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II. 成果の概要（総括研究報告） 

和文 

本研究では、遺伝子解析を実施する企業（G&G サイエンス、福島）との共同研究を実施し、簡便か

つ迅速な世界初ハイスループット DNA メチル化解析診断薬を開発することを目的とする。 
平成 28 年度は下記の事項を行った。 

成果： 

Luminex 法の品質のバリデーション 
①Luminex システムを用いた対象遺伝子のメチル化解析 
測定対象における各条件を最適化した Primer、Probe 及び増幅、検出を確認するため、人工的に合

成した遺伝子（メチル化配列対応プラスミド、非メチル化対応プラスミド）を用い、メチル化率を

100、80、60、50、40、20、0%に調整したモデルサンプルにて増幅を行った。その結果、各比率の

モデルサンプルが、メチル化対応、非メチル化対応 Probe にて適切に検出されることが確認された。 
②バイサルファイト済みの DNA を用いた測定 
評価検体 21 例について、①で構築、確認したメチル化測定システムにて評価を行った。解析により、
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全例について、メチル化、非メチル化に対応したプローブの両者で蛍光値が確認され、良好に測定

されることが示された。 

今後： 

医薬品医療機器総合機構（PMDA）での対面助言相談の助言に基づき、臨床性能試験を実施する。 
 
英文 

The PCR-Luminex method can identify a single base substitution by specific hybridization. 
Therefore, we investigated whether a combination of these techniques might provide a novel way 
to analyze DNA methylation. 

Results:  
(1) Development of PCR-Luminex Methylation Method 
 We first evaluated the PCR-Luminex technique by comparing an in vitro methylated plasmid 

containing the two DMRs versus an unmethylated version. By mixing the plasmid at ratios of 
100%, 80%, 60%, 50%, 40%, 20%, and 0, methylated to unmethylated, we calculated a standard 
curve for the methylation ratio using a regression curve. 
 We assessed the methylation status of normal human leukocyte DNA and normal sperm DNA. 

A “no DNA” sample was used as a control to eliminate background noise, and PCR-Luminex 
values were then used to calculate the methylation ratio. H19 and LIT1 imprinted DMRs by 
PCR-Luminex were approximately 50% methylated in the somatic cell and fully methylated or 
unmethylated pattern, as appropriate, in the germ cell. 

(2) Validation of PCR-Luminex Method 
We compared the values obtained from the PCR-Luminex method to those obtained from the 
COBRA, and performed a statistical analysis with a Spearman's and Pearson's rank 
correlation. We found that H19 and LIT1 showed a good correlation. Three samples showed 
under 90% methylation at the DMR in sperm. Similarly, the number of samples showing over 
10% methylation at LIT1 DMRs. We determined the cutoff value of the PCR-Luminex 
technique. When the value of the PCR-Luminex methylation assay. 
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