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研究成果の概要（和文）：ミスマッチDNA塩基の回転を利用して測定対象DNA中に含まれるシトシンのメチル化状
態を迅速検知する新手法の提案を行い、基礎特性評価及びマイクロデバイス化を行った。従来、抗体を用いるメ
チルシトシン検出法は総量を測定可能であるものの、シーケンス内での位置情報が不明なため利用価値が乏しか
った。そこでミスマッチ塩基の外向き回転を利用した位置選択的な抗体認識と、マイクロデバイス化による迅速
計測に挑戦した。新規SPRチップ（エピジェネティクスチップ）の開発を行い、合成オリゴDNA並びに制限酵素に
よる断片化と組み合わせることにより、小型SPR装置におけるゲノムDNAでのメチル化計測を実現した。

研究成果の概要（英文）：We proposed a new analytical method to detect the methylation state of 
cytosine in DNA utilizing the rotation of mismatched DNA bases, and evaluated properties and 
fabricated a micro-sensing device. Conventionally, although the total amount of methylcytosine can 
be measured with antibody, the utility value is poor due to unknown position information in the DNA 
sequence. We challenged sequence-selective antibody recognition utilizing outward turned mismatched 
bases and rapid measurement by micro-sensing device fabrication. We have developed a novel SPR chip 
(epigenetic chip) to realize methylation assessment of oligo- and genomic- DNAs in a small SPR 
instrument.

研究分野：分析化学

キーワード： エピジェネティクス　マイクロ流路分析　イムノアッセイ

  ２版
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１．研究開始当初の背景 
DNA、特に CpGアイランドに存在するシ
トシンのメチル化による後天的遺伝子発現
の変化（エピジェネティクス）が、ガン、精
神疾患、生活習慣病等の多くの疾患に関与し
ていることが明らかになり、詳細な解析が進
められている。現在、エピジェネティックな
遺伝情報に関するデータベースは構築され
つつあるものの、その医療応用に関してはい
くつかの課題が残る。その１つとして、現場
で誰にでも測定できるような簡便で洗練さ
れたエピゲノム検出法が無いことにある。そ
こで本研究では、ミスマッチ DNA 塩基の回
転を利用して、測定対象 DNA 中に含まれる
シトシンのメチル化状態を迅速検知する新
手法の提案を行い、基礎特性評価及びマイク
ロデバイス化を行った。従来、抗体を用いる
メチルシトシン検出法は総量を測定可能で
あるものの、シーケンス内での位置情報が不
明なため利用価値が乏しかった。そこでミス
マッチ塩基の外向き回転を利用した位置選
択的な抗体認識と、マイクロデバイス化によ
る迅速計測に挑戦した。これにより、
Bisulfite 反応や PCR、電気泳動を必要とし
ない新規メチルシトシン検出法を提案し、さ
らにそのマイクロデバイス化により、世界最
速のシーケンス選択的メチル化 DNA 分析を
目指した。まず、ミスマッチ塩基の外向き回
転を利用したシーケンス選択的メチル／非
メチルシトシン識別が、どの程度の感度・選
択性を有するのか、様々なシーケンスにより
既存 SPR装置（BIACORE）による相互作用
解析を行った。これにより一塩基バルジが最
も高効率に DNA2 本鎖からフリップアウト
していることを見出した。その後、一塩基バ
ルジ形成プローブ DNAを用いて、新規 SPR
チップ（エピジェネティクスチップ）の開発
を行い、合成オリゴ DNA 並びに制限酵素に
よる断片化と組み合わせることにより、小型
SPR装置におけるゲノムDNAでのメチル化
計測を実現した。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、ミスマッチ DNA 塩基の
回転を利用して、測定対象 DNA 中に含まれ
るシトシンのメチル化状態を迅速検知する
新手法の提案、基礎特性評価及びマイクロデ
バイス化を行うことである。従来、抗体を用
いるメチルシトシン検出法は総量を測定可
能であるものの、シーケンス内での位置情報
が不明なため利用価値が乏しかった。本プロ
ジェクトでは、ミスマッチ塩基の外向き回転
を利用した位置選択的な抗体認識と、マイク
ロデバイス化による迅速計測に挑戦する。こ
れにより、Bisulfite 反応や PCR、電気泳動
を必要としない新規メチルシトシン検出法
を提案し、さらにそのマイクロデバイス化に
より、世界最速のシーケンス選択的メチル化
DNA分析を目指す。 

 

３．研究の方法 
１）ミスマッチ塩基の外向き回転を利用し
たシーケンス選択的メチル／非メチルシト
シン識別が、どの程度の感度・選択性を有す
るのか、様々なシーケンスにより既存 SPR 装
置（BIACORE）による相互作用解析を行う。
また、ゲノム DNA への応用を見据え、制限酵
素による断片化とビオチン化プローブDNAに
よる目的配列の回収実験を行う。 
２）最適化されたプローブ DNA を新規 SPR チ
ップ（エピジェネティクスチップ）へ適用す
る。さらに、ナノ構造 SPR チップを用いた検
討を行い、多項目化の検討を行う。 
３）制限酵素による断片化とビオチン化プロ
ーブDNAによる回収法を適用することにより、
エピジェネティクスチップを用いた実サン
プル計測を行い、加えて、従来法との相関に
ついて調査を行う。 
 
４．研究成果 
  本実験に用いたシーケンスを Table1 に
示す。シーケンスはヒト MGMT プロモーター
領域の一部である。先ず、測定対象の ssDNA
と 2本鎖を形成し、かつ、測定対象のメチル
シトシンが一塩基ミスマッチとなるように
設計されたビオチン化ssDNAとハイブリダイ
ゼーションさせる。測定対象となるメチルシ
トシンが、アデニン、チミン、シトシン、脱
塩基部位、バルジ内に配置されるように設計
されている。その後、アビジンを固定化した
マイクロタイタープレート、および、表面プ
ラズモン共鳴センサ上に 2本鎖 DNAを回収し、
この 2本鎖 DNAへの抗体の結合量や結合速度
を測定した。 
 
 
Table 1 Upper; Sequence of a part of human 
MGMT promoter region. Bottom; Probe DNA 
sequence to form a duplex with and without 
mismatch region at a target methylcytosine. 
 
 

 
 
図２にメチルシトシンのミスマッチを有
する各種濃度の 2本鎖 DNAへの抗体結合量を
調べた結果を示す。メチルシトシンがグアニ
ンとペアを形成している場合（Fullmatch）
では、メチルシトシンは 2本鎖の内側を向い
ており嵩高い抗体には全く認識されない。し
かしながら、ミスマッチの場合には、抗体が
結合していることがわかる。ミスマッチのメ
チルシトシンはグアニンと水素結合をして
いないため、2 本鎖 DNA の外を向いている時
間を有しているためと考えている。さらに、
その結合量はミスマッチの状態により大き
く異なり、バルジ内に配置させた場合に、最
も抗体の結合量が多かった。これは、各種ミ
スマッチの中でも、バルジ内に配置すること
によりメチルシトシンの隣接塩基同士での



πスタッキング効果により、メチルシトシン
が 2本鎖 DNAの外に飛び出すためと考えられ
る。このようなメチルシトシンの飛び出し構
造は、表面プラズモン共鳴センサによるカイ
ネティクス解析結果や融解温度曲線からも
示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig.2 Variations in amount of bound antibody to 
DNA duplex including mismatch methylcytosine. 
 
図 3 にミスマッチ塩基を有する DNA2 本鎖
の融解温度曲線と Tm 値を示す。様々な 1 塩
基ミスマッチの中ではバルジ構造が最も熱
的に安定であった。これは、上述したように
メチルシトシンの隣接塩基同士でのπスタ
ッキング効果を示している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig.3 Melting curves of DNA duplexes with 

and without mismatch methylcytosine. 
 
 
バルジ特異的免疫認識により、2つの金薄膜
を有するマイクロチャネルというシンプル
な設計でシーケンス特異的な免疫測定が可
能である（図４）。 マイクロチップ（18×
18mm）は、20μmの深さの流路を有する PDMS
と、SPR 測定のための厚さ 50nm の金薄膜を有
する BK7 ガラスプレートで構築した。 金フ
ィルムの1つをストレプトアビジンで修飾し、
ビオチン化 DNA 二本鎖をトラップした。 も
う一方はカルボキシデカンチオールで修飾
されており、非特異的吸収をモニターするた
めのリファレンスとして使用した。 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 4 Photographs of a) a microchip for 
assessing the DNA methylation, and b) hand-held 
SPR equipment. c) Schematic of antibody 
binding with target methylcytosine in a DNA 
bulge region. 
 
図５は測定手順の概略図である。先ず、ま
ず制限酵素を用いてゲノムDNAを断片化した
後、ビオチン化プローブ DNA を混合した。次
に、混合液を加熱し、室温まで冷却してプロ
ーブとハイブリダイズさせることでバルジ
領域を形成させた。この混合液をシリンジポ
ンプで2μL/分の流速で30分間マイクロチッ
プに注入し、ビオチン化二本鎖がストレプト
アビジン表面に蓄積するようにした。 DNA 二
重鎖の蓄積が完了した後、我々は SPR 角を測
定を開始し、抗メチルシトシン抗体を 15 分
間注入し、抗体と二重鎖との間の免疫反応に
起因する SPR 角のシフト量を測定した。 SPR
システムは、幅 15cm、深さ 7cm、高さ 10cm、
重量約 740g と軽量小型である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 5 Schematic procedure for pretreatment 
and measurement of sequence-selective 
immunochemical epigenetic analysis on a 
micro-chip. a) Fragmentation by restriction 
enzyme b) Mixing with a biotinylated 
bulge-inducing probe DNA. The probe has a 
complementary sequence to hybridize with the 



fragmented sequence of interest, however it lacks 
guanine paired with the target cytosine. 3) Heat 
denaturation at 95°C for 5 min followed by 
cooling to room temperature. 4) Injection of the 
mixture solution into a microchip for 30 min, and 
anti-methylcytosine antibody for 15 min. 
 
次にメチル化および非メチル化ゲノムラ
ムダ DNA の検量線を得た。ゲノム DNA をメチ
ル化非感受性制限酵素（AluI）で断片化し、
次いでビオチン化プローブ DNA と混合して、
標的シトシンに一塩基バルジを形成し、断片
化標的配列とハイブリダイズさせた。図６
（a）は、マイクロチップを用いたメチル化
および非メチル化ラムダDNAの検量線を示し
ている。 SPR 角は、メチル化 DNA の濃度が増
加するにつれて増加した。図６（a）のメチ
ル化 DNA の検量線の相対標準偏差（RSD）は、
6.3％（1pM）および 6.9％（10pM）であった。
対照的に、非メチル化 DNA についてはほとん
ど増加がなかった。ラムダゲノム DNA の検出
限界は約 0.1pM（0.19ng）であり、これはオ
リゴ DNA の検出限界と同じである。ビオチン
化プローブ DNAが断片化されたゲノム DNAか
らの標的配列と十分にハイブリダイズし、標
的シトシンに意図されたバルジが形成され
ることを示している。また、以下のようにマ
イクロチップを用いて標的シトシンにおけ
るメチル化率を推定することができる。メチ
ル化および非メチル化ラムダDNAを混合して、
0,25,50,75および 100％のメチルシトシンを
含むモデル DNA を形成した。 DNA 中の標的
シトシンのメチル化率は、COBRA による従来
の部位特異的メチル化分析から確認した。図
６（b）に示すように、ラムダ DNA 中の標的
シトシンのメチル化率と SPR シグナル（r2 = 
0.9942）との間に高い相関が得られた。 
 このように本申請課題では、当初の目標通
りゲノムDNAのメチル化率を正確に計測可能
であることを示すことができた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 6. a) Calibration curves for methylated 
and unmethylated lambda DNAs. b) Results of a 
methylation ratio assessment of a target cytosine 
from genomic DNA. Methylated and 
unmethylated lambda DNAs were mixed to form 
a model DNA. 
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