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研究成果の概要（和文）：我々が既に開発したスーパー制限酵素に、さらにアフィニティー分離能を付加し、第
2世代のスーパー制限酵素を構築した。スーパー制限酵素の構成成分であるPNAにビオチンを付加することで、31
億塩基対あるヒトゲノムから、数千塩基対の所定のDNA断片を高純度かつ高収率に抽出することに成功した。さ
らに、このビオチン修飾PNAとS1ヌクレアーゼを組み合わせることで、ワンポットでのヒトゲノムからの所定DNA
断片抽出にも成功した。

研究成果の概要（英文）：We already developed super artificial restriction enzyme. In this research, 
we added affinity separating ability to this tool, and constructed the second- generation super 
artificial restriction enzyme. By modifying biotin to PNA which is a constituent of super 
restriction enzyme, we successfully extracted desired DNA fragments of several thousand base pairs 
in high purity and high yield from the human genome with 3 billion base pairs. Furthermore, by 
combining this biotin-modified PNA with S1 nuclease, we also succeeded in extracting desired DNA 
fragments from the human genome in one pot.

研究分野：化学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
ゲノムの化学修飾（メチル化、ピリミジン
ダイマー形成など）や酸化的損傷（８－オキ
ソグアニンの生成など）が生体機能に大きな
影響を与えることは広く知られており、種々
の検出法が開発されていた。しかし、いずれ
の手法も巨大なゲノムをそのまま分析する
ために、「ゲノムのどの辺に修飾・損傷が局
在化しているか？」という俯瞰的な全体像は
得られるものの、「ある遺伝子の中の特定の
塩基が修飾・損傷を受けているか否か？」に
関する詳細な分子情報は得られなかった。
種々の最新鋭の分析法も提案されていたが、
信頼性が未だ不十分であると言われていた。
一方、PCR 法は、増幅過程で化学修飾や酸化
損傷の情報が失われるので適用できなかっ
た。すなわち、ゲノムの化学修飾や酸化損傷
等に関する分子情報を正確に求める手段が
なく、そのために、これらがゲノム機能に及
ぼす役割を分子レベルで解明することはで
きなかった。 
我々はすでにヒトゲノムを所定の位置で
切断できるスーパー制限酵素を開発してい
た(図 1)。これは 2本のペプチド核酸（PNA）
と Ce(IV)/EDTA 錯体から構成される(①)。
PNA はワトソンクリック則により、ゲノムの
相補的配列の部分にインベージョンする。こ
の時、2 本の PNA をずらして設計しておくこ
とで、ゲノムの所定の位置に一本鎖部分を生
じさせる。Ce(IV)/EDTA 錯体は PNA インベー
ジョンにより生成した 1本鎖 DNA部分を選択
的に切断する。Ce(IV)/EDTA 錯体の代わりに、
1本鎖DNAを特異的に切断するS1ヌクレアー
ゼも非常に有効であることを見出した(③)。
そしてこれを新たなゲノム解析ツールとし
て使用することを考えていた。 

 
図 1 スーパー制限酵素 

 
２．研究の目的 
本研究では、我々がすでに開発したスーパ
ー制限酵素を活用して、“分子情報に基づく
ニュー・ゲノム科学”を構築することを目的
とした。すなわち、ヒトゲノムから所定の小
断片を正確に切り出し、これを詳細に解析し
て、「ゲノム中の、どの核酸塩基がどのよう
な化学修飾や酸化損傷を受けているか？」を
明らかにする。ゲノムの修飾や損傷が生体機
能に多大な影響を与えることは良く知られ
ているが、分子レベルの情報は皆無に近く、
関連分野の進展に大きな障害となっていた。

本研究は、この難問に対して直接で強力な解
決策を提示し、ニュー・ゲノム科学の創成に
寄与する。 
 
３．研究の方法 
本研究では、スーパー制限酵素を使用して
調製したゲノム断片を、如何にして効率的に
分離精製するかが最重要課題と考えられた。
そこで我々はこの課題を解決するために、ス
ーパー制限酵素に使用する 2本の PNAのうち
の一方にビオチンを結合し、ストレプトアビ
ジン・ビーズによるアフィニティー分離が可
能となるような、第 2世代のスーパー制限酵
素（図 2）の構築を行った。 

 

図 2 アフィニティー分離能を付加した 
第 2世代スーパー制限酵素 

 
この過程で、抽出断片の化学修飾や酸化損
傷等を詳細に解析するには、選択性を高め、
より高純度な抽出断片を得る必要が顕在化
した。そこでスーパー制限酵素の改良と、ア
フィニティー分離法の最適化を追求した。 
 
４．研究成果 
(1)ビオチン修飾 PNA を用いたアフィニティ
ー分離 
PNA のビオチン化修飾は、PEG2 リンカーを
介し、ビオチン化リジンを付加して合成した。
N端側、C端側への付加を試みたが、N端側へ
の付加は難しく、C 端側へ付加したものを使
用し、アフィニティー分離法の構築を行った。
ビオチン修飾 PNA の末端構造を図 3 に示す。 
 

図 3 ビオチン修飾 PNA の末端構造 
 
次に、このビオチン修飾 PNA を用いたゲノム
断片のアフィニティー分離法を開発した。あ
らかじめヒトゲノムを制限酵素で断片化し
ておき、そこに 2 本の PNA（片方はビオチン
修飾 PNA）を加え、目的の DNA 断片に結合さ
せた。そしてストレプトアビジンが結合した
磁気ビーズを使用して目的のゲノム断片を
アフィニティー抽出した。 



 
図 4 ビオチン修飾 PNA を用いた 
ヒトゲノムからの標的断片の抽出法の概要 
 

この方法で 31 億塩基対という巨大なヒトゲ
ノムから、数百から数千 bp の目的領域の DNA
断片を、およそ 40%の効率で抽出することに
成功した。PNA は設計が自由であり、ヒトゲ
ノムから取得する断片の種類に制約はない。
この方法で得られるゲノム断片はPCR法と異
なり、ゲノムの修飾、損傷などは保存されて
いる。抽出断片を詳細に解析することで、全
ゲノム（３１億塩基対）のスケッチ像を与え
る従来法では得られない、ターゲット部位の
正確かつ精緻な分子情報が入手できると考
えられる。 
 
 (2)アフィニティー分離法の最適化 
本研究で構築したビオチン化PNAを用いた
アフィニティー分離法により、高効率で目的
断片の回収に成功した。しかし塩基分析など
広範な用途に使用するには選択性をさらに
高める必要があった。そこで分離精製断片の
アフィニティー分離の際の吸着、脱着条件の
さらなる改良を目指した。解析の結果、分離
断片中の不純物（目的物以外のゲノム断片）
は、主として PNA による断片の非特異的吸着
によるものであることが判明した。そこで非
特異的吸着の抑制および非特異的吸着断片
の洗浄除去に最適な反応条件を探索するた
め、PNA/DNA 複合体形成、およびその安定性
について解析を行った。その結果、PNA/DNA
の複合体形成時は、塩濃度、温度の影響を受
けやすいが、複合体形成されると塩濃度、温
度、変性剤等の影響はあまりなく、安定に存
在することが明らかとなった。この基礎的デ
ータは本研究のアフィニティー分離法の改
良だけでなく、PNA の様々な分野への応用の
際の条件検討に有用なデータとなると考え
られる。 
 
(3)1 本の PNA による 2本鎖 DNA 認識 
アフィニティー分離系においてPNAによる
非特異吸着の抑制が抽出断片の純度向上に
有効と考えられたため、使用する PNA を 2本
から 1本に減らした系の構築を考えた。そこ
で 1本の PNA のみで 2本鎖 DNA を認識する系
の開発を行った。通常、2 本の PNA を使用す
るのは、DNAの2本鎖それぞれに結合させて、
両鎖を安定化させるためである。そこで PNA

が結合していない方のDNA鎖を安定化させる
方法として、1 本鎖 DNA に結合する性質を持
つリボヌクレアーゼAの添加を行ったところ、
1 本の PNA のみでの 2 本鎖 DNA との複合体形
成に成功した（図５a）。また、PNA に修飾塩
基（2,6-ジアミノプリンと 2-チオウラシル）
を導入することにより、1 本鎖結合性タンパ
ク質が無くても、1 本の PNA のみで複合体形
成が可能であることを見出した（図５b）。 

 
図 5  1 本の PNA による 2本鎖 DNA との 
複合体形成 

 
1 本の PNA のみで 2 本鎖 DNA が認識できれ
ば、PNA 合成の手間も省け、系も簡略化され
るため、様々な分野への応用が期待される。 
 
(4)ビオチン化PNAとS1 ヌクレアーゼの組み
合わせによる所定ヒトゲノム断片のワンポ
ット抽出法の開発 
 前述のヒトゲノムからの所定DNA断片の抽
出は、アフィニティー分離の前に、適当な制
限酵素でのヒトゲノム断片化が必要である
（図 4②）。しかし制限酵素は認識配列が限ら
れるため、適当な制限酵素がない場合も多い。
一方で当研究室が開発したスーパー制限酵
素は、認識配列を自由にデザインすることが
でき、S1 ヌクレアーゼなどと組み合わせるこ
とで DNAの 2本鎖切断が可能である。そこで、
配列認識に使用するPNAにビオチンを付加さ
せ、S1 ヌクレアーゼと組み合わせることで、
一度にゲノム切断と所定DNA断片の抽出を可
能とした（図 6）。 

 
図 6  ヒトゲノムからのワンポット法による 
所定断片の抽出 

(a)ワンポット法の概要 (b)DNA 断片の抽出効率
の３回の実験（３色）結果 
 
この方法は、前述のアフィニティー抽出法と
比較し、まだ効率、純度に改善の余地がある
ものの、アフィニティー抽出法では適応でき
ないような領域でも抽出が可能であること
から、これらの方法を組み合わせて使用する
ことで、ヒトゲノム全域の解析に対応できる
と考えられる。 



(5)ヒトゲノムの所定領域に結合したタンパ
ク質因子の同定 
 本研究で開発したアフィニティー分離系
を用いて抽出した分離断片の分子情報の解
析も行った。ヒトゲノムから所定断片をアフ
ィニティー分離し、溶出させずビーズに固定
化した状態のまま核抽出液と反応させるこ
とで、所定断片に結合するタンパク質画分を
得た。得られたタンパク質画分をウエスタン
解析や質量分析することにより、今後精査す
る必要はあるが、結合タンパク質の一部を同
定することができた。本系の構築は、ゲノム
の所定の領域に結合するタンパク質因子を
明らかにし、ゲノム機能の全容解明に寄与す
るものである。 
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