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研究成果の概要（和文）：特定の位置にミスマッチを故意に導入したTALEを作製（ミスマッチ法）すると、DNA
の1塩基の違いを明確に区別し、劇的に解離定数が変化した。ミスマッチ法で作製したTALENは、ターゲット配列
を選択的に切断し、1塩基異なる非ターゲット配列は切断されなかった。この結果は、ミスマッチ法で作製した
TALEが、従来法で作製したTALEよりも、高い配列特異性と正確性があることを意味している。

研究成果の概要（英文）：When TALE was prepared by deliberately introducing a mismatch at a specific 
position, the difference in one base of DNA was clearly distinguished, and the dissociation constant
 changed dramatically. TALEN produced by the mismatch method selectively cleaved the target 
sequence, and did not cleave non-target sequences that differed by one base. This result means that 
the TALE prepared by the mismatch method has higher sequence specificity and accuracy than the TALE 
prepared by the conventional method.

研究分野： タンパク質工学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ゲノム編集技術は細胞の特定の遺伝子を塩基配列特異的に編集できる技術だが、類似の塩基配列をもつ目的外の
遺伝子の編集リスクが存在する。オフターゲット効果の低減は、発がんリスクの低減において極めて重要であ
る。現在の塩基配列分析法において、in vivo遺伝子修正による目的遺伝子以外の遺伝子改変が生じた際の、改
変部位の特定は非常に難しいといわれている。オフターゲット変異はゲノムワイドに生じることから、精度の高
い全ゲノムシーケンス解析が要求される。したがって、意図しない編集が行われた際の部位特定は現状困難であ
り、治療の安全性を担保するには、正確性の高い遺伝子編集技術の開発が極めて重要であるといえる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

 
大腸癌の治療において、抗 EGFR 抗体を用いた化学療法が有効であるが、一部の患者の癌細

胞で生じる RAS 遺伝子の点変異により治療効果が大きく低減することが知られている。したが
って、化学療法の有効性を高めるために、患者ごとに RAS 遺伝子の変異の有無を検査すること
が求められている。RAS タンパク質には、KRAS, NRAS, HRAS の 3 種のアイソフォームが存
在し、大腸癌においては KRAS 遺伝子のエクソン 2(コドン 12, 13)に高頻度に変異が現れること
から、KRAS 遺伝子検査が主に実施されている。しかし、検査対象である KRAS エクソン 2(コ
ドン 12,13)以外に、他のアイソフォームやエクソンにおいても薬理効果予測因子となる変異が
明らかになっている。よって、将来的には、現在よりも多様な RAS 遺伝子変異を検査する要求
が高まると予想される。 

 
RAS 遺伝子検査は、サンガー法による DNA シークエンス解析をもとにしたダイレクトシー

クエンス法が多く用いられてきた。本手法は、検出可能な変異の数が多いという利点を有するが、
測定感度が低いという問題がある。腫瘍部位から遺伝子検査用に癌細胞を回収する際に、正常細
胞のコンタミネーションにより偽陰性を招くことが感度低下の要因となり、正確な診断には癌
細胞を高純度で回収する高度な外科技術が要求される。現在、Luminex 法に代表される DNA タ
イピングによる高感度検出法が開発されており、測定感度限界の向上が実現している。しかし、
DNA 断片を固定した蛍光ビーズの調製や、ハイブリダイゼーション後の洗浄を必要とするため
測定が煩雑になることや、測定にフローサイトメトリーが用いられるなど高度な測定技術が要
求される。これらは、検査費用の高額化を招く要因となることから、測定感度の高い、操作の簡
便な遺伝子検査法の開発が必要である。 
 
２．研究の目的 
 

本研究は、DNA 結合タンパク質 TALE
と変異 DNA の複合体形成を、生物発光共
鳴エネルギー転移(BRET)で検出するシ
ステムを構築し、簡便かつ高感度な遺伝
子検査法を実現することが目的である。
TALE は、CRISPR/Cas9 と並ぶゲノム編
集のツールとして近年注目されている。
図 1 に示すように、TALE はチミンを先
頭とする 10-20 塩基の二本鎖 DNA に対
して配列依存的に相互作用することがで
きる。DNA に対する解離定数は nM オー
ダーであり、配列認識が厳密であるため、
ターゲット DNA に対して強く、正確に相
互作用することができる。例えば、変異配
列に結合する TALE を作製することで、
正常 DNA とは相互作用せず、変異 DNA と複合化することが可能となるため、この複合体形成
を検出することで遺伝子変異の存在を明らかにできる。 

 
そこで、2 つの TALE を用いて、ターゲット DNA と三者複合体を形成したときにのみ、BRET

を生じる光学的検出手法を適応する。BRET は、発光基質の発光エネルギーが近傍の蛍光タンパ
ク質に移動する現象であり、蛍光共鳴エネルギー移動(FRET)と同様にそれぞれの分子間距離が
蛍光発現に影響する。検査対象となる変異部位の上流に発光タンパク質融合 TALE(TALE 光ド
ナー)を配置し、蛍光タンパク質融合 TALE(TALE 光アクセプター)が DNA に結合したときに
BRET が生じるようにデザインする。したがって、本手法は、PCR による検査遺伝子断片の増
幅後、TALE と発光基質を添加し、マイクロプレートリーダーで蛍光測定することで検査可能で
あり、簡便な操作性、および、必要とする機器・試薬類にかかるコストは、現在の技術よりも大
きく利点があると考えられる。 
 
３．研究の方法 
 
(1)TALE(光ドナー, 光アクセプター)の調製、および BRET の最適化 
KRAS 遺伝子のコドン 12(GGT)が GAT に変異した配列と相互作用する TALE を光アクセプターとす
る。認識配列の異なる光ドナーを複数種類作製し、光ドナーと光アクセプター間の距離が三者複
合体形成に及ぼす影響と、BRET のシグナル強度の変化を検討する。 



 
(2)点変異ヌクレオチドの同定 
変異の有無だけでなく、どのヌクレオチドに変異しているかを明らかにする。マイクロプレート
を用いて PCR を行い、各種点変異ヌクレオチドに対応する TALE 光アクセプターをウェルに添加
し BRET を測定する。蛍光が観察されたウェルに添加した光アクセプターの認識配列より、変異
配列を推定する。 
 
(3)正常遺伝子が混在したサンプルの遺伝子検査 
ダイレクトシークエンス法において問題となる、正常遺伝子のコンタミネーションの影響を検
討する。具体的には、正常配列および変異配列の KRAS 遺伝子を有するプラスミドベクターをそ
れぞれ作製し、任意の割合で混合したプラスミドを鋳型として、PCR を行う。PCR 産物に光ドナ
ー、光アクセプターを添加し、BRET シグナルへの影響を検討する。 
 
(4)化学療法に抵抗する RAS 遺伝子変異の検出に対応する TALE(光ドナー,光アクセプター)のラ
イブラリ化 
KRAS コドン 12, コドン 13 を含むエクソン 2 の変異は大腸癌患者の 40％弱に認められる一方、
少ない頻度ではあるが、KRAS エクソン 3, 4 および NRAS エクソン 2,3,4 においても化学療法の
効果を下げる変異が認められている。これらをターゲットとした TALE の組み合わせを作製し、
マイクロプレート上で網羅的に変異検出可能な TALEライブラリを構築する。 
 
４．研究成果 
 
(1)2 種類の TALE および DNA 存在下における
BRET 発光評価を行った。標的とした KRAS 遺
伝子の一塩基変異型(Mutant)のみ高い蛍光強
度を示し、KRAS 配列を持たない DNA および
KRAS 遺伝子の野生型(Wild type)では強度が
著しく減少した。 
 
(2)蛍光偏光解消法より解離定数(Kd)の値が
変異型では 300 nM、野生型では>2000 nM と推
定され、任意に挿入した一塩基ミスマッチが
DNA との相互作用に大きく影響していること
が示唆された。これらの結果から標的配列に
あらかじめ一塩基ミスマッチを持たせた TALE
は DNA 配列中の一塩基変異による一塩基の違
いを正確に見分けられることが示唆された。 
 
(3)TALEN による DNA 切断評価を行った。標的
配列である KRAS (GAT)のときのみ選択的に切
断されており、それ以外の KRAS 配列では切断
がほとんど起こらなかった。この結果から標
的配列にあらかじめ一塩基ミスマッチを持た
せた TALEN は DNA 配列中の一塩基の違いを正
確に認識した切断が可能であり、オフターゲ
ット効果を大きく低減していることが示唆さ
れた。 
 
(4)本研究では、標的配列にあらかじめ一塩基分のミスマッチを持たせた TALE を作製すること
により DNA 配列中の一塩基の違いを正確に見分けられること、また一塩基分のミスマッチを持
たせた TALEN によりオフターゲット効果を大きく低減した切断が可能であることが示された。
このようなオフターゲット効果を低減した TALEN を用いることでゲノム編集を従来よりも正確
に行うことが可能になると考えられる。この能力を活かした新たなゲノム編集治療への応用が
期待される。 
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