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第 1章 研究の背景と目的 

 

第 1節  諸言 

2003年にヒトゲノム計画が終了するなど、これまでに、多くの高等生物のゲノム DNAの

塩基配列が解読され、現在はゲノム解読の次の段階「ポストゲノム時代」に突入している。

今後、バイオテクノロジーの現場では、取り扱う DNAの大きさがプラスミドサイズからゲ

ノムサイズへと変化し、それに伴い、ゲノム DNAをマニピュレートする機会は、確実に増

すものと予想される。しかし、天然の制限酵素を用いる現在の技術では、プラスミドレベ

ルの短い DNAを取り扱うことができるものの、高等生物のゲノム DNAに代表される巨大

DNA を自在にマニピュレートすることは困難を極める。それは、天然の制限酵素にみられ

る以下の二つの欠点による。 

 

(1) 認識配列が制限されてしまう 

現状のバイオテクノロジーで一般的に用いられているのは、DNA 中の 4-8 塩基対からな

るパリンドローム配列を認識し、切断する II型制限酵素である。代表的な II型制限酵素で

ある EcoRIを例にとると、この酵素は GAATTCという 6塩基対のパリンドローム配列を認

識して切断する。しかし、遺伝子操作で切断したい部位にこの GAATTCという認識配列が

存在しない場合には、この制限酵素を利用できない。つまり、切断したい部位を切断でき

るかどうかは、その配列を認識する制限酵素が手に入るかどうかに依存してしまう。そこ

で、バイオテクノロジーの現場では、目的に合致した制限酵素を探すわけであるが、必ず

しも必要な制限酵素が見つかるとは限らない。 

 

(2) 大きな DNAを所定位置で選択的に切断することができない 

DNAは A, T, G, Cという 4種類の塩基からなるため、先に述べた EcoRIの 6塩基の認識配

列(GAATTC)は、46 = 4096塩基に 1回という確率で現れる。したがって、プラスミド DNA

（4000塩基対程度の大きさ）を EcoRIで処理した場合には、認識配列は 4096塩基に 1回し

か現れないのだから、一箇所でこのプラスミドを切断できる。ところが、例えば、30 億塩

基対という巨大なヒトゲノム DNA中には EcoRIの認識配列が、30億÷4096≒70万箇所も

存在することになる。そのため、ヒトゲノムを EcoRI で処理すれば、無数の切断断片が生

じてしまう。このように 6塩基認識の EcoRIでは、ヒトゲノムはおろか、460万塩基対から

なる大腸菌ゲノムでさえも一箇所で切断することはできない。つまり、天然の制限酵素で

は、認識配列が短いために、巨大 DNAを望みの位置のみで切断することは不可能である。 

 

以上、二つの欠点のために、現在、巨大 DNAを切断対象とした遺伝子操作は困難を極め

ている。したがって、今後のバイオテクノロジーの更なる発展には、高等生物の遺伝子操

作に対応可能な、人工制限酵素の開発が必須となる。 
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近年、天然の制限酵素にみられる上記二つの欠点を克服する人工制限酵素 ARCUT 

(Artificial Restriction DNA CUTter)が、Komiyamaらによって開発された。この ARCUTは、

二本鎖 DNA中の特定配列を、ペプチド核酸(Peptide Nucleic Acid; PNA)のインベージョンを

用いて認識し、その部位を DNA加水分解触媒である Ce(IV)/EDTA錯体により切断する。配

列認識に用いる PNAは、純然たる合成核酸であるために、配列・長さを自在に設計できる。

そのため、天然の制限酵素とは異なり、切断配列を任意に選択することができる。さらに、

取り扱う DNAの大きさが大きいのであれば、PNAの長さを長くすることで、切断の位置特

異性を高めることができる。このように ARCUTは、天然の制限酵素では実現不可能な特徴

をもつために、ポストゲノム時代を迎えた現在のバイオテクノロジーにおいて、非常に強

力な人工ツールになりうる。 

今後 ARCUTに求められるのは、時代のニーズに応じて、ヒトゲノムをはじめとする巨大

なゲノム DNAを、位置選択的に切断することである。過去の研究では、およそ 460万塩基

対からなる大腸菌のゲノム DNAを ARCUTにより切断することに成功しており、巨大 DNA

切断のツールとしての有用性が示された。しかし、ARCUTが巨大なゲノム DNA 中に必然

的に存在する類似配列を識別して、望みの配列のみを設計通りに切断できるかどうかは、

全く検討されていない。 

そこで本研究では ARCUTが類似配列を識別し、目的配列のみを位置選択的に切断できる

か詳細に検討する。さらに、目的配列の認識における作用機構に関しても併せて検討し、

ARCUTにおける配列認識を支配する要因を明らかにする。仮に ARCUTが、一塩基対の違

いを厳密に識別し、16 塩基程度の配列を認識するツールであれば、ARCUT の認識配列は

416(= 4.3×109)塩基に一度、現れることになり、高い位置特異性が実現する。この特異性の

高さは Figure 1-1に示すように、イネをはじめ、30億塩基対からなるヒトゲノムでさえも十

分に ARCUTで切断できることを意味する。そこで本章では、本研究を進めるにあたり必要

となる背景について述べる。 

Figure 1-1. The size of genomic DNA s of various organisms. 

109101 102 103 104 105 106 107 108 (bp)1010100
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第 2節 研究背景 

2-1 核酸の構造と生化学的意義 

 DNA、RNAは糖、リン酸骨格をもち、アデニン(A)、チミン(T)(RNAの場合では、ウラシ

ル(U))、グアニン(G)、シトシン(C)という 4種類の核酸塩基からなる生体高分子である(Figure 

1-2)。これら核酸塩基が、A は T(U)と、G は C と水素結合により相補的な塩基対を形成す

るのに加え、スタッキング相互作用が効果的に働くことで、核酸は、秩序立った二重らせ

ん構造をとることができる。また、二重らせん構造をとることで、大きさの異なる二つの

グルーブがつくられ、生体分子との結合に利用される。 

 

セントラルドグマに従い DNAならびに RNAは、それぞれ、遺伝情報のマスターテープ

および、一時的な記録媒体として機能している。したがって、遺伝情報の担い手である DNA

には、生体内で極めて安定に存在することが求められる一方で、RNA には遺伝情報の伝達

が終わり次第、容易に分解されることが求められる。そのために、DNAとは異なり、RNA

の 2’位にはヒドロキシル基が存在し、RNAの加水分解において非常に重要な役割を担って

いる。実際 RNA は DNA に比べ、1 万倍以上も加水分解されやすく、遺伝情報の一時的な

メモリーとしての機能を十分に果たしている。それに対し、遺伝情報の保存を担う DNAの

安定性は、極めて高く、酵素非存在下での DNAリン酸ジエステル結合の半減期は、約 2億

年と見積もられている。この極めて高い安定性により DNAは、遺伝情報の担い手としての

機能を十分に果たすことができる。 

Figure 1-2. Structures of DNA and RNA.  

 

DNA (Deoxyribonucleic acid) RNA (Ribonucleic acid) 
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2-2 DNAの切断ならびに Ce(IV)イオンによる DNAの加水分解 

 生体内で、生命活動の主役を担うのはタンパク質であるが、その構造と機能に関する情

報は、全て DNAに書き込まれている。したがって DNA中の遺伝情報を自在に操作できれ

ば、遺伝子工学や分子生物学をはじめ、工学、医学、薬学といった様々な分野の発展につ

ながる。そこで重要となるのが、DNAを望みの位置で切断する技術の開発である。従来 DNA

の切断は、天然の制限酵素を利用することで行われてきた。しかし、天然の制限酵素では、

先にも述べたように、巨大なゲノム DNAを任意の配列のみで切断できない。そのため、認

識配列・長さを自在にチューニングできる人工制限酵素が不可欠となる。 

DNAを非酵素的に切断するための方法としては Dervanらの報告にあるように、酸化的な

手法が用いられてきた。例えば Fe(II)/EDTA錯体が生成する OHラジカルを利用すれば、糖

鎖を酸化的に切断できる 1), 2)。しかし、この方法では、反応活性種のラジカルの拡散により、

切断箇所が複数に及ぶ。さらには、リボースが 1 ユニット欠損するのに加え、切断断片の

末端が 3’-phosphoglycolate となるため切断断片を酵素処理できないといった問題点がある。

したがって、バイオテクノロジー等への応用を視野に入れると、DNA を加水分解によって

切断可能な人工制限酵素の開発が不可欠となる。 

1990年代はじめ頃まで、極めて安定な DNAのリン酸ジエステル結合を、非酵素的な手法

を用いて加水分解により切断することは不可能とされてきた。ところが 1992年になり、DNA

を加水分解する触媒分子が Komiyama らによって見出される。Komiyama らは Ce(III)Cl3の

水溶液中で DNAが効率よく加水分解されることを報告し 3), 4)、さらに Ce(III)Cl3の水溶液中

に存在する Ce(IV)イオンが反応の活性種であることを見出した 5), 6)。Ce(IV)(NH4)2(NO3)6存

在下、pH7、50 oCでのチミジリル(3’-5’)チミジン(TpT)の加水分解反応の半減期はわずか 3.6

時間であり、その加速効果は 1011 倍にも及ぶ。この研究成果が発端となり、世界中の研究

者が、様々な金属イオンを用いて DNAを加水分解する研究に取り組んだが、今もなお、人

工制限酵素を構築するに足る速度でDNAを加水分解できる触媒はCe(IV)イオンに限られる
7)-9)。 

Ce(IV)イオンによる DNA加水分解の推定機構を Figure 1-3に示す。まず、Ce(IV)イオン

が DNAのリン酸ジエステルに作用してリン原子上の電子密度を下げる。それにより求核攻

撃されやすくなり Ce(IV)イオン上の脱水素した配位水を求核剤として提供し、5配位中間体

を生成する。その後、別の配位水が酸触媒として働いて脱離反応を促進する。以上のよう

な経路により Ce(IV)イオンは DNAのリン酸ジエステルを加水分解すると考えられている。 

Figure 1-3. Mechanism of the hydrolysis of DNA by Ce(IV) ion. 
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Ce(IV)イオンは、高い DNA切断活性を示す一方で、生理条件下で水酸化物のゲル状沈殿

を生じるという問題点をもつ。そのため、Ce(IV)イオンのみを人工制限酵素の活性中心とし

て用いることは困難といえる。この問題点を解決するには、生理条件下での Ce(IV)イオン

におけるゲル化を防ぎ、均一系を実現する必要がある。そこで、様々な配位子を用いてCe(IV)

を錯体化する試みが行われた。その結果、Ce(IV)とエチレンジアミン四酢酸(EDTA)とを 1：

1 で錯形成させた場合、生理条件下でも水酸化物ゲルを生成することなく、非常に大きな

DNA加水分解活性を保持することが明らかになった 10)。さらに、Ce(IV)/EDTA錯体は、二

本鎖 DNAよりも一本鎖 DNAを極めて迅速に加水分解するという、非常に興味深い基質特

異性をもつ 11)。この特徴を利用すれば、一本鎖 DNAを位置選択的に切断することができる

(Figure 1-4)。 

まず、切断したい部位が一本鎖構造になるように、二本の DNAを加え、基質 DNAと二

本鎖を形成させる。ここに Ce(IV)/EDTA 錯体を作用させると、二本鎖部位では切断が起こ

らずに、一本鎖部位のみが迅速に加水分解される。その結果、Ce(IV)/EDTA錯体により一本

鎖 DNAを位置選択的に切断することができる。この際、添加する DNAの末端を化学修飾

することで、切断活性を向上させることができる 12)-14)。また、この切断手法は、一本鎖 DNA

を対象とした遺伝子操作に用いることができ、GFP遺伝子を BFP遺伝子へ変換することに

成功した研究が過去に報告されている 15)。

Ce

Ce

Ce

= Ce(IV)/EDTA

Ce

Figure 1-4. The site-selective scission of single strand DNA by Ce(IV)/EDTA.  
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2-3 ペプチド核酸(Peptide Nucleic Acid; PNA)  

 Ce(IV)/EDTA 錯体を用いれば、一本鎖

DNA を位置選択的に切断できる。この手

法を応用し、二本鎖 DNAを切断するには、

二本鎖 DNA 中の任意の切断配列を認識す

るとともに、Ce(IV)/EDTA錯体で切断可能

な一本鎖構造を誘起する必要が生じる。こ

れまでに、DNA の塩基配列を認識する数

多くの人工分子・人工核酸が開発されてきた 16)-18)。その中でも、DNA二重らせん構造をほ

どき、しかも、その構造を変化させる人工核酸としてペプチド核酸(Peptide Nucleic Acid; 

PNA)に注目が集まっている 19)-21)。PNAは Figure 1-5に示すように、ペプチド結合で連結さ

れた主鎖に核酸塩基が結合した合成核酸であり、Nielsenらによって開発された。通常のDNA

と同様に、Watson-Crick 塩基対形成によって相補的な DNA、RNA ならびに PNA と二本鎖

を形成する 22), 23)。とりわけ重要な点は、主鎖である N-2-アミノエチルグリシン骨格が電荷

をもたないために、核酸との二本鎖形成において、静電反発を生じない点である。そのた

めに PNA/DNA、PNA/RNA 二本鎖は対応する DNA/DNA、DNA/RNA 二本鎖よりもはるか

に安定となる。次項に示す“インベージョン”が起こるのも、基本的には、この PNA/DNA

二本鎖の安定性に起因する。 

 

2-4 PNAのインベージョン 

二本鎖 DNA の特定配列と相補

的な PNAを DNAに加える。する

と、それまでは互いに二本鎖を組

んでいた DNA 同士の塩基対が解

離し、代わりに PNAと DNAとの

間に相補的な塩基対が形成される。

その結果、PNA は二本鎖 DNA 中

に侵入(インべージョン)する。この

インベージョンには、Figure 1-6に

示すように 3 つのタイプが知られ

る 24), 25)。 

例えば、ホモピリミジン配列を

もつ PNAと、これと相補的なホモ

プリン配列を持つ二本鎖 DNA と

を混合すると triplexインベージョ

ンが起こる(Figure 1-6a)。この場合

Figure 1-5. The structure of peptide nucleic acid (PNA). 

(c)

PNA

dsDNA

(b)

PNA

dsDNA

(a)

PNA

dsDNA

Figure 1-6. Structure of helix invasion complexes. (a) Triplex invasion 
complex: structure of homopyrimidine PNAs bound to a dsDNA target. 
The two PNA strands clamp onto the complementary DNA strand 
leaving the noncomplementary DNA strand displaced as a loop. (b) 
Duplex invasion complex: one PNA strand invades the DNA helix 
forming Watson-Crick hydrogen bonds, thus leaving the 
noncomplementary DNA strand displaced. (c) Double-duplex invasion 
complex: two PNAs bound to a cognate sequence target in dsDNA. 
Each PNA strand binds by Watson-Crick base paring, thus occupying 
both target DNA strands.  
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には、二本の PNAは通常の DNA三重らせんと同様に、Watson-Crick塩基対と Hoogsteen塩

基対とで三重鎖を形成する。また、配列によっては、一本鎖の PNA が二本鎖 DNA へ直接

インベージョンすることが報告されている(Figure 1-6b)。このタイプを duplexインベージョ

ンと呼ぶ。当初 Duplex インベージョンは、ホモプリン配列をもつ PNA を用いて、二本鎖

DNA中の相補的なホモピリミジン配列をWatson-Crick塩基対形成により認識するものに限

られていた 26), 27)。そこで、正電荷を導入した PNAを利用するなどして、認識配列の制限を

取り除くための研究が、精力的に進められている 28), 29)。 

 

2-5 pseudo-complementary PNA(pcPNA)の開発と double-duplexインベージョン 

 Figure 1-6cに示すように二本鎖 DNAに二本の PNAが侵入するタイプを double-duplexイ

ンベージョンという。この場合には、相当に広範な塩基配列を認識することができる。し

かし、Figure 1-6cのように、二本の PNAをインベージョンさせるためには、一つの大きな

問題点が存在する。二本鎖 DNAを二本の PNAで認識するということは、二本の PNA同士

は、必然的に、互いに相補的な塩基配列を持つことになる。そのため、天然の核酸塩基を

結合した通常の PNAを用いると、インベージョン複合体中に生じる PNA/DNA二本鎖より

も、安定な PNA/PNA二本鎖が優先的に形成され、インベージョンは熱力学的に不利な過程

となってしまう。この問題を解決し、効率的なインベージョンを実現するためには、DNA

との結合能を保持したままで、PNA/PNA二本鎖の形成を抑制するような分子設計が必要と

なる。そこで、開発された人工核酸が Figure 1-7に示す“pseudo-complementary PNA (pcPNA)”

である 30)。pcPNAでは、核酸塩基として天然型の Aと Tの代わりにそれぞれ 2-6-ジアミノ

プリン（D）と 2-チオウラシル(Us)を用いることで、pcPNA同士の二本鎖形成が抑制される。

なぜなら、Dと Us間の塩基対形成は Dの 2位に導入されたアミノ基と、Usの 2位の原子半

径の大きな硫黄原子とが立体的な障害となり塩基対形成が妨げられるからである（Figure 

1-7a）。その一方で、D と Usは、天然の核酸塩基とそれぞれ D-T 塩基対、A-Us塩基対を形

成することができるため、二本の pcPNA はそれぞれ相補的な DNA と安定な二本鎖を形成

することができる(Figure 1-7b)。したがって、二本鎖 DNA に二本の pcPNA を加えると、

DNA/DNA二本鎖が部分的に解離して、二組の pcPNA/DNA二本鎖が形成されるため、効率

N H
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N
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D Us
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H
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H
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H
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(a) (b) 

Figure 1-7. Principle of base interactions in double-duplex invasion complexes. pcPNAs have 
diaminopurine (D) and thiouracil (Us) substituted for adenine and thymine, respectively. The atomic 
radii of the D exocyclic amino group and 2-thio group of Us inhibit D-Us hydrogen bonding, thereby 
reducing self-annealing of pcPNAs. In contrast, D-T and A-Us hybridization is not subject to such 
constraints, which facilitates hybridization to complementary DNA targets. 
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的なインベージョンが実現する。他のインベージョンのタイプと比較すると、double-duplex

インベージョンでは、適用可能な塩基配列の制限が少ない。しかし、pcPNA 同士の二本鎖

形成を抑制するためには、pcPNA 二本鎖中に D/Us塩基対が 40%以上含まれる必要がある。

これは A/T塩基対が 40%以上含まれる配列でなければ、double-duplex インベージョンによ

り認識できないことを意味する。すなわち G-C richな塩基配列を、double-duplex インベー

ジョンで認識することはできない。現在、この塩基配列の制限を取り除くための研究が進

められている 31)。 

 

2-6 インベージョンによる構造変化とその応用  

インベージョンを用いれば、二本

鎖DNA中の特定部位の構造だけを変

化させることができる。例えば

Frank-Kamenetskii らの研究グループ

はインベージョンを用いて二本鎖

DNA中に一本鎖構造を誘起し、特定

配列を検出することに成功している

(Figure 1-8)32), 33)。ここでは PNAのイ

ンベージョンにより生じる一本鎖

DNA配列を Molecular beaconで検出

する。この系では、アニーリングと

いった操作を全く必要としない。つ

まり、PNA ならびに蛍光プローブを

単に DNAと混合するだけで、特定配

列を検出できる。このように、インベージョンでは、二本鎖 DNA中の特定部位の構造だけ

を変化させることができるため、RNA ポリメラーゼをはじめとする生体分子と DNA との

相互作用を制御することも可能である 34)-36)。今後、インベージョン効率が向上し、より広

範な塩基配列を認識できるようになれば、更なる応用研究につながるだろう。 

Figure 1-8. Schematics of the procedure for hybridization of 
molecular beacons to dsDNA. (A) Duplex DNA is pre-opened 
at an internal site by a pair of PNA openers hence exposing the 
target sequence located on the displaced DNA strand for 
binding the DNA and PNA beacons. (B) Binding of molecular 
beacons to the thus exposed dsDNA target sequence yields a 
fluorescence response due to spatial separation of fluorophore 
(F) and quencher (Q) within unfolded hybridization probes.  
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2-7 Ce(IV)/EDTAとインベージョンとを併用した人工制限酵素 ARCUTの開発 

  2-2 で述べたように、Ce(IV)/EDTA

錯体は、二本鎖 DNA よりも、一本鎖

DNA を選択的に加水分解するという興

味深い基質特異性を示す。したがって、

二本鎖DNA中の望みの部位を一本鎖構

造にできれば、Ce(IV)/EDTA錯体により、

その部位のみを選択的に切断できる。そ

こ で Komiyama ら は 、 pcPNA の

double-duplex イ ン ベ ー ジ ョ ン と

Ce(IV)/EDTA錯体とを併用することで、

二本鎖DNAを位置選択的に切断可能な

人工制限酵素（Artificial Restriction DNA 

CUTter; ARCUT）の開発に成功した 37), 

38)。 

 ARCUTの基本戦略を Figure 1-9に示

す。まず、二本鎖 DNA中の切断したい

部位に、二本の pcPNAをインベージョ

ンさせる。この際、二本の pcPNAが互

いに数塩基だけ横にずれるように pcPNA の配列を設計することで、二本鎖 DNA 中に一本

鎖構造を形成させる。次に Ce(IV)/EDTA 錯体を作用させると、インベージョンにより誘起

された一本鎖部位のみが選択的に加水分解され、二本鎖DNAの位置選択的切断が実現する。 

ARCUTは、天然の制限酵素の欠点を補完する特徴をもつ。まず DNA 中の切断配列の認

識に用いる pcPNAは合成核酸であるため、長さ・配列を自在に設計できる。つまり pcPNA

の配列を目的に応じて設計することで、天然の制限酵素とは異なり、切断配列を自在に選

ぶことができる。さらに pcPNAの長さを長くすれば、切断の特異性もそれだけ高まり、天

然の制限酵素では取り扱うことが難しい、巨大 DNA でさえも位置選択的に切断できる。

ARCUTによる DNA 切断が加水分解により進行する点も、極めて大きな特徴といえる。と

いうのも、これにより、市販されている DNAリガーゼを用いれば ARCUT切断断片と、外

来 DNA断片とを連結できるためである。このように ARCUTは、現在のバイオテクノロジ

ーとのマッチングが極めて良好な人工ツールであるといえる。 

Figure 1-9. Scheme of site-selective DNA scission by 
ARCUT. Single-stranded portions, formed by the 
invasion of two pcPNA strands to DNA substrate, are 
hydrolyzed by Ce(IV)/EDTA 

pcPNA 
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2-8 ARCUTによる DNA切断ならびに過去の応用研究 

 ARCUTを利用した二本鎖 DNA 切断、遺伝子組み換えに等に関しては、現在、精力的に

研究が進められている。ここでは、これまでの研究成果についていくつか述べる。 

 

2-8-1 ARCUTによる二本鎖 DNAの位置選択的切断 

Figure 1-10に、ARCUTを

用いて二本鎖 DNA を位置

選択的に切断した例を示す
39), 40)。基質は一般的なプラ

スミド DNAである pBR322 

(4361塩基対)を、EcoRIで切

断して直鎖状にしたものを

用いた。この直鎖状 DNAの

末端から約 1830塩基対付近

を タ ー ゲ ッ ト と し て

ARCUT を設計した(Figure 

1-10a)。基質 DNAが位置選

択的に切断されると、それ

ぞれ、約 1830 塩基対及び、

2530 塩基対からなる切断断

片が生じる。 

反応後の泳動図を Figure 

1-10bに示す。まず、pcPNA

を加えずに Ce(IV)/EDTA 錯

体のみを加えた lane 2では、

基質 DNA中に一本鎖構造が誘起されていないために、Ce(IV)/EDTA錯体による切断は起こ

らない。これに対し、Figure 1-9に示すスキームにしたがって、二本の pcPNAと Ce(IV)/EDTA

錯体を加えた lane 4では、目的の長さに相当する二本の切断断片が生成する。この結果は、

ARCUTにより二本鎖 DNAを位置選択的に切断できることを明確に示す。 

Figure 1－10cに示すホスホセリンを pcPNAの末端に導入することで、DNAの切断効率を

向上させることができる。実際に、ホスホセリンを導入した pcPNAを用いた lane 3では、

Ce(IV)/EDTA 錯体による DNA 切断の効率が飛躍的に向上している。これは pcPNA に導入

されたリン酸基により、Ce(IV)/EDTA錯体が切断部位近傍に効果的に濃縮されたためである。

このようにして切断活性を向上させた ARCUTでは、50 oC、20時間の反応で切断断片の収

率は 50～60%に達する。切断活性の更なる向上が望ましいことは言うまでもないが、現状

でも種々の遺伝子操作には十分な切断活性といえる。 

(a) 

(b) (c) 

Figure 1-10. (a) DNA substrate and PNA additives used for site-selective DNA 
scission by Ce(IV)/EDTA. (b) Agarose gel electrophoresis pattern for 
site-selective scission of linearized pBR322 DNA by Ce(IV)/EDTA. Lane 1, 
DNA only (without Ce(IV)/EDTA); lane 2, Ce(IV)/EDTA only (without PNA 
additives). lane 3, PNA1P/PNA2P + Ce(IV)/EDTA; lane 4 PNA1/PNA2 + 
Ce(IV)/EDTA. (c) The structure of L-phosphoserine (P).  
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2-8-2 融合タンパク質の調製 

融合タンパクの調製には、組み換えを行う際、上流に来る遺伝子を終止コドンの直前で

切断することが必要になるが、必ずしも終止コドン直前を切断可能な天然の制限酵素が存

在するとは限らない。しかし、そのような場合であっても ARCUTを用いれば、遺伝子操作

を行うことができる。 

2006 年に PCR を一切用いずに、WWOX(WW domain-containing oxidoreductase)と

EGFP(enhanced green fluorescent protein)との融合タンパク質の調製に成功した研究成果が発

表された 41)。概要を Figure 1-11aに示す。まず、WWOX遺伝子の終止コドン直前を ARCUT

により切断する。この際、終止コドン直前を切断できる天然の制限酵素は存在しない。次

に、EcoRIによりWWOX遺伝子の開始コドン上流を切断し、終止コドンをもたないWWOX

遺伝子を切り出す。また、ベクター側は EGFP 遺伝子の上流を二種類の制限酵素、EcoRI、

BamHIにより切断しておき、ここに、先に切り出したWWOX遺伝子を組み込めば、望みの

発現ベクターを調製できる。この際、二つの切断断片に相補的な joint DNAを用いることで、

リーディングフレームを適切に調節できるため、フレームシフトは起こらない(Figure 1-11b)。 

この発現ベクターを哺乳動物細胞内に導入したところ、Figure 1-11cに示すように、キメ

ラタンパク質が正しく発現し、EGFP による緑色蛍光が観測された。これらの結果から、

Ce(IV)/EDTAおよび pcPNAという非天然分子から構成される ARCUTを用いた一連の操作

でも、DNA は格別な損傷を受けることなく、目的の機能をもつ組み換え遺伝子を調製でき

ることが実証された。 

Figure 1-11. (a) Outline of the construction of fusion protein by using ARCUT. (b) Procedure for ligation of the the 
fragmentWWOX and the fragment EGFP. In order to ligate these two fragments, short joint DNA is used. (c) Subcellular 
localization of WWOX-EGFP protein in Cos-7 cells. Focal fluorescence around the nucleic indicates localization of 
WWOX-EGFP protein in the Golgi apparatus.  

(a)  

WWOX

EGFP

fusion gene

WWOX EGFP

ARCUT

(c)  

(b)  

3’-CGAACCGTCGGTCAGGCTAGp-5’

GATCCACCGG…ATG…-3’
GTGGCC…TAC…-5’

5’-…ACGGCTTGGCAGCCAGTCC
3’-…TGCp

fragment WWOX fragment EGFPinitiation codon

joint DNA
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2-8-3 ゲノム DNAの位置選択的切断 

ARCUT では pcPNA の長さを長くすることで、高い位置特異性を実現できるため、天然

の制限酵素では取り扱うことが困難な巨大 DNA でさえも切断の対象となる 40), 42)。実際に

巨大 DNA切断の一例として、大腸菌のゲノム DNA（460万塩基対）を ARCUTにより切断

した結果が 2007年に報告された（Figure 1-12）40)。ここでは、3,510 Mbp付近にある dam遺

伝子の下流を切断部位としている。このとき、切断断片が大きすぎるために、通常のアガ

ロース電気泳動では切断部位を厳密に特定することは困難である。そこで、ARCUTの切断

部位から 4,000 bp離れた位置に存在するPst Iの制限酵素サイトを利用し、解析が行われた。

ARCUTによる切断が設定した部位で起きれば、Pst Iによる切断の後には、dam遺伝子を含

む 4,000 bpの断片が得られる。dam遺伝子をターゲットとするサザンブロッティングによっ

て検出した結果、設計通りに 4,000 bp のバンドが生成することが確認された。すなわち、

ARCUTは、大腸菌ゲノムのように巨大な DNA でも所定の部位で正確に切断する。こうし

て、DNAサイズの壁を越えるニューツールとしての ARCUTの有用性が確認された。 

 この他にも、切断断片のリゲーションを簡便化することに成功した研究等が報告される

など 43), 44)、精力的に研究が進められている。 

Figure 1-12. The site selective scission of E.coli genomic DNA by ARCUT. 
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第 3節 研究目的 

過去の研究では、460万塩基対からなる大腸菌のゲノム DNAを ARCUTにより切断する

ことに成功しており、巨大 DNA切断のツールとしての ARCUTの有用性が示された。しか

し、ARCUTが類似配列を識別し、望みの配列のみを切断できるかどうかについては、詳細

に検討されていない。すなわち、巨大 DNA中に必然的に存在する類似配列、とりわけ、目

的の切断配列と一塩基対のみ異なる類似配列を ARCUTが厳密に識別できるかは、全くのブ

ラックボックスである。 

そこで本研究では ARCUTが類似配列を識別し、望みの配列のみを切断できるか詳細に検

討する。また ARCUTによる切断配列認識の機構を明らかにし、現状の ARCUTで厳密に認

識可能な塩基配列の長さを検討する。これらの知見は、非常に基礎的でありながら、今後

ARCUTを用いて現状の技術では困難な巨大 DNAのマニピュレーションを実現するために

は必要不可欠な知見であるため、本研究は、大きな意味をもつ。 
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第 2章 ARCUTによる DNA切断におけるミスマッチ認識 

 

第 1節 緒言 

 第 1章で述べた過去の知見が示すように、ARCUTを用いれば、二本鎖 DNAを位置選択

的に切断することができる。しかし ARCUTによる DNA切断において、切断配列と類似し

た配列が厳密に識別されるかどうか、詳細に検討されていない。すなわち ARCUT による

DNA切断におけるミスマッチ認識は、現状で、全くのブラックボックスである。 

ARCUTのミスマッチ認識能は、確率的に類似配列の出現頻度が低いプラスミドサイズの

DNA でなく、頻繁に類似配列が出現するゲノムサイズの DNA を切断する場合に、極めて

重要となる。仮に、本来の切断配列と類似した配列を ARCUTが識別できなければ、類似配

列が存在するたびに切断が起こってしまい、巨大なゲノム DNAを望みの配列のみで切断す

ることはできない。そこで本章では、ARCUTが望みの切断配列とわずか一塩基対のみ異な

る類似配列を厳密に識別できるか、切断反応を行い、詳細に検討する。
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第 2節 実験概要と方法 

2-1 実験概要 

 切断実験に巨大なゲノム DNAを用いると、結果の解析が困難になる。そこで 408 bpの短

い DNAを基質とし、切断実験を行う。ARCUTの切断部位は、基質 DNAの中央部分とした。

切断部位近傍、使用した pcPNAの配列を Figure 2-1aに示す。インベージョン複合体形成時

には、DNA中に Ce(IV)/EDTA錯体で切断可能な 5塩基の一本鎖構造が生じる 1)。 

ARCUTによる DNA 切断反応のミスマッチ認識を検討するにあたり、切断配列中の一塩

基対を別の塩基対に置き換えた DNAを別途調製する。これによりインベージョン複合体形

成時には、pcPNAと相補的なDNA鎖との間に一塩基のミスマッチが導入されることになる。

調製した DNAを ARCUTにより切断し、結果を非変性のポリアクリルアミドゲル電気泳動

により解析する。 

 

なお、実際の実験では、インベージョンする領域を、(i) 二本の pcPNAがインベージョン

する領域（C/G1826-C/G1835）、ii) Gap形成領域(T/A1821-T/A1825及び C/G1836-A/T1840)の

二つの領域に分け、それぞれの領域において一塩基対の置換を行う。インベージョン複合

体が疑似的な C2対称であることを考慮し、Figure 2-1bに示すように、インベージョン複合

体の片側半分の領域から特定の塩基対を選び、置換を行う。 

Figure 2-1.  (a) The sequence of DNA substrate and pcPNAs used in this study. C1836-A1840 of the 
upper DNA strand and A1821-A1825 of the lower DNA strand are kept single-stranded. In pcPNA1 
and pcPNA2, L-phosphoserine (P) was attached to the N-termini to promote the DNA scission. (b) The 
position of one base-pair alteration. The position is divided into the following two categories; (i) the 
central double-invasion region and (ii) the flanking single-invasion region. One base-pair (underlined 
base-pair) is changed to another base-pair. Note that the invasion complex has a pseudo C2 symmetry, 
when the difference in sequence is neglected.  

H2N-(Lys)2DDGUsDGUsDGUsCDUsUsG(Lys)P
H-P(Lys)CDUsCDGUsDDCCCG

TCATTGGCCCGTACAAGTAGTAGTCATTGGGCATAGCACTCGTAGG

AGTAACCGGGCATGTTCATCATCAGTAACCCGTATCGTGAGCATCC
1820 1830 18351825

Invasion Complex : C2 symmetry

Central double-
invasion region

Flanking single-
invasion region

1820 1830 18351825 1840

5’-…AGTAACCGGGCATGTTCATCATCAGTAACCCGTATCGTGAGCATCC…-3’ 

3’-…TCATTGGCCCGTACAAGTAGTAGTCATTGGGCATAGCACTCGTAGG…-5’ 

H2N-(Lys)2DDGUsDGUsDGUsCDUsUsG(Lys)P-H 
H-P(Lys)CDUsCDGUsDDCCCGUsD(Lys)2-NH2 

1820 1830 18351825 1840

(a)   

(b)   

pcPNA1
pcPNA2
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2-2 実験方法 

2-2-1 基質 DNAの調製法 

ARCUTで使用する pcPNA1/pcPNA2と完全に相補的な基質 DNAは、プラスミド pBR322

中の 408 bp (T/A1651-T/A2058)を PCRにより増幅することで調製した。PCRに用いたプラ

イマーは、5’- TGCACCATTATGTTCCGGATCTG-3’, 5’-AAGCTCATCAGCGTGGTCGTG-3’で

ある。なお DNAの精製には、QIAprep Spin Miniprep Kit(Qiagen)を用いた。基質 DNAの全

塩基配列を Figure 2-2に示す。下線部分が、ARCUTの切断配列である。 

 

  

切断配列の一塩基対を別の塩基対に置換した DNAは、QuikChange® site-directed 

mutagenesis methodにより mutant pBR322を別途調製し、上記に示したプライマーを用いて

PCRで増幅することで調製した。QuikChange® site-directed mutagenesis methodの概要を以下

に示す(Figure 2-3)。詳細なプロトコールは、参考文献 2に示す通りである。また mutant 

pBR322の同定は、シーケンサーにより、塩基配列を確認することで行った。 

TGCACCATTATGTTCCGGATCTGCATCGCAGGATGCTGCTGGCTACCCTG
TGGAACACCTACATCTGTATTAACGAAGCGCTGGCATTGACCCTGAGTGA
TTTTTCTCTGGTCCCGCCGCATCCATACCGCCAGTTGTTTACCCTCACAA
CGTTCCAGTAACCGGGCATGTTCATCATCAGTAACCCGTATCGTGAGCAT
CCTCTCTCGTTTCATCGGTATCATTACCCCCATGAACAGAAATCCCCCTT
ACACGGAGGCATCAGTGACCAAACAGGAAAAAACCGCCCTTAACATGGCC
CGCTTTATCAGAAGCCAGACATTAACGCTTCTGGAGAAACTCAACGAGCT
GGACGCGGATGAACAGGCAGACATCTGTGAATCGCTTCACGACCACGCTG
ATGAGCTT 
Figure 2-2.  The whole sequence of 408 bp fully-matched DNA substrate. Only one of the strands is 
shown, and the target site of pcPNA1 (15-base sequence) was underlined. 

 

Mutant Strand Synthesis
Perform thermal cycling to:
1) Denature DNA template
2) Anneal mutagenic primers containing desired mutation
3) Extend primers with PfuUltra DNA polymerase

Dpn I Digestion of Template
Digest parental methylated and hemimethylated DNA with Dpn I

Transformation
Transform  mutated  molecule into competent cells for nick repair

Figure 2-3.  Overview of the QuikChange® site-directed mutagenesis method. The 
template dsDNA are shown in green and yellow circle, the primer containing 
one-base mutation are shown in light blue and purple arrow, and mutant dsDNA are 
shown in light blue and purple circle. 
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2-2-2 pcPNAの合成 

ARCUTに用いる pcPNA の合成は、標準的な固相合成法である Boc 法により行った。樹

脂にはMBHA resinを使用し、樹脂の切り出しは Low-High TFMSA法により行った。合成し

た pcPNAは、エーテル沈澱による簡易精製を行ったのち、RP-HPLCにより精製した。その

後MALDI-TOF-MS(Bruker, AutoFLEX)により、合成した pcPNAの同定を行った(Table 2-1)。

なお、PNA合成の詳細に関しては、参考文献 2ならびに 3に譲る。また、合成した pcPNA

の濃度は、260 nmでの吸光度を測定することで決定した 4)。 

 

Table 2-1.  Molecular mass of pcPNAs measured by MALDI-TOF Mass Spectrometry 

 Sequencea)  Calcd. Found. 

pcPNA1 H2N-(Lys)2DDGUsDGUsDGUsCDUsUsG(Lys)P-H  4774.7 4774.2 

pcPNA2 H-P(Lys)CDUsCDGUsDDCCCGUsD(Lys)2-NH2  4660.8 4660.2 
a) D and Us bear 2,6-diaminiopurine and 2-thiouracil in place of conventional bases, respectively. 
 

2-2-3 Ce(IV)/EDTA錯体の調製 

以下の組成からなる二つの溶液をまず調製する。 

A Ce(NH4)2(NO3)6の 20 mM水溶液を調製し、37 °Cで 15分間インキュベート 

B EDTA・4Na 20 mM, HEPES 50 mM, pH = 11.0-11.5 

 

 Aと Bを 1:1で混合し、1 N NaOH aq.を用いて pH = 7.0とし、10 mMの Ce(IV)/EDTA錯

体溶液を調製する。この溶液をさらに 50 mM HEPES buffer (pH = 7.0)で適当な濃度に希釈し

反応に用いる。なお、Ce(IV)会合体のサイズは Ce(NH4)2(NO3)6の水溶液をインキュベートす

る時間に依存するので、実験結果の再現性をよくするためにもインキュベート時間を厳守

する必要がある 5)。 

 

2-2-4 切断実験 

まず、塩の非存在下、HEPES(pH = 7.0)水溶液中で DNAと pcPNAとを混合し、pcPNAを

インベージョンさせた(50 °C, 1h)。次に NaClを加えたのちに、Ce(IV)/EDTA錯体を加え、

切断反応を開始した。実験条件は以下の通りである。 

Scission conditions : [DNA] ＝ 20 nM, [each of pcPNAs] = 100 nM, [NaCl] = 100 mM,     

[Ce(IV)/EDTA] = 50 M, [HEPES] = 5 mM, pH = 7.0, 50 °C, 14 h. 

 その後、反応停止剤 N,N,N’,N’-ethylenediaminetetrakis-(methylenephosphonic acid) (aqueous 

solution adjusted to pH 7.0)を加え、50 °Cで 1hインキュベーションすることで、切断反応を

停止した。切断結果は、5 %非変性ポリアクリルアミドゲル電気泳動により解析し、FujiFilm 

FLA-3000G fluorescent imaging analyzerによりバンドを定量した。なお、切断バンド等の染

色は GelSterを用いて行った。 
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第 3節 実験結果 

3-1 二本の pcPNAがインベージョンする領域の一塩基対を別の塩基対に置換した場合 

まず、ターゲットサイトの 1829部位の C-G塩基対を別の塩基対に置き換え、ARCUT

で切断した結果を Figure 2-4aに示す。二本の pcPNAと基質 DNAとが完全に相補的な lane 

2では、過去の報告通り、位置選択的な切断が起こり、二本の切断バンドが確認された。 

3’-…TCATTGGCCCGTACAAGTAGTAGTCATTGGGCATAGCACTCGTAGG…-5’

5’-…AGTAACCGGGCATGTTCATCATCAGTAACCCGTATCGTGAGCATCC…-3’

(a)   
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(b)   

5’-…AGTAACCGGGCATGTTCATCATCAGTAACCCGTATCGTGAGCATCC…-3’ 
pcPNA1
pcPNA2

1820 1830 18351825 1840

H2N-(Lys)2DDGUsDGUsDGUsCDUsUsG(Lys)P-H 
H-P(Lys)CDUsCDGUsDDCCCGUsD(Lys)2-NH2 

Figure 2-4.  Mismatch-recognition in the central double-invasion region for the site-selective 
scission by ARCUT. (a) Lane 1, without Ce(IV)/EDTA (DNA only); lane 2, fully-matched DNA; 
lanes 3-5, the C/G pair at 1829 site was changed to another base-pair as indicated. (b) Lane 1, 
without Ce(IV)/EDTA (DNA only); lanes 2-10, one of three base-pairs (underlined base-pairs) 
was changed to another base-pair. Reaction conditions: [DNA] = 20 nM, [each of pcPNAs] = 100 
nM, [Ce(IV)/EDTA] = 50 µM, [NaCl] = 100 mM, and [HEPES] = 5 mM at pH 7.0 and 50 °C for 
14 h. In pcPNA1 and pcPNA2, L-phosphoserine (P) was attached to the N-termini to promote the 
DNA scission. 
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これに対し C/G塩基対を A/T塩基対に置き換えた lane 3では、ARCUTによる切断は全く

起こらなかった。同様にC/G塩基対をT/A塩基対、G/C塩基対に置き換えた場合でも、ARCUT

による切断は全く起こらなかった(lanes 4-5)。これらの結果は、1829部位に導入された一塩

基対の違いを、ARCUTは厳密に識別できることを明確に示す。 

次に、切断配列の別の部位(1826-1828)に関しても、同様に一塩基対の置換を行い、切断

実験を試みた。結果を Figure 2-4bに示す。切断結果が明確に示すように、1826-1828部位の

どの一塩基対を別の塩基対に置換した場合でも、ARCUTによる切断は全く起こらなかった。

以上の結果は、二本の pcPNA がインベージョンする領域に存在する一塩基対の違いを

ARCUTは完全に識別することを示す。 

 

3-2 Gap形成領域の一塩基対を別の塩基対に置換した場合 

1821、1823、1825 部位の一塩基対を別の塩基対に置換し、同様に切断実験を行った結果

を Figure 2-5に示す。 

まず、1825部位の T/A塩基対を別の塩基対に置換した lane 9-lane 11では、ARCUTによ

る切断は起らなかった。したがって、1825 部位に存在する一塩基対の変異を ARCUT は識

別できる。また、1823部位の C/G塩基対を A/T塩基対、G/C塩基対に置換した lane 6及び

lane 8では、わずかに切断が起ってしまうものの、その効率はフルマッチの切断効率(lane 2)

に比べ、微微たるものである。したがって、ARCUTは、これらの一塩基対の変異をほぼ完

全に識別できるといえる。その一方で、1823部位の C/G塩基対を T/A塩基対に置き換えた
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1820 1830 18351825 1840

H2N-(Lys)2DDGUsDGUsDGUsCDUsUsG(Lys)P-H 
H-P(Lys)CDUsCDGUsDDCCCGUsD(Lys)2-NH2 

Figure 2-5.  Mismatch-recognition in the flanking single-invasion region for the site-selective scission 
by ARCUT. Lane 1, without Ce(IV)/EDTA (DNA only); lane 2, fully-matched DNA; lanes 3-11, one 
base-pair in the flanking single-invasion region (underlined) was changed to another base-pair as 
indicated. The reaction conditions are the same as described for Figure 2-4. 
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lane 7では、切断が起こってしまう。さらに切断配列の末端にあたる 1821部位の T/A塩基

対を別の塩基対に置換した lane 3-lane 5では、一塩基対の置換を識別できず、ミスマッチの

種類とは無関係に切断が起こってしまう結果となった。 

 

これまでの結果を Figure 2-6にまとめる。 

 

① 二本の pcPNAがインベージョンする領域に存在する一塩基対の変異を ARCUTは完全

に識別できる。 

② Gap形成領域に関しても、二本の pcPNAがインベージョンする領域から 2及び 3塩基

外側の塩基対においても高い識別能を示す。 

③ Gap形成領域の末端に存在する一塩基対の変異を、ARCUTは識別できないため、ミス

マッチが存在する場合でも切断が起こってしまう。 

 

 ARCUTにおいて、インベージョン複合体が疑似的な C2対称であることを考えると、15

塩基の pcPNAを用いる現状の ARCUTは、14-16塩基配列を厳密に認識できるといえる。こ

れは ARCUTによる切断配列が 414(2.7×108)-416(4.3×109)塩基に一回の確率で現れることを

意味しており、多くのゲノム DNAを望みの位置のみで切断できることを示唆する。 

H2N-(Lys)2DDGUsDGUsDGUsCDUsUsG(Lys)P
H-P(Lys)CDUsCDGUsDDCCCG

TCATTGGCCCGTACAAGTAGTAGTCATTGGGCATAGCACTCGTAGG

AGTAACCGGGCATGTTCATCATCAGTAACCCGTATCGTGAGCATCC
1820 1830 18351825

× ○ ◎

Invasion Complex

Fidelity of DNA scission
by ARCUT

Figure 2-6.  Summary of the study on the mismatch-recognition of ARCUT in its site-selective 
scission of DNA. The double-circle, the single-circle, and the cross show that the 
mismatch-recognitions are high, moderate, and poor, respectively.  

 

Mismatch-recognition of ARCUT 
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3-3 KCl存在下での DNA切断におけるミスマッチ認識 

 これまでの実験では、NaCl存在下で切断実験を行い、ARCUTの切断におけるミスマッ

チ認識を検討してきたが、ここではNaClの代わりに、細胞内で多く存在するKClを用いて、

一連の切断実験を行った(Figure 2-7)。なお、実験方法は、これまでの切断実験と同様である。 
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Figure 2-7. Mismatch-recognition for the site-selective DNA scission by ARCUT in 
the presence of KCl. (a) Lane 1, without Ce(IV)/EDTA (DNA only); lane 2, 
fully-matched DNA; lanes 3-14, one base-pair (underlined base-pair) in the central 
double-invasion region was changed to another base-pair as indicated. (b) Lane 1, 
without Ce(IV)/EDTA (DNA only); lane 2, fully-matched DNA; lanes 3-11, one 
base-pair (underlined base-pair) in the flanking single-invasion region was changed to 
another base-pair as indicated. The reaction conditions are the same as described for 
Figure 2-4, except for [KCl] = 100 mM instead of [NaCl] = 100 mM. 
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(1) 二本の pcPNAがインベージョンする領域の一塩基対を別の塩基対に置換した場合 

まず、二本の pcPNAが切断配列と完全に相補的な場合では、位置選択的な切断が起こり、

二本の切断バンドを確認することができる(Figure 2-7a, lane 2)。その一方で、一塩基対の置

換を行った場合では、ミスマッチの種類によらず、全ての場合において、位置選択的な切

断は全く起こらなかった(lanes 3-14)。すなわち、この領域に存在する一塩基対の変異は、

KCl存在下であっても厳密に識別されることが分かった。 

 

(2) Gap形成領域の一塩基対を別の塩基対に置換した場合 

 まず 1825部位の T/A塩基対を別の塩基対に置換した場合では、切断反応は起こらず、ミ

スマッチが厳密に識別される(Figure 2-7b, lanes 9-11)。また 1823部位の C/G塩基対を A/T塩

基対(lane 6)、G/C塩基対に置換した場合(lane 8)でも、切断はほぼ抑制される。しかし 1823

部位の C/G塩基対を T/A塩基対に置換した lane 7では、Figure 2-5と同様に、わずかながら

切断が起こってしまう結果となった。また、切断配列の末端にあたる 1821部位の T/A塩基

対を別の塩基対に置換した lanes 3-5では、ミスマッチの種類によらず、切断反応が起こっ

てしまう。 

 

 これらの結果は、NaClを用いた場合の結果と完全に一致する。すなわち、KClを用いた

場合でも、ARCUTは 16塩基程度を厳密に認識することができる。しかし、この場合でも、

切断配列の末端部位では、ミスマッチを識別できず、切断が起こってしまう。 
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第 4節 まとめ 

 本章では、ARCUTのミスマッチ認識能を切断実験により体系的に評価した。まず、二本

の pcPNAがインベージョンする領域に存在する一塩基対を別の塩基対に置換した場合には、

変異を導入した部位、生じるミスマッチの種類に関わらず、切断反応は、全く起らなかっ

た。つまり、この領域に関しては、ARCUT は一塩基対の変異を完全に識別できる。また、

gap 形成領域に関しても、中央の二本の pcPNA がインベージョンする領域から、2 及び 3

塩基外側の塩基対までは、一塩基対の変異が識別され、切断はほぼ抑制される。この際、

ミスマッチの種類によっては、切断が確認された場合もあったが、フルマッチと切断効率

を比較すれば微微たるものであり、ミスマッチを十分に識別できるといえる。しかし、切

断配列の末端の一塩基対を、別の塩基対に置換した場合には、その変異を識別できず、ミ

スマッチの種類とは無関係に切断が起こってしまう結果となった。すなわち現状の ARCUT

では、切断配列の末端の一塩基対のみ異なる類似配列を識別できない。だが、切断配列を

設計する段階で、末端にミスマッチを生じてしまう配列を避ければ、この認識能の低下を

未然に防ぐことができるため、現実的には大きな問題にならない。 

 以上の結果を踏まえると、15-mer pcPNAを用いた現状の ARCUTでは、14-16塩基配列を

厳密に認識することができる。この認識能は、ARCUT の切断配列が 414-416 塩基に一回と

いう確率で現れることを意味しており、巨大なゲノム DNAであっても望みの配列のみで切

断できることを示唆する。すなわち ARCUTの認識能は、天然の制限酵素の認識能をはるか

に凌ぐものであり、ARCUTはポストゲノム時代において強力なツールになるといえる。 
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第 2章 参考文献・脚注 

1) 切断効率を向上させるために、N末端にホスホセリンを修飾した pcPNAを使用した。詳

細は、次の文献を参照(Y. Yamamoto, M. Mori, Y. Aiba, T. Tomita, W. Chen, J-M. Zhou, A. Uehara, 

Y. Kitamura, and M. Komiyama, Nucleic Acids Res., 35, e53 (2007)). 

2) 石塚 匠, “修士論文；人工核酸を用いた DNAの特定配列の認識”, 東京大学大学院工

学系研究科 (2008). 

3) N末端のホスホセリンの導入には、標準的な Fmoc法を用いた。PNAモノマーの合成法

及び、詳細な固相合成法のプロトコールに関しては次の論文を参照(M. Komiyama, Y. Aiba, T. 

Ishizuka, and J. Sumaoka, Nat. Protoc., 3, 646 (2008)). 

4) PNAモノマーの 260 nmにおけるモル吸光係数は A = 13700 M-1cm-1, T = 8600 M-1cm-1, G = 

11700 M-1cm-1, C = 6600 M-1cm-1, D = 7600 M-1cm-1, Us = 10200 M-1cm-1である。 

5) 北村 佳仁 “博士論文；DNAの位置選択的切断とその応用”, 東京大学大学院工学系

研究科 (2005). 
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第 3章 ARCUTによる切断配列認識の機構 

 

第 1節 緒言 

 第 2章の結果から、ARCUTが 14-16塩基配列を厳密に認識し、二本鎖 DNA中の望みの

配列のみを正確に切断できることが明らかになった。そこで本章では、ARCUTによる DNA

切断における高いミスマッチ認識が生じる機構を検討するために、切断実験条件下([NaCl] = 

100 mM)での、インベージョン複合体形成について詳細に検討する。さらに、インベージョ

ン複合体形成時に生じる PNA/DNA二本鎖の熱力学的な安定性(Tm)の観点から、ミスマッチ

塩基対が複合体形成に与える影響も併せて検討する。 

また ARCUTでは、非特異的な DNA切断を抑制するために、切断時に NaClを加えるが
1)、インベージョン自体は塩を全く加えずに行う。これは二本鎖 DNA の安定化によるイン

ベージョン効率の低下を防ぐためである 2) 。そこで本章では、ARCUTによる切断配列の認

識に与える塩の効果をより詳細に検討するため、NaCl 非存在下でのインベージョン複合体

形成に関しても検討する。 
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第 2節 実験方法 

2-1 インベージョン実験について 

ARCUT切断実験条件下([NaCl] = 100 mM)での複合体形成について、以下の手順で検討し

た。まずNaClを加えずに基質DNAと pcPNAとをHEPES(pH = 7.0)水溶液中で混合し、pcPNA

をインベージョンさせた(50 °C, 1h)。次に、終濃度が 100 mMになるように NaClを加え、

50 °Cで 15-30 minインキュベーションした。その後、反応溶液を 5 %非変性ポリアクリル

アミドゲル電気泳動により解析した。この際、バンドの染色は GelSter で行い FujiFilm 

FLA-3000G fluorescent imaging analyzerによりバンドを定量した。反応条件は以下の通り。 

Reaction conditions：[DNA] = 20 nM, [each of pcPNAs] = 100 nM, [NaCl] = 100 mM, [HEPES] = 5 

mM, pH = 7.0, 50 °C, 15-30 min. 

 なお、インベージョンによる塩の効果を詳細に検討する目的で、NaClを加えずにインベ

ージョンさせた場合の複合体形成についても、同様な方法で解析した。 

 

2-2 Tm測定 

 PNA/DNA、DNA/DNA二本鎖の Tm測定条件を以下に示す。 

Measurement conditions: [each of strands] = 1 M, [NaCl] = 100 mM, [HEPES(pH 7.0)] = 5 mM 

実際の測定では 1 minで 1 °C温度変化させた。 

 

2-3 13-mer pcPNAによるインベージョン実験 

 使用した pcPNAは、第 2章と同様、一般的な固相合成により合成・精製し、MALDI-TOF-MS

により同定した。Table 3-1に結果を示す。13-merの pcPNAを用いたインベージョン実験に

関しては、上記 2-1～2-3に示す通りである。 

 

Table 3-1.  Molecular mass of pcPNAs measured by MALDI-TOF Mass Spectrometry 

 Sequencea)  Calcd. Found. 

pcPNA3 H2N-(Lys)2GUsDGUsDGUsCDUsUsG(Lys)P-H  4194.5 4194.6 

pcPNA4 H-P(Lys)CDUsCDGUsDDCCCG(Lys)2-NH2  4102.6 4103.0 
a) D and Us bear 2,6-diaminiopurine and 2-thiouracil in place of conventional bases, respectively. 
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第 3節 実験結果 

3-1 切断実験条件下([NaCl] = 100 mM)でのインベージョン複合体形成について 

 NaClが 100 mM存在する切断実験条件下での、インベージョン複合体形成についてゲル

シフトアッセイにより評価した(Figure 3-1)。 

 

(1) 二本の pcPNAがインベージョンする領域の一塩基対を別の塩基対に置換した場合 

まず、加えた pcPNAとターゲットとなる切断部位とが完全に相補的な場合は、ゲルシフ

トが起こり、インベージョン複合体の形成が確認された(Figure 3-1a, lane 2)。しかし、

1826-1829部位の一塩基対を別の塩基対に置き換えた lane 3-lane 14では、導入されるミスマ

Figure 3-1.  Gel-shift assay for the formation of invasion complex under the conditions for the ARCUT 
scission ([NaCl] = 100 mM). (a) Lane 1, DNA only; lane 2, fully-matched DNA; lanes 3-14, one base-pair in 
the central double-invasion region (underlined) was changed to another base-pair. (b) Lane 1, DNA only; lane 
2, fully-matched DNA; lanes 3-11, one base-pair in the flanking single-invasion region (underlined) was 
changed. Reaction conditions: [DNA] = 20 nM, [each of pcPNAs] = 100 nM, [NaCl] = 100 mM, and [HEPES] 
= 5 mM at pH 7.0 and 50 °C. 
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ッチの種類とは無関係に、ゲルシフトは全く起こらずにインベージョン複合体の形成を確

認することはできない。この結果は、切断実験条件下([NaCl] = 100 mM)では、1826-1829部

位に存在する一塩基対の変異をインベージョンにより識別できることを示す。そのため、

本来の切断配列のみがインベージョンで認識される。 

 

(2) Gap形成領域の一塩基対を別の塩基対に置換した場合 

結果を Figure 3-1bに示す。1825部位のT/A塩基対を別の塩基対に置き換えた lane 9-lane 11

では、インベージョン複合体の形成はほぼ抑制される。また同様に、1823部位の C/G塩基

対を A/T塩基対(lane 6)、G/C塩基対(lane 8)に置き換えた場合でも、ミスマッチを含むイン

ベージョン複合体は、ほとんど形成しない。したがって、gap形成領域においても、これら

の場合に関しては、インベージョンにより一塩基のミスマッチが識別される。しかし、1823

部位の C/G塩基対を T/A塩基対に置き換えた lane 7では、ゲルシフトが起こり、インベー

ジョン複合体の形成を確認できる。これは、pcPNA1/DNA二本鎖間に G-Tの wobble塩基対

が形成し、複合体が安定化したためと考えられる。また、gap形成領域の末端にあたる 1821

部位の T/A塩基対を置換すると(lane 3-lane 5)、ミスマッチは全く識別されず、ミスマッチの

種類によらずインベージョン複合体が形成する結果となった。この結果は、切断実験条件

下([NaCl] = 100 mM)では、末端のミスマッチをインベージョンで識別できないことを意味す

る。 

 

これらの結果と、第 2章で述べた ARCUTによる切断実験の結果との間には相関関係が成

り立つ。つまり Figure 3-1 において、インベージョン複合体が形成した場合のみ、

Ce(IV)/EDTA錯体による切断が起こる。このことから ARCUTによる DNA切断は、インベ

ージョンにより支配されているといえる。すなわち ARCUTでは、ミスマッチの有無にかか

わらず、インベージョン複合体が形成した場合に切断が起こる。 
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3-2 KCl存在下([KCl] = 100 mM)でのインベージョン複合体形成について 

 第 2章では NaClの代わりに KClを用いた場合でも、類似配列を厳密に識別し、望みの配

列のみを切断できることを述べた。そこで、KCl存在下でのインベージョン複合体形成につ

いてゲルシフトアッセイにより検討した結果を Figure 3-2に示す。 

 

 

  

(b) Mismatch in the flanking single-invasion region 

A
T

C
G

G
C

1825   

1 8 9 10

A
T

T
A

G
C

1823   

5 6 7

A
T

G
C

C
G

1821   

2 3 4 11

5’-…AGTAACCGGGCATGTTCATCATCAGTAACCCGTATCGTGAGCATCC…-3’ 

3’-…TCATTGGCCCGTACAAGTAGTAGTCATTGGGCATAGCACTCGTAGG…-5’ 

pcPNA1
pcPNA2

1820 1830 18351825 1840

H2N-(Lys)2DDGUsDGUsDGUsCDUsUsG(Lys)P-H 
H-P(Lys)CDUsCDGUsDDCCCGUsD(Lys)2-NH2 

(a) Mismatches in the central double-invasion region

A
T

C
G

G
C

1828   

T
A

C
G

G
C

1827   

6 7 8

A
T

T
A

G
C

1826   

3 4 51 2

A
T

T
A

G
C

1829   

5’-…AGTAACCGGGCATGTTCATCATCAGTAACCCGTATCGTGAGCATCC…-3’

3’-…TCATTGGCCCGTACAAGTAGTAGTCATTGGGCATAGCACTCGTAGG…-5’ 

pcPNA1
pcPNA2

1820 1830 18351825 1840

H2N-(Lys)2DDGUsDGUsDGUsCDUsUsG(Lys)P-H 
H-P(Lys)CDUsCDGUsDDCCCGUsD(Lys)2-NH2 

Invasion at [KCl] = 100 mM

9 10 11 12 13 14

Figure 3-2. Gel-shift assay for the formation of invasion complex in the presence of KCl ([KCl] = 100 
mM). (a) Lane 1, DNA only; lane 2, fully-matched DNA; lanes 3-14, one base-pair in the central 
double-invasion region (underlined) was changed to another base-pair. (b) Lane 1, DNA only; lane 2, 
fully-matched DNA; lanes 3-11, one base-pair in the flanking single-invasion region (underlined) was 
changed. The concentrations of the agents are described in Figure 3-1, except for [KCl] = 100 mM 
instead of [NaCl] = 100 mM. 
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[NaCl] = 100 mM存在下の場合と同様に、二本の pcPNAがインベージョンする領域に一塩

基対の変異を導入した場合では、ミスマッチを含むインベージョン複合体は形成せず、目

的の配列のみがインベージョンにより認識される(Figure 3-2a)。その一方で、gap形成領域

の一塩基対を別の塩基対に置換した場合には、Figure 3-1bの場合と全く同様に、ミスマッチ

を含むインベージョン複合体が形成する場合がある (Figure 3-2b)。つまり、1823部位の C/G

塩基対をT/A塩基対に置き換え pcPNA1/DNA二本鎖間にG-Tのwobble塩基対が生じる lane 

7と、切断配列の末端にあたる 1821部位の T/A塩基対を別の塩基対に置換した lanes 3-5で

は、ミスマッチが識別されずにインベージョン複合体が形成してしまう。 

 以上のことから、NaClの代わりに KClを用いた場合においても、ARCUTによる DNA切

断反応の結果と、インベージョン複合体形成との間には、相関関係が成り立つ。つまり、

この場合においても、ミスマッチの有無に関わらず、インベージョン複合体が形成する場

合のみ、Ce(IV)/EDTA錯体による切断が起こる。この結果からも、ARCUTにおける切断反

応が、インベージョンに支配されているといえる。 

 

3-3 PNA/DNA二本鎖の熱力学的な安定性(Tm)からの解析 

 Figure 3-1におけるインベージョン複合体形成の結果を、インベージョン複合体形成時に

生じる pcPNA/DNA二本鎖の熱力学的な安定性(Tm)の観点から考察する。そこで、Table 3-2

に切断実験条件下([NaCl] = 100 mM)における pcPNA/DNA二本鎖の Tmを示す。 

(1) 二本の pcPNAがインベージョンする領域の一塩基対を別の塩基対に置換した場合

(1826、1829部位) 

まず pcPNAが完全に相補的な場合の Tmはそれぞれ 78.2 °C、83.9 °Cであった。それに対

し、1829部位における C/G塩基対を別の塩基対に置き換えた場合では、ミスマッチの種類

に応じて 5.9 °C～13.4 °Cの Tmの低下が観測された。この結果は、1829部位の C/G塩基対

を別の塩基対に置き換えた場合では、インベージョン複合体形成時に生じる二組の

pcPNA/DNA二本鎖が同時に不安定化することを示す。そのために、切断実験条件下におい

て、1829部位にミスマッチを含むインベージョン複合体は形成しなかったといえる。 

次に 1826 部位の C/G 塩基対を別の塩基対に置き換えた場合について述べる。まず

pcPNA2/DNA二本鎖に関しては、末端にミスマッチが存在するにも関らず顕著な Tmの低下

は見られなかった( Tm = 0.4 °C～1.3 °C)。その一方で、pcPNA1/DNA二本鎖に関しては、ミ

スマッチの種類に応じて 7.6 °C～12.6 °C、Tmが低下した。ここで、Figure 3-1a中 lane 3-lane 

5 で 1826 部位にミスマッチを含むインベージョン複合体が形成されなかったことを考慮す

ると、pcPNA1/DNA 二本鎖における不安定化により複合体形成が抑制されたといえる。以

上の結果から、二本の pcPNAが共にインベージョンする領域にミスマッチが存在する場合

には、ミスマッチによりインベージョン複合体が不安定となり、複合体形成が抑制される

ことが分かった。 
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(2) Gap形成領域の一塩基対を別の塩基対に置換した場合(1821、1823部位) 

 1821及び 1823部位の塩基対を置換した場合は、pcPNA1/DNA二本鎖にはミスマッチが導

入されるが、pcPNA2/DNA 二本鎖は、いずれの場合であっても完全に相補的となり、安定

な二本鎖を形成する。そのために pcPNA1/DNA二本鎖の熱力学的な安定性が、インベージ

ョン複合体形成を考える上で非常に重要となる。まず、1823部位の C/G 塩基対を、A/T塩

基対、G/C塩基対に置換した場合では、それぞれ Tmは 8.6 °C、8.2 °C低下し、インベージ

ョン複合体形成が抑制される結果となった（Figure 3-1b中 lane 6、lane 8参照）。しかし C/G

 (a) upper DNA/pcPNA1 duplex 

Base-pair change pattern  Sequence of DNA (5’-3’) Tm (°C) Tm (°C) 

Fully-matched DNA  5’-TTCATCATCAGTAAC-3’ 78.2 – 

C/G1829 

A/T 5’-TTCATCATAAGTAAC-3’ 66.3 11.9 

T/A 5’-TTCATCATTAGTAAC-3’ 71.2 7.0 

G/C 5’-TTCATCATGAGTAAC-3’ 64.8 13.4 

C/G1826 

A/T 5’-TTCATAATCAGTAAC-3’ 66.2 12.0 

T/A 5’-TTCATTATCAGTAAC-3’ 70.6 7.6 

G/C 5’-TTCATGATCAGTAAC-3’ 65.6 12.6 

C/G1823 

A/T 5’-TTAATCATCAGTAAC-3’ 69.6 8.6 

T/A 5’-TTTATCATCAGTAAC-3’ 71.6 6.6 

G/C 5’-TTGATCATCAGTAAC-3’ 70.0 8.2 

T/A1821 

A/T 5’-ATCATCATCAGTAAC-3’ 77.7 0.5 

G/C 5’-GTCATCATCAGTAAC-3’ 78.0 0.2 

C/G 5’-CTCATCATCAGTAAC-3’ 77.9 0.3 

(b) lower DNA/pcPNA2 duplex 

Base-pair change pattern  Sequence of DNA (5’-3’) Tm (°C) Tm (°C) 

Fully-matched DNA  5’-TACGGGTTACTGATG-3’ 83.9 – 

C/G1829 

A/T 5’-TACGGGTTACTTATG-3’ 77.9 6.0 

T/A 5’-TACGGGTTACTAATG-3’ 77.7 6.2 

G/C 5’-TACGGGTTACTCATG-3’ 78.0 5.9 

C/G1826 

A/T 5’-TACGGGTTACTGATT-3’ 83.5 0.4 

T/A 5’-TACGGGTTACTGATA-3’ 83.1 0.8 

G/C 5’-TACGGGTTACTGATC-3’ 82.6 1.3 

 

Table 3-2. Melting temperatures of the DNA/PNA duplexes in the invasion sitea 

a Measurement conditions: [each of strands] = 1 M, [NaCl] = 100 mM, and [HEPES(pH = 7.0)] = 5 mM.  
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塩基対を T/A 塩基対に置き換えた場合、すなわち pcPNA1/DNA 二本鎖中に G-T の wobble

塩基対が導入された場合には、 Tmが 6.6 °Cと小さく、他の場合と比較すると安定である。

このために、Figure 3-1b中の lane 7において、インベージョン複合体が形成してしまったと

考えられる。さらに 1821部位の T/A塩基対を別の塩基対に置換した場合には、ミスマッチ

の種類によらず Tmはほとんど低下しない( Tm = 0.2 °C～0.5 °C)。そのため、末端にミスマ

ッチが存在する場合は、インベージョン複合体が形成してしまう(Figure 3-1b中 lane 3-lane 5)。 

以上の結果から、切断配列の末端に存在するミスマッチをインベージョンで識別できな

いことが分かった。また、末端付近に安定なミスマッチである G-Tの wobble塩基対を形成

する配列もインベージョンで完全に識別することが難しい。したがって現状の ARCUTでは

pcPNA の配列設計において、切断配列の末端にミスマッチが形成する配列、及び、末端付

近に G-Tの wobble塩基対が形成する配列を避ける設計が重要となる。 

 

 

3-4  ARCUTにおける塩の効果 

Ce(IV)/EDTA錯体による DNA切断は、

DNAの非特異的切断を抑えるために、通

常 100 mMの NaCl存在下で行う。仮に、

NaClを加えずに切断実験を行うと、DNA

二本鎖が不安定なために、非特異的な切

断反応が起こってしまう(Figure 3-3)。そ

こで ARCUTでは、NaClを加えることに

より、切断部位以外の二本鎖を安定化さ

せた状態で、切断を行う。 

 これまでの結果から、[NaCl] = 100 mM

の切断実験条件下では、インベージョン

で一塩基対の変異を識別できるために、

その後の切断反応で、目的配列のみを切

断できることが分かった。しかし、イン

ベージョンの厳密な配列認識が、NaCl

の存在によりDNA/DNA二本鎖が安定な

ために実現したのか、または、インベー

ジョンそのもののミスマッチ認識能が高

いために実現したのかは定かでない。そ

こで、塩の非存在下におけるインベージ

ョンについて、ゲルシフトアッセイを行

った結果を Figure 3-4に示す。 

1 2

DNA 
+ 

AR
CU

T

DNA +
 C

e(
IV

)/
ED

TA
 

DNA substrate
Invasion complex

Figure 3-3. Non-denaturing PAGE assay for DNA scission by ARCUT in 
the absence of NaCl. Under these conditions, non-specific DNA scission 
occurred and clear scission bands were hardly observed. Lane 1, without 
two pcPNA additives; lane 2, with ARCUT system. Reaction conditions: 
[DNA] = 20 nM, [each of pcPNAs] = 100 nM (in lane 2), [Ce(IV)/EDTA] 
= 50 M, [HEPES] = 5 mM at pH 7.0 and 50 °C for 14 h. 
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まず pcPNAと DNAとが完全に相補的な場合では、基質 DNAは完全にインベージョン複

合体を形成する(lane 2)。しかし、ターゲット部位の一塩基対を別の塩基対に置き換えたほ

ぼ全ての場合においても、インベージョン複合体が形成する結果となった 3)。これは NaCl

非存在下では、DNA二本鎖が不安定なために、ミスマッチを含むインベージョン複合体で

さえも、高い効率で生成してしまうためと考えられる。そこで、pcPNAがインベージョン

する部位における DNA/DNA二本鎖(1821T/A-1840A/T)の Tmの塩濃度依存性を Figure 3-5に

示す。NaClが 100 mM存在する切断実験条件下では、DNA/DNA二本鎖の Tmが 62.1 °Cで

あるのに対し、NaClが 1 mM存在する低塩濃度条件下では Tmが 22.7 °C低下し、39.4 °Cで

あった。この Tmの大幅な低下に見られるように、DNA/DNA二本鎖の安定性は、NaCl濃度

に大きく依存する。すなわち、NaCl非存在下では、DNA二本鎖が大きく不安定化するため、
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(b) Mismatch in the flanking single-invasion region   

H2N-(Lys)2DDGUsDGUsDGUsCDUsUsG(Lys)P-H 
H-P(Lys)CDUsCDGUsDDCCCGUsD(Lys)2-NH2 

H2N-(Lys)2DDGUsDGUsDGUsCDUsUsG(Lys)P-H 
H-P(Lys)CDUsCDGUsDDCCCGUsD(Lys)2-NH2 

Invasion at [NaCl] = 0 mM   

Figure 3-4. Gel-shift assay for the formation of invasion complex in the absence of 
NaCl. (a) Lane 1, DNA only; lane 2, fully-matched DNA; lanes 3-14, one base-pair in 
the central double-invasion region (underlined) was changed to another base-pair as 
indicated. (b) Lane 1, DNA only; lane 2, fully-matched DNA; lanes 3-11, one base-pair 
in the flanking single-invasion region (underlined) was changed to another base-pair. 
The concentrations of the agents are the same as described in Figure 3-1, except for 
[NaCl] = 0 mM. 
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ミスマッチを含むインベージョン複合体でさえも、高い効率で形成してしまったと考えら

れる。したがって、インベージョンで高いミスマッチ認識を実現するためには、NaClを加

えることで DNA二本鎖を安定化する必要がある。以上の結果から、ARCUTにおいて塩を

加えることで、①インベージョンのミスマッチ認識能が顕著に向上する、②切断配列以外

での非特異的な切断が抑制される、という二つの効果が実現していることが分かった。 

 

 

Figure 3-5.  Effect of NaCl concentration on the thermal stability of DNA/DNA duplex. 
Measurement conditions: [each of DNAs] = 1 M, [HEPES(pH = 7.0)] = 5 mM, and NaCl at the 
designated concentration.  
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3-5 ARCUTの設計指針 

 これまで述べた ARCUTに関連する一連の実験では 15-merの pcPNAにより、最大で二本

鎖 DNA中の 20 塩基を、インベージョンで認識する設計を用いてきた。しかし、実際には、

15-mer pcPNAで厳密に認識できる切断配列の長さは、16 塩基程度であった。そこで、C末

端 2塩基分を除いた 13-merの pcPNAを用いて 3 gapの系を設計し、インベージョンさせる

ことで、16 塩基を厳密に認識できないかと考えた。すなわち、pcPNAの長さを短くするこ

とで、ミスマッチの認識能が向上し、末端に存在する一塩基対の変異でさえも識別できる

のではないかと考え、実験を行った。そこで、まず NaCl 非存在下で pcPNA をインベージ

ョンさせた結果を Figure 3-6に示す。 
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(b)  Mismatch in the flanking single-invasion region

H2N-(Lys)2GUsDGUsDGUsCDUsUsG(Lys)P-H 
H-P(Lys)CDUsCDGUsDDCCCG(Lys)2-NH2 

5’-…AGTAACCGGGCATGTTCATCATCAGTAACCCGTATCGTGAGCATCC…-3’ 

3’-…TCATTGGCCCGTACAAGTAGTAGTCATTGGGCATAGCACTCGTAGG…-5’ 

Figure 3-6.  Gel-shift assay for the formation of invasion complex in the absence of NaCl. (a) 
Lane 1, DNA only; lane 2, fully-matched DNA; lanes 3-14, one base-pair in the central 
double-invasion region (underlined) was changed to another base-pair. (b) Lane 1, DNA only; lanes 
2-4, the C/G pair at 1823 site was changed to another base-pair as indicated. Invasion conditions: 
[DNA] = 20 nM, [each of pcPNAs] = 100 nM, and [HEPES] = 5 mM at pH = 7.0, 50 °C, for 1 h. 
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 結果が明確に示すように、NaCl非存在下においては、15-merの pcPNAを用いた場合と同

様に、インベージョンのミスマッチ認識能は低い。すなわち、13-merの pcPNAを用いた場

合でも、インベージョンで特定配列のみを識別することは難しいことが分かった。 

次に、NaCl非存在下でインベージョンさせた後に、100 mMの NaClを加えた場合の、イ

ンベージョン複合体形成について検討した結果を Figure 3-7に示す。 
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(b)  Mismatch in the flanking single-invasion region

H2N-(Lys)2GUsDGUsDGUsCDUsUsG(Lys)P-H 
H-P(Lys)CDUsCDGUsDDCCCG(Lys)2-NH2 

5’-…AGTAACCGG GCATGTTCATCATCAGTAACCCGTATCGTGAGCATCC…-3’ 

3’-…TCATTGGCCCGTACAAGTAGTAGTCATTGGGCATAGCAC TCGTAGG…-5’ 

Figure 3-7.  Gel-shift assay for the formation of invasion complex in the presence of NaCl ([NaCl] = 100 mM). (a) Lane 1, 
DNA only; lane 2, fully-matched DNA; lanes 3-14, one base-pair in the central double-invasion region (underlined) was changed 
to another base-pair. (b) Lane 1, DNA only; lanes 2-4, the C/G pair at 1823 site was changed to another base-pair as indicated. 
After all the invasion complexes were formed in the absence of NaCl, NaCl was added to a final concentration of 100 mM, and 
the mixtures were further incubated at 50 °C for 15 min. Reaction conditions: [DNA] = 20 nM, [each of pcPNAs] = 100 nM, 
[HEPES] = 5 mM, [NaCl] = 100 mM at pH = 7.0. 
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15-mer pcPNAを用いた場合と同様に、二本の pcPNAがインベージョンする領域の塩基対

を別の塩基対に置換した場合では、インベージョン複合体形成に伴うゲルシフトがみられ

ずに、一塩基対の置換を厳密に識別できることが分かった(Figure 3-7a)。しかし、切断配列

の末端にあたる 1823部位の C/G塩基対を別の塩基対に置換した Figure 3-7bでは、生じるミ

スマッチの種類によらずインベージョン複合体を形成してしまう結果となった。すなわち、

13-merの pcPNAを用いた場合でも、15-mer pcPNAを用いた場合と同様に、切断配列の末端

に存在するミスマッチをインベージョンで識別できない。 

 

以上の結果から、13-mer pcPNAを用いた場合では、16塩基配列を厳密に認識することは

難しい。そのために、現状のARCUTで16塩基配列を厳密に認識するためには、15-mer pcPNA

を用いて、5 gapを形成させ切断する系の設計が必須であるといえる。 
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第 4節 まとめ 

本章では ARCUT の切断反応における高いミスマッチ認識が実現する機構をインベージ

ョン複合体形成の観点から検討した。その結果、ARCUTの切断反応はインベージョンに支

配されていることが明らかになった。すなわち、ミスマッチの有無に関わらず、インベー

ジョン複合体が形成する場合には、切断が起こる。 

15-merの pcPNAを用いたインベージョンでは、切断実験条件下([NaCl] = 100 mM)で、末

端のミスマッチを識別することができない。したがって、認識配列の末端の一塩基対のみ

が異なる類似配列に関しては切断が起こってしまう（第 2章参照）。しかし、このような類

似配列を避けるように pcPNAの配列を設計することで、末端でのミスマッチ認識の低下を

十分に防ぐことができる。 

また、インベージョンにおけるミスマッチ認識は、塩濃度に大きく依存することが分か

った。すなわち ARCUT切断条件下([NaCl] = 100 mM)で、インベージョンの高いミスマッチ

認識が実現したのは、NaClにより二本鎖 DNAが安定化したためである。実際、NaClが存

在しない条件下でインベージョンさせた場合には、インベージョンのミスマッチ認識能は

著しく低下し、ミスマッチを含むインベージョン複合体が高効率で生成してしまう。した

がって、インベージョンで高いミスマッチ認識を実現させるためには、系中に存在する塩

濃度が極めて重要となる。 
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第 3章 参考文献・脚注 

1) M. Komiyama, Y. Aiba, Y. Yamamoto, and J. Sumaoka, Nat. Protoc., 3, 655 (2008). 

2) J. Lohse, O. Dahl, and P. E. Nielsen, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 96, 11804 (1999). 

3) Figure 3-4bでは、インベージョン複合体に由来するバンドの位置が laneごとに明らかに

異なる。これは、gap 部位にミスマッチを導入した場合に生じる複合体の構造そのものが、

異なるためと考えられる。 
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第 4章 Double-duplexインベージョンのミスマッチ認識に関する基礎的検討 

 

第 1節 緒言 

 前章の結果から DNA中に一本鎖構造を生じるインベージョンの Fidelityは、塩濃度に大

きく依存し、[NaCl] = 0 mMの条件下でインベージョンの Fidelityが低いことが分かった。

そこで本章では ARCUTとは異なり、非対合部位をもたない pcPNAによる double-duplexイ

ンベージョンのミスマッチ認識について詳細な検討をする。 

Double-duplexインベージョンに関する過去の研究では、取り扱う DNAのサイズが数百塩

基対からプラスミドサイズの DNA であったため、DNA 中に存在する類似配列の出現頻度

はそれほど高くない。そのために、インベージョンのミスマッチ認識が大きな問題になる

ことはなく、詳細な検討は行われてこなかった。しかし、今後、インベージョンを用いて、

ゲノム DNA中の特定配列を認識する場合には、インベージョンで類似配列を厳密に識別で

きるかどうかといった基礎的な知見が不可欠となる。そのため、本章で得られる知見は、

ARCUTをはじめ double-duplexインベージョンを用いた応用研究を進める上で、非常に重要

な意味をもつ。
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第 2節 実験方法 

2-1 インベージョン実験 

 本章での実験では、pcPNA(10-mer ならびに 8-mer)をずらした形でインベージョンさせる

のではなく、そろえた形でインベージョンさせるため、二本鎖 DNA中に一本鎖構造は生じ

ない。また、基質としては 130 bpの DNAを用いた。基質 DNAの配列を Figure 4-1に、10-mer 

pcPNAならびに 8-mer pcPNAをMALDI-TOF-MSにより同定した結果を、Table 4-1にそれ

ぞれ示す。 

 

 

Table 4-1.  Molecular mass of pcPNAs measured by MALDI-TOF Mass Spectrometry 
 Sequencea)  Calcd. Found. 
pcPNA(8a) H2N-(Lys)UsDGUsCDUsUs-H  2340.8 2342.0 
pcPNA(8b) H-DUsCDGUsDD(Lys)-NH2  2384.9 2385.1 
pcPNA(10a) H2N-(Lys)DGUsDGUsCDUsUs(Lys)-H  3049.1 3049.4 
pcPNA(10a) H-(Lys)UsCDUsCDGUsDD(Lys)-NH2  3031.2 3031.5 
a) D and Us bear 2,6-diaminiopurine and 2-thiouracil in place of conventional bases, respectively. 
 

一連のインベージョン実験は、前章までと同様に行った。実験の詳細に関しては、第 3

章の第 2節を参照。 

 

2-2 Tm測定 

 PNA/DNA二本鎖の Tm測定条件を、以下に示す。 

Measurement conditions: [each of strands] = 2 M, [NaCl] = 10 mM or 100 mM, [HEPES(pH = 

7.0)] = 5 mM.  

実際の測定では、1 minで 1 °C温度変化させた。 

TACCGCCAGTTGTTTACCCTCACAACGTTCCAG
TAACCGGGCATGTTCATCATCAGTAACCCGTAT
CGTGAGCATCCTCTCTCGTTTCATCGGTATCAT
TACCCCCATGAACAGAAATCCCCCTTACACG

Figure 4-1.  The whole sequence of 130 bp fully-matched DNA substrate. Only one of the 
strands is shown, and the invasion site of pcPNA(10a) (10-base sequence) was underlined. 
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第 3節 実験結果 

3-1 非対合部分をもたない 10-mer pcPNAによる double-duplexインベージョン 

 まずは、10-mer pcPNAをそろえた形でインベージョンさせた場合の、ミスマッチ認識に

ついて検討を行った。 

 

3-1-1 低塩濃度条件下([NaCl] = 10 mM)での、インベージョン複合体形成について 

一般的に PNAのインベージョンに用いられる低塩濃度条件下で、インベージョン実験を

行った。典型的な結果を Figure 4-2に示す。 

 

 まず、二本の pcPNAと認識配列が完全に相補的な場合では、高効率でインベージョンが

起こる(lane 2)。また、認識配列の中央付近にあたる 1828及び、1829部位の一塩基対を、別

の塩基対に置き換えた場合では、いずれのミスマッチが生じる場合であっても、一塩基対

の置換が識別され、複合体形成は抑制される結果となった(lanes 12-17)。また、1827部位の

A/T塩基対を置換した場合では、インベージョン複合体の形成をわずかに確認できるが、効

率から考えれば、ほぼ識別されているといえる。 

その一方で、1825部位の T/A塩基対、1826部位の C/G塩基対を別の塩基対に置換した場

合では、生じるミスマッチの種類によらず、インベージョン複合体が形成してしまう。ま

た、インベージョン効率に関しては、末端にミスマッチが存在するほど高いことが明確に

分かる。つまり、1826部位の C/G塩基対を置換した場合に比べ、1825部位の T/A塩基対を

置換した場合のインベージョン効率は高く、フルマッチの場合と同程度であった。 

 

Figure 4-2.  Gel-shift assay for the formation of invasion complex under the law salt conditions ([NaCl] = 10 mM). 
(a) Lane 1, DNA only; lane 2, fully-matched DNA; lanes 3-17, one base-pair (underlined) was changed to another 
base-pair as indicated. Reaction conditions: [DNA] = 20 nM, [each of pcPNAs] = 60 nM, [HEPES] = 5 mM, [NaCl] = 
10 mM at pH = 7.0, 50 °C for 1 h. 
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以上の結果から、低濃度条件下では、認識配列の末端付近に存在するミスマッチを、イ

ンベージョンで識別できないことが分かった。この結果は、対称性を考慮すれば、10 bpの

認識配列のうち中央付近の 6 bp程度しか、塩基配列を認識できないことを示す。 

 

低塩濃度存在下での、インベージョン複合体の安定性について検討するために、複合体

形成時に生じる PNA/DNA二本鎖の Tmを測定した([NaCl] = 10 mM存在下)。結果を Table 4-2

に示す。 

 

(1) 中央付近(1827～1829)の塩基対を別の塩基対に置換した場合 

 まず DNAと PNAとが完全に相補的な場合の Tmは、upper DNA/pcPNA(10a)が 66.0 °C、lower 

DNA/pcPNA(10b)が 67.9 °C であった。それに対し認識配列の中央にあたる 1829 部位の C/G

塩基対を置換した場合では、ミスマッチにより二組の DNA/PNA二本鎖が、同時に、大きく

不安定化する( Tm = 14.0 °C～22.7 °C)。そのために、インベージョン複合体の形成は抑制さ

れたと考えられる(Figure 4-2中の lanes 15-17)。 

また、この際の Tmの大きさは、生じるミスマッチ塩基対の種類に応じて変化する。例え

ば、C/G塩基対を T/A塩基対に置き換えた場合では、upper DNA/pcPNA(10a)二本鎖には、安

定なミスマッチである G-Tの wobble塩基対が形成する。そのために Tm値は、他の場合と

比べると顕著に小さくなり 14.0 °Cであった。すなわち wobble塩基対が形成する場合には、

Tm値は低下するものの、他のミスマッチと比較すると DNA/PNA 二本鎖を不安定化する度

合は、小さくなる。しかし、たとえ安定な G-T の wobble 塩基対が生じる場合であっても、

インベージョン複合体中の DNA/PNA二本鎖が、共に大きく不安定化するために、複合体は

形成しない。 

 1829部位と同様に、1828部位ならびに 1827部位の一塩基対を置換した場合であっても、

ミスマッチ塩基対により二組の DNA/PNA二本鎖は同時に、大きく不安定化する。そのため

に、ミスマッチを含むインベージョン複合体形成は、ほぼ抑制されたと考えられる 1)。 
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a Measurement conditions: [each of strands] = 2 M, [NaCl] = 10 mM, and [HEPES(pH = 7.0)] = 5 mM.  

 (a) upper DNA/pcPNA(10a) duplex 

Base-pair change pattern  Sequence of DNA (5’-3’) Tm (°C) Tm (°C) 

Fully-matched DNA  5’-TCATCAGTAA-3’ 66.0 – 

C/G1829 

A/T 5’-TCATAAGTAA-3’ 44.2 21.8 

T/A 5’-TCATTAGTAA-3’ 52.0 14.0 

G/C 5’-TCATGAGTAA-3’ 43.3 22.7 

T/A1828 

A/T 

G/C 

C/G 

5’-TCAACAGTAA-3’ 
5’-TCAGCAGTAA-3’ 
5’-TCACCAGTAA-3’ 

47.7 

48.7 

59.3 

18.3 

17.3 

6.7 

A/T1827 

T/A 

G/C 

C/G 

5’-TCTTCAGTAA-3’ 
5’-TCGTCAGTAA-3’ 
5’-TCCTCAGTAA-3’ 

54.0 

53.4 

52.3 

12.0 

12.6 

13.7 

C/G1826 

A/T 5’-TAATCAGTAA-3’ 55.6 10.4 

T/A 5’-TTATCAGTAA-3’ 57.7 8.3 

G/C 5’-TGATCAGTAA-3’ 55.7 10.3 

T/A1825 

A/T 5’-ACATCAGTAA-3’ 65.0 1.0 

G/C 5’-GCATCAGTAA-3’ 65.4 0.6 

C/G 5’-CCATCAGTAA-3’ 64.7 1.3 

(b) lower DNA/pcPNA(10b) duplex 

Base-pair change pattern  Sequence of DNA (5’-3’) Tm (°C) Tm (°C) 

Fully-matched DNA  5’-TTACTGATGA-3’ 67.9 – 

C/G1829 

A/T 5’-TTACTTATGA-3’ 47.7 20.2 

T/A 5’-TTACTAATGA-3’ 46.2 21.7 

G/C 5’-TTACTCATGA-3’ 45.6 22.3 

T/A1828 

A/T 

G/C 

C/G 

5’-TTACTGTTGA-3’ 
5’-TTACTGCTGA-3’ 
5’-TTACTGGTGA-3’ 

60.2 

58.1 

59.2 

7.7 

9.8 

8.7 

A/T1827 

T/A 

G/C 

C/G 

5’-TTACTGAAGA-3’ 
5’-TTACTGACGA-3’ 
5’-TTACTGAGGA-3’ 

58.9 

60.0 

59.9 

9.0 

7.9 

8.0 

C/G1826 

A/T 5’-TTACTGATTA-3’ 65.0 2.9 

T/A 5’-TTACTGATAA-3’ 64.5 3.4 

G/C 5’-TTACTGATCA-3’ 63.0 4.9 

T/A1825 

A/T 

G/C 

C/G 

5’-TTACTGATGT-3’ 
5’-TTACTGATGC-3’ 
5’-TTACTGATGG-3’ 

67.8 

67.4 

66.7 

0.1 

0.5 

1.2 

 

Table 4-2.  Melting temperatures of the DNA/PNA duplexes in the invasion site in the 
presence of [NaCl] = 10 mMa 
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(2) 1826部位の C/G塩基対を別の塩基対に置換した場合 

ミスマッチ塩基対により DNA/PNA二本鎖の Tmは低下するが( Tm＝2.9 °C～10.4 °C)、そ

の Tm 値は 1827～1829 部位にミスマッチが存在する場合と比べ小さい。特に lower 

DNA/pcPNA(10b)の Tm値は小さく( Tm = 2.9 °C～4.9 °C)、ミスマッチが DNA/PNA二本鎖を

不安定化する度合いは小さい。その結果、ミスマッチが含まれるインベージョン複合体で

さえも、高い効率で生成してしまったと考えられる(Figure 4-2中の lanes 6-8)。 

 

(3) 1825部位の T/A塩基対を別の塩基対に置換した場合 

 生じるミスマッチの種類とは無関係に、顕著な Tmの低下は見られなかった( Tm＝0.1 °C

～1.3 °C)。そのために Figure 4-2の lanes 3-5において、インベージョン複合体が、フルマッ

チの場合と同程度の効率で形成してしまったといえる。この結果は ARCUTの系での結果と

同様に、DNA/PNA 二本鎖の末端に存在するミスマッチは Tmに大きな影響を与えないこと

を示す。 

 

以上の結果から DNA/PNA二本鎖では、末端に近づくにつれて塩基対形成の効果が薄れ、

末端においては塩基対を形成していない可能性が示唆される。過去に DNA/PNA二本鎖のミ

スマッチ認識能を評価した研究例は数多くあり、一般的には、二本鎖の中央付近に存在す

るミスマッチによって Tmが 8～20 °C程度低下するといわれる 2)。これは PNAが剛直なた

めに、隣接する塩基対に与える影響が DNA/DNA 二本鎖の場合と比較すると大きいことに

由来する。しかし、これまでに DNA/PNA二本鎖の末端にミスマッチが存在した場合に関し

ては、詳細な検討がなされていない。したがって、今後、末端のミスマッチ認識に関して

は、どの程度、水素結合が寄与するのか、あるいは、スタッキング相互作用のみが働くの

かといった観点から、より詳細な検討をする必要性がある。 
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3-1-2 インベージョンのミスマッチ認識にあたえる塩濃度の影響 

 [NaCl] = 10 mM条件下では、DNA二本鎖の安定性が低いために、ミスマッチを含むイン

ベージョン複合体の形成を抑制できなかったと考えられる。そこで、インベージョン時に

存在する NaCl濃度をあげ DNA二本鎖を安定化させることで、インベージョンにおけるミ

スマッチ認識能の向上を試みた。Figure 4-3に [NaCl] = 30 mM存在下でインベージョンさせ

た場合の結果を示す。 

 

 結果から明らかなように、[NaCl] = 10 mMでは識別できなかった 1826部位の一塩基対の

変異を、インベージョンで識別できる (lanes 6-8)。しかし、1825部位の T/A塩基対を置換

した場合では、いずれのミスマッチが生じる場合であっても、インベージョン複合体が形

成してしまう(lanes 3-5)。認識配列の末端に関しては、複合体形成時に生じる DNA/PNA二

本鎖の Tmが、ミスマッチの存在により、顕著に低下しないことを考えれば妥当であるとい

える(Table 4-2参照)。以上の結果から、インベージョン時に存在する塩濃度をあげることで、

インベージョンの Fidelityを向上させることができるが、認識配列の末端の塩基対が置換さ

れた類似配列をインベージョンで識別できないことが分かった。そのため 10-merの pcPNA

をそろえた形でインベージョンさせた場合、インベージョンの Fidelityが保障される認識配

列の部位は、末端を除く 8 塩基程度といえる。 

 

Figure 4-3.  Gel-shift assay for the formation of invasion complex in the presence of 30 mM NaCl. (a) Lane 1, DNA only; 
lane 2, fully-matched DNA; lanes 3-17, one base-pair (underlined) was changed to another base-pair as indicated. Reaction 
conditions: [DNA] = 20 nM, [each of pcPNAs] = 100 nM, [HEPES] = 5 mM, [NaCl] = 30 mM at pH = 7.0, 50 °C for 4 h. 

 

183518301825

5’-…AGTAACCGGGCATGTTCATCATCAGTAACCCGTATCGTGAGCATCC…-3’ 

3’-…TCATTGGCCCGTACAAGTAGTAGTCATTGGGCATAGCACTCGTAGG…-5’ 

pcPNA(10a)    H2N-(Lys)DGUsDGUsCDUsUs(Lys)-H 
pcPNA(10b)      H-(Lys)UsCDUsCDGUsDD(Lys)-NH2 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

A
T

C
G

G
C

A
T

T
A

G
C

T
A

C
G

G
C

A
T

C
G

G
C

A
T

T
A

G
C

1825 1826 1827 1828 1829

Invasion at [NaCl] = 30 mM



49 
 

 塩濃度をさらに上げた高塩濃度条件下でも、[NaCl] = 30 mMの場合と同様な結果が得ら

れた。一例として、[NaCl] = 10 mM条件下でインベージョンさせた後に、終濃度が 100 mM

になるように NaClを加えた場合のゲルシフトアッセイの結果を Figure 4-4に示す。 

 

結果から明らかなように、[NaCl] = 100 mMという高塩濃度条件下であっても、1825部位

の T/A 塩基対を置換した場合には、インベージョン複合体を形成してしまう。すなわち、

10-mer pcPNAを用いたインベージョンでは、認識配列の末端が一塩基、置き換わった類似

配列を識別できないことが、あらためて示された。 

 

[NaCl] = 100 mM存在下でのインベージョン複合体形成について詳細に検討するために、

複合体形成時に生じる PNA/DNA二本鎖の Tmを[NaCl] = 100 mM存在下で測定した。結果を

Table 4-3に示す 3)。全体的な傾向としては、[NaCl] = 10 mM存在下で Tmを測定した Table 4-2

と全く同様であった。すなわち、内側にミスマッチが存在する場合には、ミスマッチによ

り DNA/PNA二本鎖の Tmが大幅に低下する。しかし、認識配列の末端にあたる 1825部位の

T/A 塩基対を別の塩基対に置換した場合では、Tm の低下は著しく小さい( Tm＝0.9 °C～

3.3 °C)。その結果、DNA/DNA二本鎖が安定となる高塩濃度条件下であっても、末端にミス

マッチを含むインベージョン複合体が形成してしまうと考えられる。 

 

183518301825

5’-…AGTAACCGGGCATGTTCATCATCAGTAACCCGTATCGTGAGCATCC…-3’ 

3’-…TCATTGGCCCGTACAAGTAGTAGTCATTGGGCATAGCACTCGTAGG…-5’ 

pcPNA(10a)    H2N-(Lys)DGUsDGUsCDUsUs(Lys)-H 
pcPNA(10b)      H-(Lys)UsCDUsCDGUsDD(Lys)-NH2 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

A
T

C
G

G
C

A
T

T
A

G
C

T
A

C
G

G
C

A
T

C
G

G
C

A
T

T
A

G
C

1825 1826 1827 1828 1829

Invasion at [NaCl] = 100 mM

Figure 4-4.  Gel-shift assay for the formation of invasion complex in the presence of [NaCl] = 100 mM. All gel-shift 
assays were carried out after the following reactions. Firstly, the invasion complex was formed in the presence of 10 mM 
NaCl. Then, NaCl was added to a final concentration of 100 mM, and the reaction solution was further incubated at 37 °C 
for 21.5 h. Lane 1, DNA only; lane 2, fully-matched DNA; lanes 3-17, one base-pair (underlined) was changed to another 
base-pair. Reaction conditions: [DNA] = 20 nM, [each of pcPNAs] = 100 nM, [HEPES] = 5 mM, [NaCl] = 100 mM at pH 
= 7.0, 37 °C. 
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a Measurement conditions: [each of strands] = 2 M, [NaCl] = 100 mM, and [HEPES(pH = 7.0)] = 5 mM.  

Table 4-3.  Melting temperatures of the DNA/PNA duplexes in the invasion site in the 
presence of [NaCl] = 100 mMa 

 (a) upper DNA/pcPNA(10a) duplex 

Base-pair change pattern  Sequence of DNA (5’-3’) Tm (°C) Tm (°C) 

Fully-matched DNA  5’-TCATCAGTAA-3’ 60.0 – 

C/G1829 

A/T 5’-TCATAAGTAA-3’ 36.4 23.6 

T/A 5’-TCATTAGTAA-3’ 43.7 16.3 

G/C 5’-TCATGAGTAA-3’ 35.6 24.4 

T/A1828 

A/T 

G/C 

C/G 

5’-TCAACAGTAA-3’ 
5’-TCAGCAGTAA-3’ 
5’-TCACCAGTAA-3’ 

40.2 

39.9 

49.8 

19.8 

20.1 

10.2 

A/T1827 

T/A 

G/C 

C/G 

5’-TCTTCAGTAA-3’ 
5’-TCGTCAGTAA-3’ 
5’-TCCTCAGTAA-3’ 

45.3 

44.2 

44.1 

14.7 

15.8 

15.9 

C/G1826 

A/T 5’-TAATCAGTAA-3’ 47.7 12.3 

T/A 5’-TTATCAGTAA-3’ 49.3 10.7 

G/C 5’-TGATCAGTAA-3’ 46.9 13.1 

T/A1825 

A/T 5’-ACATCAGTAA-3’ 56.7 3.3 

G/C 5’-GCATCAGTAA-3’ 58.3 1.7 

C/G 5’-CCATCAGTAA-3’ 58.0 2.0 

(b) lower DNA/pcPNA(10b) duplex 

Base-pair change pattern  Sequence of DNA (5’-3’) Tm (°C) Tm (°C) 

Fully-matched DNA  5’-TTACTGATGA-3’ 61.0 – 

C/G1829 

A/T 5’-TTACTTATGA-3’ 36.2 24.8 

T/A 5’-TTACTAATGA-3’ 35.8 25.2 

G/C 5’-TTACTCATGA-3’ 34.2 26.8 

T/A1828 

A/T 

G/C 

C/G 

5’-TTACTGTTGA-3’ 
5’-TTACTGCTGA-3’ 
5’-TTACTGGTGA-3’ 

49.0 

44.4 

45.9 

12.0 

16.6 

15.1 

A/T1827 

T/A 

G/C 

C/G 

5’-TTACTGAAGA-3’ 
5’-TTACTGACGA-3’ 
5’-TTACTGAGGA-3’ 

46.1 

48.7 

47.7 

14.9 

12.3 

13.3 

C/G1826 

A/T 5’-TTACTGATTA-3’ 55.5 5.5 

T/A 5’-TTACTGATAA-3’ 55.0 6.0 

G/C 5’-TTACTGATCA-3’ 54.4 6.6 

T/A1825 

A/T 

G/C 

C/G 

5’-TTACTGATGT-3’ 
5’-TTACTGATGC-3’ 
5’-TTACTGATGG-3’ 

60.1 

59.5 

59.6 

0.9 

1.5 

1.4 
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3-2 非対合部分をもたない 8-mer pcPNAによる double-duplexインベージョン 

これまでの結果から 10-merの pcPNAをそろえた形でインベージョンさせた場合では、塩

濃度を最適化した場合でも、末端のミスマッチを識別できなかった。そこで、より短い 8-mer

の pcPNAをそろえた形でインベージョンさせた場合のミスマッチ認識を詳細に検討する。 

 

3-2-1 低塩濃度条件下([NaCl] = 10 mM)での、インベージョン複合体形成について 

 一般的にインベージョンに用いられる低塩濃度条件下でインベージョン実験を行った。

典型的な結果を、Figure 4-5に示す。 

 

 

 まず、二本の pcPNAと認識配列が完全に相補的な場合では、高い効率で、インベージョ

ン複合体が生じる(lane 2)。また、認識配列の中央付近である 1828及び、1829部位の一塩基

対を置換した場合では、ミスマッチが識別され、インベージョン複合体の形成は抑制され

る結果となった(lanes 6-11)。その一方で、認識配列の末端にあたる 1827部位の A/T塩基対

を別の塩基対に置き換えた場合では、生じるミスマッチの種類によらずインベージョン複

合体が形成してしまう (lanes 3-5)。つまり、末端部位でインベージョンの Fidelityが低下す

る結果となった。しかし 10-merの pcPNAを用いた場合と比べ、インベージョン効率には明

確な差が生じ、フルマッチの場合の方が高効率でインベージョンが起こることが分かった。 
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Figure 4-5.  Gel-shift assay for the formation of invasion complex in the presence of [NaCl] = 10 mM. (a) Lane 1, DNA 
only; lane 2, fully-matched DNA; lanes 3-11, one base-pair (underlined) was changed to another base-pair. Reaction 
conditions: [DNA] = 20 nM, [each of pcPNAs] = 100 nM, [HEPES] = 5 mM, at pH = 7.0 at 50 °C for 1 h. 
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 低塩濃度存在下での、インベージョン複合体の安定性について、複合体形成時に生じる

DNA/PNA二本鎖の Tmの観点から考察を行う。Table 4-4に、[NaCl] = 10 mMにおける Tm測

定の結果を示す。 

 

 

 

(1) 1828部位の T/A塩基対を別の塩基対に置換した場合 

 まず DNAと PNAとが完全に相補的な場合の Tmは、upper DNA/pcPNA(8a)が 47.8 °C、lower 

DNA/pcPNA(8b)が 55.1 °Cであった。それに対し T/A塩基対を別の塩基対に置換した場合、

upper DNA/pcPNA(8a)ではミスマッチの種類によらず Tm は大きく低下した( Tm＝8.6 °C～

11.0 °C)。また同様に lower DNA/pcPNA(8b)においても、Tmの低下が見られた( Tm＝2.7 °C～

5.8 °C)。すなわち、ミスマッチ塩基対の存在により、二組の DNA/PNA二本鎖が同時に不安

定化するために、インベージョン複合体の形成が抑制されたと考えられる(Figure 4-5, lanes 

6-8)。 

 (a) upper DNA/pcPNA(8a) duplex 

Base-pair change pattern  Sequence of DNA (5’-3’) Tm (°C) Tm (°C) 

Fully-matched DNA  5’-ATCAGTAA-3’ 47.8 – 

T/A1828 

A/T 

G/C 

C/G 

5’-AACAGTAA-3’ 
5’-AGCAGTAA-3’ 
5’-ACCAGTAA-3’ 

37.7 

36.8 

39.2 

10.1 

11.0 

8.6 

A/T1827 

T/A 

G/C 

C/G 

5’-TTCAGTAA-3’ 
5’-GTCAGTAA-3’ 
5’-CTCAGTAA-3’ 

44.5 

43.6 

43.0 

3.3 

4.2 

4.8 

(b) lower DNA/pcPNA(8b) duplex 

Base-pair change pattern  Sequence of DNA (5’-3’) Tm (°C) Tm (°C) 

Fully-matched DNA  5’-TTACTGAT-3’ 55.1 – 

T/A1828 

A/T 

G/C 

C/G 

5’-TTACTGTT-3’ 
5’-TTACTGCT-3’ 
5’-TTACTGGT-3’ 

51.7 

52.4 

49.3 

3.4 

2.7 

5.8 

A/T1827 

T/A 

G/C 

C/G 

5’-TTACTGAA-3’ 
5’-TTACTGAC-3’ 
5’-TTACTGAG-3’ 

51.8 

52.3 

53.2 

3.3 

2.8 

1.9 

 

Table 4-4  Melting temperatures of the DNA/PNA duplexes in the invasion site in the 
presence of [NaCl] = 10 mMa 

a Measurement conditions: [each of strands] = 2 M, [NaCl] = 10 mM, and [HEPES(pH = 7.0)] = 5 mM.  
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(2) 1827部位の A/T塩基対を別の塩基対に置換した場合 

 認識配列の末端部位にあたる A/T 塩基対を別の塩基対に置換すると、二組の DNA/PNA

二本鎖の Tmが共に低下する結果となった( Tm＝1.9 °C～4.8 °C)。1828部位を置換した場合

と比較すると、 Tm値は小さいものの、いずれのミスマッチが生じる場合であっても Tmは

明確に低下する。しかし、[NaCl] = 10 mM存在下では、この部位に存在する一塩基対の変

異を、インベージョンで識別できない (Figure 4-5, lanes 3-5)。この要因は、塩濃度が低いた

めに DNA二本鎖が不安定であることに起因する。すなわち、後述するように、インベージ

ョン時に存在する塩濃度をあげることで、1827部位のミスマッチを厳密に識別できる。 
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3-2-2 インベージョンのミスマッチ認識にあたえる塩濃度の影響 

 8-mer pcPNAを用いたインベージョンでは、インベージョン時に存在する塩濃度を上げる

ことで、一塩基対の変異を完全に識別できる。Figure 4-6に、[NaCl] = 30 mM存在下でイン

ベージョンさせた結果を示す。 

 

 結果から明らかなように、[NaCl] = 30 mM存在下で、インベージョンさせることで、末

端に存在する一塩基対の置換を識別できる。つまり、8-mer pcPNAを用いれば、8 bpの認識

配列を、完全な Fidelityで認識することができる。 

  

5’-…AGTAACCGGGCATGTTCATCATCAGTAACCCGTATCGTGAGCATCC…-3’

3’-…TCATTGGCCCGTACAAGTAGTAGTCATTGGGCATAGCACTCGTAGG…-5’

H2N-(Lys)UsDGUsCDUsUs-H 
H-DUsCDGUsDD(Lys)-NH2 

pcPNA(8a) 
pcPNA(8b) 

18341827

1 2 3 4 5

T
A

C
G

G
C

1827

A
T

C
G

G
C

A
T

T
A

G
C

1828 1829

6 7 8 9 10 11

Figure 4-6.  Gel-shift assay for the formation of invasion complex in the presence of [NaCl] = 30 mM. (a) Lane 1, DNA 
only; lane 2, fully-matched DNA; lanes 3-11, one base-pair (underlined) was changed to another base-pair as indicated. 
Reaction conditions: [DNA] = 20 nM, [each of pcPNAs] = 100 nM, [NaCl] = 30 mM, [HEPES] = 5 mM, at pH = 7.0 at 
50 °C for 4 h. 
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塩濃度をさらに上げた高塩濃度条件下でも、8 bp の認識配列を厳密に認識できる。一例

として NaClが 100 mM存在する条件下での、インベージョン複合体形成について、ゲルシ

フトアッセイにより評価した(Figure 4-7)。 

 

  

まず、二本の pcPNAが完全に相補的な lane 2では、インベージョン複合体の形成を確認

することができる。その一方で、1827～1829 部位中の一塩基対を別の塩基対に置き換えた

場合では、ミスマッチを含むインベージョン複合体の形成は抑制される(lane 3-lane 11)。す

なわち、8-mer pcPNAを用いた場合には、10-mer pcPNAを用いた場合とは異なり、認識配

列の末端に存在する一塩基対の違いを厳密に識別できることが、この結果からも示された。 

 

高塩濃度条件下でのインベージョン複合体の安定性について検討するために、複合体形

成時に生じる PNA/DNA二本鎖の Tmを測定した([NaCl] = 100 mM存在下)。結果を、Table 4-5

に示す。 

 

Figure 4-7.  Gel-shift assay for the formation of invasion complex in the presence of [NaCl] = 100 mM. (a) Lane 1, 
DNA only; lane 2, fully-matched DNA; lanes 3-11, one base-pair (underlined) was changed to another base-pair. After all 
the invasion complexes were formed in the presence of 10 mM NaCl, NaCl was added to a final concentration of 100 mM, 
and the mixtures were further incubated at 50 °C for 15 min. Reaction conditions: [DNA] = 20 nM, [each of pcPNAs] = 
100 nM, [HEPES] = 5 mM, [NaCl] = 100 mM at pH = 7.0. 

 

5’-…AGTAACCGGGCATGTTCATCATCAGTAACCCGTATCGTGAGCATCC…-3’

3’-…TCATTGGCCCGTACAAGTAGTAGTCATTGGGCATAGCACTCGTAGG…-5’

H2N-(Lys)UsDGUsCDUsUs-H 
H-DUsCDGUsDD(Lys)-NH2 

pcPNA(8a) 
pcPNA(8b) 

18341827

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

T
A

C
G

G
C

A
T

C
G

G
C

A
T

T
A

G
C

1827 1828 1829

11

Invasion at [NaCl] = 100 mM
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 全体的な傾向は Table 4-4と同様であった。10-merの pcPNAを用いた場合と異なり、8-mer 

pcPNAを用いた場合では、DNA/PNA二本鎖の末端にミスマッチが存在する場合であっても、

Tmが顕著に低下する。そのために、末端のミスマッチでさえも、識別できたと考えられる。 

 

 

 (a) upper DNA/pcPNA(8a) duplex 

Base-pair change pattern  Sequence of DNA (5’-3’) Tm (°C) Tm (°C) 

Fully-matched DNA  5’-ATCAGTAA-3’ 42.1 – 

T/A1828 

A/T 

G/C 

C/G 

5’-AACAGTAA-3’ 
5’-AGCAGTAA-3’ 
5’-ACCAGTAA-3’ 

30.1 

28.8 

31.4 

12.0 

13.3 

10.7 

A/T1827 

T/A 

G/C 

C/G 

5’-TTCAGTAA-3’ 
5’-GTCAGTAA-3’ 
5’-CTCAGTAA-3’ 

38.1 

36.7 

36.4 

4.0 

5.4 

5.7 

(b) lower DNA/pcPNA(8b) duplex 

Base-pair change pattern  Sequence of DNA (5’-3’) Tm (°C) Tm (°C) 

Fully-matched DNA  5’-TTACTGAT-3’ 49.9 – 

T/A1828 

A/T 

G/C 

C/G 

5’-TTACTGTT-3’ 
5’-TTACTGCT-3’ 
5’-TTACTGGT-3’ 

44.7 

43.7 

42.6 

5.2 

6.2 

7.3 

A/T1827 

T/A 

G/C 

C/G 

5’-TTACTGAA-3’ 
5’-TTACTGAC-3’ 
5’-TTACTGAG-3’ 

46.3 

46.8 

46.9 

3.6 

3.1 

3.0 

 

Table 4-5.  Melting temperatures of the DNA/PNA duplexes in the invasion site in the 
presence of [NaCl] = 100 mMa 

a Measurement conditions: [each of strands] = 2 M, [NaCl] = 100 mM, and [HEPES(pH = 7.0)] = 5 mM.  
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第 4節 まとめ 

本章では ARCUTの系とは異なり、二本の pcPNAをそろえた形でインベージョンさせた

場合のミスマッチ認識について、10-merならびに 8-merの pcPNAを用いて検討した。まず

10-merの pcPNAによるインベージョンでは、ゲルシフトアッセイを中心とした実験の結果、

インベージョンのミスマッチ認識は、予想に反し、それほど高くないことが分かった。実

際、低塩濃度条件下([NaCl] = 10 mM)では、一塩基対変異の導入部位が末端に近づくにつれ、

インベージョンの Fidelityは明らかに低下した。特に認識配列の末端の一塩基対が置き換わ

った場合は、フルマッチの場合と同程度のインベージョン効率で、ミスマッチを含むイン

ベージョン複合体が形成される。 

ARCUTの系と同様に、系中に存在する塩濃度を上げることで、インベージョンの Fidelity

を高めることができる。しかし、塩濃度を最適化した場合であっても、末端に存在する一

塩基対の変異をインベージョンで識別できないことが分かった。以上の結果から 10-mer の 

pcPNA によるインベージョンで厳密に認識可能な塩基配列は、塩濃度を最適化した場合で

あっても、認識配列の両末端を除く 8 塩基程度といえる。 

一方で 8-merの pcPNAを用いた場合では、適切な塩濃度条件下(e.g., [NaCl] = 30 mM)で、

認識配列の末端に存在する一塩基対の変異を厳密に識別できる。つまり 8-mer pcPNA を用

いれば、本来の認識配列とは一塩基対のみ異なる類似配列を、完全に識別できるといえる。

したがって 10-mer pcPNAを用いるよりも、8-mer pcPNAを用いて 8塩基の特定配列をイン

ベージョンで認識する方が合理的である。 
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第 4章 参考文献・脚注 

1) 例外的に、1828部位の T/A塩基対を C/G塩基対に置換し、upper DNA/pcPNA(10a)間に D-C

塩基対が生じる場合は Tm値が高く 59.3 °Cであったが、複合体の形成は抑制された (Figure 

4-2, lane 13)。このことから考えると、インベージョン複合体を形成するためには、複合体

形成に関与する二本の DNA/PNA 二本鎖が共にある一定の熱力学的安定性をもつ必要があ

るといえる。すなわち1828部位のT/A塩基対をC/G塩基対に置換した場合は、対応する lower 

DNA/pcPNA(10b)における不安定化が大きいために、複合体形成が抑制されたと考えられる。

なお D-C 塩基対の Tmが、他のミスマッチの Tmよりも高くなる実験結果は、過去にも報告

されている(G. Haaima, H. F. Hansen, L. Christensen, O. Dahl, and P. E. Nielsen, Nucleic Acids 

Res., 25, 4639 (1997))。 

2) a) M. Egholm, O. Buchardt, L, Christensen, C. Behrens, S. M. Freier, D. A. Driver, R. H. Berg, S. 

K. Kim, B. Nordén, and P. E. Nielsen, Nature, 365, 566 (1993). b) K. K. Jensen, H. Ørum, P. E. 

Nielsen, and B. Nordén. Biochemistry, 36, 5072 (1997).  

3) [NaCl] = 100 mM存在下での Tm値は、[NaCl] = 10 mM存在下での Tm値に比べ低下する。

これは、二本鎖形成時に、Na+を放出する必要があるためである。なお、この傾向は DNA/PNA

二本鎖の長さによらず、共通にみられる。 
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第 5章 総括 

 

第 1節 本研究のまとめ 

ここでは各章ごとの、簡単なまとめを行う。まず第 2章では、ARCUTの切断反応におけ

るミスマッチ認識を詳細に検討するために、望みの切断配列とわずか一塩基対のみ異なる

類似配列もつ DNAを調製し、実際に、ARCUTによる切断実験を行った。その結果、15-mer

の pcPNAをインベージョンに用いる ARCUTでは、14～16塩基配列を厳密に認識できるこ

とが分かった。すなわち、ARCUTの切断配列は 414～416 塩基に一度だけ現れることになる。

この配列認識能は、多くのゲノム DNAを位置選択的に切断できることを示唆する。したが

って、巨大 DNA のマニピュレーションを実現するうえで、ARCUTが強力なツールになる

ことは疑う余地がない。 

次に第 3 章では pcPNA のインベージョンのミスマッチ認識に焦点をあて、ARCUT によ

る配列認識の機構について詳細な検討を行った。その結果、インベージョン複合体形成と、

第 2章で検討した DNA切断反応との間には、相関関係が成立することが分かった。すなわ

ち、ミスマッチの有無にかかわらず、インベージョン複合体が形成する場合には、切断が

起こる。これは ARCUTによる DNA切断が、インベージョンに支配されることを意味する。 

また、インベージョンの Fidelityが、系中に存在する塩濃度に大きく依存することが明ら

かになった。実際、ARCUTの切断実験で使用した 15-merの pcPNAを、塩の非存在下でイ

ンベージョンさせたところ、インベージョンの Fidelityは全く保障されなかった。この結果

は、塩の非存在下では DNA二本鎖が不安定であるために、ミスマッチを含む複合体でさえ

も、高効率で形成することを示す。したがって、インベージョンで高い Fidelityを実現する

ためには、塩を加え DNA二本鎖を安定化させることが必要である。 

以上、第 3 章の実験結果から、pcPNA を用いたインベージョンのミスマッチ認識能は、

必ずしも高くないことが明らかになった。しかし、ARCUTで用いているインベージョンは、

Ce(IV)/EDTA錯体で切断可能な gap部位を生じる特殊な設計となっているために、一般的で

ない。そこで、過去に応用研究が行われている二本の pcPNAをそろえた形でインベージョ

ンさせる場合のミスマッチ認識について、第 4章で検討した。 

まず 10-merの pcPNAによるインベージョンのミスマッチ認識を検討した。一般的にイン

ベージョンで用いられる低塩濃度条件下([NaCl] = 10 mM)でインベージョンさせたところ、

インベージョンの Fidelityは低く、末端付近に存在するミスマッチを識別できなかった。実

験結果を基にすれば、10 bpからなる認識配列の両末端 2 bpについては Fidelityが保障され

ない。すなわち、低塩濃度条件下([NaCl] = 10 mM)で、インベージョンで認識可能な塩基配

列の長さは、中央付近のわずか 6 bpのみである。 

インベージョン時に存在する塩濃度を上げた場合、インベージョンの Fidelityを高めるこ

とができる。たとえば、[NaCl] = 30 mM条件下でインベージョンさせれば、認識配列の両

末端を除く 8 bpを厳密に認識できる。しかし、この場合であっても、認識配列の末端の一
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塩基対が置換された類似配列を識別できなかった。つまり 10-merの pcPNAを用いたインベ

ージョンにより、厳密に、認識可能な塩基配列の長さは両末端を除く 8 bpである。その一

方で 8-mer の pcPNAをそろえた形で用いたインベージョンについて同様な検討をしたとこ

ろ、塩濃度を最適化すれば、完全な Fidelityを実現できることが分かった。 

 以上、第 4 章の結果から、一般的に用いられるインベージョンにおいて、低塩濃度条件

下([NaCl] = 10 mM)では、インベージョンの Fidelityが低いことが分かった。そのため、イ

ンベージョンを実際に応用する場合には、塩濃度をあげ Fidelityを改善させた状態で応用す

ることが望ましい。しかし、その場合であっても、10-merの pcPNAを用いた場合では、認

識配列の末端の一塩基対が異なる類似配列をインベージョンで識別できないことに注意を

払う必要がある。 
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第 2節 結論 

 

本研究での結論を以下に示す。 

 

・ ARCUTは 14-16塩基配列を厳密に認識するために、ゲノム DNAを望みの配列のみで切

断可能な高い位置特異性をもつ人工ツールといえる。 

 

・ ARCUTによる DNA切断反応は、インベージョンにより支配される。 

 

・ 低塩濃度条件下(e.g., [NaCl] = 10 mM)におけるインベージョンの Fidelityは、従来の知見

ほど高くない。しかし、塩濃度を上げることで、インベージョンの Fidelity を高めるこ

とができる。 

 

・ インベージョン時の塩濃度を最適化した場合でも、用いる PNA の長さによっては、末

端のミスマッチを識別できないため、末端の認識に関しては特別な注意が必要となる。 
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