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新規 PNA を用 い た ガ ン 遺伝子 タ ー ゲテ ィ ン グ

白石 　竹彦

　Peptide　nudeic 　acid （PNA ）
1）は 核酸への 強 い 結合力

と高い 塩基配 列 特異性 を有す る．こ の 高 い 塩基配列認識

能 を 利 用 して ，PNA は 現在 ま で に FISH 法 やポ イ ン ト

ミ ュ
ー

テ
ー

シ ョ ン の 検出などに 応 用 され て い る．一
方，

PNA に は 細胞膜透過性が低 い と言 う欠点が あ り，こ れ が

細胞 へ の 応用研 究 の 障害 となっ て きた．本稿 で は ， PNA

の 修飾 に よ る細胞 取 り込み の 向上，ならび に 修飾 PNA

の ア ン チ セ ン ス 法 へ の 応 用 に つ い て の 試 み を 紹介 した

い ．

　PNA は 天 然核酸 の 糖
一

リ ン 酸骨格 を N −（2−aminoethy1 ）
−

glycineに置き換 えた 構造 を して い る．天然核酸の リン 酸

結合 部位 は pH 　7 付 近 に お い て 電 荷 を 持 つ の に 対 し て ，

PNA の ア ミ ド結合部位は電荷 を持 た な い ．こ の 中性 の

骨格 の た め に ，PNA は核酸に対 して，より強 く結合す る

こ とが 可 能 で あ り
，

2）同 時 に高い 塩基 配 列特異性を 示 す ．

ま た ，PNA は ヌ ク レ アーゼやプ ロ テ アーゼ に 対 して 耐性

を 示 す．3）こ れ らの PNA の 性質 は ，ア ン チ セ ン ス 医薬 品

と して 理想的 で あ る が ，

4）細胞 へ の 取 り込 み が貧 しい と

い う点が 5）応用研究の 問題 とな っ て きた，6）

　PNA の 細 胞 膜透 過 性 の 改 善 方 法 は ，　 PNA の 修 飾 に

よ る方法 と，PNA を修飾 しない 方法 に 大別 され る．　PNA

を修飾す る方法 と し て ，1）ポ リリジ ン な どの 多荷電化

合物 を PNA 分 子 に 導入 す る ，
η 2）NLS な どの タ

ー
ゲ

テ ィ ン グペ プ チ ドを PNA に結合させ る，8・9） 3） リガ ン ド

や疎水性化合物 を 結合 させ る，lo）4）PNA と DNA の キ メ

ラ分子 を作製 し，DNA トラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 試薬 を使

用す る，ID な どが ある．一
方，　 PNA を修飾 し ない 方法 と

して は ，1）PNA を相補的配列な オ リ ゴ DNA とハ イ ブ

リ させ ，DNA トラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 試薬を使用す る，12｝

2）strcptolysin −O に よ り細胞膜 の 透過性 を 向上 させ る，ls｝

3） エ レ ク トロ ポーレ ー
シ ョ ン ，4） マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク

シ ョ ン な どが 報告 され て い る．こ れ らの 方法 は あ る程度

の 成功を収 め て い る が，い ず れ の 方 法 も汎 用 性 の な さ，

取 り込み効率 の 低 さ，合成 の 煩雑 さ な ど の 問題 が あ り，

決定的な方法 が な い の が 現状 で あ る，

　PNA を 用 い た 細 胞 内 の 遺伝 r一発 現 制御を 目指す た め

には，細胞内導入効率 の 高 い 修飾 PNA 分子 の 開発 な ら

び に 導人 方 法 の 確 立 が き わ め て 重 要 で あ る．

9・Aminoacridine （Acr ）修飾 PNA の細胞取 り込み

　 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ クシ ョ ン や エ レ ク トロ ポーレ ーシ ョ

ン などの 物理的方法 を別 に す る と，PNA を細胞 に 導入

す る 方 法 で 決定 的 な も の は 現在 の と こ ろ 存在 し な い ．
一

方，天 然核酸 （DNA ，　 RNA ） の 細胞への 導入方法 は

種々 の もの が 報告 され て い る．そ の 中で も，簡便 さ，導

入効率，安全性な どの 面 か ら，最も広 く使用 され て い る

方法 と して カ チ オ ン 性試薬を 用 い る もの が ある．こ れ

は，核 酸 分 子 お よ び 細 胞 膜 表面が 共 に 負 の 電荷を有す る

こ と を利用 して ，正 の 電荷 を帯びた媒介物を使用す る 方

法 で ある．代表 的な試薬 に は，カチオ ン 性脂質や PEI

（polyethylenimine）が あ り，プ ラ ス ミ ド DNA な ど の 細

胞内導 入 に広 く利用 され て い る．特 に カ チ オ ン 性脂質 は

多種類 の もの が市 販 され ，有効な薬物 キ ャ リア
ーと し て

期待 さ れ て い る．しか し，PNA は中性物質 で あ る ため ，

カ チ オ ン 性脂 質 を PNA に直接使 用す る こ とは で きな

い ．カ チ オ ン 性脂質 を PNA に 使 用 す る 方 法 と して ，前

述 の よ うに DNA と PNA の キ メ ラ 分子 を合成す る方法，

あ るい は相補的 DNA とハ イ ブ リ させ る こ と を 利用す る

方 法 が 試 み られ て い る．しか しな が ら，前者 は 合成 が 困

難 で あり，後者は最適化 が 容易 で はない とい う問題点が

あ り，PNA を DNA に 結合 させ る新規な方法 が 必 要 と さ

れ て い る．

　そ こ で今回，PNA を DNA に結合させ る新た な方法 と

して ，DNA イ ン ターカ レ ーター
の DNA 結合能 の 利用を

試みた．具体的には，DNA イ ン タ
ーカ レ ー

タ
ー

を結合

させ た PNA を用 い る こ とで PNA ！DNA 複合体 を形成 さ

せ
，

こ の 複合体 の カ チ オ ン 性脂質 に よる 細胞内導 入 を試

み た．

　図 1 に今回 用 い た Acr−PNA の 構造 を示 す．　 Acr −PNA

は，DNA イ ン ターカ レ ーターで あ る 9−aminoacridine 且4｝

（Acr）を，　 eg1 一リ ン カ ーを介して PNA の ア ミノ 末端 に

　 　 　 　 　 H　　　　　　　　　　　 O
”

VX
。
／V

°“
，NA

図 1．9−aniinoacridine （Acr）を結合 させ た PNA （Acr −PNA ）の 構造．
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結合 させたもの で あ る．こ の Acr−PNA の 糸1［1胞取 り込 み を

評価す る た め に，tluorcsceil〕で ラベ ル し た PNA （Acr−Fl−

PNA ）を使用 した．また，カ チ オ ン 性脂質と して Lipofect

AM 里NER （LFA ，　II】vit1・〔，gen）を，二 本鎖 DNA と して calf

th、
・
Tnus 　DNA （C

「
ILDNA ） を そ れ ぞれ用 い て 実験 を 行 っ

た ．

　Acr−PNA ，C
「
r−DNA お よび LFA の 複合体を形成させ た

後，こ の 複合体を IleLa 細胞培養液 に 添加 す る こ とで ト

ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を行 っ た．複合体 を添加 して か ら 18

時間後 に 細 胞 を 固定 し，蛍 光顕微鏡 に て 観察 を 行 っ た．

　そ の 結果 （図 2），Acr −PNAIDNA 〆LFA 複合体を トラ ン

ス フ ェ ク ト した 細胞 に お い て 顕著な蛍光 が観察され ，こ

の 方法 に よ っ て Acr−F1−PNA が 細胞 へ 取 り 込 まれ る こ と

が 明らか とな っ た ．Acr−Fl−PNA の み，あ る い は A ⊂ r−Fl−

PNA 〆DNA 複合体 （LFA な し ）を用 い た 場合 に は 顕著 な

細胞取 り込 み は観 察 され なか っ た．

　
一
方，Acr−Fl−1’NA 〆LFA 複合体 （DNA な し） の 細胞 へ

の 取 り込 み を検討 し た とこ ろ，予想 に 反 し，DNA を 添

Acr−FI−PNAICT−DNAfLFA

Acr−F　I−PNAfDNA

FI−PNA〆LFA

Acr−FI−PNA

Acr−FI−PNA／LFA

FI−PNA／oIigoDNA ／LFA

図2．Acr −PNA の HcLa 細胞への 取 り込み．　 HcLa 培養 細胞 に対

す る A 〔：r−PNA の 取 り込み を，蛍 光 ラベ ル した PNA （2μM ）を用

い て 検討 した，［E側 ：段 ，4 枚］蛍 光 ラ ベ ル した Acr−PNA （Acr −
F［−PNA ） を calf しh｝mus 由 来 DNA （CILDNA ）お よ び Lipo−
feCLNMINER （LF．

・N） との 複 合体，ある い は 1．
’
FA との 複 合体 とし

て投 6 した 場 合に は，18時 間後 に は 顕 著な 蛍光 が 観察 され た ．し

か しな が ら，二 の A ⊂r −Fl−PNA を （／T −DNA との 複 合体，あ る い は

Ac 】
・−FL −DNA 甲独 で 投 与 し た 場

．
合 に は ほ とん ど蛍 光 は 観 察 され

なか っ た．［最下段，二 枚］ 対照実験 と して Acr を持 たな い 蛍光

ラ ベ ル PNA （Fl−PNA ） を 川 い た．　 Fl−PNA を 1．F．A，と の 複 合 体，
あ る い は ，相補 的 DNA （oligoDNiX ，12bp ） と 1、EA との 複 合 体 と

して使 川 した が，い ずれの 場 合 におい て も顕 著な蛍光 は観察 され

な か つ た ．

加 した場合 よ りも効率 よ く細胞 に取り込 まれ る こ とが 明

らか とな っ た．また，ACr を持たな い PNA （Fl−PNA ）の

場合 に は 顕著 な 蛍光 は観察さ れ なか っ た こ とか ら，Acr−

F1−PNA の 細胞への 取 り込みは Acr 分子 お よび LFA 依存

的 で あ る と 考 え られ た ．対照実験 と し て PNA を相補的

DNA 分子 と結合させ て LFA を 使川す る方 法
12〕 も浄弋み た

が，観 察される蛍光は 低 い もの に と ど ま っ た．以 上 の 結

果 か ら，LFA の み に よ る 導入方法 を 用 い て Acr−PNA の

ア ン チ セ ン ス 効果を評価す る こ とと した．こ れ は当初 の

狙 い と は異な る が，DNA 無添加 の 本法 の ほ うが簡便 か

つ 導入 効率が高か っ た こ とに よる．

　 こ の Acr−Fl−PNA の LFA に よ る取 り込 み 機構 は 現在 の

と こ ろ 不明 で あ る ．Acr−F旦一PNA トラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン

開始数時間後 に は，細胞 内にエ ン ドソ
ー

ム 様 の 蛍光 が 観

察 され る．そ の 後，蛍 光 は 細 胞 質 へ と分 布す る と と も に，

核 に蓄積す る こ と が 観 察 され て い る ．こ の こ と か ら，

Acr−PNNLFA の 細胞 へ の 取 り込みは エ ン ドサ イ トーシ

ス に よ る も の で あ る と推察 され る．誌面 の 都合 上 今回 は

紹介 しない が，本法に よ っ て 細胞内に導入 した ACr−PNA

に よ っ て ス プ ラ イ シ ン グ の 阻害 が 観 察され る こ と か ら

も，Acr−PNA の 核 へ の 分布 は 確 か で ある と思われ る．し

か し なが ら，取 り込 ま れ た PNA の 何 ％ が実際 に ア ン チ

セ ン ス 効果 を 発 揮 し て い る か ？ と い う こ とに 刻す る 明 確

な答 えは まだない ．

Acr・PNA を用 い た MDM2 の タ
ー

ゲ ッ テ ィ ン グ

　MDM2 タ ン パ クは，　 p53 タ ン パ ク （ガ ン 抑制遺伝 了
．
〉

の 機能を 阻害あ る い は，分解を 促進 陶 す る こ とで ，p53
の 活性お よ び 量 を調節 して い る．MDM2 タ ン パ ク は 特定

の ガ ン 細胞 に お い て 過剰 発 現 し て お り，16｝過剰発 現 し た

MDM2 に よ る過剰な psS の 阻害がガ ン 化 の 要因 で あ る

とす る モ デ ル が 提 唱 さ れ て い る．i7）　MDM2 の 過剰発 現

が 見 ら れ る ガ ン 細 胞 の うち，OSIeosarcOma お よ び sofL

tissuc ガ ン は ny　’t，型 の p53 を保持 して い る頻度が高 い こ

とが 明 らか と され て い る．IG） こ れ ら
tt
種 類 の ガ ン 細 胞 に

お い て は 過乗r］発現 した MDM2 をダウ ン レ ギ ュレ ー
シ ョ

ン す る こ とに よ っ て ，野生型 psS の 活性化 な らび に こ

れ に 由来す る細胞 死 の 誘導が 可 能 で あ る と考え られ て き

た ．18｝実際に 培養細胞 を 川 い た モ デ ル に お い て MDM2

ア ン チ セ ン ス （S一オ リ ゴ ） が ガ ン 細胞 増殖 阻 害作 用 な ら

び に p53 の 活 性 化 を 示 す こ と か ら こ の モ デ ル は 支 持 さ

れ て お り
，

lt｝）ア ン チ セ ン ス 法 に よ る MDM2 の ダウ ン レ

ギ ュ レ
ー

シ ョ ン は ガ ン 治療 の タ
ー

ゲ ッ トと して 期待 され

て い る．
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　 今回，我 々 は ア ン チ セ ン ス Acr−PNA に よ る MDM2 の

ダ ウ ン レ ギ ュ レ
ー

シ ョ ン 効 果 を 検 討 し た ．MDM2 の

n1RNA に相 補 的 な 配 列 を 持 っ た ア ン チセ ン ス PNA を細

胞内に 導人する こ とに より翻 訳 過程 を阻害し，過剰発現

し た MDM2 タ ン パ ク の 細 胞 内 レ ベ ル を 下げ る の が 狙 い

で あ る．

　MDM2 の mRNA 配列か ら，ス タ
ー

トコ ドン 近傍を は

じ め と し た 8ヶ 所 を標 的部位 と して 選 び，相補的配列 を

もつ Acr−PNA （12bp ）を合成 した ．こ れ らの Acr−PNA

を 」AR 細胞 （ヒ ト由来培養細胞，　 MDM2 過 剰 発 現 細 胞

株） に 対 して LFA を用 い て 細胞内 に導入 し，　 MDM2 の

ダウ ン レ ギ ュ レ ー
シ ョ ン 効果 を比 較 し た ．そ の 結果，8ヶ

所 の う ち 2ヶ 所 の 標的部位 に 対す る PNA が有効で あ る

こ とが 明 らか とな っ た．

　図 3に 最 も効 果的 だ っ た Acr −PNA の 結果を示す．こ の

Acr −PNA は 濃度依存的に MDM2 タ ン パ ク レ ベ ル を下 げ

ると同時に，p53 レ ベ ル の 上昇 を誘導す る こ とが 明 ら か

とな っ た．　
一
方，ミ ス マ ッ チ 配列 を持 つ PNA は両タ ン

パ ク レ ベ ル に 顕著な影響 を示 さな か っ た こ とか ら，Acr−

PNA に よ る ア ン チ セ ン ス 効果 が 配 列 特異的 効 果 で あ る

こ とが示唆 された．また，Acr分子 を持た な い PNA も同

様に 両 タ ン パ ク質に 顕著な 影響 を持 た なか っ た ．

　今回 は 結果 を 紹介す る に と どめ る が
， 最もア ン チ セ ン

ス 効 果 の 高か っ た Acr−PNA は，細胞増殖 阻 害な ら び に

p53 の 活 性 化 に 対 して，化学療 法 剤 （camptothccin ＞ と

の 祁乗効果を示す こ とが 明 らか となっ て い る．こ び）よ う

　　　　　　　　　　ざ ♂
　　A ・r−PNA 　 　 q3

÷ 〃 ざ

At ・輔 嗣、漕 喉 綿 欄 ．　 　 〈 MDM2 （92　kJ）a〕

噛 ■劇 勝 　　　「■ 脚 齟 眇触 岨 の 一 唖● 一　 く P53 （53　kDa ）

図 3．Acr −PNA に よる MDM2 タン パ ク の 発現抑制．」AR 培 養細

胞 を PNA で （LFA とσ）複 合体 と して ）24時間 処 琿 した 後 ，MDM2
お よび p53 タ ン パ ク 質レ ベ ル を ウエ ス タ ン ブ ロ ッ トに て 解析 し

た．MDM2 の mRNA に 相補的な 配列 を 持つ Acr −PNA を使 用 し

た場 合 に は，MDM2 タ ン パ ク レ ベ ル の 低 下 と 1司時に p53 タ ン バ

ク レ ベ ル の E昇が 観察 され た．　 方，ミ ス マ ッ チ 配列 を もつ Acr −
PNA （Mismatcl1）や Acr を持 た ない PNA （PNA 　wfo 　A〔

・
r，　MDM2

の IIIRNA に 相 補的 な配 列 を持 つ が Acr を持た ない PNA ）は 両 タ

ン パ ク レ ベ ル に 顕著 な 影響 を 不 さな か っ た．

な ア ン チ セ ン ス 試 薬 と化学療法剤 の 相乗効果 は，現在臨

床 試 験中 （phase皿 ）で あ る GensomcR （Bc12をター
ゲ ッ

トに した ア ン チセ ン ス 試薬）に お い て も観察され て い る．

こ の ような ア ン チ セ ン ス 試薬と抗ガ ン 剤 との 相乗効果 は

臨床応 用 上 重 要で ある と 考えられ て お り， 興味深 い 結果

と思 わ れ る．

　PNA に は 細胞 膜透過性 が 低 い とい う欠点があ り，ア ン

チ セ ン ス PNA の 応用研 究 の 妨げ となっ て き た．我 々 は

細胞取 り込 み 能 の 高 い PNA 分子 の 開発 を通 じて 少 しず

つ そ の ハ
ー

ドル を超えて き て い る．実験例 で 示 した よ う

に，PNA を Acr 分 子 と結合 させ る こ とに よ っ て ，細胞膜

透過性 の 向上 を図 り，実際 に Acr−PNA が培養細胞実験

系 で ア ン チ セ ン ス 効果 を示 す こ と を 見 い だ した． しか し

なが ら，そ の 有効濃度は 1−2μM と，他 の タイブ の ア ン

チ セ ン ス 分子 よ り も高濃度を必要 と し，依然 とし て 十分

効率的 とは 言え ない ．

　PNA の ア ン チセ ン ス 法 へ の 応用 の た め に は，さらに細

胞導入 効率 が 高くか つ 細胞 毒性 の 低 い 新規 PNA 分子 の

開発 ，あ るい は 新規導入方法の 開発 が 大 い に期待 され る．
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