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One of the most important goals of the current nucleic acid science is to develop a methodology 
to transform a predetermined site in genomic DNA (and RNA therefrom) to another form. For 
example, one target nucleotide in the genome should be methylated, oxidized, reduced, and 
modified otherwise. Furthermore, various functional moieties (e.g., metal complexes, 
chromophores, and sophisticated nanostructures) are introduced to target site in genomes. In the 
method developed by our group, single-stranded portion as a hot spot for selective 
transformation is formed at target site, and appropriate catalyst is placed there. In order to 
construct the desired structure in double-stranded DNA substrate, double-duplex invasion of 
pseudo-complementary PNA (pcPNA) is 
employed. Importantly, the binding sites of two 
pcPNA strands (blue lines) are laterally shifted 
each other by several bases to form a single-
stranded portion(s). The catalyst is covalently 
bound to the pcPNA. As a proof-of-concept of this 
strategy, artificial DNA cutter to cut genomic DNA 
at a predetermined site was fabricated. By 
combining these pcPNAs with Ce(IV)/EDTA 
complex, site-selective scission of human genome 
was successfully accomplished. This system 
recognizes in total 20-bp sequence in double-
stranded DNA (one 10-bp sequence involving two 
pcPNA invasion + two 5-bp sequences involving 
one pcPNA invasion). Accordingly, even in human 
genome (3 x 109 bp), only one site can be 
selectively cut (420 >> 3 x 109).  
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Figure 1. Strategy for site-selective transformation of genomic 
DNA. The binding sites of two pcPNA strands (blue lines) are 
laterally shifted, and thus the red parts in the DNA become single-
stranded and preferentially react with the use of appropriate catalyst. 
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巨大 DNA の所定位置を選択的に化学変換する人工ツールの開発 

 

小宮山 眞 

東京大学・名誉教授 

 

１．はじめに  

バイオテクノロジーの発展は驚異的であ

り、まさに日進月歩である。しかし、将来的

にさらに大きく発展するためには、高等生物

の巨大ゲノムを正確に操作して、望み通りに

改変することが必須である。単に、特定の核

酸塩基を他の塩基に変えるだけではない。特

定の位置をメチル化したり、酸化還元したり、

さらには、種々の非天然の官能基や金属錯体、

発色団、機能性ナノ構造体などを目的の場所

に導入することを目指している。こうして、

天然のゲノムの中の望みの位置に望みの官

能基（ならびに高機能性構造体）を自在に導

入して改造ゲノムを構築する。すなわち、ゲ

ノムという遺伝情報の宝庫でしかも構造制

御が可能な巨大分子に、さらに必要な化学修

飾を加えて我々の望みの機能素子に変換す

るわけである。これらの改造ゲノムがどのよ

うな生物学的機能を示すかはもちろん興味

深い。しかし同時に、材料科学という観点か

ら見れば、改造ゲノムは幅広く応用可能な超

高機能高分子素材である。改造ゲノムを合目

的的に二次元、三次元に規則的に配列し、そ

の間のコミュニケーションを正しく制御す

れば、情報処理分野はもちろん、その他のさ

まざまな分野において大活躍できるものと

期待される。1-4 

最近になって、CRISPR-Cas9 システムとい

う生化学ツールが開発され，ゲノム中の任意

の遺伝子を改変するために広く活用されて

いる。5この優れたツールを使えば、ゲノムの

中の特定の遺伝子を別の遺伝子に変えて、生

物機能を改変することができる。しかし、化

学者の立場からすると、単にゲノムの生物学

的機能を改変するだけではなく、ゲノムの中

の特定の場所を非天然の化学構造に変えて、

その生物学的な影響を評価してみたい。さら

には、これらの改造ゲノムを新たな材料素材

として利用し、現状をはるかに超える超高機

能材料を構築したいわけである。 

しかしながら、高等生物のゲノムは極めて

巨大であり（ヒトのゲノムは約３０億の塩基

対で構成される）、これを正確に操作して任

意の位置を化学変換する技術は未だ確立さ

れていない。もちろん、制限酵素とリガーゼ

を使った古典的な遺伝子操作は使えない。そ

れは、天然の制限酵素の多くは 4-8塩基対し

か認識せず、ゲノムを所定の１か所で切断す

るには特異性が低すぎるからである。ゲノム

の中の特定の場所を望み通りに改変するに

は、何らかの手法で、より長い塩基配列を認

識することがまず必要である。確率論からい

えば、A,G,C,T の 4種の核酸塩基がランダム

に分布していると仮定すれば、ヒトゲノムの

中の１か所を規定するには、少なくとも 16個

の塩基対の配列を認識することが必須であ

る（∵ 416 > 30億）。その上で、規定された箇

所を正確に化学変換するための工夫が、さら

に必要である。 

我々の研究グループは、この難問の解決を

一大目標として、約 30 年にわたり鋭意研究

を重ねてきた。その結果、人工核酸であるペ

プチド核酸（PNA：Peptide Nucleic Acid)を活用

することにより、ある程度まで満足の行く解

答を得ることに成功した。本稿では、その概

略を紹介したいと思う。 

 

２．ゲノムの所定位置を改変する人工酵素の基本

設計 

 巨大なゲノムの中の所定の一箇所を正確に
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選び出し、ここだけを選択的に化学変換する

のは難問である。我々は、これを実現する人

工酵素を、Figure 1 に示すような２つの方法

論に基づいて開発した。戦略の一つは、基質

DNA の中の改変位置の近傍に、目的とする化

学変換を促進する触媒分子を正確に固定し

て、その場所のみで反応させるものである 
(a)。すなわち、触媒の近接効果による反応の

高活性化である。ここでは、DNA の所定位置

に結合する分子(青線)に触媒を共有結合す

ることにより、必要な分子構造を構築してい

る。もう一つの戦略は、適切な反応補助分子

(赤)を加えて基質DNAの構造変化を誘導し、

基質 DNA の中で反応させたい位置だけを選

択的に活性化するものである(b)。すなわち、

反応の位置選択性は、反応部位と他の部位と

の反応性の差異に起因する。この場合、触媒

を反応部位の近傍に結合する必要は必ずし

もない。第 5項で紹介する DNA切断ツール

では、これらの二つの戦略を協同的に作用さ

せている。 
 

 

 

 

3. ゲノムの所定位置に選択的に結合する小

分子の開発    

この人工酵素を設計する際にまず必要と

なるのは、ゲノムの中の所定位置を正確に認

識してここに結合する分子である。1 項で述

べた通り、このためには、少なくも 16塩基の

配列を正確に認識してここに結合する必要

がある。 

 

 

 

3.1 ペプチド核酸（PNA) 
本稿で紹介する戦略で主役を果たす PNA 

は、通常の DNA においてヌクレオチド同志

を結合するリン酸ジエステル結合の代わり

に、アミド結合が使用された人工核酸である 

(Figure 2)。6  N-(2-アミノエチル)グリシンが

縮重合したポリアミド骨格の側鎖に、4 種の

核酸塩基 (A, G, C, T) が結合している。最大

の特徴は、主鎖が電気的に中性であることで

ある。このように PNA は DNA とは大きく異

なる構造をしているにも関わらず、相補的な

配列を持つ DNA（ならびに RNA）と Watson-
Crick 則にしたがって二重鎖を形成する。し

Cat Cat

Cat

a) Strategy I

b) Strategy II

Non-covalent
activator

Figure 2. Molecular structure of PNA as a 

synthetic DNA analog used for the present 

study (left). For the purpose of comparison, 

the structure of DNA is also presented in the 

right.   

Figure 1. Two strategies for site-selective 

transformation of DNA. a) Strategy I: the 

catalyst is covalently fixed at target site. b) 

Strategy II: target site is selectively 

activated by non-covalent interactions with 

co-catalyst (red), and transformed by the 

catalyst for the reaction. Throughout this 

review, each strand of DNA and PNA is 

shown by bold lines, and thin lines between 

them are Watson-Crick base-pairs. 
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かも、PNA と DNA との二重鎖は、対応する

DNA/DNA 二重鎖よりもはるかに安定である。

それは、多数の負電荷を持つ DNA 同士が二

重鎖を形成する際には鎖同士の間に強力な

静電反発が生じるのに対し、主鎖が電気的に

中性な PNA は DNA と二重鎖を形成しても

静電反発をもたらさないからである。 
     

3.2 インベージョン複合体形成による DNA
二重鎖の中の所定位置の認識 

言うまでもなく、高等生物のゲノムは DNA
の二重鎖構造であるので、一本鎖状態の DNA
や PNA による単なる相補鎖形成で所定場所

を認識することはできない。ここで、相補的

DNA と非常に安定な二重鎖を形成するとい

うPNAの特徴が威力を発揮する。すなわち、

適切な条件下では、２本の PNA鎖が DNA 二

重鎖の中に潜り込んで、インベージョン複合

体を形成する (Figure 3)。ちょうど、ヘビが

カエルを飲み込んだような形状をしており、

二重らせんとは全く異なる構造になる。当然

のこととして、この部分の反応性も大きく変

化する。 
インベージョン複合体に使用する一対の

PNA のうちの 1 本は 2 本鎖 DNA の中の一

方の鎖と相補的であり、別の 1 本の PNA は

もう一方の DNA 鎖に相補的である。したが

って、インベージョンが起こる位置は、我々

の設計通りに Watson-Crick 則で完全に一義

的に決定されるわけである。また、インベー

ジョン複合体の形成は、自由エネルギー的に

favorable なプロセスである。すなわち、この

過程では、１本の DNA/DNA 二重鎖が（部分

的に）解離し、その代わりに、２本の

PNA/DNA 二重鎖が形成される。上述の通り、

PNA/DNA 二重鎖の方が DNA/DNA 二重鎖よ

りも安定であるので、DNA 二重鎖の構造変化

などの要因を考慮しても、プロセス全体の自

由エネルギー変化は負となりインベージョ

ン複合体の形成 (double-duplex invasion) が

自発的に進行するというわけである。したが

って、PNA の代わりに、一対の DNA (オリゴ
ヌクレオチド) を使用したのではインベージ

ョンは決して起こらない。どうしても、主鎖

が電気的に中性で基質 DNA と結合しても静

電反発を引き起こさない PNA を使う必要が

ある。 
 

 

 

ここで、インベージョン複合体を形成する

一対の PNA は、互いに相補的であることに

注目いただきたい。そのために、基本的には、

反応系内ではPNA/PNA二重鎖の形成が併発

し、そのためにインベージョン複合体形成は

それだけ阻害されてしまう。そこで、PNA 同

士の相互作用を抑制するために、pseudo-
complementary PNA (pcPNA) が開発された。
7,8この修飾 PNA では、通常の核酸塩基 A、T
の 代 わ り に 、 2,6-diaminopurine (D), 2-
thiouracil (Us) が使用される。ここで、D と T

PNA

dsDNA

T

DD

Us
a) b)

S

Double-stranded DNA

Figure 3. Double-duplex invasion of a pair of 

PNA strands to double-stranded DNA. In the 

bottom, molecular structures of pseudo-

complementary bases D and Us are shown. 

Note that D-Us pair is unstable due to steric 

repulsion (a), whereas D-T pair is sufficiently 

stable (b). 
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は Figure 3b のように安定な塩基対を形成す

るが、D-Us対はアミノ基と硫黄原子との反発

のために極めて不安定となる。そのために、

pcPNA は相補的な DNA とは安定な二重鎖

（D-T 対）を形成するが、自分と相補的な

pcPNA とは容易に二重鎖を形成しない（D と

Usとが対峙する）。こうして、2本の pcPNA
を使用すると、二本鎖 DNA の所定の位置で

効率的にインベージョン複合体を形成する

ことができる。したがって、我々の人工酵素

の開発でも（いくつかの例外を除いて）

pcPNA を使用している。 
なお、ゲノムに選択的に結合するタンパク

質 と し て は 、 Zinc finger protein9 や

Transcription activator-like effector protein10

などが知られている。しかし、これらの DNA
結合タンパク質に比べても、PNA は分子サイ

ズがはるかに小さく、しかも、結合位置が

Watson-Crick 則だけで決まるという長所を

持つ。また、pyrrole-imidazole系の合成ポリ

アミドが DNA のマイナーグルーブに配列特

異的に結合することが報告されている。11 分

子設計は極めて精緻であり、この分子がマイ

ナーグルーブに結合しても DNA の構造はほ

とんど変化しない。この特性は、二本鎖 DNA
の分子認識には非常に優れた特性であるが、

逆に、DNA に結合してもその構造をあまり変

化しないので、本稿で対象としている「位置

選択的な化学変換ツールの開発」にはあまり

適さない。 
 

４．PNA を活用したゲノム内の所定位置の高活性

化 

3 項で紹介した一対の PNA のインベージ

ョンを活用すると、2 本鎖 DNA の中の所定

の位置を選択的に化学変換する人工ツール

が構築できる。その基本原理を Figure 4 に示

す。12 まず、目的とする反応サイトの近傍に

結合する一対の pcPNA（青線）を設計合成し、

ここに目的反応を促進する触媒を結合する。

これらの pcPNA を 2本鎖 DNA にインべージ

ョンさせると、2 本鎖 DNA の中で反応させたい

位置の近傍に触媒が固定される（Figure 4, 中
央）。こうして、基質 DNA の中の所定の位置で、

目的の化学変換を位置選択的に進行させること

ができるというわけである（Figure 1 における

Strategy I）。 

 

 

 

さらに、この近接効果に加えて、反応性の差

異により所定位置を一層顕著に差別化する 

dsDNA

pcPNA
Invasion

Site-selective
reaction

Cat

Cat

Cat

Cat

Figure 4. Strategy for site-selective 

transformation of double-stranded DNA. A 

pair of PNA (blue lines) bearing an 

appropriate catalyst invade double-stranded 

DNA to form double-duplex invasion 

complex. The positions of these two PNAs 

are laterally shifted each other, so that a 

predetermined site in each strand is kept 

single-stranded. These potions are 

differentiated from the other parts, and 

preferentially transformed by the catalysts 

which are placed nearby through the 

invasion complex formation. 
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(Strategy II)。すなわち、２本の pcPNA が DNA
の 2 本の鎖の各々に結合する位置を、互いに

数塩基分だけずらしておく（pcPNA の設計に

より容易に実現できる）。すると、それぞれの

pcPNA の片側の DNA が１本鎖構造になり、触

媒は（２本の DNA鎖の各々に形成された）1本

鎖部分の近傍に固定される。したがって、１本

鎖 DNA を選択的に化学変換するように触媒を

選択すれば、反応は目的位置のみでさらに高い

選択性で進行することになる。こうして、“近接

効果”と“反応性の差”の 2つの因子で目的場

所を差別化することにより、目的とする「ゲノ

ムの特異的位置での選択的な化学変換」が高い

選択性で実現される。 

 

５．位置選択的なゲノムの化学変換ツールの設計

法の妥当性の実証 

上記の戦略の proof-of-concept として、ヒト

のゲノムを所定の位置で選択的に切断する人

工酵素を構築した。この位置選択的反応の生成

物は DNA の断片であるので、ゲル電気泳動で

正確に定量分析できる。この人工酵素は、(ⅰ) 

２本の pcPNA と (ⅱ) Ce(IV)/EDTA 錯体 とか

ら構成される（Figure 5）。Ce(IV)/EDTA 錯体は、

１本鎖 DNA を特異的に加水分解する特徴を有

する（２本鎖 DNA は加水分解しない）。13-15ま

た、この錯体と強く結合するリン酸配位子を

pcPNA の端に結合する。4項で述べたように、

これらの一対のpcPNA（青線）は、2本鎖 DNA
のそれぞれの鎖に対して、互いに数塩基分だ

けずれた位置で結合するように設計してある。

そこで、２本鎖 DNA のインべージョン複合体で

は、pcPNA の両側に１本鎖構造部分（赤線）が

形成される。これが、切断のホットスポットであり、

１本鎖 DNA を特異的に切断する触媒能を持つ

Ce(IV)/EDTA 錯体により選択的に加水分解さ

れる（Figure 1b に示した Strategy II の活用）。

さらに、Ce(IV)/EDTA 錯体は、pcPNA に結合

されたリン酸配位子との相互作用により、１

本鎖部分の近傍に濃縮される。そのために、切

断の位置選択性は一層高まる（Strategy I の活

用）。PNA は合成高分子であり、その塩基配列

と長さは自由に設計できるので、ゲノムのように

巨大な２本鎖 DNA でも所定の位置で選択的に

切断できる。例えば、15 個の核酸塩基で構成さ

れた pcPNAを 5塩基分ずらして使用すると、

計 20 個の塩基対が認識される。ゲノムの中

でA,G,C,Tがランダムに分布していると仮定

すると、この配列は確率的には 420 塩基に 1
回出現する。ここで、420 >> 30 億であるので、

この人工ツールは、ヒトゲノムの中の１箇所

を選択的に切断する特異性を有する。16 

 

 

実際に、この分子設計法で人工 DNA カッタ

ーを構築し、ヒトゲノムの中のねらった１カ所を

選択的に切断することに成功した。例えば、

Figure 6 では、ヒトの細胞から全ゲノム（30 億個

の核酸塩基対から構成される巨大 DNA）を抽

出し、その中のＸ染色体中に存在するガン関連

遺伝子の１箇所を切断した。抽出した全ゲノム

を人工 DNA カッターで処理し、生成物を詳細

に解析した。その結果、この人工ツールによる

切断は、所定位置でのみ正確に起きていること

を確認した。重要なことには、別の染色体に存

在する類似配列（１，２塩基対だけがターゲットと

図１ スーパー制限酵素による２本鎖ＤＮＡの位置特異的切断Figure 5. Site-selective hydrolysis of 

double-stranded DNA by the combination of 

a pair pf pcPNA and Ce(IV)/EDTA. The red 

portions are made single-stranded by the 

invasion of two pcPNAs, and selectively 

hydrolyzed by Ce(IV)/EDTA. 
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は異なる配列）は、まったく切断されない。すな

わち、この人工ツールは、巨大ゲノムの中の多

数の類似配列には見向きもせずに、ターゲット

配列のみを正確に見分けて選択的に切断する

ことが明らかとなった。もちろん、切断サイトの選

択は自由であり、所望の位置で切断できる。こ

のように、巨大なヒトゲノムが設計通りに所

定位置で正確に切断されたことにより、本稿

で示した『巨大ゲノムを位置選択的に化学変

換する人工酵素の設計法』（Figure 4）の妥当

性が実証された。また、本手法がさまざまな

種類の化学変換に適用可能であることも同

時に強く示唆された。 
 

 

この人工酵素によるゲノム切断は、天然

酵素による切断と同様に、リン酸ジエステ

ルの加水分解で進行する。そのために、切

断断片はリガーゼで容易に再結合して組換

え DNA を調製できる。17 切断できるサイト

が厳しく限定される天然制限酵素と違っ

て、切断サイトは自由に設計できるので、

通常は実施困難な遺伝子組換えでも簡便に

実施できる。もちろん、ヒトゲノムから所

定の DNA断片を取り出してくることもでき

る。18-23 さらに、この人工酵素をヒト細胞

内に導入し、相同組換えを活性化すること

もできる。24-26 例えば、ヒトのゲノム中に

青色蛍光タンパク(BFP)の遺伝子を組み込ん

でおき、その発光中心形成サイトを切断す

る。これと同時に、緑色蛍光タンパク

（GFP）の発光中心付近をコードした DNA
断片を細胞内に加える。すると、細胞中

で、BFP 遺伝子の切断箇所が GFP 遺伝子を

鋳型として修復され（相同組換え）、その結

果、生成タンパク質の発光中心が GFP のア

ミノ酸配列に改変されて緑色蛍光を発光す

る。このように、Figure 4 に示した基本原

理に基づいて開発した DNA切断人工酵素

は、現状の分子生物学とのマッチングも極

めて良好であり、様々な応用展開が可能で

ある。27-29 

 
 
６．結語 

本稿では、我々のグループが開発した『位

置選択的にゲノムを化学変換する人工ツー

ルの設計法』を紹介した。さらに、その妥当

性を実証するために、この基本原理に基づい

て、ヒトゲノムを所定の位置で選択的に切断

する人工ツールを開発した。これまでは、

我々は、ゲノムの選択的切断を主たる研究対

象に選択してきた。それは、単に、反応の追

跡が容易で、当時の分析機器でも結果の解析

が可能であったためである。これに対して、

その他の反応（例えばメチル化、酸化還元）

EcoRI

5000

2000

Mbp

Figure 6. Site-selective hydrolysis of 

human genome by artificial DNA cutter 

composed of two strands of pcPNA and 

Ce(IV)/DNA. The whole genome was 

extracted from human cells, and treated 

with the artificial DNA cutter. After the 

scission, the whole product was digested 

with a restriction enzyme, and the 

fragments obtained by the dual scission 

were analyzed by a blotting study. The site-

selective scission of the human genome by 

the artificial cutter was confirmed by the 

detection of the band of expected size (see 

the band highlighted by red square in the 

gel in the left of the bottom). 
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を対象とした場合には、反応が実際にどこで

起きたのかを正しく評価するのが極めて困

難であった。 

しかし、今日までに、質量分析器やシーケ

ンサーをはじめとする DNA 分析技術が飛躍

的に進歩した。その結果、巨大なゲノム DNA
の中の微細な構造変化も、正確かつ高感度に

分析できるようになっている。こうして、大

きな課題が克服されたので、本稿で紹介した

戦略に基づいて、さまざまな種類の選択的化

学変換を実施・検討することが可能となって

きている。このような様々なゲノムの化学変

換は、生命科学の一層の発展に重要であると

同時に、生成する改造ゲノムが超高機能素材

としてさまざまな分野に幅広く応用され、関

連分野に革新的な進展をもたらすことが期

待される。 
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