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研究成果の概要（和文）：ペプチド核酸（PNA）は DNA の糖—リン酸骨格をペプチド骨格で置

き換えた人工核酸である。本研究では DNA に結合した PNA の両端を共有結合させることで

PNA-DNA 複合体の幾何学的安定化を試みた。検討の結果、新規 PNA の設計指針が確立でき、

実際に複合体の安定化が確認された。PNA の DNA 結合の強化を目的に開発した光学活性β

-PNA は不斉中心の立体化学に依存して DNA に結合した。β-PNA については今後も研究を継

続する予定である。さらに、協同的ストランドインベージョン、配列特異的 DNA 切断にも成

功した。 

 
研究成果の概要（英文）：Peptide nucleic acid (PNA) is a synthetic nucleic acid mimic in 

which the sugar phosphate backbone is replaced by a peptide backbone. In this study, we 

proposed a concept of topological stabilization of PNA-DNA hybrid duplexes and 

demonstrated the validity of the concept. Furthermore, cooperative triplex invasion and 

sequence-specific cleavage of DNA have also been achieved. 
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１．研究開始当初の背景 

 

ヒトゲノムプロジェクトが完了し、ゲノム情

報の活用を視野に入れた遺伝子診断、遺伝子

治療、ゲノム創薬に向けた研究が大きな期待

を集めている。ポストゲノムの時代では、任

意の遺伝子の発現を自在に制御する薬物の開

発が重要である。人為的な遺伝子制御法には、

疾病の原因となるタンパク質合成を mRNA の

段階で抑制するアンチセンス法と DNA からの

転写を直接抑えるアンチジーン法がある。特

に、最近は短い二本鎖 RNA によって狙った
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mRNAを触媒的に分解する RNA干渉(RNAi)は２

００６年度ノーベル医学・生理学賞が授与さ

れ脚光を浴びている。しかし、どんなに効率

よく mRNAの情報を抑えても DNAから mRNAへ

の情報の流れが止まるわけではないので遺伝

子の発現は決してゼロにはならない。遺伝子

発現を完全に停止させるには転写を抑えるア

ンチジーン法が望ましいのだが、ワトソン•

クリック塩基対を mRNA の認識に使えるアン

チセンス法に比べて、アンチジーン法は技術

的に困難なため実用化が遅れている。二本鎖 

DNA ではワトソン･クリック型塩基対が内部

に隠れているため、人工分子による塩基配列

の認識には主に大小の溝における構造の違い

を利用する方法が研究されてきた。メジャー

グルーブ（主溝）での認識には一本鎖核酸を

利用した三重らせん形成、マイナーグルーブ

（副溝）での認識にはオリゴピロール･イミダ

ゾール誘導が主に用いられ大きな進歩を見せ

ているが、標的にできる配列や長さに制限が

あるため今も実用的なアンチジーン分子に向

けた努力が続けられている。これに対して申

請者は、第三の方法として PNA のストランド

インベージョンによるアンチジーン法の実用

化に興味を持った。ストランドインベージョ

ンを機序とするアンチジーン法は海外でも例

が尐なく、国内では行なわれていないためこ

れから大きく発展する可能性が高い。 

 

２．研究の目的 

 

転写は開始反応と伸長反応に分けられ、それ

ぞれ DNA の転写制御領域とコード領域で行

われる。制御領域の塩基配列は複数の遺伝子

間で類似している部分が多いので、目的の遺

伝子発現のみを抑制するにはコード領域を

標的にするのが望ましい。しかし、報告され

ている転写抑制法のほとんどは開始反応の

阻害によるもので伸長反応の抑制は困難と

されている。これは転写が伸長の段階に入る

と RNA ポリメラーゼの進行にともなって

DNA 二重らせんが巻き戻されるため DNA

に結合している分子が引き剥がされてしま

うからである。そこで本研究では「アンチジ

ーン分子と DNA との間でカテナンを形成す

れば、その幾何学的制限によって結合が不可

逆になる」という作業仮説のもと実用的なア

ンチジーン分子の開発を目指す。RNA ポリ

メラーゼの作用で塩基対が引き剥がされて

も、カテナン構造の残りの部分が DNA に巻

き付くことになるため複合体全体のトポロ

ジーは変わらないからである。カテナン形成

用の合成分子としてペプチド核酸(PNA)を活

用する。 

 

３．研究の方法 

（１）カテナン形成用 PNAオリゴマーの合成： 

ストランドインベージョンとそれに続く分

子内反応によってカテナンが形成されるよ

うに N 末端をアミノ基、C 末端をホルミル基

とした各種 PNA オリゴマーを合成した。合成

は固相で Fmoc法により行い、精製は逆相 HPLC、

同定は MALDI-TOF質量分析計を用いて行なっ

た。 

（２）カテナン形成に適した PNAの構造探索： 

２分子の PNAオリゴマーをリンカーで直列に

連結し、N 末端をアミノ基、C 末端をホルミ

ル基とした。ホモプリン—ホモプリン型、ホ

モプリン—混合配列型、ホモピリミジン—混合

配列型の３タイプの PNAオリゴマーについて

DNA 結合を調べた。解析はゲル電気泳動法を

用いて行なった。 

（３）新規光学活性 PNAの開発：  

標準型 PNAの場合、ストランドインベージョ

ン出来るのはホモプリンまたはホモピリミ

ジン配列のみであるため標的配列が制限さ

れている。この配列制限を取り除くため、PNA

骨格に不斉炭素を導入することで、PNA の二

次構造を制御し、DNA結合能の強化を試みた。

合成は固相で Fmoc 法により行い、精製は逆

相 HPLC、同定は MALDI-TOF質量分析計を用い

て行なった。二次構造の解析は CD スペクト

ル、DNA 結合能の評価は融解温度測定により

行なった。 

（４）協同的ストランドインベージョン：  

ホモピリミジン PNAは二本鎖 DNAにトリプレ



 

 

ックスインベージョンで強固に結合し、その

結合は実質的に不可逆であることが知られ

ている（速度論支配）。これに対して、カテ

ナン形成用 PNAの合成過程で得られる短いホ

モピリミジン PNAはトリプレックスインベー

ジョン出来るが、その結合は弱く可逆的であ

る（熱力学支配）。この性質を利用した協同

的ストランドインベージョンを試みた。 

（５）配列特異的 DNA 切断： 

DNA に結合した PNA が生理的条件で DNA を切

断できれば、転写抑制はもとより、将来はゲ

ノム編集のツールとしても有用と考えられ

る。そこで、PNA の N 末端に金属錯体を導入

することで DNA 切断を試みた。 

 

４．研究成果 

（１）カテナン形成用 PNAオリゴマーの合成： 

ストランドインベージョンとそれに続く分

子内反応によってカテナンが形成されるよ

うに N 末端をアミノ基、C 末端をホルミル基

とした各種 PNA オリゴマーを合成した。はじ

めにホモプリン配列を含む PNAオリゴマーの

合成を行なったが、複雑な混合物を生成して

しまい目的物を得ることが出来なかった。こ

の問題を PNA配列、合成法を工夫することで

解決し、目的とするオリゴマーの合成に成功

した。 

（２）カテナン形成に適した PNAの構造探索： 

合成した PNAオリゴマーの二本鎖 DNAへの結

合をゲル電気泳動法で調べた。その結果、ホ

モプリン—混合配列型、ホモピリミジン—混合

配列型 PNAが DNAと安定な複合体を形成する

ことがわかった。特に、ホモピリミジン—混

合配列型 PNA の DNA 結合は定量的であった。

ホモプリン—ホモプリン型オリゴマーの場合

は、挙動が複雑で単一生成物を得ることは出

来なかった。最終的に、一方の PNA 部位には

ストランドインベージョンで DNAに結合する

能力があり、他方の PNA にはそれが無い場合

に、標的となる二本鎖 DNAと安定な複合体を

形成することがわかった。 

（３）新規光学活性 PNA の開発： 

○1  β位にメチル基を持つ PNA の合成： 

はじめにβ位にメチル基を導入した PNA（β

-Me PNA）について検討した。実際の合成に

先立ってコンピュータによるモデリングに

より、β位炭素に関する２つの立体異性体の

DNA 結合能について検討したところ、S 体の

方が安定になると予測された。 

光学活性ジアミンを原料に２つの立体異性

体（β-S 体、β-R 体）両方の合成を行なっ

た。ジアミンの立体障害の小さい方のアミノ

基を Cbz 基で選択的に保護し、続くアルキル

化反応を利用した速度論的分割により目的

とする光学活性な PNA骨格を純粋な形で得る

ことに成功した。核酸塩基部位の導入、脱保

護、Cbz基の Fmoc基への付け替えを経てβ-Me 

PNAモノマーを合成した。S 体、R 体それぞれ

のモノマーを PNAオリゴマーに導入したとこ

ろ、S 体は右巻き、R 体は左巻きらせん構造

を誘導した。DNA 結合能を持つのは S 体のみ

で、R 体は全く DNA に結合しないことがわか

った。この結果はコンピュータによるモデリ

ングの予測とも一致している。 

 

合成した光学活性 PNA の構造 

 

○2  β位にリジン側鎖を持つ PNAの合成： 

β-Me PNA の性質をもとにβ位にリジン側鎖

を持つ PNAの合成、評価を行なった。β位の

立体配置は Sとし、L-Lysから合成した。PNA

モノマーの主鎖アミノ基はアジド基の形で

導入し、固相合成の際に担体上でアミノ基に

還元した。反応の進行および PNAオリゴマー

の同定は MALDI-TOF質量分析法により行なっ

た。DNA 結合能については、まだ、予備的な

データの段階であるが、高い配列選択性が得

られている。PNA 側鎖の正電荷と DNA のリン

酸部位との間に非特異的な静電相互作用が

作用することを考えると興味深い結果であ



 

 

る。 

（４）協同的ストランドインベージョン：  

ストランドインベージョンによって生成す

る複合体が三重らせんとなる結合様式は、ト

リプレックスインベージョンと呼ばれる。カ

テナン形成用 PNAを合成する過程で得られた

短いホモピリミジン PNAは二本鎖 DNAのホモ

プリン配列にトリプレックスインベージョ

ンで結合する。二本鎖 DNA中に、この PNA配

列に対応したホモプリン配列を２つまたは

３つ連続して並べたところ協同的なトリプ

レックスインベージョンが観測された。協同

性の効果により複合体の安定性が向上した

だけでなく、標的 DNA のサイズも最大 18 塩

基対まで拡張され、配列選択性も劇的に改善

された。ヒトゲノムの任意の配列を標的とす

るには連続する 15 塩基対を識別出来ればよ

いとされているので充分なサイズと思われ

る。さらに、PNA とその標的 DNA 配列との間

に１つでもミスマッチがあると全く結合し

なくなることが明らかになった。 

５）配列特異的 DNA切断： 

癌遺伝子 mycを標的とした PNAを合成し、そ

の N末端に金属錯体を導入して DNA切断を試

みた。金属錯体形成部位としてブレオマイシ

ンモデルとビピリジンを検討した。その結果、

ビピリジン銅錯体を連結した PNAに DNA切断

活性が見られた。切断は配列特異的で錯体近

傍でのみ集中的に起こった。 
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