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１. 背景・目的 

 本研究では、DNA メチル化により VEGF G4 構

造の熱安定性を解析することを目的とした。DNA

メチル化とは、ゲノム中の CpG 領域のシトシン塩

基にメチル基が付加する反応であり、プロモータ

ー中の CpG領域がメチル化されるとその遺伝子の

発現は抑制される。 

 一方、グアニン四重鎖(G4)とはグアニンに富ん

だ配列が 4つのグアニン塩基で平面構造を形成し、

それが二つ以上重なり合ってできる核酸の高次構

造である。平面構造内部には陽イオンが存在し、

G4 の安定化能はその陽イオンの種類と濃度に依

存する。イオンの種類と配列により、トポロジーが

変化することが報告されている。つまり、イオンの

種類に依存して G4 のトポロジーが変われば、転写

制御に影響を与えると考えられる。円二色性

(circular dichroism: CD)測定法により、G4 はストラ

ンドの向きによって、parallel 構造、antiparallel 構

造、mix/hybrid 構造が存在する(Fig. 1)。parallel 構

造は 260 nm 付近にポジティブピークを示す。

antiparallel 構造は 240 nm 付近にポジティブピーク

を示す。そして mix/hybrid 構造は 260 nm 付近及び

290 nm 付近にポジティブピークを示すことが報告

されている。 

これまでに VEGF (Vascular Endothelial Growth 

Factor), RET (REarranged during Transfection)遺伝子

領域中の DNA 四重鎖はメチル化されると、定量

PCR の結果は伸長反応が阻害されることが報告さ

れている。つまり、VEGF と RET G4 はメチル化さ

れるとその G4 構造が安定化することが示唆され

た。この時の定量 PCR 溶液には Na+と Mg2+が含ま

れている。そこで、本研究では CD 測定法により、

メチル化 VEGF G4の熱安定性を解析することを目

的とした。 

 

 

2. 方法 

 VEGF G4 形成配列中には 4 つの CpG が含まれ

る(Table)。そこで、それぞれの CpG 領域をメチル

化した DNA 及びすべての CpG をメチル化した

DNA を化学合成した。この DNA を使って、実験

をした。 

Fig.1 CD 測定法による G4 構造解析 



Table 1 VEGF G4 を形成するオリゴヌクレオチド 

5m: メチル化 

 

1. Na+と Mg2+存在下の条件  

50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4), 20 mM NaCl + 2 mM 

MgCl2存在下において、各 DNAサンプルを調製し、

Folding (95°C 3 min, 95°C➡25°C 30 min)をかけた。

その後、25°C から 95°C まで測定温度を上昇させ

ながら、CD スペクトルを測定した。CD 値を用い、

Tm値を算出した。25°C の CD 値を 100%、95°C に

おける CD 値を 0%としてノーマライズし、50%に

あたる温度は Tm値を呼ぶ。 

 

2. Na+存在下の条件  

50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4), 20 mM NaCl 存在

下において、各 DNA サンプルを調製した。その後、

方法１と同様に実験を行った。 

 

3. K+存在下の条件  

50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4), 20 mM KCl 存在

下において、各 DNA サンプルを調製した。その後、

方法１と同様に実験を行った。 

 

3. 結果 

1. Na+と Mg2+存在下の条件  

20 mM NaCl + 2 mM MgCl2存在下で各 DNA の

CD スペクトルの結果は 263 nm にポジティブピー

クを示したことから、parallel 構造を形成するこ

とが示された(Table 2)。また、263 nm の CD 値か

ら Tm値を解析した結果、C11 をメチル化すると

VEGF G4構造の熱安定性が上昇することが示され

た(Table 3)。 

 

Table 2 各イオン条件における VEGF G4 構造形成 

Condition of ion  Topology 

20 mM NaCl + 2 mM MgCl2 parallel 

20 mM NaCl mix/hybrid 

20 mM KCl  parallel 

 

2. Na+存在下の条件  

20 mM NaCl 存在下で各 DNA の CD スペクトル

の結果は 263 nm と 290 nm にポジティブピークを

示したことから、mix/hybrid 構造を形成すること

が示された(Table 2)。290 nm の CD 値から Tm値

を解析した結果、全てのシトシンをメチル化する

と VEGF G4構造の熱安定性が上昇することが示

された。 

 

3. K+存在下の条件  

20 mM KCl 存在下で各 DNA の CD スペクトルの

結果は 263 nm にポジティブピークを示したこと

から、parallel 構造を形成することが示された

(Table 2)。また、263 nm の CD 値から Tm値を解

析した結果、C1 または C11 をメチル化すると

VEGF G4構造の熱安定性が上昇することが示され

た。 

Table 3 Na+と Mg2+存在下の VEGF G4 の Tm値 

Name  Tm±SD (°C) 

Unmethylated  68.1±1.0.8℃ 

Fully methylated  73.8±0.9 

C1 methylated  68.7±1.2 

C6 methylated  69.0±0.4 

C11 methylated  74.0±0.4 

C17 methylated  68.2±0.8 

 

4. 結論 

20 mM NaCl + 2 mM MgCl2存在下において、C11

をメチル化すると VEGF G4構造の熱安定性が上

昇することが示された。20 mM KCl 存在下におい

て、C1 または C11 をメチル化すると VEGF G4構

造の熱安定性が上昇することが示された。 

Name  Sequence (5’ to 3’) 

Unmethylated  CGGGGCGGGCCGGGGGCGGGG 

Fully methylated  5mCGGGG5mCGGGC5mCGGGGG5mCGGGG 

C1 methylated  5mCGGGGCGGGCCGGGGGCGGGG 

C6 methylated  CGGGG5mCGGGCCGGGGGCGGGG 

C11 methylated  CGGGGCGGGC5mCGGGGGCGGGG 

C17 methylated  CGGGGCGGGCCGGGGG5mCGGGG 


