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(57) 要約： 本発 明は、従来のバイサ ル フアイ ト法 と比較 して、非 メチル化 シ トシンか らゥラシルへの変換
率が高 い新 たなバイサル フアイ ト反応 による、一本鎖 DNA 中の非 メチル化 シ トシンをゥラシル に変換 す る
方法 、非 メチル化 シ トシンが ゥラシル に変換 され た一本鎖 DNA の増幅方法 、一本鎖 DNA の メチル化 シ トシ
ンの検 出方法の提供 を課題 とす る。 本発 明 は、 「 （1 ) —本鎖 DNA を、一般式 [ 1 ] ~ [ 8 ] で示 され
る化合物の少な くとも 1 種 の存在下でバイサル フアイ ト反応 に付 す ことを特徴 とす る、前記一本鎖 DNA 中
の非 メチル化 シ トシンをゥラシル に変換す る方法 、 （2 ) ( 1 ) の バ イサル ファイ ト反応の後 、更 に PCR
反応 に付す 、非 メチル化 シ トシ ンが ゥラシル に変換 され た一本鎖 DNA の増幅方法 、 （3 ) ( 2 ) で増 幅
され た一本鎖 DNA を塩基配列解析 に付す、前記一本鎖 DNA 中の メチル化 シ トシンの検 出方法」 に関す る。



明 細 書

発明の名称 ：

バイサル フアイ ト反応を利用 したメチル化シ トシンの検 出方法

技術分野

[0001 ] 本発明は、新規なバイサル ファイ ト反応 による、一本鎖 DNA中の非 メチル化

シ 卜シンをゥラシル に変換する方法、非 メチル化シ 卜シンがゥラシル に変換

された一本鎖 DNAの増幅方法、一本鎖 DNAのメチル化シ 卜シンの検 出方法 に関

する。

背景技術

[0002] 生体 内におけるゲ ノムDNAのメチル化は、 mRNA発現 を抑制するために起 こる

ことが知 られている。更に、ゲ ノム上のメチル化のパ ター ンの差異が、発生

、分化、癌等の疾患に関係することも報告されてお り、ゲ ノムDNAのメチル化

を解析することは、病気の原因解明や予防、医薬品の開発、再生医療の研究

等 において重要な役割 を持 っている。

—方、 DNA塩基配列中のメチル化シ 卜シンを測定する方法 と しては、 メチル

化感受性の制限酵素 による切断片を比較する方法、バイサル ファイ ト法、met

hy Lat i on—spec i f i c PCR法、高速液体 クロマ トグラフィー （HPLC) を用いる

方法等が知 られている。 その中でもバイサル ファイ ト法は、低 コス トで且つ

ハイスル一プッ 卜への応用もで き、 シークェ ンシングゃスク リーニ ングに有

効であるため、一般的な方法 と して普及 して きている。

発明の開示

発明が解決 しょうとする課題

[0003] 従来のバイサル ファイ ト法は、非 メチル化シ 卜シンか らゥラシルへの変換

率が高 くないため、 メチル化シ 卜シンの検 出精度が低 い等の問題 を有 してい

た。 そのため、現在、非 メチル化シ 卜シンか らゥラシルへの変換効率が高い

バイサル フアイ 卜法の開発が望 まれていた。

本発明は、従来のバイサル ファイ ト法 と比較 して、非 メチル化シ 卜シンか



らゥラシルへの変換率が高い新たなバイサル フアイ 卜反応 による、一本鎖 DNA

中の非 メチル化シ 卜シンをゥラシル に変換する方法、非 メチル化シ 卜シンが

ゥラシル に変換 された一本鎖 DNAの増幅方法、一本鎖 DNAのメチル化シ 卜シン

の検 出方法の提供 を課題 とする。

課題を解決するための手段

本発明者 らは、上記状況 に鑑み、精度の高いバイサル ファイ ト法 を開発す

るために鋭意研究 した結果、バイサル ファイ ト反応時に、下記一般式 [ 1 ]

~ [ 8 ] で示 される化合物か ら選ばれる少な くとも 1 種 を共存 させることに

よ り、非 メチル化シ 卜シンを効率 よ くゥラシル に変換で きることを見出 し、

本発明を完成するに至 った ；

下記一般式 [ 1 ] で示 される化合物

(式中、も~ もは、 それぞれ独立 して、水素又は炭素数 1 ~ 6 のアルキル基 を

表 し、 n は 1 ~ 3 の整数 を表す）、

下記一般式 [ 2 ] で示 される化合物

(式中、 Yは、炭素原子、酸素原子又は窒素原子を表 し、 R7~ R12は、 それぞれ

独立 して水素原子、又は炭素数 1 ~ 6 のアルキル基 を表 し、 kは 0 ~ 2の整数 を

表すが、 Yが酸素原子の場合は 0を、 Yが窒素原子の場合は 1 を、 Yが炭素原子

の場合は 2 を表す。）



下記一般式 [ 3 ] で示 される化合物

(式中、 R13 ~ R15は、 それぞれ独立 して水素原子、又は炭素数 1 ~ 6 のアルキ

ル基 を表す）、

下記一般式 [ 4 ] で示 される化合物

(式中、 R17及び R19は、 それぞれ独立 して水素原子、 アミノ基又は炭素数 1 ~

6 のアルキル基 を表 し、 R16、 R18及び R20は、 それぞれ独立 して水素原子、 アミ

ノ基、炭素数 1 ~ 6 のアルキル基又は炭素数 2 ~ 6 のジアルキル アミノ基 を

表 し、 R16 とR17は、 R16の隣 りの炭素原子、 R17の隣 りの炭素原子 と共 にベ ンゼ ン

環 を形成 してもよい。）、

下記一般式 [ 5 ] で示 される化合物

(式中、 R2 1及び R22はそれぞれ独立 して炭素数 1 ~ 6 のアルキル基 を表 し、 X，は

カウンタ一ァニオ ンを表す）、

下記一般式 [ 6 ] で示 される化合物

^23

(式 中、 R23は炭素数 1 ~ 6 のアルキル基 を表 し、 R24~ R28は、 それぞれ独立 し

て水素原子、又は炭素数 1 ~ 6 のアルキル基 を表 し、 X2はカウンタ一ァニオ ン



を表す）、

下記化合物一般式 [ 7 ] で示 される化合物

(式中、 R29~ R34は、 それぞれ独立 して水素原子、又は炭素数 1 ~ 6 のアルキ

ル基 を表す）

下記一般式 [ 8 ] で示 される化合物

[ 式中、 Zは窒素原子又は炭素原子を表 し、mは 0 又は 1 の整数 を表 し、 Zが窒

素原子の場合は 0 を表 し、 Zが炭素原子の場合は 1 を表す。 R35~ R39はそれぞれ

独立 して水素又は炭素数 1 ~ 6 のアルキル基 を表す] 。

即ち、本発明は、

( 1 ) —本鎖 DNAを、上記一般式 [ 1 ] 〜 [ 8 ] で示 される化合物の少な くと

も 1 種の存在下でバイサル フアイ 卜反応 に付す ことを特徴 とする、前記一本

鎖 DNA中の非 メチル化シ 卜シンをゥラシル に変換する方法 （以下、本発明のゥ

ラシル変換方法 と略記する場合がある）、

( 2 ) ( 1 ) のバイサル ファイ ト反応の後、更にPCR反応 に付す、非 メチル化

シ 卜シンがゥラシル に変換 された一本鎖 DNAの増幅方法 （以下、本発明の一本

鎖 DNA増幅方法 と略記する場合がある）、

( 3 ) ( 2 ) で増幅 された一本鎖 DNAを塩基配列解析 に付す、前記一本鎖 DNA

中のメチル化シ 卜シンの検 出方法 （以下、本発明のメチル化シ 卜シン検 出方



法 と略 記 す る 場 合 が あ る ） （上 記 （1 ) ~ ( 3 ) の 方 法 を 合 わ せ て 本 発 明 の

方 法 と略 記 す る 場 合 が あ る ） に 関 す る。

発 明 の効 果

[0005] 本 発 明 の ゥ ラ シ ル 変 換 方 法 に よ れ ば 、 一 本 鎖 DNA 中 の 非 メ チ ル 化 シ 卜シ ン を

ゥ ラ シ ル に 高 効 率 に 変 換 す る こ と が で き、 一 本 鎖 DNA が 500 ~ 1 000bp の 比 較 的

長 い 一 本 鎖 DNA で あ っ て も 高 い 効 率 で 変 換 す る こ と が で き る。 更 に、 高 い 温 度

で の バ イ サ ル フ ア イ 卜反 応 で あ つ て も メ チ ル 化 シ 卜シ ン が 脱 ァ ミ ノ化 す る こ

と が ほ と ん ど な い た め 、 メ チ ル 化 シ 卜シ ン の 検 出 精 度 を 落 と す こ と な く、 反

応 時 間 の 短 縮 化 を 図 る こ と も 可 能 と な る。 そ の 結 果 、 本 発 明 の ゥ ラ シ ル 変 換

方 法 に よ り得 られ た 一 本 鎖 DNA を増 幅 し、 塩 基 配 列 解 析 を す る こ と に よ り、 一

本 鎖 DNA 中 の メ チ ル 化 シ 卜シ ン を、 比 較 的 長 い 一 本 鎖 DNA で あ っ て も、 短 時 間

で 高 精 度 に検 出 す る こ と が 可 能 と な る。

図面 の簡 単 な説 明

[0006] [ 図 1 ] 図 1 は 、 比 較 例 1 ~ 2 及 び 実 施 例 1 ~ 2 で 得 られ た 、 PCR 増 幅 産 物 の ァ

ガ ロ ー ス ゲ ル に よ る 泳 動 結 果 を表 す 。

[ 図 2 ] 図 2 は 、 比 較 例 1 ~ 2 、 実 施 例 1 及 び 実 施 例 3 ~ 8 で 得 られ た 、 PCR 増

幅 産 物 の ァ ガ 口 一 ス ゲ ル に よ る 泳 動 結 果 を表 す 。

[ 図 3 ] 図 3 は 、 比 較 例 1 ~ 2 、 実 施 例 9 ~ 1 6 で 得 られ た 、 PCR 増 幅 産 物 の A g i

Le n t 2 1 0 0 b i oana Lyze r に よ る 泳 動 結 果 を表 す 。

[ 図 4 ] 図 4 は 、 実 施 例 1 及 び 2 の PCR 増 幅 産 物 （DBUを 添 加 した 方 法 ） の 塩 基 配

列 解 読 結 果 を表 す 。

[ 図 5 ] 図 5 は 、 実 施 例 1 の PCR 増 幅 産 物 （DBUを 添 加 した 方 法 ） に つ い て の CpG

ジ ヌ ク レオ チ ドの シ 卜シ ン が 非 メ チ ル 化 シ 卜シ ン及 び メ チ ル 化 シ 卜シ ン の 何

れ で あ る か を表 した 図 で あ る。

[ 図 6 ] 図 6 は 、 実 施 例 2 の PCR 増 幅 産 物 （DBNを 添 加 した 方 法 ） に つ い て の CpG

ジ ヌ ク レオ チ ドの シ 卜シ ン が 非 メ チ ル 化 シ 卜シ ン及 び メ チ ル 化 シ 卜シ ン何 れ

で あ る か を表 した 図 で あ る。

発 明 を実施 す るた め の形 態



[0007] 一般式 [ 1 ] で示される化合物 （ジァミン化合物）

も~ もにおける炭素数 1 ~ 6 のアルキル基としては、直鎖状、分枝状或いは

環状の何れでもよいが、炭素数 1 ~ 3 のものが好ましく、具体的には、例え

ばメチル基、ェチル基、n_ プロピル基、イソプロピル基、n_ プチル基、ィ

ソプチル基、sec— プチル基、 tert — プチル基、n—ペンチル基、イソペンチ

ル基、sec —ペンチル基、 tert —ペンチル基、ネオペンチル基、2—メチルプ

チル基、1_ ェチルプロピル基、n—へ キシル基、イソへキシル基、sec—へキ

シル基、 tert —へキシル基、ネオへキシル基、2—メチルペンチル基、3—メ

チルペンチル基、1, 2—ジメチルプチル基、2, 2—ジメチルプチル基、1—ェチ

ルプチル基、2_ ェチルプチル基等が挙げられ、メチル基、ェチル基、n—プ

口ピル基、イソプロピル基が好ましく、メチル基、ェチル基がより好ましく

、メチル基が特に好ましい。

[0008] も~ もは、水素原子が好ましい。

[0009] n は、 1 ~ 3 の整数を表し、 1又は3 が好ましく、 3 が特に好ましい。

[001 0] 一般式 [ 1 ] で示される化合物としては、例えば下記式 [ 1 _ 1 ] 〜 [ 1

- 3 ] が挙げられ、式 [ 1 _ 1 ] 及び [ 1 _ 3 ] が好ましく、式 [ 1 _ 3 ]

がより好ましい。

[001 2] 一般式 [ 2 ] で示される化合物 （環状ァミノ化合物）

Yは、炭素原子、酸素原子又は窒素原子を表すが、炭素原子、酸素原子が好

ましく、炭素原子が特に好ましい。尚、Yが酸素原子の場合kは0を、Yが窒素

原子の場合kは 1 を、Yが炭素原子の場合kは 2 を表す

[001 3] R7~ R
12
における炭素数 1 ~ 6 のアルキル基としては、上記も~ もにおける炭

素数 1 ~ 6 のアルキル基と同じものが挙げられ、好ましいものも同じものが

挙げられる。

[0014] R7~R„ は、水素原子が好ましいが、R
12
は、炭素数 1 ~ 6 のアルキル基が好ま



しく、炭素数 1 ~ 3 のアルキル基がより好ましい。

[001 5] 一般式 [ 2 ] で示される化合物 としては、例えば下記式 [ 2 — 1 ]

— 1 9 ] が挙げられ、式 [ 2 — 1 ] ~ [ 2 - 4 ] が好ましく、式 [ 2

及び [ 2 — 2 ] がより好ましい。

[2- 12]



[2-19]

[001 7] 一般式 [ 3 ] で示される化合物 （ァミノ化合物）

R13~ R15における炭素数 1 ~ 6 のアルキル基としては、直鎖状、分枝状或い

は環状の何れでもよいが、直鎖状又は分枝状が好ましい。炭素数 2 ~ 6 のも

のが好ましく、炭素数 2 ~ 4 のものがより好ましく、具体的には、例えばェ

チル基、n_ プロピル基、イソプロピル基、n_ プチル基、イソプチル基、sec

—プチル基、 tert — プチル基、n—ペンチル基、イソペンチル基、sec —ペン

チル基、 tert —ペンチル基、ネオペンチル基、2 _ メチルプチル基、 1—ェチ

ルプロピル基、n—へ キシル基、イソへキシル基、sec —へキシル基、 tert —

へキシル基、ネオへキシル基、2—メチルペンチル基、3—メチルペンチル基

、 1, 2—ジメチルプチル基、2, 2—ジメチルプチル基、 1_ ェチルプチル基、2

—ェチルプチル基等が挙げられ、ェチル基、n—プロピル基、イソプロピル基

、 n_ プチル基が好ましく、ェチル基、n_ プロピル基、ィソプロピル基がよ

り好ましく、ェチル基、イソプロピル基が特に好ましい。

[001 8] R13~ R15は、少なくとも 1 つが炭素数 1 ~ 6 のアルキル基であるものが好ま

しく、全てが炭素数 1 ~ 6 のアルキル基であるものがより好ましい。

[001 9] —般式 [ 3 ] で示される化合物としては、ェチルァミン、プロピルアミン

、イソプロピルァミン、プチルァミン、ペンチルァミン、へキシルァミン等

の 1級ァミン、N—ェチルメチルァミン、N—メチルプロピルァミン、N—プチ



ルメチルァミン、N—へキシルメチルァミン、N— ェチルプロピルァミン、N—

プチルェチルァミン等の 2 級ァミン、 卜リメチルァミン、 卜リエチルァミン

、 トリプロピルアミン、 トリイソプロピルァミン、 トリプチルァミン、N, N_

ジメチルェチルァミン、Ν, Ν—ジェチルメチルァミン、Ν—ェチルジイソプロ

ピルアミン等の 3 級ァミンが挙げられるが、 3 級ァミンが好ましく、中でも

卜リエチルァミン、Ν—ェチルジイソプロピルァミン、 トリイソプロピルアミ

ンが好ましく、 卜リエチルァミン、Ν—ェチルジイソプロピルァミンがより好

ましい。

[0020] 一般式 [ 4 ] で示される化合物 （ピリジン化合物）

R16~ R20における炭素数 1 ~ 6 のアルキル基としては、上記も~ もにおける炭

素数 1 ~ 6 のアルキル基と同じものが挙げられ、好ましいものも同じものが

挙げられる。

[0021 ] R16、R18及びR20における炭素数 2 ~ 6 のジアルキルアミノ基としては、具体

的には例えばジメチルァミノ基、ジェチルァミノ基、ジプロピルアミノ基、

ェチルメチルアミノ基等炭素数 1 ~ 3 のアルキル基で置換されたァミノ基が

挙げられるが、炭素数 1 ~ 2 のアルキル基で置換されたァミノ基が好ましく

、ジメチルァミノ基が特に好ましい。

[0022] R17及びR19は水素が好ましく、R16、R18及びR20は水素原子、炭素数 1 ~ 3 のァ

ルキル基又は炭素数 1 ~ 2 のアルキル基で置換されたァミノ基が好ましい。

[0023] 一般式 [ 4 ] で示される化合物としては、下記式 [ 4 — 1 ] 〜 [ 4 - 4

] が挙げられ、式 [ 4 — 1 ] ~ [ 4 - 4 ] が好ましく、式 [ 4 — 1 ] 、 [ 4

- 2 ] 及び [ 4 — 4 ] がより好ましい。

[0024]



[0025] 一般式 [ 5 ] で示される化合物

—般式 [ 5 ] 中のR
2 1
又はR22における炭素数 1 ~ 6 のアルキル基としては、

上記も~ もにおける炭素数 1 ~ 6 のアルキル基と同じものが挙げられ、好まし

いものも同じものが挙げられる。

[0026] R
2 1
は炭素数 1 ~ 3 のアルキル基が好ましく、R22は炭素数 2 ~ 6 のアルキル



基が好ましく、炭素数2 ~ 3 のアルキル基がより好ましい。

[0027] —般式 [ 5 ] 中のX，におけるカウンタ一ァニオンとしては、フッ素イオン

、塩素イオン、臭素イオン、ヨウ素イオン等のハロゲン化イオンが挙げられ

るが、より具体的には、SbF6-、 AsF6-、 PF6-、 BF4-、 CF3S02-、 CF3C02-等が挙げ

られ、BF4-、 CF3S02-、 CF3C02_等が好ましく、中でもCF3C02-が特に好ましい。

[0028] —般式 [ 5 ] で示される化合物としては、具体的には例えば、下記表 1中

の式 [ 5 — 1 ] ~ [ 5 — 1 4 ] 記載のものが挙げられ、式 [ 5 _ 1 ] 〜 [ 5

- 4 ] 記載のものが好ましく、式 [ 5 — 1 ] 又は [ 5 —2 ] 記載のものがよ

り好ましい。

[0029] [表1]

[0030] 一般式 [ 6 ] で示される化合物

—般式 [ 6 ] 中のR23~ R28における炭素数 1 ~ 6 のアルキル基としては、直

鎖状、分枝状或いは環状の何れでもよいが、直鎖状又は分枝状が好ましく、

炭素数 1 ~ 4 のものが好ましい。具体的には、例えばメチル基、ェチル基、n

—プロピル基、イソプロピル基、n_ プチル基、イソプチル基、sec— プチル

基、tert —プチル基、n—ペンチル基、イソペンチル基、sec—ペンチル基、t

ert _ ペンチル基、ネオペンチル基、2_ メチルプチル基、1_ ェチルプロピル

基、n—へ キシル基、イソへキシル基、sec—へキシル基、tert —へキシル基



、 ネオへ キシル基、 2 —メチルペ ンチル基、 3 —メチルペ ンチル基、 1, 2 —ジ メ

チル プチル基、 2 , 2 —ジ メチル プチル基、 1 _ ェチル プチル基、 2 _ ェチル プチ

ル基等 が挙 げ られ、 メチル基、 ェチル基、 n—プ ロ ピル基、 イ ソプ ロ ピル基、

n—プチル基 が好 ま しく、 n—プ ロ ピル基、 n—プチル基 が よ り好 ま しい。

[0031 ] —般 式 [ 6 ] 中の R24~ R28は、 水素原 子 が好 ま しい。

[0032] 一般 式 [ 6 ] 中の X2と して は、 一般 式 [ 5 ] 中の X，と同 じものが挙 げ られ、

好 ま しい もの も同 じものが挙 げ られ る。

[0033] —般 式 [ 6 ] で示 され る化合物 と して は、具 体 的 には例 えば、 下記表 2 中

の式 [ 6 — 1 ] 〜 [ 6 - 6 ] 記載 の ものが挙 げ られ、 式 [ 6 _ 1 ] 〜 [ 6

- 4 ] 記載 の ものが好 ま しく、 式 [ 6 — 1 ] 又 は [ 6 — 2 ] 記載 の ものが よ

り好 ま しい。

[0034] [ 表 2 ]

[0035] 一般 式 [ 7 ] で示 され る化合物 （DABC0化合物 ）

R29~ R34にお ける炭 素数 1 ~ 6 の アル キル基 と して は、 も~ もにお ける炭 素数

1 ~ 6 の アル キル基 と同 じものが挙 げ られ、 好 ま しい もの も同 じものが挙 げ

られ る。

[0036] —般 式 [ 7 ] で示 され る化合物 と して は、具 体 的 には例 えば、 下記 式 [ 7



] - 3 ] が挙げられるが、 [ 7 _ 1 ] が好ましし、。

[0038] 一般式 [ 8 ] で示される化合物 （ピロール化合物）

R35~ R39における炭素数 1 ~ 6 のアルキル基としては、も~ もにおける炭素数

1 ~ 6 のアルキル基と同じものが挙げられ、好ましいものも同じものが挙げ

られる。

[0039] R36~ R39は水素原子が好ましい。

[0040] Zは、窒素原子又は炭素原子を表すが、窒素原子が好ましい。尚、Zが窒素

原子の場合、mは 0 を表 し、Zが炭素原子の場合、mは 1 を表す。

[0041 ] 一般式 [ 8 ] で示される化合物の具体例としては、例えば、下記式 [ 8 —

1 ] ~ [ 8 - 8 ] が挙げられ、式 [ 8 — 1 ] ~ [ 8 - 4 ] が好ましく、式 [

8 - ] ~ [ 8 - 2 ] がより好ましく、式 [ 8 _ 1 ] が更に好ましい。

[0042]



[0043] 本発明の方法においては、バイサルフアイ 卜反応時に上記一般式 [ 1 ] ~

[ 8 ] で示される化合物少なくとも 1種を存在させればよいが、非メチル化

シ 卜シンをゥラシルに変換する効率を考慮すると、上記一般式 [ 1 ] ~ [ 8

] で示される化合物の中でも、一般式 [ 1 ] ~ [ 3 ] で示される化合物が好

ましく、一般式 [ 1 ] 又は [ 2 ] で示される化合物がより好ましく、一般式

[ ] で示される化合物が特に好ましい。

[0044] 本発明に係る一本鎖DNAとしては、メチル化シ 卜シンを含有する一本鎖DNA

が好ましく、メチル化シ 卜シンの含有率が高いプロモータ一領域を有するも

のが好ましい。上記一本鎖DNAは、既知の配列であっても未知の配列であって

も何れでもよいが、未知の配列の場合、バイサルファイ ト反応に付す前の一

本鎖DNAについて塩基配列解析をする必要があるため、既知の配列の方が好ま

しい。該一本鎖DNAの塩基数は、通常80~ 1000塩基であり、100~600 塩基が好

ましい。

[0045] 本発明に係る一本鎖DNAは、例えばラボマニュアル遺伝子工学 （丸善）、遺

伝子工学ハン ドプック （羊土社）等に記載のアルカリSDS法等公知のDNA抽出

方法に従って、或いは、市販のゲノムDNAの抽出キットを用いて、細胞、微生

物、ウィルス等から抽出することにより得 られる。尚、抽出されたDNAが二本

鎖の場合には、自体公知の一本鎖化処理により一本鎖DNAを得ることができる

[0046] 該一本鎖化処理としては、例えば通常80~1 00°Cで、好ましくは85~95 °Cで

通常30秒〜10分、好ましくは1~ 3分間加熱することによりなされる熱処理や

、例えばDNAをアル力リに接触させることによりなされるアル力リ処理等が挙

げられる。本発明の方法においては、バイサルファイ ト反応における反応温



度 を80~ 100°C に してもDNAが分解することな く反応 を進めることがで きるた

め、二本鎖 DNAを80~1 00°C でバイサル ファイ ト反応 に付 し、一本鎖化処理 と

バイサル ファイ ト反応 を同時に進めてもよ く、処理 を簡素化で きるため、一

本鎖化処理 を行 う場合 には該熱処理が好 ま しい。上記 アル 力 リ処理 と しては

、具体的には例 えばアル 力 リ又はその水溶液 を本発明に係 るDNA又は本発明に

係 るDNAを含む溶液 に添加 して溶液 を通常 pH1 0~14 、好 ま しくは12~14 のアル

カ リ性 にすることによ りなされる。該 アル カ リと しては、例 えば水酸化ナ 卜

リウ厶、水酸化 カ リウム等のアル カ リ金属水酸化物、水酸化バ リウム、水酸

化マグネシウム、水酸化 カルシウム等のアル カ リ土類金属水酸化物、炭酸ナ

トリウム等のアル カ リ金属の炭酸塩、 アンモニア、 ァミン類が挙 げ られるが

、 中でも水酸化ナ トリウム、水酸化 力 リゥ厶等のアル 力 リ金属水酸化物が好

ま しく、 これ らの中でも水酸化ナ 卜リゥ厶が特 に好 ま しい。

[0047] [ 本発明の一本鎖 DNA中の非 メチル化シ 卜シンをゥラシル に変換する方法 （本

発明のゥラシル変換方法） ]

本発明のゥラシル変換方法 と しては、一本鎖 DNAを、上記一般式 [ 1 ] ~ [

8 ] で示 される化合物の少な くとも 1 種 の存在下でバイサル フアイ 卜反応 に

付す ことによ りなされればよい。

[0048] 上記バイサル フアイ 卜反応 と しては、上記一般式 [ 1 ] ~ [ 8 ] で示 され

る化合物か ら選ばれる少な くとも 1 種 を、反応溶液 中に共存 させる以外は、

通常 この分野で用い られるバイサル フアイ 卜反応 に準 じて行えばよい。具体

的には、例 えば一本鎖 DNAを、一般式 [ 1 ] ~ [ 8 ] で示 される化合物の存在

下で亜硫酸塩 と反応 させた （シ 卜シンのスルホ ン酸化）後、 スルホ ン酸化 し

たシ 卜シンを加水分解 させ、更に、 アル カ リ存在下で脱 スルホ ン酸化 させる

ことによ りなされる。該反応 によれば、 メチル化シ 卜シンは反応せずそのま

まであ り、非 メチル化シ 卜シンのみがゥラシル に変換 される。 尚、一般式 [

1 ] ~ [ 8 ] で示 される化合物 は、亜硫酸塩 との反応及び加水分解処理の際

に存在 させるのが好 ま しい。

[0049] 上記バイサル ファイ ト反応 において、一本鎖 DNAは、一本鎖 DNAを溶解 した



溶液で供 されるのが通常であるが、該溶液 と しては、例 えばpH6~8 の、 MES、

HEPES等のグッ ド緩衝液、 リン酸緩衝液、 卜リス緩衝液、 グ リシン緩衝液、ホ

ゥ酸緩衝液、炭酸水素ナ トリウム緩衝液、滅菌水等 に溶解 したもの等が挙 げ

られ、 中でも滅菌水 に溶解 したものが好 ま しい。該溶液 中のDNA量は特 に限定

はされないが、通常溶液 1~ 10 L中に 10~ 100ngである。

[0050] 上記一般式 [ 1 ] ~ [ 8 ] で示 される化合物の使用量は、 その量が多いと

亜硫酸塩が析 出 して しまうため、 これ らの化合物が液体の場合 には、反応溶

液 中の濃度 と して通常 1~ 10%、好 ま しくは3~1 0%、 よ り好 ま しくは3~8%

となる量 を用いればよい。 また、化合物が固体の場合 には、反応溶液 中の濃

度 と して通常 1~ 1000mmo L/ し 好 ま しくは 1~500mmoし よ り好 ま しくは 10~3

00mmo Lとなる量 を用いればよい。

[0051 ] 上記バイサル ファイ ト反応中のDNAと亜硫酸塩の反応 における、亜硫酸塩 と

しては、例 えば亜硫酸水素ナ トリウム、亜硫酸 アンモニゥ厶等が挙 げ られ、

亜硫酸水素ナ トリウムが好 ま しい。 その使用量は、通常DNA50~500ngを含む 1

-500 Lの溶液 に対 して反応液 中の終濃度が 1~6mo L/L となるように添加 さ

れる。該DNAと亜硫酸塩 との反応は、通常30~1 00°C、好 ま しくは50~1 00°C、

よ り好 ま しくは80~95 °Cで、通常 60分〜20時間、好 ま しくは60分〜5時間、 よ

り好 ま しくは60~1 20分反応 させることによ りなされる。

[0052] 上記バイサル フアイ 卜反応中のスルホ ン酸化 したシ 卜シンの加水分解 は、

通常 この分野でなされている方法であれば特 に限定はされないが、通常30~ 1

00°C、好 ま しくは80~95 °Cで、通常 60分〜20時間、好 ま しくは60分〜5時間、

よ り好 ま しくは60~1 20分加熱することによ りなされる。 尚、該加水分解処理

は、上記DNAと亜硫酸塩の反応 と同時に進めてもよい。 その場合 には、 DNAと

亜硫酸塩の反応 における反応温度及び反応時間を、 スル ホ ン酸化 したシ トシ

ンの加水分解条件 に合わせて設定すればよい。

[0053] 上記加水分解 を行 ったDNAについては、脱 スルホ ン酸化処理 をする前 に、精

製処理 に付すのが好 ま しい。該精製処理 は、バイサル ファイ ト反応 において

用い られる高濃度の亜硫酸塩等 を取 り除 くことを目的 と してなされるもので



あ り、通常 この分野でなされるDNAの精製方法 に準 じてなされればよい。具体

的には、例 えばDNA又はDNAを含む溶液 に、 グァニジン塩酸塩、 ヨウ化ナ トリ

ゥ厶等のカオ トロピック剤 を添加 し、 それを、 HPLC法等 によ り分離精製する

方法や、例 えばフ ヱノ一ル / ク 口口ホル ム / ィソ アミル アル コール 混合溶液

による抽出精製、 アル コール沈殿法、 シ リカゲル を充填 したカラムによる精

製、 フィル タ一 ろ過法等が挙 げ られ、 中でもアル コール沈殿法が好 ま しい。

該 アル コール沈殿法 と しては、具体的には以下のようになされる。

[0054] 即 ち、加水分解処理後のDNAを含む溶液 10 Lに対 して、通常アル コール40

0 緩衝液30~1 00 Lを添加 し、遠心分離 を行 う。遠心分離後、上清

を除去 しアル コールで洗浄することによ り、 DNAを分離精製することがで きる

。上記 アル コール及び緩衝液添加の際、分離後の上清の除去 を容易にするた

めに、 DNAを含む溶液 10 Lに対 して0. 1~ 1从 1_ のエタチ ンメイ 卜ゃ グ リコ一ゲ

ンを添加 してもよい。上記 アル コール と しては、エタノール、 イソプロパ ノ

—ル、 プタノ一ル等が挙 げ られるが、 イソプロパ ノールが特 に好 ま しい。本

発明に係 るバイサル ファイ ト反応 においては、理 由は不明であるが、 イソプ

ロバ ノール を用いると、 DNAのみを効率 よ く沈殿 させることがで き、効率 よ く

反応 を進めることが可能 となる。上記緩衝液 と しては、例 えばMES、 HEPES等

のグッ ド緩衝液、 リン酸緩衝液、 卜リス緩衝液、 グ リシン緩衝液、ホウ酸緩

衝液、炭酸水素ナ トリウム緩衝液等が挙 げ られ、 中でも、 MES、 HEPES等のグ

ッ ド緩衝液、 卜リス緩衝液等が好 ま しく、 卜リス緩衝液が特 に好 ま しい。 こ

れ ら緩衝液の pHは、通常7~8 、好 ま しくは7~7. 5であ り、緩衝液 中の緩衝剤

濃度 と しては、通常 0. 1~ 5 mo L/ 好 ま しくは0. 1~ 2 mo L/L の範 囲である

。上記遠心分離 は、通常 この分野でなされる態様であれば特 に限定されない

が、通常 12, 000-22, 000g で 10~30 分間なされる。

[0055] 上記バイサル フアイ 卜反応中のアル カ リ存在下での脱 スルホ ン酸化反応 と

しては、上記一本鎖化処理の項のアル カ リ処理 と同 じ方法が挙 げ られ、 その

好 ま しい態様 も同 じものが挙 げ られる。具体的には、例 えば以下の如 くなさ

れればよい。



即ち、加水分解処理後の溶液又は加水分解処理後精製処理 に付 した溶液 10

Lに対 して、 0. 5~3mo L/L のアル カ リ水溶液 を通常 1~ 10从し 好 ま しくは1

~ 5 L添加 し、通常5~60 分間、好 ま しくは5~30 分間、通常25~70 °C 、好 ま

しくは30~50 °C で加温することによ り脱 スルホ ン酸化反応 を行 う。

本発明の一本鎖 DNA中の非 メチル化シ 卜シンをゥラシル に変換する方法の好

ま しい例 を以下に説明する。

即ち、例 えば、 DNA抽出キ ッ 卜等 を用いて細胞等か らDNAを抽出 し、 DMA \ µ

g を例 えば滅菌水 5 ~ 15 Lに溶解する。該溶液3~5 从 1_に、例 えば2~5mo L/ L

の亜硫酸水素ナ トリウム （pH5. 0~7. 0) 50~1 00 及び、一般式 [ 1 ] ~

[ 8 ] で示 される化合物が液体の場合 には、反応溶液 中の濃度が3~1 0%とな

るように、一般式 [ 1 ] ~ [ 8 ] で示 される化合物が固体の場合 には、反応

溶液 中の濃度が 1~ 1000mmo L/L となるように、一般式 [ 1 ] ~ [ 8 ] で示 さ

れる化合物又はそれ らを含有する水溶液 1~ 12 Lを添加 して、 80 ~ 100 °C で 60

~ 120分間加熱する。 DNAが二本鎖の場合 には、該条件で反応 させることによ

り、二本鎖 DNAは一本鎖 DNAにな り、該一本鎖 DNA中のシ 卜シンをスルホ ン酸化

すると同時にスルホ ン酸化 されたシ 卜シンを加水分解することがで きる。次

いで、 1mo L/L 卜リス緩衝液 （pH7. 0~8. 0) 及びイソプロパ ノール を、40 : 6

0~60 ：40、好 ま しくは40 ：60-50 ：50の割合でそれぞれ加水分解後の溶液の

5~1 0倍量添加 し、加水分解後のDNAを沈殿 させる。 この際、エタチ ンメイ ト

や グ リコーゲ ンを1~3^L 添加するとDNA沈殿の確認が容易 となる。 その後、 1

2, 000~20, 000g で 10~20 分間遠心分離 し、上清 を取 り除 き、得 られたDNAをェ

タノ一ルで洗浄する。 これによ り、加水分解後のDNAを抽出精製することがで

きる。更に、得 られたDNA 1 g を例 えば滅菌水30~40 µ , Lに溶解 し、該溶液

に、 1~3mo L/ Lの水酸化ナ トリウム5~20 从 1_ を添加 し、30~40 °C で20~60 分

間反応 させ、脱 スルホ ン酸化する。 その後、要すれば、例 えば市販のキ ッ 卜

等 を用いて低分子量のDNAを取 り除 き精製する。 これによ り、本発明に係 るバ

ィサル フアイ 卜反応が完 了 し、一本鎖 DNA中の非 メチル化シ 卜シンが効率 よ く

ゥラシル に変換 されたDNA (以下、 ゥラシル化DNAと略記する場合がある）が



得 られる。

[0057] [ 本発明の一本鎖DNA増幅方法 ]

本発明の一本鎖DNA増幅方法は、上記本発明のゥラシル変換方法で得 られた

ゥラシル化DNA (バイサルフアイ 卜反応産物）をPCR反応に付すことによりな

され、該方法により、非メチル化シ 卜シンがゥラシルに変換された一本鎖DNA

が増幅される。

[0058] 本発明の一本鎖DNA増幅方法におけるPCR反応は、 自体公知の方法例えばNuc

Le i c Ac i d s Resea r ch, 199 1, Vo し19 , 3749 、 B i oTechn i ues, 1994, Vo L. 16 , 1 1

34 _ 1137に記載の方法に準 じて行えばよいが、具体的には以下のようになさ

れる。即ち、錶型 となるゥラシル化DNAの核酸量 1~ 100ng に、 2 種のプライマ

—をそれぞれ通常 0 . 1~ 100pmo し 好ま しくは0 . 1~ 50pmo し DNAポ リメラ一ゼ

を通常 1~ 10 Un i t s、好ま しくは2 . 5 ~ 5Un i t s、並びに 4 種類の混合デ才キシ

リボヌクレオチ ド三 リン酸 （dNTPs) を通常 0 . 0 1~20 mo し 好ま しくは、 0 . 0

1~ 10 mo L添加 し、 pH7 ~ 9の トライシン緩衝液、 卜リス塩酸緩衝液等の緩衝

液中で、例えば （1 ) 93~ 98 °C 、 1~ 10分→ (2) 93~ 98 °C 、 10 ~30 秒 → (3) 5

0 ~ 60 °C 、 10 ~30 秒 → (4) 68~72 °C 、 3 0秒〜5分間を 1 サイクル として2 0 ~40

サイクル行 うことにより、 ゥラシル化DNAを増幅 して得ることができる。尚、

用いられるDNAポ リメラ一ゼに応 じて、上記サイクルの実施後に、 3 ' アデ二

ン付加のために68~72 °C で 1 ~ 5 分間の加熱を行 ってもよい。

[0059] 上記 PCR反応においては、反応後、通常この分野で用いられている精製方法

、例えばフェノ一ル / ク 口口ホル ム / ィ ソア ミル アル コール混合溶液による

抽出、アルコール沈殿、カラム精製、 フィルタ一ろ過等の方法により得 られ

たDNAを精製するのが好ま しい。 また、上記精製の後、 目的の塩基対 （bp) を

有するDNAを抽出するのがより好ま しい。該抽出方法 としては、 自体公知の方

法、例えばァガロースゲル電気泳動を用いる方法、液体クロマ トグラフィー

法を用いる方法や増補版ラボマニュアル遺伝子工学，1990, 2 7 — 28に記載のポ

リアクリルアミ ドゲル等の電気泳動を用いた方法等が挙げられる。 また、上

記の如きPCR反応により得た本発明に係る二本鎖DNAについては、 目的のDNAを



よ り多 く得 るため、更にPCR反応 に付 してもよい。

[0060] 上記 PCR反応 における 2 種のプライマ一 と しては、錶型である、 ゥラシル化

DNAの一部 を含むものであればよ く、本発明に係 る一本鎖 DNAに応 じて通常の

この分野で用い られるプライマ一を適宜選択 して用いればよい。 その ヌク レ

才チ ド数 は通常 12~40 、好 ま しくは 15~35 、 よ り好 ま しくは 18~32 である。

[0061 ] 上記 PCR反応 におけるDNAポ リメラ一ゼ と しては、通常 この分野で用い られ

るDNAポ リメラ一ゼであれば何れでもよいが、 5' 3' ポ リメラ一ゼ活性 を有

するものが好 ま しく、 中でも、ェキソヌク レア一ゼ活性 を有するが3' 5'

ェキソヌク レア一ゼ活性 を有 さないものがよ り好 ま しい。具体的には、例 え

ばKAPA2Gポ リメラ一ゼ等の変異型 Taq DNAポ リメラ一ゼ、 Taq DNA ポ リメラ一

ゼ、 Tth DNA ポ リメラ一ゼが好 ま しく、 中でもKAPA2Gポ リメラ一ゼが特 に好

ま しい。

[0062] 上記 dNTPsは、通常 この分野で用い られる 4 種類のデ才キシ リボ ヌク レオチ

ド三 リン酸 （dATP、 dCTP、 dGTP、 dTTP) の混合物であれば特 に限定はされな

い。

[0063] 本発明のDNA増幅方法の好 ま しい例 を以下に説明する。

即ち、 まず、本発明のゥラシル変換方法の項で記載 したように、一本鎖 DNA

をバイサル ファイ ト反応 に付 して、 ゥラシル化DNAを得 る。 その後、得 られた

ゥラシル化DNAをPCR反応 に付す。即ち、バイサル ファイ ト反応 によ り得 られ

た一本鎖 DNA 1~ 100ngを含む溶液 1~ 3 Lに、 1~ 10 mo L/ Lの増幅対象 とな

るDNAの上流用のプライマ一5~1 0 Lと1~ 10 mo L Lの増幅対象 となるDNAの

下流用 プライマ一5~ 10 し 1~5mmo L/ Lの 4 種類のデ才キシ リボ ヌク レオチ

ド三 リン酸 （dNTPs) の混合溶液 5~1 0从し 並びに、 1~5Un i t sのKAPA DNAポ

リメラ一ゼ 10~20 从 1_ を添加 して、例 えば93~98 °C、 1~ 10分 93~98 °C、 10

~30 秒 50~60 °C、 10~30 秒 68~72 °C、 68~72 °C、 30秒〜5分間を 1サイク

ル と して20~40 サイクル行 う。 これによ り、 ゥラシル化DNAが増幅 される。な

お、後述のゥラシル化DNAをべ クタ一に組み込む方法 と してTAクロ一ニ ング法

を用いるために、 DNAポ リメラ一ゼの3' 末端のアデニ ン付加活性 を利用する



場 合、 上 記 サ イ クル 反 応後 、 更 に68~72 °C 、 30秒 〜 5分 間反 応 させ て も よい。

次 いで、 該 ニ本鎖 DNAを例 え ば ァ ガ ロー スゲル 又 は未 変性 ポ リア ク リル ア ミ ド

ゲル を用 いて電 気泳 動 を行 い、 目的 の鎖 長 の DNAを抽 出す る。 尚、 必 要 に応 じ

て、 得 られ た DNAを、 例 え ば フ エ ノール / ク ロ 口ホル ム / イ ソ ァ ミル アル コ一

ル 混 合溶 液 に よ る抽 出等 で精 製 して も よい。 以 上 の操 作 に よ り、 ゥラシル 化 D

NAを効 率 よ く増 幅 す る こ とが で きる。

[0064] [ 本 発 明 の メチル 化 シ 卜シ ン検 出方 法 ]

本 発 明 の メチル 化 シ 卜シ ン検 出方 法 は、 本 発 明 の一本鎖 DNA増 幅 方 法 で得 ら

れ た、 増 幅 され た ゥラシル 化 DNA (PCR反 応産 物 ） を塩 基 配 列解 析 に付 す こ と

に よ りな され る。

[0065] 上 記 塩 基 配 列解 析 と して は、 通 常 この分 野 で な され て い る塩 基 配 列解 析 方

法 で あれ ば特 に限定 され ず、 例 え ば、 ラボ マ ニ ュアル 遺伝 子工学 、 遺伝 子ェ

学 ハ ン ドプ ック等 に記載 の蛍光 ダイ ター ミネー タ一法、 サ ンガ一法 等 の常法

に従 って な され れ ば よい。 具 体 的 には、 例 え ば本 発 明 の増 幅 法 に よ り得 られ

た、 ゥラシル 化 DNAをべ クタ一 に組 み込 み、 得 られ た組換 えべ クタ一 を コ ン ビ

テ ン トセル に形 質転 換 し、 該 コ ン ビテ ン トセル を培養 し、 そ こか らゥラシル

化 DNAを含 む プラス ミ ドを抽 出 し、 該 プラス ミ ドを用 いて例 え ば シー クェ ンサ

—等 で解 読 す る こ とに よ りな され る。 この よ うに して得 た塩 基 配 列 とバ イサ

ル フ ァイ ト反 応 に付 して いな い通 常 の DNAの塩 基 配 列 を比較 す る こ とに よ り、

メチル 化 シ 卜シ ンを検 出す る こ とが で きる。 即 ち、 本 発 明 に係 るバ イサル フ

アイ ト反 応 で は メチル 化 シ 卜シ ン以 外 の シ 卜シ ン （非 メチル 化 シ 卜シ ン） は

全 て ゥラシル 化 され るため、 得 られ た塩 基 配 列 にお いて ゥラシル 化 され て い

な い シ 卜シ ンを見 つ け出す こ とに よ って メチル 化 シ 卜シ ンを検 出す る こ とが

で きる。

[0066] 上 記 ゥ ラシル 化 DNAをべ クタ一 に組 み込 む方 法 と して は、 具 体 的 には、 例 え

ば、 プラス ミ ド、 コス ミ ド、 フ ァー ジ ミ ド等 のベ クタ一並 び に ゥラシル 化 DNA

を T4DNAポ リメ ラ一 ゼ等 で平 滑 末端 化 した後 、 ゥラシル 化 DNAを、 T4DNA リガ一

ゼ を用 いてベ クタ一 に揷 入 す る方 法 や、 ゥラシル 化 DNAに アデ ニ ン （A) を付



加 し、該 ァデニ ンが付加 されたゥラシル化DNAを、 T4DNA リガ一ゼを用いてチ

ミン塩基が付加 されているべ クタ一に組み込むTAク口一ニ ング法等が挙 げ ら

れる。 中でも、揷入するDNAとべ クタ一両者 を制限酵素 によ り切断する必要が

な く簡便なTAク口一ニ ング法が好 ま しい。

[0067] 該 TAクロ一ニ ング法 と しては具体的には例 えば以下の如 くなされる。即ち

、 PCR反応後のゥラシル化DNA1 00ng に対 してTaq DNAポ リメラ一ゼ 1~ 5 Un i t s

を添加 し、 55~75 °C で 10~30 分間反応 させ、 ゥラシル化DNAの3' 末端 にアデ

ニ ンを付加 させる。 尚、 PCR反応の際に3' 末端 のアデニ ン付加活性 を有するD

NAポ リメラ一ゼを用いる場合は、上記 アデニ ン付加工程の必要はない。 また

、該反応の際、 ゥラシル化DNA 100ng に対 してdATP0. 0 1~20nmo Lを反応液 中に

添加 してもよいが、 PCR反応溶液 をそのままTAクロ一ニ ングに用いる場合 には

、 dATPが残存 しているため、 dATPを添加する必要はない。 また、 アデニ ンが

付加 されたゥラシル化DNAについては、合成反応後、 フエノール / クロ口ホル

厶/ イソアミル アル コール混合溶液 による抽出、 アル コール沈殿、 カラム精

製、 フィル タ一 ろ過等の方法 によ り得 られたDNAを精製するのが好 ま しい。次

いで、 アデニ ンが付加 されたゥラシル化DNA 10~1 00ng に対 して、チ ミン塩基

が付加 されている大腸菌形質転換用べ クタ一及びT4 DNA リガ一ゼ300~3000 U

n i t s を付与 して 10~40 °C で30~90 分間反応 させ ことによ り、 ゥラシル化DNAを

組み込んだ組換 えべ クタ一を得 ることがで きる。

[0068] 上記組換 えべ クタ一のコンビテ ン トセルへの形質転換方法 と しては、例 え

ば35~45 °C で20~90 秒加熱する ヒ一 トシ ョック法や 1. 5~2. 5kVの電気パルス

をかけるエ レク 卜ロボ レ一シ ョン法等が挙 げ られる。 ここで用い られるコン

ピテ ン 卜セル と しては、通常用い られる大腸菌や枯草菌等であれば何れでも

用いることがで き、 その使用量は通常用い られる範囲内で適宜設定されれば

よい。

[0069] 上記 コンビテ ン トセルの培養 は、例 えばアンピシ リンを30~1 50 g mL含

む L B 寒天培地やアンピシ リンを30~1 50 9 mL含むM 9 寒天培地等の培地

上で30~40 °C で 12~20 時間培養することによ りなされる。 尚、上記培地 と し



ては、微生物がの栄養源 となる炭素源、窒素源、無機塩類や生育因子 と して

の酵母エキス等 を含有 し、形質転換体の培養 を効率的に行えるものであれば

、天然培地、合成培地な どのいずれを用いてもよい。該炭素源 と しては、 グ

ル コース、 フラク 卜一ス、 スクロース、デ ンプン等の炭水化物、酢酸、 プロ

ピオ ン酸等の有機酸、 エ タ ノール 、 プロパ ノ一ル 等のアル コール 類が挙 げ ら

れる。該窒素源 と しては、 アンモニア、塩化 アンモニゥ厶、硫酸 アンモニゥ

厶、酢酸 アンモニゥ厶、 リン酸 アンモニゥ厶等の無機酸若 しくは有機酸のァ

ンモニゥ厶塩又はその他の含窒素化合物のほか、ペ プ トン、 卜リプ トン、 肉

エキス、 コー ンステ ィ一プ リカ一等が挙 げ られる。無機塩類 と しては、 リン

酸第一カ リウム、 リン酸第二カ リウム、 リン酸マグネシウム、硫酸マグネシ

ゥ厶、塩化ナ トリウム、硫酸第一鉄、硫酸マ ンガン、硫酸銅、炭酸 カルシゥ

厶等が挙 げ られる。

[0070] 培養 したコンビテ ン トセルか らゥラシル化DNAを含むプラスミ ドを抽出する

方法 と しては、例 えば、先ず、 コロニー PCR法 によ り、 コロニー中のゥラシル

化DNAを含むプラスミ ド由来のDNAを増幅する。 その後、 目的のプラスミ ドが

コロニー中で増幅 しているかを例 えば電気泳動法 によ り確認 し、 目的のブラ

スミ ドの揷入が確認 されたコロニーか ら目的のプラスミ ドを抽出することに

よ りなされればよい。

[007 1 ] 該 コロニ一 PCR法 と しては、例 えば以下の如 くなされる。即ち、培養 したコ

ロニ一に、 目的の塩基配列検 出のための 2種の PCRプライマ 一 それぞれ通常 0 . 1

~ 100pmo し 好 ま しくは 0 . 1~ 50pmo し 4 種類の混合デ才キシ リボ ヌク レオチ

ド三 リン酸 （dNTPs) 通常 0 . 0 1~20nmo し 好 ま しくは、 0 . 0 1~ 10nmo し 並びに

DNAポ リメラ一ゼ通常 1~ 10Un i t s、好 ま しくは 1~ 5Un i t s添加 し、 pH7 ~ 9の 卜

ラ イ シ ン緩衝液、 卜リス塩酸緩衝液等の緩衝液 中で、例 えば （1) 93~ 98 °C 、

1~ 10分 → (2) 93~ 98 °C 、 10 ~30 秒 → (3) 5 0 ~ 6 0 °C 、 10 ~30 秒 → (4) 68~7

2 °C 、 3 0秒〜 5分間を 1 サイクル と して 25~40 サイクルの反応 を行 うことによ

りなされる。上記 2種のプライマ 一 と しては、 目的のDNAを増幅で きるように

設計 されたもの、即ち、 ゥラシル化DNAの全部又は一部 を含むもの、又は、揷



入されているゥラシル化DNAの両端 に位置するべ クタ一由来の配列等が挙 げ ら

れるが、 ゥラシル化DNAの両端 に位置するべ クタ一由来の配列が好 ま しい。即

ち、本発明のDNA増幅方法及び本発明のメチル化シ 卜シ ン検 出方法 においては

、非 メチル化シ 卜シンがゥラシル化 され、該 ゥラシルはPCR反応の時にチ ミン

と して読 まれるため、 シ 卜シンが全て非 メチル化シ 卜シンであ った場合、 ゥ

ラシル化DNAは 3 塩基か ら構成 されることとなる。 そのため、効率 よ くPCR反

応 をするためには、 4 塩基で構成することがで きる、 ゥラシル化DNAの両端 に

位置するべ クタ一由来の配列が好 ま しい。上記 プライマ一の ヌク レオチ ド数

は通常 12~30 、好 ま しくは15~25 、 よ り好 ま しくは18~22 である。上記DNAポ

リメラ一ゼ と しては例 えば通常 この分野で用い られるDNAポ リメラ一ゼであれ

ば何れでもよいが、具体的には、例 えばTaq DNA ポ リメラ一ゼ、Tth DNA ポ

リメラ一ゼ、 KOD DNA ポ リメラ一ゼ等が挙 げ られ、 中でもTaq DNA ポ リメラ

—ゼ、 KOD DNA ポ リメラ一ゼ等が好 ま しい。

[0072] 上記 コロニー PCR反応後 になされる電気泳動法 と しては、通常 この分野で用

い られる、移動度 によ り塩基数 を求めることがで きるゲル電気泳動法であれ

ばいずれでもよいが、 ァガロースゲル電気泳動法が好 ま しい。 尚、該電気泳

動法 における泳動条件 については公知の方法 に準 じて適宜設定されればよい

[0073] 上記 コロニー部か らプラスミ ドを取 り出す方法 と しては、例 えばラボマ二

ュアル遺伝子工学 （丸善）、遺伝子工学ハ ン ドプック （羊土社）等 に記載の

、振 とう培養の後、 アル カ リSDS法等公知のプラスミ ド抽出方法 によ りプラス

ミ ドを抽出すればよい。 尚、 プラスミ ド抽出は、市販のキ ッ 卜を用いて行 つ

てもよい。上記振 とう培養 における培地は、寒天を用いずに溶液 と した以外

は、 コンビテ ン 卜セルの培養の項 に記載 された培地 と同 じものを用いること

がで き、好 ま しい培養時間、培養温度 についてもコンビテ ン トセルの項で記

載 した範囲 と同 じである。

[0074] 本発明のメチル化シ 卜シ ン検 出方法の好 ま しい例 を以下に説明する。

[0075] 即 ち、 まず、本発明のゥラシル変換方法及び本発明の増幅方法の項で記載



したように、一本鎖 DNAをバイサル ファイ ト反応、 PCR反応の順 に付 して、増

幅 したゥラシル化DNAを得 る。該 ゥラシル化DNA 10 ~ 100ng を含む 1~ 5 从 1_ の滅

菌水等 に、チ ミン塩基が付加 されている 10 ~ 100ng の大腸菌形質転換用べ クタ

— 1~ 3 从 し及び 300 ~3000 Un i t s の T4 DNA リガ一ゼ 1~ 3 从 しを付与 して 10 ~20 °C

で 3 0 ~240 分間反応 させ、 ゥラシル化DNAを組み込んだ組換 えべ クタ一を得 る

。 尚、 PCR反応の際にアデニ ン付加活性 を有 さない、例 えば — DNAポ リメラ

—ゼを用いた場合 には、ベ クタ一に組み込む前 に、 ゥラシル化DNAにアデニ ン

を付加する。該 ァデニ ン付加方法 と しては、例 えば 100ng ~ 1 g のゥラシル

化DNAを含む PCR反応溶液 5 ~ 10 L に 1~ 5 Un i t sのTaq DNAポ リメラ一ゼ 0 . 5 ~ 1

Lを添加 して 55~75 °C で 10 ~30 分間反応 させ、 ゥラシル化DNAの 3 ' 末端 にァ

デニ ンを付加 させることによ りなされればよい。 尚、 アデニ ン反応後 は、精

製操作 に付すのが好 ま しい。組換 えべ クタ一を取得 した後、得 られた組換 え

ベ クタ一 10 ~ 100ng をコンビテ ン 卜セル 10 8~ 10 9細胞 に添加 し、 35~45 °C で 2 0

~ 9 0秒加熱 して形質転換 を行 う。更に、例 えばアンピシ リン3 0 ~ 15 0 g/m L

、 卜リプ トンを 1% (w/v) 、酵母エキスを0 . 5% (w/v) 、塩化ナ トリウム

を 1% (w/v) 含む寒天培地上で 3 0 ~40 °C で 12~20 時間培養する。次いで、得

られた培養物 をコロニ一 PCRに付す。具体的には、 コロニ一を溶解 した滅菌水

1~ 10 Lに、 目的のDNAを増幅で きるように設計 された 1~ 10 mo L/ Lの 2種の

PCRプライマ 一 それぞれ 1~ 5 从し 1~ 5mmo L/ Lの 4 種類の混合デ才キシ リボ ヌ

ク レオチ ド三 リン酸 （dNTPs) 通常 1~ 5 从し 並びに 1~ 5Un i t sのTaq DNAポ リ

メラ一ゼ 0 . 5 ~ 1 Lを添加 し、 pH7 ~ 9の トライシン緩衝液、 卜リス塩酸緩衝液

等の緩衝液 中で、例 えば （1) 93~ 98 °C 、 1~ 10分 → (2) 93~ 98 °C 、 10 ~30 秒

→ (3) 5 0 ~ 6 0 °C 、 10 ~30 秒 → (4) 68~72 °C 、 3 0秒〜 5分間を 1 サイクル と し

て 3 0 ~40 サイクルの反応 を行 うことによ りなされる。 その後、 ァガ 口 一 スゲ

ル電気泳動法 にて、 コロニー中の 目的のDNAの存在 を確認 し、確認で きたコロ

二 一 を採取する。採取 したコロニ一を、 LB培地で振 とう培養 した後、培養液

か ら例 えば市販のプラスミ ド抽出キ ッ 卜等 を用いて 目的のDNAを取 り出 し、 シ

—クェ ンサ一等 によ りDNAの塩基配列を解読する。得 られた塩基配列 と、バイ



サル フアイ 卜反応 に付 さない通常の塩基配列 とを比較 し、解読 したDNAの塩基

配列中か らゥラシル化 されていないシ 卜シンを探 し出す ことによ り、 メチル

化シ 卜シンを検 出することがで きる。

[0076] 以下に、実験例、比較例等 によ り本発明を更に詳細 に説明するが、本発明

はこれ ら実施例等 によ り何等限定されるものではない。

実施例

[0077] 実施例 1 ~ 1 6 、比較例 1 ~ 2 本発明のゥラシル変換方法及び従来法のバ

ィサル フアイ 卜反応 によ り得 られたDNAのPCR増幅

( ) マ ウ ス ゲ ノム DNAの抽出

1 X 1 0 6の マ ウス胚性幹細胞 (emb r yon i c s t em c e L L ： ES細胞） よ りQu i ckG

ene SP k i t DNA t i ssue (富士 フ イル ム （株）製）を使用 して、現品説明書 に

従 ってゲ ノムDNAを抽出 した。

[0078] ( 2 ) バイサル ファイ ト反応

上記 （1 ) で得 られたゲ ノムDNA (360ng) を の滅菌水 に溶解 した。該溶

液 を 1 7 個準備 し、 それぞれに、 3 . 5mo L/ L亜硫酸水素ナ トリウム水溶液 （PH

5 . 2 ) (和光純薬工業 （株）製） 9 0 L、及び表 3 中の下記化合物 を6 L又は

表 3 記載の濃度含有する水溶液 6 Lを加えて混合 した （全量 10 0 バ 1_) 。次い

で、 9 5 °C で、 2時間インキュベー トした。 その後、 1mo L/ L 卜リス—塩酸緩衝

液 （PH7. 0 ) ( (株 ）二 ツボ ンジー ン製）を400 バし グ リコーゲ ン （和光純薬

工業 （株）製）を 1 L、及びイ ソ プロパ ノール （和光純薬工業 （株）製） 500

Lを加えて混合 し、室温、 18800 X g、 5分間遠心分離 した。上清 を取 り除い

た後、 75%エタノール （和光純薬工業 （株）製）で洗浄 し、 それぞれ4 0 Lの

滅菌水 に溶解 した。

[0079]



[ 表 3 ]

上記反応物 を溶解 した滅菌水 4 0 それぞれに、 1mo L/ L 水酸化ナ トリウム

(和光純薬工業 （株）製） 10 Lを加えて混合 し、 4 0 °C で 10分間インキュべ 一

卜し、脱 スルホ ン酸化反応 を行 った。 その後、 10 mo L/ L酢酸 アンモニゥ厶 （

(株）二 ツボ ンジー ン製） 1 L加えて混合 し、更に、 イソプロパ ノール （和

光純薬工業 （株）製） 5 1 を加えて混合 して、室温下 18800 X gで 5分間遠心



分離 した。続いて、上清を除き、 75% エタノールで洗浄後、乾燥させ、 2 5 L

の滅菌水に溶解 した。更に、低分子DNAやdNTPs を除去するためにDNA クリ一

ナ一 （和光純薬工業 （株）製）2 5 を加えて混合 し、室温で5分間放置 した

後、室温下 14000 X gで5分間遠心分離 した。最後に、上清を除き、 75%ェタノ

—ルで洗浄 し、乾燥後、それぞれ9 の滅菌水に溶解 した。

[008 1] ( 3 ) PCR増幅反応

( 2 ) で得 られたバイサルファイ ト反応産物 （ゥラシル化DNA) を含む溶液

1 LをそれぞれPCRチューブに添加 し、更に、 5 X KAPA2Gバ ッファ一A (KAPA B

IOSYSTEMS 社製） 10 し 10mmo L/ L dNTPs 混合溶液 （東洋紡 （株）製） 1バ

し 滅菌水 3 1. 5从し 並びに、 5 mo L LのFgf4 遺伝子用のPCRプライマ一Fo r w

a r d溶液及びReve r s e溶液 各3 从 1_ [ Fo rwa r d : 5 ' G G T T G G G G T T T T T

T T A G G T G A T A G T A G 3 ' (GenBank Access i o n No. AC149593 ： 230

224 — 230250 に由来、塩基配列 1 ) 、 R e v e r s e : 5 ' C C T T T T

A A A A C C C A A C A A A T A A T C C C C T A C 3 ' 、GenBank Access

i o n No. AC149593 ： 2307 15 — 230744 に由来、塩基配列 2 ) ] をそれぞれに添

加 し、氷上で緩やかに混合 した。その後、 9 4 °C で 3 0 秒加熱 した後、 9 4 °C

で 2 0 秒→ 5 8 °C で 2 0 秒→ 7 2 °C で3 0秒を1サイクルとして3 5サイクル行い

、最後に72 °C で 1分間加熱 してPCR反応を行った。その後、得 られたPCR増幅産

物を1. 5%のァガロースゲルを用いた電気泳動 （実施例 1 ~ 8 ) 又はAg はe n t 2

100 b i oana Lyze r ( アジ レン ト社製） （実施例 9 ~ 1 6 ) で分画 し、 目的のD

NAが増幅されているかを確認 した。

[0082] その結果を図 1 ~ 3 に示す。また、確認結果を表 4 に示す。尚、得 られた

増幅物については、そのバン ドの濃さ （増幅物量）に基づいて 5 段階に分け

、その結果を表 4 に示す。即ち、バン ドの濃い順に◎ (明確なバン ド）、〇

(やや弱いバン ド）、 △ (弱いバン ド）、 ▲ (かな り弱いバン ド）で表 し、

X はバン ドが見 られなかったもの （増幅が見 られなかったもの）を表す。

[0083]



[ 表 4]

[0084] 上記結果か ら明 らかなように、添加物質な し （Cont r o L) のバイサル フアイ

卜反応、及び従来法である ヒ ドロキノンを添加 したバイサル フアイ 卜反応の

場合 には、 PCR増幅産物の確認はで きなか った。

一方、上記実施例 中の各種化合物 を添加 してバイサル フアイ 卜反応 を行 つ

た場合 には、何れも目的 とする鎖長 に増幅産物 を確認することがで きた。特

に、 DBU及びDBNを添加 した場合 には、多量の増幅産物が確認で き、 ピベ リジ

ン及び 1—メチル ビペ リジンも明確 に増幅産物の確認がで きた。 その他の実施

例 中の化合物 を添加 した場合 については、薄 くはあるが増幅産物の確認はで

きた。 この ことか ら上記実施例 中の化合物 を添加 したバイサル フアイ 卜反応

においては、バイサル フアイ 卜反応の反応促進効果及びゲ ノムDNAの分解抑制

効果があると予想 された。

[0085] 実施例 1 7 PCR増幅産物のクローニ ング及び塩基配列解析

実施例 1 で得た PCR増幅産物 （DBU添加） と実施例 2 で得た PCR増幅産物 （DB

N添加）について、 クロ一ニ ング及び塩基配列解析 を行 った。



[0086] 即 ち、 実 施 例 1 及 び 2 で得 た PCR 増 幅 産 物 3 L そ れ ぞ れ に、 pGEM _ T Easy V

e c t o r ( P r omega 社 製 ） 1 及 び DNA L i gat i o n K i t ( タ カ ラバ イ オ （株 ） 製 ） 4

L を加 え、 全 量 8 L と して 1 6 °C で 6 0分 間 ィ ンキ ュ ベ 一 卜を行 った。

[0087] ベ ク タ 一 に揷 入 した PCR 増 幅 産 物 を含 む溶 液 8 L そ れ ぞ れ に大 腸 菌 1 0 0 (

X L 1 0 Go Ld、 ス トラ タ ジ ー ン社 製 ） を添 加 した後 、 ヒ一 卜シ ョ ッ ク法 に て 4 2 °C

で 5 0秒 間 イ ンキ ュベ ー トを行 った。 次 い で、 形 質 転 換 させ た 大 腸 菌 を L B寒 天

培 地 に て 3 7 °C で 一晩 培 養 した。 培 養 され た 大 腸 菌 の コ ロニ ー か らそ の 一 部 を

釣 菌 して滅 菌 水 5 . 9 _Ι_に溶 解 し、 該 滅 菌 水 に、 1 0 X Gene Taq Un i v e r s a l Buf f

e r ( (株 ） 二 ツボ ンジ ー ン製 ） 1 し dNTPs 混 合 溶 液 （各 2 . 5mmo L) ( (株

) 二 ツボ ンジ ー ン製 ） 1 し Gene Taq NT ( (株 ） 二 ツボ ンジ ー ン製 ） 0 1 从 し

、 並 び に、 5 mo L Lの pGEM _ T Easy Vec t o r ( P r omega 社 製 ） 由来 配 列 の 2 種

の プ ラ イ マ 一 各 [5' C C A G T C A C G A C G T T G T A A A A C G

3 ' (塩 基 配 列 1 1 ) 及 び 5 ' C A C A C A G G A A A C A G C T A T G

A C C 3 ' (塩 基 配 列 12 ) 、 揷 入 断 片 の鎖 長 + 250bp に な る よ う に設 計 ） を

そ れ ぞ れ 加 え、 全 量 を 1 0 L と して、 9 5 °C で 2分 、 9 5 °C で 2 0秒 、 6 0 °C で 2 0秒 、 7

2 °C で 3 0秒 を 1 サ イ クル と して 3 0サ イ クル の コ ロニ ー PCR 反 応 を行 った。 そ の

後 、 得 られ た 各 コ ロニ ー PCR 増 幅 産 物 を、 1 . 5 %ァ ガ ロー ス ゲ ル を用 い た 電 気 泳

動 で 分 画 し、 ベ ク タ 一 が揷 入 され た コ ロニ ー で あ る か ど うか を確 認 した。 ベ

ク タ 一 の揷 入 が確 認 され た コ ロニ ー を用 い て、 L B培 地 に て 3 7 °C で 一 晩 振 と う

培 養 した。 そ の後 、 得 られ た 培 養 液 を用 い て、 Qu i ckGene P Lasm i d k i t S I I (

富 士 フ イル ム （株 ） 製 ） に て プ ラ ス ミ ド抽 出 を行 った。

[0088] 得 られ た プ ラ ス ミ ド 2 種 に つ い て、 pGEM _ T Easy Vec t o r ( P r omega 社 製 ）

由来 配 列 の プ ラ イ マ 一 [5' C A C A C A G G A A A C A G C T A T G A C

C 3 ' (塩 基 配 列 12 ) ] に よ りApp e d B i osys t ems 3730x L DNA Ana l yze r

( ラ イ フテ ク ノ ロジ 一 ズ ジ ャパ ン社 ） に て塩 基 配 列 の解 読 を行 った。 実 施 例

1 の PCR 増 幅 産 物 （DBUを添 加 した 方 法 ） の塩 基 配 列 解 読 結 果 と実 施 例 2 の PCR

増 幅 産 物 （DBNを添 加 した 方 法 ） の塩 基 配 列 解 読 結 果 は 同 じ傾 向 を示 した。 そ

の結 果 を 図 4 に示 す。 図 4 中、 口 で 囲 まれ た箇 所 は CpG ジ ヌ ク レオ チ ドを、 下



線 は プ ラ イ マ 一 部 を表 す 。 尚 、 CpG ジ ヌ ク レオ チ ドは 6 1箇 所 で あ っ た 。

[0089] ま た 、 実 施 例 1 の PCR 増 幅 産 物 （DBUを 添 加 した 方 法 ） の 塩 基 配 列 解 読 結 果

に つ い て 、 CpG ジ ヌ ク レオ チ ドの シ 卜シ ン が 非 メ チ ル 化 シ 卜シ ン及 び メ チ ル 化

シ 卜シ ン の 何 れ で あ る か を表 した 図 を 図 5 に、 実 施 例 2 の PCR 増 幅 産 物 （DBN

を 添 加 した 方 法 ） の 塩 基 配 列 解 読 結 果 に つ い て 、 シ 卜シ ン が 非 メ チ ル 化 シ 卜

シ ン及 び メ チ ル 化 シ 卜シ ン の 何 れ で あ る か を表 した 図 を 図 6 に そ れ ぞ れ 示 す

。 尚 、 図 5 及 び 図 6 中 の 〇 は 、 CpG ジ ヌ ク レオ チ ドが 非 メ チ ル 化 の も の で あ る

こ と を、 · は 、 CpG ジ ヌ ク レオ チ ドが メ チ ル 化 さ れ て い る も の で あ る こ と を表

す 。

ES細 胞 で は 、 幹 細 胞 未 分 化 マ 一 力 一 で あ る Fgf 4 の プ ロ モ ー タ 一 領 域 の DNA は

メ チ ル 化 さ れ て い な い た め 、 該 DNA を 本 発 明 の ゥ ラ シ ル 化 反 応 に 付 し、 これ ら

の CpG ジ ヌ ク レオ チ ドが 全 て 非 メ チ ル 化 で あ れ ば 、 非 メ チ ル 化 シ 卜シ ン が ゥ ラ

シ ル へ 高 い 効 率 で 変 換 さ れ て い る こ と が 証 明 で き る。 図 5 及 び 6 の 結 果 よ り

、 ほ ぼ す ベ て の CpG ジ ヌ ク レオ チ ドの シ 卜シ ン及 び そ れ 以 外 の シ 卜シ ン が ゥ ラ

シ ル に 変 換 さ れ て い る こ と が 判 っ た 。 即 ち 、 本 発 明 の 方 法 に よ れ ば 、 非 メ チ

ル 化 シ 卜シ ン を 高 い 効 率 で ゥ ラ シ ル に 変 換 で き る こ と が 判 つ た 。

符 号 の説 明

[0090] 図 4 中 、 口 で 囲 ま れ た 箇 所 は CpG ジ ヌ ク レオ チ ドを、 下 線 は プ ラ イ マ 一 部 を

表 す 。

図 5 及 び 図 6 中 の 〇 は 、 CpG ジ ヌ ク レオ チ ドの シ 卜シ ン が 非 メ チ ル 化 シ 卜シ ン

の も の で あ る こ と を、 · は 、 CpG ジ ヌ ク レオ チ ドの シ 卜シ ン が メ チ ル 化 シ トシ

ン さ れ て い る も の で あ る こ と を表 す 。



請求の範囲

[ 請求項 1 ] —本鎖 DNAを、下記一般式 [ 1 ] ~ [ 8 ] で示 される化合物の少な く

とも 1 種の存在下でバイサル フアイ 卜反応 に付す ことを特徴 とする、

前記一本鎖 DNA中の非 メチル化シ 卜シンをゥラシル に変換する方法 ；

下記一般式 [ 1 ] で示 される化合物

(式中、も~ もは、 それぞれ独立 して、水素又は炭素数 1

キル基 を表 し、 n は 1 ~ 3 の整数 を表す）、

下記一般式 [ 2 ] で示 される化合物

(式中、 Yは、炭素原子、酸素原子又は窒素原子を表 し、 R7~ R12は、

それぞれ独立 して水素原子、又は炭素数 1 ~ 6 のアルキル基 を表 し、

kは 0 ~ 2の整数 を表すが、 Yが酸素原子の場合は 0を、 Yが窒素原子の場

合は 1 を、 Yが炭素原子の場合は 2 を表す。）

下記一般式 [ 3 ] で示 される化合物

(式中、 R13 ~ R15は、 それぞれ独立 して水素原子、又は炭素数 1 ~ 6

のアルキル基 を表す）、



下記一般式 [ 4 ] で示 される化合物

(式中、 R17及び R19は、 それぞれ独立 して水素原子、 アミノ基又は炭

素数 1 ~ 6 のアルキル基 を表 し、 R16、 R18及び R20は、 それぞれ独立 し

て水素原子、 アミノ基、炭素数 1 ~ 6 のアルキル基又は炭素数 2 ~ 6

のジアルキル アミノ基 を表 し、 R16 とR17は、 R16の隣 りの炭素原子、 R17

の隣 りの炭素原子 と共 にベ ンゼ ン環 を形成 してもよい。）、

下記一般式 [ 5 ] で示 される化合物

(式中、 R2 1及び R22はそれぞれ独立 して炭素数 1

表 し、 X，はカウンタ一ァニオ ンを表す）、

下記一般式 [ 6 ] で示 される化合物

(式中、 R23は炭素数 1 ~ 6 のアルキル基 を表 し、 R24~ R28は、 それぞ

れ独立 して水素原子、又は炭素数 1 ~ 6 のアルキル基 を表 し、 X2は力

ゥンタ一ァニオ ンを表す）、

下記化合物一般式 [ 7 ] で示 される化合物



(式 中、 R29~ R34は、 それぞれ独立 して水素原子、又は炭素数 1 ~ 6

のアルキル基 を表す）

下記一般式 [ 8 ] で示 される化合物

[ 式中、 Zは窒素原子又は炭素原子を表 し、mは 0 又は 1 の整数 を表 し

、 Zが窒素原子の場合は 0 を表 し、 Zが炭素原子の場合は 1 を表す。 R35

~ R39はそれぞれ独立 して水素又は炭素数 1 ~ 6 のアルキル基 を表す]

[ 請求項 2 ] 一般式 [ 1 ] におけるも~ もが全て水素原子である、請求項 1 記載の

方法。

[ 請求項 3 ] 一般式 [ 2 ] におけるYが炭素原子又は酸素原子であ り、 R7~R„ が全

て水素原子であ り、 R12は、炭素数 1 ~ 3 のアルキル基であ り、 Kは 0

又は 1 の整数である、請求項 1 記載の方法。

[ 請求項 4 ] —般式 [ 3 ] におけるR13~ R15が炭素数 1 ~ 3 のアルキル基である、

請求項 1 記載の方法。

[ 請求項 5 ] —般式 [ 4 ] におけるR17及びR19が水素原子であ って、 R16、 R18及びR20

の少な くとも 1 つが炭素数 1 ~ 3 のアルキル基又は炭素数 1 ~ 3 のジ

メチル ァミノ基である、請求項 1 記載の方法。

[ 請求項 6 ] —般式 [ 5 ] におけるR2 1及びR22が炭素数 1 ~ 3 のアルキル基であ り



、 Xが 卜リフル才 ロメタンスルホ ン酸 イオ ン又は 卜リフル才 ロメタン

カルボ ン酸 イオ ンである、請求項 1 記載の方法。

[ 請求項7] —般式 [ 6 ] におけるR24~ R28が全て水素原子であ り、R23が炭素数 1

~ 4 のアルキル基であ り、Xが トリフル才 ロメタンスルホ ン酸 イオ ン

又は 卜リフル才 ロメタンカルボ ン酸 イオ ンである、請求項 1 記載の方

法。

[ 請求項8] —般式 [ 7 ] におけるR29~ R32が全て水素原子である、請求項 1 記載

の方法。

[ 請求項 9] —般式 [ 8 ] におけるR36~ R39が全て水素原子であ り、R35が水素原子

又は炭素数 1 ~ 3 のアルキル基であ り、Zが炭素原子又は窒素原子で

ある、請求項 1 記載の方法。

[ 請求項 10] —本鎖 DNAを、前記一般式 [ 1 ] 〜 [ 3 ] で示 される化合物の少な く

とも 1 種 の存在下でバイサル フアイ 卜反応 に付す、請求項 1 記載の方

法。

[ 請求項 11] —本鎖 DNAを、前記一般式 [ 1 ] で示 される化合物の少な くとも 1 種

の存在下でバイサル フアイ 卜反応 に付す、請求項 1 記載の方法。

[ 請求項 12] 請求項 1 のバイサル フアイ 卜反応の後、バイサル フアイ 卜反応産物 を

PCR反応 に付す、非 メチル化シ 卜シンがゥラシル に変換 された一本鎖D

NAの増幅方法。

[ 請求項 13] 更 に、請求項 1 2 で得 られた、増幅 された一本鎖 DNAを塩基配列解析

に付す、前記一本鎖 DNA中のメチル化シ 卜シンの検 出方法。
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