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研究成果の概要（和文）：染色体上で標的DNAと塩基特異的なメチル化シトシンに結合するICONプローブとを結合させ
、強固な化学結合により固定化する。その後、このICONプローブをもとに染色体上でPCR反応を進展させ(いわゆるPRIN
S法)、標式核酸をこのDNA合性、進展過程でとりこませ、組織化学的に検出することにより、染色体や細胞、組織構築
を保ったままin situで特異的な塩基配列のメチル化シトシンの有無を検出する方法の基礎的データを収集できた。マ
ウス精巣や培養細胞を用いた系で条件設定を行い、単一遺伝子での塩基配列特異的なメチル化シトシンの検出ができる
ようになった。現在、安定した増幅方法について追加検討中である。

研究成果の概要（英文）：By making a ICON probe which specifically bound to methylated cytosine on chromoso
mal DNA in a sequence specific manner, a strong chemical cross-linking was made by osmium reaction. By so-
called PRINS method, a DNA elongation reaction was established using bounded ICON probe on the specific ch
romosome. Modified nucleotides were incorporated during this elongation stem and visualized by a conventio
nal histochemical techniques. By this easy, methyalation status of specific chromosome or DNA sequence cou
ld be visualized. So far we gathered a lot of basic and fundamental data. We are now currently trying to v
isualize a single-copy gene during spermatogenesis in mouse testis, and updating our protocol for more sta
ble and reliable one.
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１．研究開始当初の背景 
メチル化シトシンの検出は、1)同じ塩基配列
を認識する制限酵素でメチル化感受性、非感
受性の酵素を用いて、DNA の切断パターン
をサザン法で比較する解析法と、2) sodium 
bisulfite処理により塩基単位でメチル化シト
シンを検出する sodium bisulfite mapping
解析の 2法に大別される。現在用いられてい
るその他のメチル化シトシン解析法は、この
2 法を一部改変したものである。一方、組織
形態学的観点からメチル化シトシンを解析
する試みもなされてきた。それらは、1)私ど
もが主として開発・改良したアガロースビー
ズ法 (Lab Invest 2000, J Bone Miner Res 
2002, Cancer Science 2003, Oncogene 2005, 
Histochem cell Biol, 2006, Int J Cancer, 
2009)により、顕微鏡下で組織切片より
microdissection 法にて採取した微量検体か
ら、直接、メチル化シトシンを検出する方法
と、2) 組織切片上でメチル化感受性・非感受
性制限酵素処理を行い、その切断部位をさら
に末端標式することにより細胞、組織構築を
保ったまま検出する方法である (T. Koji, 
Histochem Cell Biol, 2008) 。 前 者 の
microdissectionを用いる方法は、採取部位以
外の情報が得られない上、解析に 20-30個以
上の細胞数が必要なため、単一細胞のメチル
化検出は現時点では不可能である。一方、後
者は、特定の塩基配列ではなく CCGG 部位
のメチル化率を評価しているにすぎない。申
請者等は、メチル化シトシンを研究対象とし
た分子生物学的研究に加え、病理組織標本を
用いた in situ DNA-RNA分子雑種法の改良
を重ね (Histochem Cell Biol 1989, 1999, 
2002, 2003, 2004, Acta Histochem 
Cytochem 1998, 2000, 2002)、転写早期の核
内 mRNA を電子顕微鏡レベルで検出するこ
とにも成功した(J Structural Biol 2006) 。
本申請課題では、これらの方法論の開発経験
にもとづいて、遺伝子の特定部位に存在する
メチル化シトシンを、in situで特異的に検出
する、新たな病理形態学的診断法の開発を行
うものである。 
２．研究の目的 
単一の受精卵に由来しながら、神経細胞から
皮膚に至る多様な分化を制御しているエピ
ジェネティクス制御機構は、iPS 細胞による
再生医療、分子標的治療をはじめとするポス
トゲノム研究の最重要課題の一つである。メ
チル化シトシンは、エピジェネティクス制御
機構の主体をなす DNA 修飾であり、細胞・
組織分化や腫瘍発生・進展に重要である。本
研究は、遺伝子の特定部位、特に調節遺伝子
promoter領域に存在する CpG-islandや、ゲ
ノム刷り込み現象に関与する部位のメチル
化シトシンを、細胞や組織の形態を保ったま
ま in situ で検出する組織化学的手法を世界
に先駆けて開発することを目指したもので
ある。特定塩基配列のメチル化シトシンを認
識する ICONプローブと組織切片・染色体上

での常温 Loop-Mediated Isothermal DNA 
Amplification, LAMP法との併用による新た
な病理診断手法により、腫瘍をはじめとする
種々の病態発生に関与するエピジェネティ
クス変化を最も早期に検出できる検査法の
開発を当該研究の目標としている。 
３．研究の方法 
当該研究の前半期で、標的のメチル化シトシ
ンに対してオスミウム錯体を形成し、標的
DNA との間にクロスリンク体を生成する
ICON プローブを中心にメチル化部位特異的
なプライマー作成と、組織切片・染色体上で
の常温DNA増幅法(LAMP法)の条件最適化を重
点的に行い、後半期には単一遺伝子での検出
と病理診断への応用研究を行う。 
４．研究成果 
「形態学に即したエピジェネティクス研
究」は、申請者等が独自に開発した
microdissection 検体のアガロースビーズ法
を中心とした研究手法により開かれた研究
分野であり、当該研究はそれを更に一歩推
し進めるものである。特に、顕微鏡的に認
識される「特定の形態学的変化を示す病変
部分」における遺伝子発現制御の解析を、
細胞・組織構造を保ったまま行うことを目
標としており、従来の組織化学的手法では
解析不可能であった遺伝子発現調節、とく
に非 CpG-island を含めた多様な DNA メチ
ル化を中心としたエピジェネティクス制御
機構を形態学的研究へと広く展開させ、さ
らに再生医学や悪性腫瘍に対する治療戦略
に発展する可能性を持つ、分野横断的で、
きわめて独創的な手技の開発を進めること
が出来た。 
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