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１． 背景・目的 

本 研 究 で は タ ン パ ク 質 連 結 シ ス テ ム

SpyTag/SpyCatcher を用いて、種々の疾患の目印と

なる複数の修飾塩基を同時に測定する方法を開発

することを目的とした。DNA は A(アデニン)･T(チ

ミン)･C(シトシン)･G(グアニン)の 4 つの塩基によ

って構成されている。このうち、シトシンとグアニ

ンが連続する配列(CpG 配列)中のシトシンは、メチ

ル基転移酵素によってメチル基が付加されてメチ

ルシトシンという修飾塩基に変化する(Fig.1)。 

 

 

 

 

がん細胞は正常細胞に比べ、DNA のメチル化頻

度が低下していることが報告されているため、

DNAのメチル化頻度を測定することはがんの診断

につながる。 

本研究室ではメチル CpG 結合タンパク質

(Methyl-CpG-binding domain: MBD)融合ホタルルシ

フェラーゼ(Firefly luciferase: Fluc)と非メチル CpG

結合タンパク質融合エビルシフェラーゼを構築し

ている。そのうえで、発光タンパク質と蛍光物質間

でエネルギーが移動する生物発光共鳴エネルギー

移動 (Bioluminescence Resonance Energy Transfer: 

BRET)を利用してメチル化頻度と非メチル化頻度

を同時に測定する方法を開発している。 

ヒトゲノム DNA にはメチルシトシン以外にヒ

ドロキシメチルシトシン、メチルアデニン、8-オキ

ソグアニン等の修飾塩基が存在する。これらの修

飾塩基は種々の疾患の目印として利用できるが、

その簡易的な測定法は開発されていない。つまり、

それらの修飾塩基認識タンパク質に発光色の異な

るルシフェラーゼを融合させれば、BRET assay を

用いて複数の修飾塩基を同時に測定できると想定

した。 

そこで、本研究では SpyTag/SpyCatcherを用いて、

修飾塩基認識タンパク質とルシフェラーゼを任意

Fig.1 シトシンのメチル化 



の組合せで連結させ、それを用いて標的修飾塩基

を測定する方法を開発することを目的とした。本

研究では SpyTag/SpyCatcher を用い、モデル系とし

て MBD と Fluc の融合タンパク質を構築し、DNA

のメチル化頻度を測定する方法を開発することを

試みた(Fig.2)。 

 

 

 

 

２．方法 

1. MBD-SpyTag と SpyCatcher-Fluc の生産 

MBD-SpyTag と SpyCatcher-Fluc の配列を有した

プラスミドを構築し、大腸菌 BL21 (DE3)を用いて

MBD-SpyTag と SpyCatcher-Fluc を生産させ、これ

らのタンパク質を精製して SDS-PAGE により解析

した。 

 

2. MBD-SpyTag と SpyCatcher-Fluc の連結解析 

PBS buffer 中で MBD-SpyTag と SpyCatcher-Fluc

を混合し、室温で 1 h 静置することでこれらタン

パク質を連結させた。連結効率は SDS-PAGE によ

り解析した。 

 

3. BRET を利用したメチル化 DNA の測定 

 PBS buffer 中で MBD-SpyTag と SpyCatcher-Fluc

を混合し、室温で 1 h 静置後、濾過により未反応の

MBD-SpyTag を除去した。次に、PBS buffer 中で

DNA と蛍光色素である BOBO-3 を室温で 30 min

反応させた。その後、この反応液に対して MBD-

SpyTag-SpyCatcher-Fluc を加えて室温で 1 min 静置 

後、発光基質となる Picagene を加え、Fluc の発光

エネルギーを受け取った BOBO-3 の蛍光波長を測

定した。 

 

３．結果 

1. MBD-SpyTag と SpyCatcher-Fluc の生産 

SDS-PAGE の結果、目的の位置付近にバンドが

確認されたことから、MBD-SpyTag と SpyCatcher-

Fluc が精製できたことが示された。 

 

2. MBD-SpyTag と SpyCatcher-Fluc の連結解析 

SDS-PAGE の結果、目的の位置付近にバンドが

確認されたことから、MBD-SpyTag と SpyCatcher-

Fluc が連結したことが示された。 

 

3. BRET を利用したメチル化 DNA の測定 

BRET assay の結果、DNA のメチル化頻度依存的

に BRET シグナルが上昇することが示された

(Fig.3)。以上より、MBD-SpyTag-SpyCatcher-Fluc を

用いることで DNA のメチル化頻度を測定できる

ことが示唆された。 

 

４．結論 

 大腸菌を用いて MBD-SpyTag と SpyCatcher-Fluc

を生産できることが示された。また、MBD-SpyTag

と SpyCatcher-Fluc を混合し、室温で 1 時間静置す

ることで、これらが連結することが示された。これ

ら連結産物と BOBO-3 間で生じる BRET 強度を測

定することで、DNA のメチル化頻度を測定できる

ことが示された。つまり、本手法を用いることによ

り、種々の修飾塩基を測定できることが示唆され

た。 

Fig.2 メチル化頻度測定原理 


