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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、様々な疾患に関与するマイクロRNA(miRNA)およびエピジェネティク
スに関与しているアデニンのメチル化酵素の新規測定法を開発した。
本測定法は、申請者が開発した蛍光共鳴エネルギー移動(FRET)のバックグラウンドを大幅に低下させる方法を応
用したものであり、簡便で特異的かつ高感度な測定法である。

研究成果の概要（英文）：In this research subject, a novel assay methods for adenine 
methyltransferase activity and micro RNA (miRNA) were developed. Adenine methylation is occurred in 
DNA and miRNA, and it related to various diseases and epigenetics.
I developed  the method to reduce a background of fluorescence resonance energy transfer (FRET), 
previously. And this method is applied to the assay method of adenine methyltransferase activity. 
The present assay method is very convenient, and specific and high sensitive method.

研究分野： 分析化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
miRNAは、様々な生命現象と関わっており、さらに各種がんや心疾患、ウイルス感染症など、種々の疾患のバイ
オマーカーとしても注目されている。また、miRNA中のアデニンもメチル化されることが報告され、アデニンメ
チル化酵素についても、これら疾患との関連性が注目されている。
現在のアデニンメチル化酵素やmiRNAの検出・測定には、特別な機器や抗体などを使用した煩雑な操作が必要で
ある。本課題で開発した測定法は、これら特別な機器や試薬を必要とせず、非常に簡便な測定法であり、汎用性
の高い新たな解析ツールとなり得ると考える。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

マイクロ RNA (miRNA) は、20〜25 塩基程度の短い RNA であり、生体内において遺伝子
の発現を調節している機能性核酸である。自然界でも、昆虫、植物、動物と広く存在し、細胞の
発生、分化、増殖などの調節に関与している。また、種類も豊富で、ヒトだけでも、2000 種類
以上の miRNA が知られており、今後も、その数は増えると考えられている。このように、miRNA
は、基本的な生命現象と深く関わっていることから、がん、循環器疾患、精神疾患、炎症性疾患
など、様々な病気との関連性も多数報告されている。 

エピジェネティクスは、DNA の塩基配列の変化（変異）なしにゲノム構造を変化させ、遺伝
子発現を調節する制御機構を指す。エピジェネティクスは、胚発生や細胞の分化、老化、X 染色
体の不活性化など様々な生命現象と関連しており、細菌から動物に至るまで広く存在し、生物に
とって重要な制御機構である。エピジェネティクスの分子レベルでの主なメカニズムとして、ク
ロマチンを構成する DNA のメチル化が知られている。真核生物での DNA メチル化は、シトシ
ンのメチル化を中心に研究されてきたが、アデニンもメチル化されることが報告された。また、
miRNA 中のアデニンのメチル化も報告され、がん診断のバイオマーカーとして注目されている。
これら DNA や RNA のメチル化は、それぞれ対応する酵素が触媒しており、この中でも DNA
メチル化酵素は創薬の標的分子としても注目されており、実際に、その阻害剤は抗がん剤として
臨床適用されている。 

以上のように、miRNA およびその質的調節を行うアデニンメチル化酵素は、疾病や生命現
象と深く関わっており、これらの測定法は、治療薬・診断法の開発や生命現象の解明に重要と考
えられる。 

現在の miRNA 解析は、主に、RNA シークエンスやマイクロアレイ、リアルタイム PCR、
質量分析などが使用されている。これらの解析法は、それぞれ利点を有するが、特別な機器や、
煩雑または習熟した操作が必要であり、簡便で安価な測定法が求められている。一方、エピジェ
ネティクスに関係するメチル化酵素の解析は、主にリアルタイム PCR や抗体による発現解析で
あり、この場合、他のタンパク質との複合体形成や翻訳後修飾による酵素活性の変動を知ること
ができない。そのため、生体内での詳細な機能解析には、簡便、特異的、高感度な活性測定法が
必要であるが、要求を満たすような測定法は開発されていない。 
 
 
２．研究の目的 
前述のように、現在使用されている miRNA やアデニンメチル化酵素の解析法は、特別な機器

や煩雑な操作を必要とするなど、汎用性に欠けている。そこで本研究課題では、miRNA やアデ
ニンメチル化酵素の簡便で高感度、かつ特異的な測定法の開発を目的とした。 
本研究課題では、分析化学分野で広く使用されている蛍光共鳴エネルギー移動(FRET)を応用

した測定法の開発を試みた。本研究で使用する FRET は、蛍光基と消光基が接近すると、蛍光
基からの蛍光は消光基に吸収され、蛍光は観察されないが、この接近が解消されると蛍光が観察
されるというものであり、リアルタイム PCR でも利用されている。この FRET は、シグナルノ
イズ比(S/N 比)が低いという問題があったが、申請者は、複数の消光基を導入することでバック
グランドを大幅に低下させ、結果として高い S/N 比を得る方法を開発した。 
 
 
３．研究の方法 
 本研究では、FRET を応用したアデニンメチル化酵素の新規活性測定法および miRNA の特
異的な高感度検出法の開発を試みた。 
（１）アデニンメチル化酵素の新規活性測定法の開発 
基質 DNA は、アデニンメチル化酵素によるメチル化部位と制限酵素切断部位が重なるように

設計している。また、基質の末端は蛍光基と 2 つの消光基を結合させている。この 2 つの消光
基による FRET 効果のため、基質の蛍光は消光されている。この基質がアデニンメチル化酵素
によってメチル化されると、制限酵素で切断できるようになり、蛍光基と消光基が離れる結果、
蛍光を発する。一方、メチル化されていない基質は、制限酵素では切断できない(無蛍光)。つま
り、アデニンメチル化酵素の活性に比例して、制限酵素切断後の蛍光強度は増加するというもの
である。 
（２）miRNA の特異的な高感度検出法の開発 
本検出法のプローブは二本鎖 DNA であり、標的 miRNA と同じ配列を含み、末端は蛍光基と

２つの消光基で標識している。この２つの消光基による FRET 効果のため、プローブの蛍光は
消光されている。このプローブに標的 miRNA がハイブリダイズすると、miRNA/DNA の二本
鎖が形成される。この miRNA/DNA は、RNaseH および S1 ヌクレアーゼにより酵素分解でき
ることから、分解によって蛍光基と消光基が離れ、蛍光を発する。一方、プローブの二本鎖 DNA
は、これらの酵素では分解できない。つまり、miRNA の量に比例して蛍光強度が増加するとい



うものである。 
 
 
４．研究成果 
（１）アデニンメチル化酵素の新規活性測定法の開発 
 アデニンメチル化酵素のモデル酵素として、dam methyltransferase (dam)を使用し、【３．
研究の方法】で述べた方法で dam の活性が測定できるか調べた。まず、基質の長さについて検
討した。塩基数 12 と 18 の 4 種類の一本鎖 DNA を合成し、それらを組みわせた二本鎖 DNA を
調整した。その後、dam によるメチル化の有無によって、制限酵素切断後の蛍光強度がどのよ
うに変化するか調べた。その結果、図１に示すように、すべての組み合わせの二本鎖 DNA にお
いて、メチル化（図１の Enzyme+）されることで制限酵素分解後の蛍光強度の回復が見られた。
このとき、メチル化の有無による蛍光強度比（Enzyme+/ Enzyme-）が最も大きかったのは、塩
基数 12 を組み合わせた DNA であり、これは蛍光基と消光基が最も接近しているため、高い
FRET 効率によるバックグランドの低下が貢献していると考えた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１ FRET 効率における基質の塩基数の影響 
DP12 および AS12 は塩基数 12 の一本鎖 DNA であり、DP18 および AS18 は塩基数 18 の一本
鎖 DNA である。DP と AS の配列は相補的であり、二本鎖を形成できる。 
 
 
 
上記の 12bp の基質 DNA を用いて、dam の活性測定を行った。その結果、図２に示すよう

に、dam の量に比例して、蛍光強度が増加した。また、基質 DNA の配列をシトシンメチル化酵
素で認識できる配列に変更したところ、蛍光強度に変化は見られなかった。このことから、本測
定法は、特異的にアデニンメチル化酵素の活性を測定できることがわかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２ FRET を応用したアデニンメチル化酵素(dam)の活性測定 
基質は、図１の DP-12 と AS-12 を組み合わせた二本鎖 DNA を使用した。 
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（２）miRNA の特異的な高感度検出法の開発 
最初に、miR-96-5p を標的 miRNA、これと相補的な配列を含み末端を蛍光基と消光基で標識

した一本鎖 DNA をプローブとして、標的 miRNA とプローブを混合したときの蛍光強度の変化
を調べた。 
その結果、図３に示すように、標的 miRNA 濃度の増加にともなって、蛍光強度の増加が観察

された。これは、標的 miRNA とプローブが二本鎖を形成することで、蛍光基と消光基が離れた
位置に固定化され FRET が起こりにくくなったため、蛍光が回復したと考えた。次に、標的
miRNA とは異なる配列の RNA（図３の AS）を用いて、同様の実験を行ったところ、蛍光強度
に変化は見られなかった。この結果より、本研究で目的とする検出法は、標的となる miRNA を
特異的に検出できると考えられる。現在、二本鎖 DNA をプローブとして、RNaseH および S1
ヌクレアーゼを用いた検出法の高感度化を試みている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図３ FRET を応用した miRNA の検出 
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