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研究成果の概要（和文）：我々がすでに開発したスーパー制限酵素は、ヒトの巨大ゲノムをも選
択的に切断する高い位置特異性を有する。本研究では、このスーパー制限酵素を使ってヒトゲ
ノムを所定位置で切断し、ゲノムから所定断片を正確に切り出し、これを直接に解析する手法
を開発した。特に、ヒトのそれぞれの染色体の末端に存在するテロメアを切り出して解析した
結果、同一の細胞中にもかかわらずテロメアの長さが染色体によって顕著に異なるという興味
ある結果を得た。従来法では得られない情報であり、スーパー制限酵素の有用性を如実に表し
ている。また、スーパー制限酵素をヒト細胞内で機能させ、ゲノムの所定場所を切断し、目的
とする相同組換えを誘導することにも成功した。さらに、スーパー制限酵素に様々な化学修飾
を施し、その機能を改善した。中でも核移行シグナルペプチドを PNA に結合することが非常に
有効であり、核局在化の促進のみならず、生理条件でのインベージョン特性が飛躍的に向上し
た。 

 

 

 

研究成果の概要（英文）：Man-made tool (super artificial restriction enzyme), developed by our group, 

is highly site-selective and cuts huge human genome at one target site. In this research, this cutter was 

used to obtain desired fragments from human genome. Telomeres and other fragments were clipped 

from human genome with high selectivity. It was found that the telomere length is different from a 

chromosome to another even in the same cells. This unexpected finding has never been obtained by 

previous methods, showing superb roles of the present chemical cutter for molecular biology. Even in 

alive human cells, the super artificial restriction enzyme site-selectively cut the genome, inducing 

desired homologous recombination. Furthermore, the functions of the cutters were improved by various 

chemical modifications. Attachment of nuclear localization signal peptide to PNA was especially 

effective and allowed the invasion of the PNA into the genome to proceed spontaneously under 

physiological conditions. 
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１．研究開始当初の背景 

 高等生物の細胞内では、巨大 DNA で構成
される染色体の中に数多くの遺伝子ならび
に制御因子が正確に配置され、互いにフィー
ドバックしながら精緻なゲノム・システムを
構築している。すなわち、ゲノムは多数の遺
伝子の単なる集合体ではなく、その中の遺伝
子や制御因子が互いに有機的・組織的に密接
に関連し、また時空間分布を精密に制御され
て生命活動を維持している。ところが、現状
のバイオテクノロジーでは、多くの場合、細
胞に導入された遺伝子は、細胞固有のゲノ
ム・システムとは無関係に、独立な遺伝子と
して機能している。これでは、生命の持つ驚
異的な能力もその一部しか利用できない。す
なわち、工学・医学・薬学をはじめとする一
連のバイオテクノロジーをさらに飛躍的に
発展させるためには、ゲノム・システムを積
極的に活用し、遺伝子機能を多次元的かつ合
目的的に制御することが必要である。しかし、
これまでは、巨大なゲノム DNA を正確に操
作する手段が無く、そのために、ゲノム・シ
ステム中で各遺伝子（群）がどのように機能
しているかに関する正確な情報は乏しく、そ
の結果として、ゲノム・システムを望み通り
に有効活用することはできなかった。 

 我々はすでに、“どのように大きな DNA で
も、望みの場所で選択的に切断できる化学ツ
ール（スーパー制限酵素） ”を開発した
（ARCUT: Artificial Restriction DNA Cutter）。
この化学ツールは２本のペプチド核酸
（PNA）とCe(IV)/EDTA錯体から構成される。
PNAはWatson-Crick則によりゲノムの所定の
場所にインベージョンし、その結果として所
定場所に一本鎖部分を生じる。一方、
Ce(IV)/EDTA 錯体は一本鎖 DNA のみを特異
的に加水分解する顕著な質特異性を示す。そ
こで、PNA のインベージョンにより生成した
一本鎖部分を、Ce(IV)/EDTA 錯体で選択的に
切断する。現状で、巨大 DNA を所定位置で
選択的に切断できる唯一の化学ツールであ
る。実際に我々は、ヒト細胞から抽出した全
ゲノム（30 億個の核酸塩基対で構成される）
をスーパー制限酵素で処理することにより、
ねらった１カ所を選択的に切断することに
も成功していた。 

 

２．研究の目的 

 そこで、本申請研究では、このスーパー制
限酵素を用いてヒトをはじめとする高等生
物の巨大ゲノムを直接に操作し、これを通じ
てゲノム・システムを総合的かつ包括的に解
明する。こうして、これまでの生命科学の概
念を塗り変える『ゲノム・マニピュレーショ
ン工学』を創成し、これを使ってゲノム・シ
ステムを対象とする次世代バイオテクノロ
ジーへと展開する。これが本申請研究の目的

である。 

 これまでも、ゲノム・システム中における
遺伝子（群）の機能解明の重要性は幅広く認
識されていた。しかし、ゲノム・システムを
分子レベルで追究する手段が乏しいために、
詳細な情報が得られなかった。例えば、現在
の生命科学では、プラスミドなどをベクター
として遺伝子を細胞に導入し、その発現状況
を評価するのが一般的である。この場合、導
入された遺伝子は、細胞内のゲノムとは無関
係に機能する。また、複数種の遺伝子を同時
に細胞に導入しても、これらの遺伝子は互い
に独立に働く。この手法では、ゲノム・シス
テムの解明に有効な情報は得られないし、ま
たこのシステムを有効に活用することもで
きない。それに対して、本申請研究では、我々
が開発したスーパー制限酵素を使ってゲノ
ムを所定位置で切断し、ゲノム・システムを
直接に解析し、またこれを利用する。すなわ
ち、スーパー制限酵素によりゲノムの中の１
か所を切断し、精査したいゲノム部分の形態
を改変して、ゲノムの構造を保持したままで
遺伝子（群）の機能を解析する。こうして、
これまでは容易に得られなかった「ゲノム・
システムに関する正確な分子情報」を得る。 

 

３．研究の方法 

 上記の研究目的を達成するには、（１）ヒ
トゲノムから所定断片を正確に切り出す手
法、ならびに（２）ヒトゲノムを望み通りに
改変する手法 の開発が必要である。そこで、
これらの２項目を集中的に検討した。ただし、
これらの研究を進めている段階で、ARCUT

をヒトゲノムのマニピュレーションにさら
に広範かつ有用に適用するには、いくつかの
点を改良する必要があることが顕在化した。
そこで、（３）ARCUT の機能を化学修飾によ
り改善し「第２世代の ARCUT」を構築する
ことも追究した。 

 
４．研究成果 
 当初の研究計画通りに、ARCUT を用いて
ヒトゲノムを所定の場所で選択的に切断し、
さらにこれをゲノム・マニピュレーションへ
と展開した。 

 

（１）ヒトゲノム中の所定断片の切り出しと
構造解析 

 ゲノムの機能を詳細に解明するには、
ARCUT でヒトゲノムを所定の位置で選択的
に切断し、所望の DNA 断片を切り出す手法
の確立が必須である。以下では、テロメアの
取得ならびに内部断片の切り出しを、それぞ
れ検討した。 

 

① ヒトのそれぞれの染色体の末端にある
テロメアの選択的切り出し 
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 まず、切り出し対象として、ガンや老化と
の関連が次々と明らかになり注目されてい
るテロメアを選択した。ヒトゲノムのどの位
置でも選択的に切断できるという ARCUT の
特性を活用し、それぞれの染色体から別々に

テロメアを取得した（図１）。テロメアはど
の染色体でも全て同じ配列である（ヒトの場
合は(TTAGGG)n配列の繰り返し）が、この繰
り返しが終了した場所の配列はそれぞれの
染色体に固有である。そこで、この場所を切
断のターゲットとする ARCUT を設計するこ
とで目的を達成した。その結果、「ヒトテロ
メアの長さは染色体によって異なる」という
極めて重要な知見を得た。 

 ヒトのそれぞれの染色体の繰り返し終了
部位を切断する ARCUT を調製した。例えば、
性染色体の短腕に結合したテロメア（Xp/Yp）
をターゲットとする ARCUT を調製する。ヒ
ト細胞から全ゲノムを抽出し、この ARCUT

で処理すれば、ゲノム中の当該サイトだけが
選択的に切断され、Xp/Yp のテロメアが選択
的に得られる。一方、別の染色体に対応した
ARCUT で全ゲノムを処理すれば、その染色
体のテロメアが選択的に得られる。反応物を
サザンブロッティングで解析した結果の一
例が図２である。非常に興味深いことに、11q

とXp/Ypの各染色体から得られたテロメアの
長さは互いに 1.6 倍も異なることが分かった。
もちろん、従来法では、このような情報は決
して得られない（右端のレーン）。『それぞれ
の染色体のテロメアを別々に取得できる』と
いう ARCUT 法の特色があればこそ得られた
結果である。 

 これらの知見をすべての染色体に展開し、
それらをより詳細に解析することにより、
「すべての染色体のテロメアは同一のエピ
ジェネティックス状態（DNA のメチル化や特
殊塩基の存在）にあるか？」も分かるはずで
あり、これまで入手不能であった種々のエピ
ゲノム情報の取得が期待される。 

 

② ヒトゲノムの内部断片の取得 

 最初のステップとして、全ゲノムを制限酵
素で処理し、生成物（きわめて多数のゲノム
断片の混合物）の中から目的断片だけをアフ
ィニティ分離した。すなわち、当該断片中の
所定の場所に選択的に結合する一対の PNA

を調製し、一方の PNA にビオチンを結合し
た。制限酵素によるゲノム分解物にこれらの
PNA を加えてインベージョン錯体を形成さ
せ、ストレプトアビジンを結合した高分子ゲ
ルで処理した。すると、目的断片だけが分離
された。いずれの断片の分離に対しても目的
物の選択性は十分に高い。 

 さらに、ARCUT による目的断片を取得す
ることにも成功した。アフィニティ分離をす
るために、ARCUT に使用する２本の PNA の
一方にビオチンを結合した。この ARCUT は、
通常の ARCUT と同様に効率的にヒトゲノム
を切断した。反応物を、もう一組の ARCUT、
あるいは天然の制限酵素で処理し、目的とす
る内部断片を調製した。反応物を、ストレプ
トアビジンを結合した高分子ゲルで処理し、
目的とするゲノム断片を入手した。得られる
断片のサイズ、場所は制限がないので、どの
ような断片でもゲノムの中から取り出すこ
とができる。 

 これらの断片を次世代シーケンサー、NMR，
質量分析などで解析ことにより、高度なエピ
ゲノム情報が得られる。さらに、ゲノムに対
する DNA 結合タンパク質や non-coding RNA

の結合状態の詳細な解明にできる。現代の生
命科学の一つの課題である“ゲノムの詳細解
析”のツールとして有用であることは自明で
ある。 

 

（２）ARCUT を用いたヒト細胞内での相同
組換えによるゲノム変換 

 ヒト細胞内で ARCUT によりゲノムを所定
位置で選択的に切断し、該当する相同組換え
の促進の可能性について追究した。まず、
ARCUT が細胞内でも正確に機能するか否か
に関する基礎実験を行った。その結果、（ⅰ）
ARCUT がヒト細胞内で十分に機能し、プラ
スミドの相同組換えを誘導すること、（ⅱ）
ヒト細胞内で、ARCUT による選択的切断位
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図１ ヒトの各染色体のテロメアを選択的に取得するためのARCUT
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置に、大きなサイズの遺伝子（約 1 kb）が正
確に挿入できること、（ⅲ）相同組換え効率
がDNAドナーの長さに顕著に依存すること、
（ⅳ）細胞周期を制御することで相同組換え
効率が向上できること、（ⅴ）エレクトロポ
レーションで導入した PNA が導入初期には
核に局在すること などが明らかになった。
そこで、ヒトゲノムに青色蛍光タンパク質
（BFP）の遺伝子を１個導入し、その発色団
形成部位を ARCUT で切断し、相同組換えに
より緑色蛍光タンパク質（GFP）型に変換す
る系を構築した。ARCUT の構成成分（PNA

と Ce(IV)/EDTA）と GFP ドナーをエレクトロ
ポレーションでヒト細胞に導入したところ、
HEK293（付着系細胞）でも K562（浮遊系細
胞）でも、緑色蛍光を発するヒト細胞の生成
が確認された。導入した GFP ドナーはそのま
ま単独で発現して緑色蛍光を発することは
なく、また ARCUT なしではヒト細胞内での
相同組換えはほとんど進行しない。このよう
に、設計通りに、ヒト細胞内で目的の相同組
換えを進行させ、ゲノム中の所定の遺伝子の
配列を望みの塩基配列に変換することに成
功した。すなわち、ヒトゲノムの相同組換え
に対する ARCUT の有用性を実証できた。 

 これらの検討を行っている間に、生体反応
を活用したツールである CRISPER/Cas9 系が
開発され、ゲノム編集に盛んに使用されるよ
うになった。この手法に比して、我々の
ARCUT 法は、特に生化学者にとっての使い
やすさでは劣る。しかし、ARCUT は化学ツ
ールであり化学修飾が容易であるので、様々
な付加機能が必要な場合でもこれを容易に
付与できるという特色を持っている。そこで、
近い将来に“単なるゲノム編集よりもさらに
高度な機能”が必要となった場合には、より
優位なツールとなれるはずである。 

 

（３）第２世代 ARCUT の開発 

① 細胞内での配列認識能ならびに切断能
の向上 

 ヒト細胞内で ARCUT を核に局在化してよ
り有効にゲノムを切断することを目指して、
核移行シグナルペプチド（NLS）を PNA に結
合した。その結果、設計通りに ARCUT の核
局在化が実現した。さらに、単なる核局在化
の促進だけにとどまらず、この化学修飾によ
り PNAの DNAへのインべージョンが著しく
促進されることが分かった。すなわち、
ARCUT をより低濃度で、しかも細胞内のよ
うに高い塩濃度条件でも有効に機能するよ
うに改良することができ、すべての過程が生
理条件で自発的に進行することも分かった。 

 また、NLS を結合した PNA は、１本でも
十分にゲノムにインベージョンすることを
見出した。NLS の正電荷のために、DNA と
の結合が強まったために、DNA/DNA 二本鎖
の解離エネルギーが１本の PNA/DNA 二本鎖
の生成により十分に補償できるためである。
非修飾の PNA でゲノムを認識するためには

どうしても２本の PNA が必要であったのに
対し、この修飾 PNA は１本だけでもゲノム
の所定場所に結合できる。すなわち、PNA は、
アンチジーン試薬として、これまで予想され
たよりもはるかに有望であることが強く示
唆されたわけであり、関連分野の発展に重大
なインパクトを与えた。 

 

② ARCUT の認識・切断配列の拡張 

 これまで開発してきた ARCUT は、広範な
塩基配列の切断に対して適用可能ではある
が、それでも、（ⅰ）テロメアのように極端
に GC-rich で同一のシーケンスが繰り返して
いる配列や（ⅱ）ホモプリン・ホモピリミジ
ン配列 を認識するのは困難であった。そこ
で、前者に対しては PNA/DNA 系のグアニン
四重鎖形成を利用することにより、これらの
配列も効率的に切断する新ツールを構築し
た。GC-rich な配列は、ヒトゲノム中では多
くの遺伝子のプロモーター部分にしばしば
存在し、遺伝子発現のオンオフに寄与してい
るといわれている。今回は、特に、がん遺伝
子（例えば c-Myc）のプロモーター(-AGGGTG 

GGGAGGGTGGGGA-)を選択的に切断する系
を構築し、このプロモーターを選択的に切断
することに成功した。また後者に対しては、
ホモピリミジン配列の PNA を使って、ホモ
プリン DNA 配列との間で三重らせんを形成
させるのが有効で、効率的な選択的切断を実
現した。また、高塩濃度条件では PNA がイ
ンべージョンしにくいという課題を、ポリア
ミド系オリゴマーと PNA とをハイブリッド
化することにより解決した。このようにして、
ヒトゲノムの中のほぼすべての配列を認識
して切断する第２世代 ARCUT を開発するこ
とに成功した。 

 

③ Ce(IV)/EDTA 錯体の ARCUT への固定化 

 ARCUT の副反応をより完全に抑制しまた
切断をさらに効率化するためには、Ce(IV)錯
体を PNA に直接に固定することが望ましい。
そこで、多価のホスホネート配位子（例えば
エチレンジアミンテトラホスホネート）と
Ce(III)錯体をまず調製し、これを空気酸化し
て Ce(IV)錯体に変換する新たな ARCUT 調製
法を開発した。スペクトル測定ならびに動力
学的検討により、Ce(IV)と配位子との２：１
錯体が生成し、これが DNA 加水分解活性を
有することが示唆された。この技術は、遊離
の Ce(IV)錯体による副反応の心配がなく、生
体内への応用において有効な戦略である。 

 

④細胞内のモレキュラー・クラウディング効
果がインベージョンに及ぼす影響 

 細胞内はその大半が多数の生体分子に占
有されており、その化学環境はバルクの水と
は大いに異なることが知られている（モレキ
ュラー・クラウディング効果）。そこで、こ
の環境をポリエチレングリコールの添加に
より模倣し、PNA のインベージョンに及ぼす
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影響を検討した。その結果、モレキュラー・
クラウディング効果は PNA インベージョン
を著しく促進することを見出した。このこと
は、PNA を細胞内に入れたときに、そのゲノ
ムへのインベージョンは、細胞外の実験で予
想されていたものよりもはるかに安定であ
ることを意味している。すなわち、細胞内に
おける PNA のインベージョンによるアンチ
ジーン効果が、より一層有効である可能性を
確認した。 
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