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研究成果の概要（和文）：生体内の2本鎖DNAを自在に認識することが出来れば、遺伝子発現やそれに伴う生命機
能の制御が可能となる。つまり、様々な生命現象の解明や遺伝子病の治療など、幅広い応用が期待される。この
ように、2本鎖DNAを配列選択的に認識する手法は、核酸研究における基盤技術として、その高い応用性が期待さ
れてきた。本研究では、ペプチド核酸（Peptide Nucleic Acid、PNA）と呼ばれる人工核酸を用い、新たな2本鎖
DNA認識技術（インベージョン）の構築を行った。

研究成果の概要（英文）：Sequence-selective recognition of double-stranded DNA in cells will enable 
the control of gene expression and associated biological functions. Therefore, it is expected to be 
applied to a wide range of research fields, including the elucidation of various biological 
processes and the therapeutic treatment of genetic diseases. A new method for sequence-selective 
recognition of double-stranded DNA has been expected to be developed as a fundamental technology in 
nucleic acid research because of its high applicability. In this study, we constructed a new 
double-stranded DNA recognition (invaision) technology using peptide nucleic acid (PNA), a type of 
artificial nucleic acid.

研究分野：核酸化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究において開発したペプチド核酸（PNA）による2本鎖DNA認識技術は、従来高いDNA認識効率を達成するうえ
で必要不可欠であったPNAへの化学修飾を不要とし、より簡便なPNA合成を達成している。これにより、付随する
様々な障壁を取り払うことで、PNAによる2本鎖DNA認識手法（インベージョン）がより応用研究に適応しやすく
なり、その汎用化が期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 
 2 本鎖 DNA の配列選択的な認識技術は、生命現象の解明や遺伝子発現制御において非常に重要
な技術である。近年 CRISPR/Cas9 によるゲノム編集技術の目覚ましい発展が話題となっている
が、これも Cas9 による 2本鎖 DNA 認識という基盤の上に成り立った技術である。このように、
2本鎖 DNA 認識技術は高い応用可能性を有するのに対し、これまでは Zinc Finger、TALE、Cas9
などの DNA 結合タンパクによるものがほとんどであった。もし合成分子で DNA を配列選択的に
認識することが出来れば、手技の大幅な簡便化だけでなく、従来の DNA 結合タンパクにはない新
たな研究展開が期待される。そこで本研究では、ペプチド核酸・Peptide Nucleic Acid（PNA）
の「インベージョン」という特徴的な 2本鎖 DNA 認識様式に着目した。 
 PNA は DNA のリン酸ジエステル結合をアミド結合に置換した人工核酸の 1つであり、リン酸基
同士の静電反発が生じず、他の核酸アナログとは一線を画す非常に強い DNA 結合力を示す。その
結果、PNA が標的の 2本鎖 DNA 中に潜り込み、2組のより安定な PNA/DNA 2 本鎖からなる「イン
ベージョン複合体」を形成する。これにより PNA は、1本鎖状態への変性操作など必要なく、天
然に存在する 2 本鎖 DNA を直接かつ配列選択的に認識することが可能である。このインベージ
ョンは、数多くの核酸アナログの中でも PNA 唯一の特長である。このように、PNA は高い自由度
で特定の 2本鎖 DNA を直接認識することが可能である。さらに、合成分子であることから従来の
DNA 結合タンパクとは大きく異なった特性を持つことも重要な要素と言える。 
 ここで、インベージョンに用いる PNA 同士は必然的に相補的となるが、疑似相補的な塩基
（pseudo-complementary）からなる pcPNA を利用することで、PNA 間の塩基対形成を防いでいる
（pcPNA は DNA とは安定に 2本鎖形成する一方で、pcPNA/pcPNA 2 本鎖は立体障害により不安定
となる）。未修飾の PNA では、より安定な PNA/PNA 2 本鎖の形成が優先することでインベージョ
ン効率が低下してしまうため、pcPNA への化学修飾はインベージョンには必要不可欠であるとさ
れた。上記のように魅力的なPNAによるインベージョンであるが、pcPNAを用いるという点では、
非常に大きな課題を有していた。まず、pcPNA モノマーは一般に流通しておらず総工程 7および
9ステップの化学合成が必要である。加えて、pcPNA は一般的に Boc 法による合成を主としてい
たことから、自動合成機に適応可能な Fmoc 法とは異なり、その合成は手動合成によって達成さ
れてきた。このような pcPNA の利用に対する障壁から、PNA のインベージョン研究は汎用化が難
しく、非常に限定されていた。 
 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、従来の pcPNA に代わり、核酸塩基への化学修飾を簡素化、また化学修飾に依存し
ない新たな配列設計に基づくインベージョン系を構築し、PNA をより汎用的かつ効率的な 2本鎖
DNA 認識のツールとして完成させることを目指した。さらに、これまで報告されてこなかった PNA
に関する結晶構造解析を達成し、PNA の詳細な構造情報の解明についても検討を行なった。最終
的な目標としては、生体内でも効率的に機能する PNA を開発することで、タンパク研究における
抗体のように本手法をゲノム DNA の認識技術として確立させ、生体分子認識手法として応用展
開を目指した。例えば、抗体を用いた免疫染色、免疫沈降、抗体医薬に対し、生体内の特定 DNA2
本鎖を認識しその動態を観察する生体イメージング技術、標的 DNA/タンパク複合体の選択的な
分離精製技術、分子標的薬に代わる遺伝子配列標的薬といった応用展開が期待される。 
 
 
 
３．研究の方法 
 
 本研究では、PNA の広範な応用に向けて後述する 3課題に取り組み、インベージョンを汎用的
かつ効率的な 2本鎖 DNA の選択的認識技術へと完成させることを目指した。研究課題①「核酸塩
基部位への正電荷導入を用いた新規インベージョン系の開発」、研究課題②「配列設計を利用し
た新規インベージョン系の構築」の 2課題により、より応用展開が容易な新規インベージョン系
を構築する。研究課題①においては、グアニンの N7 位をメチル化することで、4 級カチオン化
しグアニンへ正電荷を導入する。これにより、負電荷を帯びた DNA との静電相互作用から、より
高い DNA 結合力が期待される。一方で、正電荷同士の静電反発により、PNA 間の相互作用は抑制
され、トータルとして PNA のインベージョン効率が向上することを期待した。また、研究課題②
「配列設計を利用した新規インベージョン系の構築」においては、従来疑似相補的 pcPNA を利用
する必要があった 2本鎖 DNA 認識（インベージョン）を、pcPNA への化学修飾を用いずに達成す
ることを目指した。pcPNA への化学修飾は非常に煩雑であるため、pcPNA を必要としないインベ



ージョン系を構築することで、PNA 応用の汎用化へ大きく貢献することが期待される。さらに、
研究課題③「X線結晶構造解析による PNA の構造情報の取得」から、PNA の設計に関する構造的
側面からの知見を得る。 
 
 
 
４．研究成果 
 
（１）研究課題①「核酸塩基部位への正電荷導入を用いた新規インベージョン系の開発」 
研究課題①「核酸塩基部位
への正電荷導入を用いた
新規インベージョン系の
開発」においては、必要と
なる核酸塩基への化学修
飾を簡素化することで、よ
り簡便な PNA 合成を達成
し、様々な応用研究に適応
しやすいインベージョン
系の構築を目指した。市販
の PNA モノマーである
Fmoc-G PNA モノマーを利
用し、1ステップの非常に
簡便な化学修飾を用いることで、PNA のインベージョンの促進を検討した（図１）。具体的には、
グアニンのN7位へのメチル化による4級カチオン化を利用し、正電荷を核酸塩基中に導入する。
これにより、PNA の DNA 結合力
の向上および、PNA 間の相互作
用の抑制を同時に達成し、よ
り高効率なインベージョン系
の構築に成功した。PNA のイン
ベージョン効率はマイクロチ
ップ電気泳動により評価を行
い、PNA による DNA および PNA
との相互作用については、UV
による融解温度測定により融
解温度 Tmを算出し、正電荷導
入 PNA が設計通りに機能して
いることを確認した（図 2）。
さらに、従来の PNA では効率
的なインベージョンが困難で
あった生理的条件下でも高い
インベージョン効率を示すこ
とを明らかにした。 
 
（２）研究課題②「配列設計を利用した新規インベージョン系の構築」 
研究課題②「配列設計を利用した新規インベージョン系の構築」においては、インベージョンに
必要となる核酸塩基への化学修飾（pcPNA）を必要としない新たなインベージョン系を構築した。
その結果、より簡便な PNA 合成を達成し、様々な応用研究に適応しやすいインベージョン系の構
築のマイルストーンとなったと言える。この新規インベージョン系では、pcPNA という制約がな
いため、Fmoc 合成による PNA 合成が可能となり、ペプチド自動合成機の活用も可能となった。
これにより、PNA の合成にかかる時間と手間の面でも実験コストは大幅に低減され、様々な検討
や応用展開が迅速化されることになった。また、その PNA の合成の簡便化のために、多量のサン
プルを必要とする構造解析を推進するうえでも大きなメリットとなっている。現在、その詳細に
ついてを国際論文誌への投稿を行っている。また、各 PNA の DNA および PNA との相互作用を、UV
による融解温度測定により融解温度 Tm から評価し、そのインベージョン機構に関する知見を得
ている。また、インベージョン効率はマイクロチップ電気泳動により評価を行い、PNA の設計が
インベージョン効率にどのように影響するかについても検討を行なった。 
 
（３）研究課題③「X線結晶構造解析による PNA の構造情報の取得」 
研究課題③「X線結晶構造解析による PNA の構造情報の取得」においては、研究課題②に関わる
PNA 設計について重点的に検討を行なうこととした。各種結晶化条件に対応したスクリーニング
キットを用いて検討を行なったところ、いくつかの条件において結晶の取得に成功した。さらに、

図１ Cationic Guanine の合成 

 

図 2 Cationic Guanine による核酸認識 



その結晶化条件について詳細な検討を行ない、濃度条件などを最適化していくことで、より分解
能の高い結晶の取得を試みた。いくつかの対象について検討を起こったところ、全ての構造を明
らかにすることは出来なかったが、これまで報告のない PNA と DNA との構造について X 線結晶
構造解析に成功した。その測定に際しては、理研 SPring-8 での協力を仰いだ。現在はさらなる
構造情報の取得や、より精緻な構造情報の取得に向け、継続して検討を進めている。 
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