
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 

 

平成 24年 5月 8日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

研究成果の概要（和文）： 

メチル化 DNA の検出方法の開発を目的として、メチルシトシンを特異的に認識する人工

蛋白質・ペプチドの開発を行った。亜鉛フィンガー蛋白質を基本骨格として、分子モデリング

計算からメチルシトシンとの相互作用を検討し、リン酸化チロシンを有する人工亜鉛フィンガ

ーペプチドを得た。NMR 測定およびゲルシフトアッセイから人工亜鉛フィンガーペプチドの

構造とメチル化 DNA認識能を評価した。人工亜鉛フィンガーペプチドを蛍光分子でラベルし、

蛍光偏光測定を用いて二本鎖 DNAのメチル化検出を行った。 

 

研究成果の概要（英文）： 

To develop a new detection method of methylated DNA, an artificial protein/peptide 

has been developed that bind preferentially to a methylcytosine rather than the 

unmethylated counterpart. Based on molecular modeling calculation of interaction 

between a methylcytosine and zinc finger proteins, the novel artificial peptide containing 

phosphotyrosine has been synthesized. Structure of the peptide and binding ability toward 

methylated DNA was evaluated by NMR and gel mobility shift assay, respectively. 

Detection of methylation in duplex DNA was examined by fluorescent anisotropy using the 

fluorescent-labeled artificial peptide. 
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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多く存在し、塩

基配列の変化を伴わずに遺伝子機能を制御
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するエピジェネティクス機構であり、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。従って、

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、重要性が高い。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を用いた方法が広

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の

デピリミジネーションとこれに続く鎖切断

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など、何れの方法にも課

題が残されている。 

これに対して研究代表者らは既に、オスミ

ウム 6価イオンが一本鎖あるいはバルジ構造

のメチルシトシンと特異的に錯体形成し酸

化することを見出し、メチルシトシン検出

( interstrand complexes formed by osmium 

and nucleic acids: ICON ) 法として報告し

てきた（図 1）。 

ICON 法は比較的穏和な反応条件を用い

るため従来法の問題点を解決する有望な方

法ではあるが、オスミウムの高い毒性のため、

取り扱いが容易ではない。さらに ICON法は

亜硫酸水素塩法と同様に一本鎖 DNA がター

ゲットであるため、標的 DNA を一本鎖に解

離する煩雑性がある。従って、安全性が高く、

穏和な条件で二本鎖 DNA のメチル化をその

まま簡便に検出する新規手法の開発はエピ

ジェネティック研究において重要と考えら

れる。さらに、今後はエピジェネティクス解

析や診断の次のステップとして、解析手法の

開発のみならず、メチル化 DNA の可視化、

エピジェネティクス機構の解明や制御に関

する重要性も高まると考えられる。 

 

２． 研究の目的 

上記の課題を鑑み、穏和な条件で二本鎖

DNA のメチル化をそのまま簡便に検出する

ために、本研究は人工蛋白質を用いたメチル

化二本鎖 DNA の可視化技術の開発を行う。

亜鉛フィンガー蛋白質を基本骨格として二

本鎖 DNA におけるメチルシトシンを特異的

に認識する人工蛋白質を作製する。ラベルを

導入した人工蛋白質を用いて、DNA メチル

化の可視化・検出を目指す。 

 

３．研究の方法 

二本鎖 DNA をターゲットとした新規メ

チル化検出・可視化技術として、本研究は

DNA 結合蛋白質、特に亜鉛フィンガー蛋白

質に着目した。亜鉛フィンガー蛋白質は、二

本鎖 DNAを認識し、DNAとの複合体の構造

もよく解明されている上、研究代表者を含む

複数の研究者によって種々の人工亜鉛フィ

ンガー蛋白質が開発・利用されている点から

も、本研究課題の有用な基本骨格と成り得る。

CpG 配列のシトシンと結合するアミノ酸残

基をメチルシトシン認識基に変換するため、

メチルシトシンとの相互作用（疎水性相互作

用、CH-π相互作用、分子のパッキングなど）

を計算化学的手法を用いて検討する。得られ

た人工蛋白質を蛍光色素やナノ粒子でラベ

ルし、蛍光偏光法などから検出・定量方法の

開発を行う。短時間で省力的かつ簡便な検

出・可視化方法を目指して、in situ 検出法

の検討を行う。 

 

４．研究成果 

（１）メチルシトシンを認識する人工蛋白

質・ペプチドの設計 

メチルシトシンのメチル基は DNA のメ

ジャーグルーブに位置することが知られて

いる。亜鉛フィンガー蛋白質は、各亜鉛フィ

ンガーモチーフが直列に連結した転写因子

であり、DNA のメジャーグルーブ側に配列

特異的に結合する。その結合様式は特定のア

ミノ酸残基が特定の DNA 塩基と 1:1 で相互

作用しており、CpG 配列におけるシトシン認

識残基も見積もられている。ヒト転写因子

Sp1は亜鉛フィンガーモチーフを有し、メチ

ル化修飾を受ける CpG のシトシンに配列特

異的に結合する（図 2）が、メチル化の有無

に関わらず全く同様に結合し、DNA メチル

化を区別することができない。従って、まず

は亜鉛フィンガー蛋白質にメチルシトシン

認識能を付与する必要がある。 

シトシンのメチル化を認識するために、メ

チルシトシンと相互作用するアミノ酸残基

 

 

 図 1. ICON法 (Interstrand Complexes formed by 

Osmium and Nucleic acids) 



 

 

の分子設計を分子モデリング計算を用いて

行った。CH-π 相互作用によるメチルシトシ

ンとの相互作用を狙って、アミノ酸側鎖に芳

香環を導入した。さらに芳香環の配向固定や

パッキング、周辺残基や標的 DNA との相互

作用の向上を狙って、芳香環側鎖への置換基

導入も検討した結果、グルタミン酸をリン酸

化チロシンに置換した亜鉛フィンガーがメ

チル化 DNA を特異的に認識することを見出

した。分子モデリング計算からは、メチルシ

トシンとリン酸化チロシン芳香環との CH-π

相互作用、パッキング、リン酸化チロシン-

近接アミノ酸残基-DNA 間の水素結合ネット

ワーク形成によって複合体の構造が安定化

されていることが示唆された。 

 

（２）人工亜鉛フィンガーペプチドとメチル

化 DNAとの親和性の評価 

分子設計の結果を基に 59 残基からなる人

工亜鉛フィンガーペプチドを Fmoc 固相合成

法で作製した。この亜鉛フィンガーペプチド

とメチル化 DNA との親和性をゲルシフトア

ッセイを用いて評価した。ニトロ基、水酸基、

スルホン酸等、種々の置換基を導入した芳香

環側鎖を有するアミノ酸のうち、リン酸化チ

ロシンがメチルシトシンを含む DNA に対し

て最も高い親和性を示し、メチル化 DNA を

特異的に認識するペプチドを得た。 

 

（３）人工亜鉛フィンガーペプチドの構造 

リン酸化チロシンを有する亜鉛フィンガ

ーペプチドがメチル化 DNA に対して最も高

い親和性を示した理由について、31
P-NMR 測

定からリン酸化チロシンと近接アミノ酸残

基との水素結合による芳香環側鎖の配向固

定が示唆された。さらに、芳香環側鎖の配向

が DNA との複合体形成にも関与しているこ

とも示唆され、これらの結果は分子モデリン

グ計算の結果と非常に良い一致を示した。 

 

（４）メチル化認識配列の多様化 

メチル化認識配列の多様化を目指して、

前年度にモデリング計算から得た亜鉛フィ

ンガー-DNA複合体の構造を基に、-ヘリッ

クス領域のアミノ酸残基を改変したペプチ

ドを作製した。メチル化 DNA の認識能をゲ

ルシフトアッセイを用いて評価した結果、ア

ミノ酸改変前の標的配列とは結合せず、異な

る標的配列に対して十分なメチル化認識能

を示した。本手法を用いることにより、多様

なメチル化配列を標的とした配列特異的メ

チル化 DNA検出が期待できる。 

 

（５）メチル化 DNA検出法の開発 

迅速かつ簡便なメチル化 DNA 検出法の

開発を目指して、メチル化配列を有するゲノ

ム DNA を用いて蛍光偏光測定を行った。コ

ントロールにはゲノム DNA を脱メチル化処

理した非メチル化 DNA 使用した。蛍光ラベ

ルしたペプチドにゲノム DNA を添加すると、

DNA の増加に伴い蛍光異方性が大きく増大

した。一方、非メチル化 DNA では蛍光異方

性の変化は認められなかった。プラスミド

DNAを用いた実験でも同様の結果が得られ、

蛍光異方性の増大量はメチル化配列の含有

数に依存した。 

従来法では何れの方法においてもメチル

化の検出には数時間から数十時間を要する

のに対し、本研究はサンプル DNA に人工亜

鉛フィンガーペプチドを添加した後、10分間

で測定可能である。さらに、サンプルの前処

理や後処理も不要であり、本研究の人工亜鉛

フィンガーペプチドを用いることにより、

“mix-and-read”の簡便な検出方法の開発に

成功した。 

 

本研究から得られる成果はエピジェネテ

ィクス解析、エピジェネティクス制御などの

研究分野へ多くの貢献が期待できる。 
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図 2. 亜鉛フィンガーと DNAの結合様式 
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