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DNAのメチル化状態は、個体発生、成長などの過程で必須な役割を果たしている。生化学的な実験

で、細胞内において時間経過と共に変化するメチル化状態は定性的には観測されている。しかしな

がら、詳細なメチル化の順序や反応性は解析されていない。そこで本研究では、NMRを用いて DNA

メチル化酵素のメチル化反応を定量的に解析するための手法を構築した。DNAとメチル基供与体で

ある SAM とメチル化酵素 M.SssI を混合して NMR 試料管に入れ、37oC で 13C-HSQC スペクトルの

連続測定を行った。メチル基供与体の SAMは、転移されるメチル基を 13C標識した SAM(大陽日酸)

を用いた。これによって、シトシンに導入されるメチル基は、すべて 13C 標識されているので、メ

チル化反応によって付加された 13C-メチルのシグナルだけを検出できる。1測定 10分程度で、シグ

ナルを検出でき、時間変化によるシグナル強度の増加を取得した。この解析から、酵素反応が最後ま

で終了すると 3’側から順番にメチル化されていることが分かった。また、位置によって反応速度が

反応したメチル化シトシンのメチル基だけを検出することによって、セ異なることも明らかになった。

ンス鎖とアンチセンス鎖のシトシンも区別することが出来た。その結果、センス鎖とアンチセンス

鎖に存在するメチル化シトシンのシグナル強度は異なっていた。これは、センス鎖とアンチセンス

鎖へのメチル化導入は同時ではないということを示唆している。 
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