないかと期待した。適切な試薬、

酵素、条件の選択により、この上記 2点を達

成できれば、バイサルファイト・シーケンシ

ング法の課題である定量性を格段に向上さ

せることができるのではないかという着想

に至った。 
 
３．研究の方法 
研究目的を下記(1)及び(2)のフィードバ

ックにより達成する。 

(1) シトシンと温和な条件下で反応が進行

する試薬や触媒試薬の探索 

バイサルファイト反応時、ヒドロキシルア

ミンの劇的な加速触媒効果が認められた。ヒ

ドロキシルアミン以外にも、バイサルファイ

トと共存させた時に、反応の触媒として作用

する試薬、脱アミノ化の触媒として作用する

試薬等を検討する。特に、脱アミノ化の触媒

として作用する適切な試薬の発見は、シトシ

ンを即座にウラシルに変換できる優れた方

法を提供する。 

(2) ウラシル誘導体対面への特異的塩基取

り込み 

ウラシル誘導体の対面に PCRにおいて取り

込まれる塩基の特異性を確認する。ウラシル

誘導体では、アデニンとの相補的な水素結合

形成が期待されるため、ウラシル同様アデニ

ンが特異的に取り込まれることが期待され

る。さらに、特異性の向上を目指してヒドロ

キシルアミンや PCRに用いるポリメラーゼの

最適化を行う。 

 

４．研究成果 

シトシン塩基のみと温和な条件下で反応

が進行する試薬や触媒試薬の探索を行うこ

とにより、バイサルファイト・シーケンシン

グ法における、定量性を格段に向上させる方

法の開発を目指し、下記の結果を得た。なお、

得られた結果は、後述の国際論文、学会で報

告した。 

本研究において、一本鎖 DNA 中のシトシン

（C）が、ヒドロキシルアミン存在下でバイ

図 1 DNA 中における Cから Uへの変換 



 

 

サルファイトと pH 6.0、0 ºC において、高

効率でシトシンオキシムスルホネート（C*）

に変換された。このとき 5-メチルシトシン

（5mC）は同反応条件で未反応であった。これ

らの結果から、C*をさらにウラシルスルホネ

ート（U*）に変換することにより、C からウ

ラシル（U）への変換が期待された。デオキ

シシチジン（dC）のオキシムスルホネート誘

導体（dC*）は、過去に報告例があるが、そ

の後のウラシルスルホネート体（dU*）への

報告はない。シンプルなケトオキシムからケ

トンへ変換する際の反応試薬を参考に、二価

コバルト（CoII）存在下で過酸化ベンゾイル

（BPO）との反応により、一本鎖 DNA におけ

るC*からU*への選択的な変換とそれに続くU

への変換を導けた（図 1）。 

 

11 塩基配列の一本鎖オリゴヌクレオチド

ODN1C, 5’-d(TAA ACG GAA AT)-3’をヒドロ

キシルアミン存在下でバイサルファイトと

反応させることにより、ODN1C*, 5’-d(TAA 

AC*G GAA AT)-3’を得た。この ODN1C*は、C6

位に対する 2つのジアステレオマー含む。100 

mM の塩化ナトリウムと 1 mM 塩化コバルト

(II)を含有する 5%アセトニトリル 95%カコジ

ル酸バッファー（10 mM、pH 7.0）中で、ODN1C*

（25 M）を用事調整の BPO（250 M）と 40 ºC

で 10 分間反応させた。HPLC プロファイルか

らは、反応がほとんど進行していないように

見えるが、MALDI-TOF MS の結果から、生成物

ODN1U*を確認できた。この ODN1U*は、ODN1C*

と HPLC では分離できなかったが、そのまま

さらに、ODN1U*を 20 mM の水酸化ナトリウム

と 25 ºC で 10 分間反応させた。生成物を HPLC

で分離し、MALDI-TOF MS により、ODN1U であ

ることを確認した。この結果から、CoIIと BPO、

続く水酸化ナトリウムとの反応により、

ODN1C*は、ODN1U*を経由して ODN1U まで変換

できた。一本鎖 DNA 中での BPO を用いた C*

から U*への変換率は、CoIIの存在下で 6倍以

上増加した。HPLC の結果より、C*から Uへの

変換率は非存在下では 9%、1 mM の CoII存在

下では 60%となった。長時間の反応（1時間）

で変換率が増加した。C*と CoII-BPO の反応に

ついて、さらに知見を得るために、ODN1C と

バイサルファイトとの反応の際にメトキシ

ヒドロキシルアミンを添加することにより、

メトキシオキシムを含む ODN1C**を得たのち、

CoII-BPO との反応を調べた。ODN1C*とは対照

的に、ODN1C と ODN1C**は CoII-BPO とは反応

しなかった。このことは、C*のヒドロキシル

基がCoII-BPOとの反応で不可欠な役割を果た

すことを示している。ヌクレオシドに対する

CoIIの UV 滴定により、dC*のときのみ選択的

に CoIIが吸収変化を示し、dC**や他のヌクレ

オシドでは、吸収変化はみられない。CoII に

よって反応が 6倍加速されることと CoIIの滴

定によって吸収変化があることから、CoII は

C*のヒドロキシル基に配位している可能性

が高く、その後 BPO による酸化が CoIIに配位

した C*で起こる。このことは、一本鎖 DNA で

C*から U*への選択的な変換をするというこ

図２ ODN1C*からODN1Uへの変換における

マススペクトルと HPLC プロファイル 

図３ ODN2C*から ODN2U への変換における

マススペクトルと HPLC プロファイル 



 

 

とに対する説明としてもっともらしいと考

えられる。 

次に、Cから Uへの変換を CpG と 5mCpG アイ

ランドを含むモデルオリゴマーを用いて行

った。順に(1)バイサルファイト-ヒドロキシ

ルアミン、(2)CoII-BPO、(3)水酸化ナトリウ

ムと反応させた。7 塩基配列の一本鎖 DNA、

ODN2C, 5’-d(A5mCGACGT)-3’を用い(1)によ

り ODN2C*,5’-d(A5mCGAC*GT)-3’を 2 つのジ

アステレオマーとして得た。それぞれのジア

ステレオマーを(2)と 40 ºC で 1 時間反応さ

せた。それぞれの ODN2C*ジアステレオマーか

ら生成した ODN2U*を MALDI-TOF MS で確認し

た。HPLC 上では、副生成物は見られなかった。

続いて ODN2U*を(3)と反応させることにより、

ODN2U が得られたことを MALDI-TOF MS と酵素

分解によりヌクレオシドを分析することに

より確かめた。ヌクレオシドの成分（2×dG, 

2×dA, 1×dT, 1×dU, 1×5mdC）は、ODN2U

そのものであり、元の ODN2C とは異なること

を確認した。酵素分解により、ODN2C*から

ODN2U までの収率は 81%と算出した。 

前述の(1)～(3)までの反応により、C から

Uまでの変換に成功した。この方法により 5mC

を検出するには、2 つの大きな問題の可能性

がある。1 つめは、ゲノム DNA の融解につい

てであり、1段階目の反応で Cから C*への変

換は非常に穏やかな条件で進行するにもか

かわらず、ゲノム DNA の融解には適さないと

いうことである。2つめは、(2)の反応におけ

るグアニンの酸化損傷である。二重鎖 DNA の

(2)による酸化は 5’-GG-3’の 5’側の G の

位置で HOMO レベルが上がるために起こる。

一本鎖 DNA では、(2)による G の酸化効率が

下がる。G の酸化損傷を決定するために、

ODN1C と(2)の反応で HPLC プロファイルを慎

重に調べたが、明確な生成物は確認できなか

った。ODN1C と(2)の反応後に MALDI-TOF MS

で確認したが、可能性のある酸化物 8-oxo-G

の混在は見られなかった。ODN2U は、ODN2C*

から(2), (3)の反応により 81%生成し、その

後の酵素分解によっても酸化グアニンの存

在は確認できなかった。これらの実験結果か

ら、C*が U*に変換する際の反応においてグア

ニンの酸化は少なくともマイナーな反応で

ある。 

dC*が見つけられてから 30 年経過するが、

一本鎖 DNA 中での C*から U*への変換に初め

て成功し、その後 Uへと至ることを確認した。

C から U への C*を経由する変換は、DNA 中の

すべての Cが変換する間 Gは酸化されない場

合5mCシーケンシングに代わる可能性がある。

C*からU*への変換においてGの酸化損傷の可

能性を防ぐためには、他の条件、試薬の探索

が必要かもしれない。今回見つけた C から U

への変換は、DNA に損傷を与えないより効率

的な変換を可能とする新しい試薬の探索を

促すものと考えられる。 
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