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研究成果の概要（和文）：我々が開発したスーパー制限酵素を使って、ヒトの全ゲノム DNA（30
億塩基対）の中の１カ所を選択的に切断することに成功した。DNA 切断はすべて天然酵素と同

様にリン酸ジエステル結合の加水分解で進行するので、生成した DNA 断片を用いて組換え

DNA を調製し、これを細胞内で発現することが可能である。さらに、スーパー制限酵素で切断

した DNA をヒト細胞内に入れると、この切断が DNA 修復系により正確に認識され、所定の相

同組換えが促進されることも明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：We developed man-made tools (super artificial restriction enzyme) which cut 
double-stranded DNA at desired site with desired site-specificity. Even huge genomic DNA (e.g., the 
genome of human beings composed of 3x109 base-pairs) was selectively hydrolyzed at one target site. 
The scission fragments were connected with foreign DNA using DNA ligase, and the recombinant DNA 
was successfully expressed in mammalian cells. Furthermore, the site-selective scissions by the super 
artificial restriction enzyme were satisfactorily recognized by the repair system in human cells and 
promoted the desired homologous recombination. High potential of the super artificial restriction 
enzyme for future applications has been indicated. 
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１．研究開始当初の背景 
  バイオテクノロジーの著しい発展の中で、
ゲノムDNAをはじめとする巨大DNAを正確
にマニピュレーションする技術の重要性が
高まっている。ゲノム DNA から所定の遺伝

子（群）を切り出し、またゲノム DNA の所
定位置に必要遺伝子を自在に導入できれば、
医療、物質生産、品種改良など幅広い分野に
計り知れない効果をもたらすと期待される。
そのため、巨大な DNA を所定の位置で選択
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的に切断する人工ツールの開発が、世界中の
多くの研究者により試みられていた。しかし、
本研究を開始した時点においては、我々の開
発したスーパー制限酵素（Artificial Restriction 
DNA CUTter; ARCUT）が、天然酵素も含めて、
巨大 DNA を設計通りに切断できる唯一の
ツールであった。 
 
２．研究の目的 
  本研究では、(1) 巨大な二本鎖 DNA を所定
の位置で選択的に切断する ARCUT を用いて、
巨大 DNA のマニピュレーション法を確立す
ること、および (2) ARCUT による切断を活
用してニュー・バイオテクノロジーを創出す
ること の 2 つを目的とする。 
 
３．研究の方法 
  我々が開発した ARCUT は、「二本鎖 DNA
の中のターゲット配列を認識する二本のペ
プチド核酸（PNA）」と「DNA を切断する
Ce(IV)/EDTA 錯体」から構成される（図 1）。
そこで、本研究では、まず、ARCUT の選択
性ならびに切断活性のさらなる向上を目指
して、PNA と Ce(IV)錯体に種々の化学修飾を
加えてその構造を最適化する。また、ARCUT
を用いて、ヒトゲノム DNA の位置特異的な
切断を実現するとともに、天然酵素のみに依
存している従来技術では実施することが不
可能なニュー・バイオテクノロジーを創成す
る。さらに、これらの知見を発展させて、染
色体末端に存在して老化やガン化との重大
な関与が報告されているテロメアを選択的
に切断する人工ツールを開発する。こうして、
次世代バイオツールとしての ARCUT の優位
性を確立する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1  スーパー制限酵素（ARCUT）による
DNA の塩基配列選択的切断の模式図 

 
４．研究成果 
(1) 第一世代 ARCUT のミスマッチ認識能の
評価 
  ARCUT により巨大ゲノムを切断する際に

は、ターゲット配列と類似の配列が系中に多
数混在する。もちろん、ターゲット配列だけ
が選択的に切断されなければならない。従っ
て、ARCUT のミスマッチ認識能の基礎的
データは、これを応用展開していく上で極め
て重要である。そこで、PNA と DNA との間
に系統的にミスマッチを導入し、これが切断
効率にどのような影響を与えるかを検討し
た。結果の一例を図 2 に示す。典型的な
ARCUT は、基質 DNA 中の少なくも 16 塩基
対を正確に認識することが明らかとなった。
このミスマッチ認識能は、40 億塩基対にもお
よぶ巨大 DNA の中の 1 カ所を正確に認識す
るのに十分な高さである(416 > 40 億)。すなわ
ち、ARCUT が、ヒトゲノムを含む各種のゲ
ノム DNA を所定位置で選択的に切断する能
力を有することが確認された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2  ARCUT のミスマッチ認識の一例 
(a)ターゲット部位の塩基配列。(b)緑枠部分
の塩基配列を様々に変えた基質 DNA に対
する ARCUT の切断。塩基配列が完全に相
補的（full-match）な場合にのみ切断が進行
して断片が生成する。 

 
(2) ARCUT の機能向上 
  第一世代の ARCUT では、現在広く用いら
れている PNA(poly(N-ethylglycine)を主鎖骨
格とするもの）を用いていた。しかし、この
場合、GC 含有量が極端に高い DNA 配列の認
識は困難で、このような場所は容易に切断で
きなかった。そこで、PNA の設計を精密化し、
その中の所定位置に正電荷を導入した（図 3）。
この修飾 PNA は非常に高い塩基配列認識能
を持ち、GC 含有量の非常に高い配列でも効
率的に認識することが明らかになった。 
 
 
 
 
 
 
 

図 3  正電荷を導入した PNA の構造 
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また、第一世代 ARCUT では、DNA 中の所定
のターゲット配列を認識するのに二本の
PNA 鎖が必要であった。しかし、一本鎖 DNA
結合タンパク質（SSB）を併用することによ
り、一本の PNA 鎖のみを用いても二本鎖
DNA 中の所定位置に効率的にインベージョ
ンさせることができることを見出した（図 4）。
ここでは、SSB が、インベージョンで生成す
る一本鎖部位に結合し、系全体を安定化して
いる。 
 
 
 
 
 
 
 
図 4  一本の PNA と SSB を併用した 
二本鎖 DNA へのインベージョンの模式図 

 
  一方、第一世代 ARCUT では、PNA の末端
にホスホセリンの形でリン酸基を導入し、こ
れとCe(IV)/EDTAとの相互作用を利用して触
媒をターゲット部位に局在化して切断活性
を向上してきた（図 5）。今回、この効果をさ
らに高めるために、リン酸基よりもさらに強
くCe(IV)/EDTAと相互作用する多価リン酸配
位子を開発した。その有効性を確認するため
に、DNA の末端にこの多価リン酸系配位子を
結合し、これを切断サイトの近傍に導入した。
その結果、DNA の位置選択的切断の効率が飛
躍的に向上することが明らかになった（図 6）。 
 
 
 
 
 
 

図 5 ホスホセリンによる PNA の修飾 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6  Ce(IV)/EDTA 錯体と多価リン酸配位
子修飾 DNA を用いた一本鎖 DNA の効率的
な切断。モノリン酸配位子の場合は、ほと
んど切断されない条件であっても、多価リ
ン酸配位子を使用すると効率的な選択的切
断が観測される（赤枠部分）。 
[基質 DNA] = 1 μM、[Ce] = 50 μM。 

  また、DNA 切断の活性種である Ce(IV)錯
体の調製方法についても種々追究した。その
結果、多価リン酸配位子に Ce(III)塩を加え、
Ce(III)を多価リン酸に配位させた後に分子状
酸素で酸化して Ce(IV)錯体を調製するとい
う新たな方法を確立した（図 7）。明確な構造
を持つ Ce(IV)錯体が調製できるのが最大の
長所である。 
 
 
 
 
 
 
 
図 7  Ce(III)塩からスタートする Ce(IV)錯
体-DNA ハイブリッドの新規調製法 
 

 
実際に、この方法により Ce(IV)－DNA ハイ
ブリッドを構築すると、Ce(IV)/EDTA を用い
た系よりも、塩基配列特異的な DNA 切断能
が飛躍的に向上した（図 8）。こうして調製さ
れる第二世代のスーパー制限酵素は、高活性
でしかも構造が明確であり、さらに細胞内へ
の導入も容易であると予想され、現在鋭意検
討中である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 8  Ce(III)塩からスタートする Ce(IV)錯
体－DNAハイブリッドとCe(IV)/EDTA錯体
を用いる系との比較。Ce(III)塩を用いた場
合には、図 6 の条件と比較して、ごく低濃
度の Ce で切断することが可能である。 
[基質 DNA] = 1 μM、[Ce] = 4 μM。 

 
 
  ARCUTによる切断で生成するDNA断片と、
他の DNA 断片とのリガーゼ反応の効率化に
も成功した。ARCUT で得られる DNA 断片の
末端は、特殊な接着末端構造を持つ。そこで、
これらの末端と相補的な末端を持つ DNA 断
片が直接に得られる新たな PCR 法を開発し
た。この PCR 法では、プライマーの中の特定
の核酸塩基に、光により脱保護可能な保護基
を導入する（図 9a）。すると、PCR 反応にお
けるポリメラーゼによる伸長反応が、保護基
の入った核酸塩基の向かい側で停止する（図
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9b）。したがって、PCR の後で生成物に光を
照射して保護基を外すと、望み通りの末端構
造を持つ PCR 断片が得られる（図 10）。この
方法により、ARCUT を用いて調製した DNA
断片と相補的な接着末端構造を有する DNA
断片が容易に調製できる。この PCR 断片は、
ARCUT 生成物と通常のリゲーション条件で
容易かつ迅速に結合され、調製した組換え
DNA は細胞内で正常に発現した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 9  (a)光応答性塩基（TNPP）の構造と 
(b)保護基の入った核酸塩基の向かい側での
ポリメラーゼ反応の停止。保護基の立体障
害のためにワトソン・クリック塩基対を形
成することが出来ず、伸長が停止する。 

 
 
 
 
 
 
 
 
図 10  任意の粘着末端を持つ DNA 断片を
直接に与える新たな PCR 法の概略 
 

 
(3) ニュー・バイオツールとしての ARCUT
の応用展開 
  まず、ARCUT の最大の特徴である“巨大
DNA の選択的切断能”を実証するために、各
種のゲノムを選択的に切断した。図 11 はヒト
ゲノムの切断例である。切断場所の選択は全
く自由であり、ここでは一例としてヒトゲノ
ムのX染色体に存在するFMR1遺伝子付近を
切断ターゲットとして ARCUT を設計した。
ヒトの細胞から全ゲノムを抽出し、ARCUT
で切断した後に、反応物をサザンブロッティ
ングで解析した。その結果、ヒトゲノムの中
の所定位置が選択的に切断されることを確
認した。重要なことには、ヒトゲノムの中に
は、ターゲット配列と類似の配列が多数存在
するが、これらの類似配列は全く切断される
ことなく、ターゲット配列のみが切断された
ことである。こうして、ARCUT がヒトゲノ
ムの中の 1 カ所を選択的に切断できることを

明らかにし、この人工ツールが各種ゲノムの
マニピュレーションに有用であることを確
証した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 11  スーパー制限酵素（ARCUT）による
ヒトゲノム DNA の特異的な切断。 
ARCUT でターゲット部位を切断後、さらに
制限酵素（EcoRI）で切断。得られた赤と青
の DNA 断片を、プローブ 1 とプローブ 2
を用いてサザンブロッティングにより解析。 

 
 
  さらに、ARCUT を用いることにより、ヒ
ト細胞内での相同組換え（類似遺伝子同士の
交換反応）の頻度を飛躍的に向上することに
成功した。すなわち、この人工ツールを使っ
て組換え標的部位の近傍を選択的に切断し、
ヒト細胞内での DNA 修復能を活性化した。
例えば、青色蛍光タンパク質遺伝子（BFP）
を持つプラスミド DNA 中の所定位置（発光
中心近傍）を ARCUT で切断し、緑色蛍光タ
ンパク質（GFP）の配列を持つドナーDNA 断
片とともにヒト細胞に導入した（図 12a）。
GFP と BFP は発光中心を除いて酷似してい
るので、実際に設計通りに非常に高い効率で
相同組み換えがヒト細胞内で進行し、BFP の
断点が GFP を鋳型として修復された。その結
果、緑色蛍光を発するタンパクが効率的に産
生した（図 12b）。既述のように、ARCUT は
切断サイトが自在に設計でき、ヒトのゲノム
の中の 1 カ所を選択的に切断することができ
る。こうして、ARCUT が、ヒト細胞内にお
いて相同組換えを促進し、遺伝子挿入や遺伝
子変異などを人為的に誘起する新たなツー
ルとして極めて有用であることが明らかと
なった。 
  また、これらの知見を発展させて、染色体
の末端に存在して重要な生体機能を担って
いるテロメアを、特異的に切断する人工カッ
ターの開発にも成功した。ヒトテロメアは
(TTAGGG)n という繰り返し配列を持つので、
これと G カルテットを形成して特異的に結
合する修飾オリゴヌクレオチドを合成し、こ
れに多価リン酸配位子を結合した。ここに
Ce(IV)/EDTA を加えて反応させると、ヒトテ
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ロメアのオーバーハング部分（3’端にある一
本鎖構造）が選択的に切断された（図 13）。 
 
  (a) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  (b) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 12  スーパー制限酵素（ARCUT）で切断
した BFP 遺伝子のヒト細胞内での相同組換
え。(a)実験の概略。(b)細胞導入 2 日後の蛍
光顕微鏡写真。ARCUT で切断した場合にの
み、明確な緑色の蛍光が観測される。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 13  ヒトテロメア配列を選択的に切断す
る人工カッター 
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