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【緒言】 

ポストゲノム時代へと突入した現在、プラスミド DNA からゲノムまで、幅広いサイズの DNA を組換

える技術が必要不可欠となっている。しかしながら、既存の遺伝子組換えツールは様々な欠点があり、

汎用的なツールとはなり得ていない。まず、プラスミド等の遺伝子操作に用いられる天然制限酵素には、

4-8 塩基対という配列認識能の低さや、切断できる配列が限られるという問題がある。また、ゲノムの

組換えに用いられる相同組換えは、細胞内での頻度が極めて低いため、薬剤などによる煩雑なセレクシ

ョンが必要となる。このような問題から、既存の手法の欠点を補い、いかなるサイズの DNA にも対応

できる遺伝子組換えツールの開発が急務となっている。 

我々はこれまでに Ce(IV)/EDTA 錯体とペプチド核酸(PNA; Peptide Nucleic Acid)を併用した人工制限

酵素(Artificial Restriction DNA Cutter: ARCUT)を開発した(Fig. 1Fig. 1Fig. 1Fig. 1)。本手法ではまず、二本鎖 DNA 中

の標的部位に二本の PNA をずらしてインベージョンさせ、部分的に一本鎖構造を形成させる。このイ

ンベージョン複合体に対し、一本鎖特異的に DNA を加水分解する Ce(IV)/EDTA を作用させることで、

二本鎖 DNA の位置特異的な切断を達成する。本手法で用いる Ce(IV)/EDTA は、天然制限酵素と同じ

加水分解機構により DNA を切断することから、反応後、切断産物に対して種々の修飾酵素を作用させ

ることができる。また配列認識に用いる PNA は、Watson-Crick 塩基対形成により標的 DNA を認識す

るため設計が極めて容易であり、長さや配列も自由自在に変更できることから非常に汎用性が高い。こ

れらの大きな特長から、ARCUT は次世代の遺伝子工学を担う強力なツールとなることが期待される。 

 

 

本研究では、ARCUT をポストゲノム時代のニーズに見合った汎用的な遺伝子組換えツールへと発展さ

せることを目的とし、以下の研究を行った。 

 

1. ARCUT を利用したプラスミド DNA 組換え法の開発 

2. ゲノムの組換えに向けた検証（ヒトゲノムの位置特異的切断・相同組換えの促進） 



 

【結果・考察】 

1.1.1.1. ARCUTARCUTARCUTARCUT をををを利用した利用した利用した利用したプラスミドプラスミドプラスミドプラスミド DNADNADNADNA 組換え法の開発組換え法の開発組換え法の開発組換え法の開発    

前述の通り、ARCUT による切断は加水分解機構であるため、切断後にリガーゼを用いた他の DNA と

の結合が可能である。しかしながら、切断後の断片は長い突出末端となるため、そのまま他の断片と結

合することはできない。本研究では二通りの方法を用いて異なる断片同士を結合することで、ARCUT

を利用した新しい遺伝子操作法の構築を行った。 

 

1-1. ARCUT を用いた蛍光タンパク質のセレクション(Joint を利用した断片の結合) 

本実験では、青色蛍光タンパク質(BFP)の発色団を構成する 3 つのアミノ酸のうち、Ser65, His66 をコ

ードする部位をランダム配列に置き換え、蛍光タンパク質のセレクションを行った(Fig. 2a)。Fig. 2b

に示す通りまず、BFP 遺伝子をコードしたプラスミド(pQE60-BFP)の発色団の下流を ARCUT で切断

し、その後上流を SpeI で切断することでベクターを調製した。ARCUT による切断後の泳動図を Fig. 2c

に示す。ARCUT 切断後には 4.1 kbp の直鎖状 DNA が生成していることが確認できる(Lane 2)。また、

ARCUT 切断産物をさらに XbaI で切断したところ、予想通り 1.5 kbp と 2.6 kbp の断片が生じたこと

から、基質プラスミドが ARCUT によって位置特異的に切断されたことを確認した(Lane 3)。一方、ラ

ンダム配列を含むインサートは、PCR で増幅し、両末端をそれぞれ BamHI、SpeI で切断することで

調製した。このようにして調製したベクターとインサートの SpeI 切断末端同士は相補的であるために

そのまま結合することが可能であるが、ベクター側の ARCUT 切断末端とインサート側の BamHI 切断

末端はそのままでは結合できない。そこでそれぞれの突出末端に相補的な配列を持つ Oligojoint
を用いる

ことで末端を相補的にし、二つの断片を結合した(Fig. 2d)。得られたプラスミドの配列を解析したとこ

ろ、3 種類の異なる発色団をもつ蛍光タンパク質が得られた。Fig. 2e に得られた配列の一例を示す。発



色団部位は Gly65, Tyr66 へと置換され、インサートと

ベクターも Oligojoint
を介して正しく結合されているこ

とが確認された。 

 

1-2. ARCUT を用いた遺伝子発現カセットの挿入(平滑

化を利用した断片の結合) 

本実験では ARCUT 切断後に生じる突出末端を一本鎖

特異的エンドヌクレアーゼで平滑化し、そこに PCR 産

物を挿入することで遺伝子組換えを行った。Fig. 3a に

示すように、プラスミド(pBR322)を ARCUT を用いて

一箇所で切断し、一本鎖特異的エンドヌクレアーゼで

ある Mung Bean Nuclease、および Klenow Fragment

を用いて末端を平滑化し、ベクターを調製した。また、

T7 プロモーターを含む緑色蛍光タンパク質(GFP)遺伝

子を PCR で増幅し、インサートを調製した。両断片を

リガーゼで結合し、大腸菌に導入後、得られたプラス

ミドの配列を Fig. 3b に示す。上流、下流ともに ARCUT

切断サイトにインサートが挿入されたことを確認した。

本手法は、天然制限酵素を一切用いない遺伝子組換え

法であり、ウイルスベクターなどサイズの大きなベク

ターを作成する際に非常に有用な手法であると考えら

れる。 

 

2.2.2.2. ゲノムゲノムゲノムゲノムの組換えに向けた検証の組換えに向けた検証の組換えに向けた検証の組換えに向けた検証    

近年、ゲノム上の標的部位近傍に二本鎖切断(DSB: double strand break)を導入し、相同組換え効率を

上げる手法が注目されている。これは、DSB を導入することによって、細胞内の相同組換え修復系が

働き、組換え効率があがるというものである。本手法を利用するためには、巨大なゲノム上の標的部位

のみに、DSB を導入するツールが必要となるため、高い配列認識能をもつ ARCUT は有用なツールと

なることが期待される。そこで、ARCUT をゲノム改変ツールとして用いることができるかどうかを検

証するため、以下の二つの実験を行った。 

 

2-1. ARCUT を用いたヒトゲノムの切断 

本実験では、in vitro でのヒトゲノム切断実験を行うことで、ARCUT を用いて巨大なヒトゲノムに位

置特異的な DSB を導入することができるかどうかについて検証した。実験概要を Fig. 4a に示す。切断

するターゲットはヒトゲノム X 染色体上の FMR1 遺伝子とし、PNA を設計した。まずヒト培養細胞か

ら全ゲノムを抽出し、ARCUT を用いて切断した後に、EcoRI でゲノムを断片化した。ARCUT による

切断が起こると、2.9 kbpと2.3 kbpの断片が生成する。それぞれの断片を検出するプローブ(probe 1 and 

probe 2)を用いてサザンブロッティングを行った結果、目的とする切断断片が検出されたことから、

ARCUT によるヒトゲノムの位置特異的切断を確認した。 



 

 

2-2. ARCUT を利用した DSB の導入による相同組換えの促進 

本実験では、ARCUT を用いて導入した特殊な形状の DSB が、ヒト細胞内の相同組換えを促進するか

について検証した。Fig. 5a に示す通り、まず ARCUT を用いてプラスミド上の BFP 遺伝子の発色団付

近を切断した。その後、相同組換えの鋳型となる Donor EGFP 断片とともにヒト細胞(293T)に導入し



た。Fig. 5b に示すように、BFP と EGFP は発色団付近以外が完全に相同配列である。従って、切断さ

れた BFP プラスミドが donor EGFP を鋳型とした相同組換えにより修復され、EGFP プラスミドへと

変換されると、細胞から緑色蛍光が観測される設計となっている。トランスフェクション後 48 時間経

過した時点での蛍光顕微鏡写真、および緑色蛍光を発する細胞の割合をグラフにしたものを Fig. 5c に

示す。切断していないもの(No cut; 6.8 %)、制限酵素を用いて相同配列の外側で DSB を導入したもの

(StuI; 9.6 %)、PNA をインベージョンさせただけのもの(PNA; 7.0 %)と比較して、ARCUT を用いて

DSB を導入したもの(ARCUT; 53.3 %)は緑色蛍光を発する細胞の割合が劇的に上昇していることが分

かる。さらに、細胞からプラスミドを抽出し配列を確認したところ、相同組換えによって遺伝子変換が

起こったことが確認された(Fig. 5e)。以上の結果から、ARCUT により導入した DSB に対しヒト細胞内

の相同組換え修復系が有効に機能し、相同組換えを促進することが証明された。 

 次に、ARCUT により導入した DSB の突出末端の方向が相同組換え高率に与える影響について検証

した。ARCUT で用いる PNA は、グアニンが 3 個ないし 4 個連続する場合、合成が困難となるなど、

二本の PNA をずらす方向を変えて設計することを余儀なくされる場合がある。そこで、突出末端の違

いが相同組換えに与える影響を調べるため、5’突出および 3’突出末端の断片を生成する ARCUT をそれ

ぞれ作成し(Fig. 6a)、相同組換え効率を検証した。またそれと同時に、相同配列の長さが異なる二種類

の Donor(Fig. 6b)を用意し、相同配列の長さが与える影響についても検証した。先ほどと同様に、切断

した BFP プラスミドと Donor EGFP 断片を 293T 細胞に導入し、48 時間後フローサイトメトリーで解

析した(Fig. 6c)。その結果どちらの Donor を用いた場合でも、5’突出、3’突出に関わらず、切断してい

ないものと比較して大きな相同組換え促進効果が確認された。また特筆すべきは、上流、下流の相同配

列が共に 50 bp という短い Donor を用いた場合、切断していないものではほとんど組換えが起こらない

にも関わらず(0.16 %)、ARCUTでDSBを導入すると 10 %以上の割合で相同組換えが起こる点である。

この大きな相同組換え促進効果を利用すれば、短い相同配列しかもたない Donor でも効率よく相同組換

えを誘起できる。つまり、従来のように overlap PCR などの煩雑な操作を必要とせず、5’末端に相同配



列を持つプライマーを用いて組み込みたい遺伝子を増幅するだけで相同組換えのための Donor が作成

できるため、より簡便な遺伝子操作法となることが期待される。 

 

 

【結論】 

ARCUT を利用したプラスミド DNA 組換え法の開発では、二種類の手法を用いて ARCUT 切断断片と

他の断片を結合し、新しい遺伝子組換え法を構築した。また、ゲノムの組換えに向けた検証では、in vitro

で ARCUT を用いてヒトゲノムを位置特異的に切断することに成功した。さらに、ARCUT で導入した

DSB に対し、ヒト細胞内の相同組換え修復系が有効に機能し、相同組換えを促進することを証明した。

本研究では、ARCUT を用いた新たな遺伝子操作法を確立するとともに、今後ゲノムの遺伝子操作ツー

ルとして応用する上で非常に重要な知見が得られた。 

 
 


