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研究の概要：申請者らが開発してきた“スーパー制限酵素（Artificial Restriction DNA CUTter; 

ARCUT）”を完成させ、さらにこれを用いた遺伝子操作法を確立する。また、「巨大 DNA を所望の位置

で選択的に切断できる」という ARCUT の特長を生かし、天然酵素を使用する従来法では実施困難な

遺伝子操作を実現し、ニュー・バイオテクノロジーを創成する。 
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１．研究開始当初の背景 
  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 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 
  (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
ターゲット配列を認識するペプチド核酸（PNA）」
と「DNA を切断する Ce(IV)/EDTA 錯体」から構
成される。そこで、PNA や Ce(IV)錯体を化学修
飾し、より高い選択性と切断活性を持つ ARCUT
を構築し、次世代バイオツールとしての有用性
をさらに高める。また、テロメア配列と選択的に
結合する修飾核酸をターゲット配列認識部位と
して利用して、老化やガン化との関与が報告さ
れているテロメアを選択的に切断する人工酵素
を構築する。さらに、ARCUT を用いてヒトゲノム
の位置特異的な切断を実現するとともに、天然

酵素のみに依存した従来技術では実施不可能
であった新たなバイオテクノロジーを創成する。 
 
4．これまでの成果 
(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。そこで、PNA と DNA との間に系統的にミス
マッチを導入して切断効率への影響を検討した。
その結果、ARCUT のミスマッチ認識能は極めて
高く、各種のゲノムを所定位置で選択的に切断
するのに十分な認識能を有することを確認した。 
(2) ARCUT の機能向上 
  これまで用いていた PNA では、GC 含有量が
極端に高い DNA 配列の認識は困難であった。
そこで、PNA の設計を精密化してその中の所定
位置に正電荷を導入し、GC 含有量の非常に高
い配列も効率的に認識させることに成功した。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
要である。しかし、一本鎖 DNA 結合タンパク質
（SSB）を併用すると、一本のＰＮＡ鎖でも、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も見出した。 
  第一世代 ARCUT では、PNA の末端にリン酸
基を導入し、これと Ce(IV)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。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)と相互作
用する多価リン酸配位子を開発し、これを切断
サイトの近傍に導入した。その結果、DNA 切断
の効率が飛躍的に向上した。 
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  また、ARCUT による切断で生成する断片と、
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、特異的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 断片を
直接に与える新たな PCR 法を開発した。この
PCR 法により得られた DNA 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
速に結合されて細胞内で正常に発現した。 

さらに、ヒトテロメアをターゲットとするDNAカッ
ターの開発を志向して、この部位に選択的に結
合する分子を追究した。その結果、G カルテット
を形成してヒトテロメア配列に結合する修飾 DNA
や RNA を開発するとともに、分子構造の安定化
に成功した。 
(3) ニュー・バイオツールとしての ARCUT の 
応用展開   
  まず、ヒトゲノムのように巨大な DNA であって
も、その中の所定の位置が ARCUT により選択
的に切断できることを実証した。例えば、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、反応物をそのまま天然制限酵素で処理し
た。サザンブロッティングで生成断片を解析し、
ヒトゲノムの選択的切断を確認した。 
  さらに、組換え標的部位の近傍を ARCUT で
切断することにより、ヒト細胞内での相同組換え
の頻度を大幅に上昇することに成功した。まず
青色蛍光タンパク質遺伝子（BFP）を所定位置で
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。すると、非常に高い効率でＢＦＰが
GFP へと変換された。ARCUT は切断サイトが自
在に設計できるので、ヒト細胞内において相同
組換えを促進して、遺伝子挿入や遺伝子変異を
人為的に誘起する新たなツールとして有用であ
ることが明らかとなった。 

また、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。 
 
５．今後の計画 
(1) PNA に種々の化学修飾（多価リン酸配位子、
主鎖修飾、糖鎖修飾など）を施し、ARCUT をさ
らに高機能化する。 
(2) 細胞内にARCUTを導入し、そこでの選択的
DNA 切断を実現する。 
(3) ARCUT による相同組換えの生化学的応用
を展開する。 

(4) G-カルテット構造などの特殊な DNA 構造を
ターゲットとした人工 DNA カッターを開発する。 
(5) これらの知見を総合評価し、ARCUT を用い
たニュー・バイオテクノロジーの創成を目指す。 
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