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研究成果の概要（和文）：生体内のタンパク質を構成するアミノ酸、DNA、RNAを構成するアデニンなどの核酸塩
基はメチル化などの化学修飾反応を受けます。こうした化学修飾は重要な生理機能を制御し、その異常は疾患の
要因になります。そのため、化学修飾の詳細を明らかにすることは基礎研究、医療のいずれにおいても重要とな
ります。本研究では、化学修飾、特にアデニンのメチル化とリシン残基のモノメチル化のぞれぞれを簡便かつ安
価に検出する手法を開発しました。

研究成果の概要（英文）：In living organisms, amino acids and nucleobases could be chemically 
modified such as methylation, and those chemical modifications could not only regulate physiological
 functions, but also be incriminated as the cause of several diseases. So those selective and 
sensitive detection methods are extremely useful. In this research, novel methods for methylation of
 adenine nucleotide and monomethylation of lysine residue, respectively, based on chemical reactions
 have been developed.

研究分野： ケミカルバイオロジー

キーワード： エピジェネティクス　エピトランスクリプトーム　蛍光　生体内有機化学反応

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
生体内のアミノ酸、核酸塩基に対する化学修飾を選択的に検出する手法は基礎研究の発展を通じた学術的な意義
だけでなく、新たな治療法の構築などによる社会的な意義も極めて大きいです。本研究では有機化学反応を利用
するという独自の戦略に基づき、安価かつ簡便な検出法の開発に成功しました。開発した方法は医療、創薬など
で有用となる重要な研究成果です。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

核酸塩基を基に構築される DNA、RNA、アミノ酸からなるタンパク質は様々な化学的な修飾
反応を受ける。例えば、DNA上の特定のシトシンはメチル化などの修飾が起こる（図１）。DNA

と複合体を形成するヒストンタンパク質のリシン残基は、アセチル化、メチル化などの修飾反応
が起こり、転写を制御する機構の一つとなっている。これらは、遺伝子の変異を伴わない発現制
御機構であるエピジェティクスの分子
的な基盤にもなっている。さらに RNA

の核酸塩基に対するメチル化は、タンパ
ク質への翻訳の制御や、tRNAなどの非
翻訳性 RNAの機能にも関与しており、
これらの解析を行うエピトランスクリ
プトームと呼ばれる研究分野が近年注
目を集めている。こうした分野の生物学
研究、修飾反応を制御する酵素を標的と
した創薬、疾患診断のマーカーとして用
いる医療などにおいて、修飾された核
酸、アミノ酸の検出法は必須となる。 

 

２．研究の目的 

修飾された核酸、アミノ酸の検出では、質量分析、各々に選択的な抗体などを基にした検出法
が開発され、利用されてきたが、問題点も指摘されている。例えば抗体を用いる手法には、抗体
の質による測定結果の変動や、高価であること、煩雑な操作が必要であるなどの問題がある。ま
た、修飾核酸塩基、修飾アミノ酸は、修飾反応を担う”writer”となる酵素と、脱修飾反応を担
う”eraser”となる酵素活性のバランスによって変動しやすいことに加え、生理的な条件下での不
安定な修飾核酸塩基もある。そのため、操作が簡便かつ安価であることに加え、生きた細胞、組
織、個体での修飾核酸塩基、アミノ酸のリアルタイムな解析を可能とする手法が強く求められて
いる。そこで、本研究ではこうした手法の構築を目指す。 

 

３．研究の方法 

本研究ではまず、修飾核酸塩基、修飾アミノ酸と選択的に結合を形成する有機化学反応を見出
す。見出した反応を利用して、修飾核酸塩基、修飾アミノ酸を簡便に検出する実験系の構築を行
う。例えば、結合反応を起こす分子団を蛍光物質の適切な部位に導入することによって、反応前
後で蛍光特性が変化することにより、修飾核酸塩基、修飾アミノ酸をリアルタイムに検出可能な
蛍光センサーなどの開発を行う。 

 

４．研究成果 

 本研究で得られた成果の概要を以下に記す。 

(1) N1-メチルアデニンを検出する蛍光センサーの開発 

核酸塩基に対する修飾反応としてはシトシンに対するメチル化が最も古くから研究されてい
るが、DNA、RNA上のアデニンに対してもメチル化が起こり、様々な生理機能に関与している
ことが示唆されている（図１）。例えば、RNA上の N6位のメチル化は、体内時計に関わること
などが報告されている。一方、N1位に対するメチル化に関しては不明な点が多く、タンパク質-

RNA 間の相互作用による転写制御や、tRNA の安定化などの非翻訳性 RNA を介した生理機能
が示唆されているのみである。こうした要因の一つは、信頼がおける選択的な検出法が開発され
ていないことである。例えば、N1-メチルアデニンに対する抗体は、N6-メチルアデニンとの選択
性が不十分であるという指摘がある。さらに、化学的な安定性の低さが、細胞を溶解させた後の
質量分析などの解析で問題となる。そこで本研究ではまず、こうした問題を解決した新たな手法
を開発するために、生理的条件下で N1-メチルアデニンと選択的に結合を形成する有機化学反応
の探索を行った。 

N1-メチルアデニンは、N1 位のメチル化により C2 位の求電子性が向上している。そのため、
アルカリ性水溶液中では、水酸化物イオンが C2 位を攻撃し、N6-メチルアデノシンが生成する
ディムロス反応が起こることが報告されている（図 2a）。この反応は従来、N1-メチルアデノシ
ンの不安定性の要因となる「問題」とされてきたが本反応を逆に利用することにより、選択的な
結合反応が開発できると考えられた。そこで様々な求核性の反応団で検討した結果、脂肪族の一
級アミノ基を有する化合物が、図 2bに示す反応を起こすことを見いだした。続いて、本反応を
蛍光センサーへと応用するために、蛍光物質であるクマリンの様々な置換位置にアミノメチレ
ン基を導入した化合物群を合成し、N1-メチルアデニンとの反応前後での蛍光特性の変化を解析
した（図 2c）。その結果、反応後に蛍光強度が大きく増大する、もしくは減少する蛍光センサー
を得ることに成功した。得られたセンサーは、特定の塩基配列を認識するヌクレオチド鎖に導入

図 1 修飾核酸塩基の例 
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【１ 研究目的、研究方法など（つづき）】 

することにより部位特異的な修飾反応を検出する手法になりえる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２ N1-メチルアデニンを検出する蛍光センサーの開発 

 

(2) ヒストンメチル化酵素 Set7/9 の活性を蛍光変化により検出する実験系の構築 

 エピジェネティクス機構の一つであるヒストンタンパク質の、特定のリシン残基側鎖アミノ
基へのメチル化は遺伝子の転写の制御を通じて、様々な生理機能、疾患に関与する。例えば、ヒ
ストンメチル化酵素の一つである Set7/9 はヒストンタンパク質 H3 の 4 番目のリシン残基
（H3K4）をモノメチル化し、特定の遺伝子の転写を活性化している。さらに、Set7/9 はヒスト
ン以外のタンパク質もメチル化し、多様な生理作用に関与することが示唆されている。我々はこ
れまで、乳がんに対する治療薬の開発を目的に、Set7/9 阻害剤の開発を行ってきたが 1-3、その
開発においてより簡便かつ高感度な検出系が必要であることが明らかとなっていた。そこで本
研究では、有機化学反応を利用して簡便か
つ高感度に Set7/9 活性を蛍光変化によっ
て検出する実験系の構築を行った。これま
での研究において我々は、モノメチル化リ
シンに対してある程度の選択性で芳香族
求核置換反応（SNAr 反応）が起こり、結
合を形成する分子団 1 を見出していた
４。この反応を蛍光による検出法へと展開
するために、1 にリンカーを介して蛍光
物質を導入した分子を新たに合成した。合
成した蛍光分子と、ビオチン化した H3の
ペプチドおよびアビジンコートをした磁
気ビーズとを用いることによって、Set7/9

活性を磁気ビーズに付着した蛍光物質由
来の蛍光強度の増大によって検出する実
験系の構築に成功した。 
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図３ モノメチル化リシンと結合を形成する反応 
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