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研究成果の概要（和文）： 
 人工核酸の一つであるペプチド核酸 PNA は、他の核酸アナログとは一線を画す非常に
高い DNA との親和性を有しており、インベージョン（2 本鎖 DNA 中に潜り込み、新たに
2 組の PNA/DNA2 本鎖を形成する現象）という特徴的な DNA 認識が可能となっている。
本研究では、PNA によるインベージョンの生体内応用を志向し、化学的なアプローチから
インベージョンをより効率的かつ、安定化するための新規修飾 PNA の設計・開発を行っ
た。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Peptide Nucleic Acid (PNA) is a one of DNA analogues and it can form stable duplex with 
its complementary DNA. Furthermore, PNA can “invade” a double-stranded DNA 
sequence-selectively (formation of invasion complex) and this special recognition mode of 
double-stranded DNA is called “strand invasion”. In this study, we developed a strategy to 
stabilize the invasion complex for the analysis of higher-order structure of DNA. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 ペプチド核酸（Peptide Nucleic Acid: 
PNA）は、DNA の主鎖骨格をペプチド結合
に置き換えた人工核酸であり、リン酸の負電

荷による反発がないことから、他の核酸アナ
ログと比べ非常に安定に DNA との相補鎖形
成を行う。さらに PNA はこの高い安定性か
ら、ストランド・インベージョン（2 本鎖 DNA
に配列特異的に潜り込み、ターゲット部分の
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DNA 2 本鎖を解離させ、より安定な 2 組の
PNA/DNA 2 本鎖を新たに形成する現象）と
呼ばれる非常に特徴的な DNA 認識が行える
ことが知られている（図１）。これにより、
PNA は他の核酸アナログでは困難な、変性操
作などを必要としない「直接的な 2本鎖 DNA
認識」が可能となっている。このように、イ
ンベージョンは非常に特徴的かつ魅力的で
あるが、生体内などで応用する場合にはその
安定性に改善の余地があった。 
 そこで本研究では、PNA によるインベージ
ョンの生体内応用を志向し、インベージョン
をより効率的かつ、安定化するための新規修
飾 PNA の設計・開発を目指した。 

 
図１．(a) PNA の構造 (b) PNA によるインベ
ージョン 
 
 
２．研究の目的 
 
 １．研究背景で述べたように、PNA はスト
ランド・インベージョンという特徴的なDNA
認識様式を有し、これによって他の核酸アナ
ログでは困難な 2 本鎖 DNA の直接的な認識
が可能となっている。このインベージョンは、
直鎖状 DNA とスーパーコイル DNA とでそ
の効率が変化するなど、DNA の高次構造に
応じて挙動が変化することが知られている。
もし、PNA を細胞内に導入し生体内のゲノム
DNA を対象としたインベージョンが行うこ
とができれば、その効率の変化などを利用し
て DNA の構造情報を得るためのプローブと
しての応用などが期待できる。しかしながら、
in vitroに比べ生体内ではPNAのインベージ
ョン複合体の安定性の低下が予想され、より
簡便な生体内 PNA インベージョンの応用に
向けては、新たな設計が必要であった。 
 そこで本研究では、化学的なアプローチか
らインベージョンをより効率的かつ、安定化

するための新規 PNA の設計・開発を目指し
研究を行った。上記のことが達成されれば、
構造を反映したインベージョン効率の変動
を利用し、生体内での DNA 高次構造を直接
的に観察するプローブの開発など、様々な応
用が期待される。 
 
 
３．研究の方法 
 
 具体的には、（１）付加的リンカー導入に
よる新規 PNA 修飾法の開発、（２）カチオニ
ックペプチドを用いたインベージョン複合
体の安定化および、（３）ビオチン化 PNA と
ストレプトアビジンとの相互作用を利用し
たインベージョン複合体の固定化という３
つのアプローチから検討を進めた。ここで、
各種 PNA による DNA へのインベージョン
は、 gel-shift アッセイ（ electrophoretic 
mobility shift assay）やケミカルプロービン
グを用いて評価した。 
 
（１）付加的機能性リンカー導入による新規
PNA 修飾法の開発 
 修飾 PNA を開発するうえで、様々な官能
基やタグなどを導入しようとした際に、合成
上の問題から末端に導入するのが一般的で
ある。しかし設計によっては末端以外への導
入が必須かつ非常に重要となる場合もある。
そこで、本研究では簡便な PNA 修飾法開発
に向けて、PNA 骨格中に足場となるリンカー
を付加的に導入し、その DNA 認識能が保持
されるかについて検討した。まず、10 残基の
PNA の中央に様々な長さのリンカーを導入
し、相補鎖 DNA との 2 本鎖形成能および、
インベージョン実験からその評価を行った。 

 
図２．付加的リンカー導入による新規 PNA
修飾法の開発 
 
（２）カチオニックペプチドとのコンジュゲ
ーションによるインベージョン複合体の安
定化 
 PNA はその骨格がアミド結合からなって
おり、様々なアミノ酸やペプチドを導入する
ことが容易である。そこで、カチオニックペ
プチドを PNA に導入することで、その静電
引力を利用した安定化を試みることとした。
この際最終的な生体内応用を志向し、カチオ
ニックペプチドとして NLS （ Nuclear 
Localization Signal・核移行シグナル；
PKKKRKV）を選択した。 



 

 

 
（３）ビオチン化 PNA とストレプトアビジ
ンとの相互作用を利用したインベージョン
複合体の固定化 
 インベージョンした後に、PNA 部分を何か
しらのリンカー等で連結すれば、トポロジー
的にインベージョン複合体が固定化され、安
定に保持されることが期待できる（図３）。
そこで、PNA 中にビオチン残基を導入し、ス
トレプトアビジンとの強力な相互作用を利
用して、インベージョン複合体の固定化を試
みることにした。 

 
図３．インベージョン複合体の固定化 
 
 
４．研究成果 
 
（１）検討の結果、いずれの場合でも PNA
のもつ高い配列認識能が保持されているこ
とが分かった。図４に一例を示す。フルマッ
チでは、修飾 PNA に由来するインベージョ
ン複合体が上部に確認されるが、ミスマッチ
配列を用いた場合はそのバンドが消失して
いることがわかる。また、今回の検討では特
に、PEG 系のリンカーが有効であることが分
かり、さらに詳細に検討したところ様々な濃
度域でも修飾 PNA が有効に機能しているこ
とが確認できた。 
 このように付加的な導入方法では、従来の
骨格修飾法とは異なり、それぞれのモノマー
合成も必要とせず、非常に簡便かつ有力な手
法である。 

 
図４．リンカー導入 PNA によるインベージ
ョン実験 
 
 
（２）NLS 導入 PNA を用いたところ、通常
の PNA に比べ DNA との親和性が向上して
いることが示唆された。さらに興味深いこと
には、従来は安定なインベージョン複合体の
ために PNA が 2 本必要であったが、NLS 修

飾することで 1 本の PNA 単独でのインベー
ジョンも可能となることが明らかとなった
（図５）。本系は従来のインベージョン複合
体と異なるものであるため、インベージョン
時に形成される 1本鎖領域を対象としたケミ
カルプロービングによってその認識能につ
いて評価を行った。 

 
図５．NLS 導入 PNA によるインベージョン 
 
 このように、従来系に比べ構成要素を少な
くし系を簡素化することは、in vitro でも重
要であるが、それ以上に細胞内応用を行う上
では非常に重要な知見である。また、生体内
のゲノムを直接ターゲットとするまでは及
ばなかったが、予備的検討として NLS 導入
PNA をヒト培養細胞内に導入し、PNA とコ
ンジュゲートしても NLS が有効に機能する
かについて確認を行った。図６を見ると、核
染色した青色の領域と、色素標識した赤色の
領域がよく一致しており、NLS-PNA が核に
局在していることが示唆された。 

 

図６．NLS 導入 PNA の細胞内導入（青：核
染色、赤：色素標識 NLS-PNA） 
 
 
（３）PNA の両末端にビオチンを導入したも
のに加え、コントロールとして何も修飾を行
っていない通常の PNA を用いてインベージ
ョン実験を行った。まず、DNA と PNA とを
混合しインキュベートさせ、インベージョン
複合体を形成させる。その後、ストレプトア
ビジンを加え、さらにインキュベートを行い
gel-shift アッセイによって評価を行った。図
７を見ると、ストレプトアビジンを加えない
場合では、未修飾・修飾 PNA ともにバンド
が上方にシフトしており、きちんとインベー
ジョン複合体が形成されていることが分か
る。そこへ、ストレプトアビジンを加えたと



 

 

ころ、ビオチン修飾PNAを用いた場合では、
先程までのインベージョン複合体に由来す
るバンドが消失し、ウェル直下にバンドが見
られている。通常のPNAを用いた場合では、
ストレプトアビジンを添加してもこのよう
な現象は確認できず、PNA 上のビオチンがス
トレプトアビジンと相互作用し、インベージ
ョン複合体が固定化されているものと考え
られる。 
 
 （１）～（３）の結果は、今後細胞内 PNA
プローブを開発する上で非常に重要な知見
であると言える。 
 

 
図７．ビオチン化 PNA による 
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