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9. 研究実績の概要

ヒトゲノム中のシトシンのピンポイントなメチル化検出法の開発
　昨年度までに確立した、リアルタイムPCRを用いた2本鎖DNA中のシトシンのピンポイントなメチル化検出法により、ヒトゲノム中の1
塩基のシトシンのメチル化検出を試みた。ヒトゲノムサンプルとしてTakara社製のメチル化/非メチル化ヒトゲノムDNAを用いた。はじ
めに腫瘍抑制遺伝子RB1の部分配列（79mer）を標的DNAとし、メチル化を解析したい特定のシトシンがthree-way junction（TWJ）構造
の分岐点上に位置するように設計したプローブDNAを結合させた。TWJ構造を形成させた標的DNAを亜硫酸水素ナトリウムとアミノオキ
シ化合物で化学修飾した後、リアルタイムPCRを行い未修飾の標的DNA量を定量した結果、分岐点上の塩基がシトシンの場合とメチルシ
トシンの場合で未修飾の標的DNA量に有意な差は見られなかった。そこで、プローブやPCRプライマーの濃度、ゲノムDNAの熱変性の方
法などを変更し、未修飾の標的DNA量に有意な差が生じる条件を検討したが、メチル化／非メチル化を識別できる条件は見いだせなか
った。すなわち、ゲノムDNA中の1塩基のシトシンのメチル化検出は困難であった。
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