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次 世代 遺伝子 工 学 と して の 遺伝子 光学一 ポス トゲ ノ ム 時代 に お い て

藤本健造 （北陸先端科学技術大学院大学材料科 学科）

1．は じめ に

　人 間の 全て の DNA 塩基配列が既 に 明 らか にな り 、 今後世界中で 鎬をけず っ て行 なわ

れ るの は 、 病気 の 原因遺伝子 を同定 し
、 遺伝子 診断 、 遺伝子 治療 、 さらに は ゲ ノ ム に

基づ く創薬に結び つ ける研究で ある
1）
。2020 年の 米国の ゲ ノ ム ・バ イオ 関連の 総売上

高は 400 兆 円に も及ぶ と予 想 され て い る 。 ポ ス トゲ ノ ム の 時代 に はい る と、遺伝子 の

あ る特定の サイ トを 自在にブ ロ ッ クす る ドラ ッ グ（ア ン チセ ン ス
、 ア ン チ ジー ン ）の デ

ザイ ン も重要 とな っ て くる 。 また 、 病気 の 原因遺伝子 の 同定や遺伝子診 断に は 、膨大

な DNA 塩 基対 の マ ーカ ー となる SNP （1 塩 基多型）を検知する こ とも欠か せ ない
2）

。

　一方 、 現在の 蛋 白工 学 の 基礎 とな っ て い るの は 、 1960 年代以降発展 して きた遺伝子

工 学で あ り、 こ の 分野は さま ざま な制限酵素やポ リメ ラーゼ の 発 見 、
PCR 、　 DNA シ ー

ケ ン シ ン グ法 な どで 多くの ノーベ ル 賞受賞者 を輩 出 して きた
3）。 こ うした既存の バ イ

オテ ク ノ ロ ジーが 現在 の 遺伝子 診断 ・及び 生化 学分野に おける基礎研究等 に不可欠 の

もの とな っ て い る 。 し か し 、 酵 素を用い た場合 、 酵素濃度 、 pH 、 温 度 とい っ た既約条
件 に よ りその 使用 に際 して 様々 な制限 を受けて い る 。

　本論で は 、
こ れま で の 酵素を用い た遺伝子操作 とは全 く異な る 、 光を用い て 、 DNA

をつ ない だ り切 っ た りす る遺伝 子 の 操作手 法論 に つ い て 紹介 をす る と共 に こ の 技術の

ポ ス トゲ ノ ム 時代にお け る役割
・展 望 につ い て も述 べ る 。

2．核酸の 連結

　核酸 を連 結す る方法 は酵素的連結 ・化 学的連 結 に大き く分類す る こ とが で きる。 ま

た 、化学的連結 に お い て は さらに 有機化学的連 結 ・光化学的連結 に分類す る こ とが で

きる 。 それぞれ の 連結反応 につ い て の 特徴 を以下に述 べ る 。

2．1 酵素的連結
　一

般的な連結手法で あ り、T4DNA リガ ーゼが 最 もよ く使用 され る 。 テ ン プ レ ー トと

な る核 酸存在下で ほぼ定量 的な 連結が 可能 で あ る 。 遺伝子 工 学上の 最も基礎 的な操作
の

一
つ と して 用 い られ 、 最近 で は SNPs の 検出等 の 遺伝 子診 断の 領域 で も多用 され て

い る
4）

。 た だ し 、 酵素的連結 には至適 pH
・至 適温 度 ・至適塩濃度 とい っ た様 々 な既約

条件 がある。

2．2 有機化学的連結

　プ ロ モ シ ア ン を活性化剤 と して 用い る こ とで 核 酸連 結 が 可能 で あ る が 、 プ ロ モ シ ア

ン は 非常に毒性 が高 く 、 扱い が 困難で ある
s）

。 ま た ジス ル フ ィ ド結合に よる連結
6＞や フ

ォ ス フ ォ ロ チ オ エ ー ト結合 ηに よる非天 然型の 連結反応 も知 られ て い る 。

2．3 光化学的連結
　有機化学的連結 と比較 し緩や か な条件 で 扱 え る点 、また酵素的連結 と比 較 し て も既

約 条件 が殆 ど無い 点等、将来的に 細胞 内等 で の 利用 を考 えた 際 に最 も実 用 的 で あ る。

今まで 、 ソ ラ レ ン を持 つ 人 工 核酸を用 い る こ とで 光連結
8）

、 4 チ オ ウ リジ ン を用 い た光

連結等 が知 られ て い る
9）

。 こ れ らの 場 合 、 連結収 率 が低収率で ある こ とや、副反 応 と

し て 鋳型核酸 との 連結が 起 こ る とい っ た 問題点 があ っ た 。
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3．光連結の 為の 人工修飾核酸の 設計及び その 反応性

3．1 光連結性核酸塩基の 設計

　光 に よ る核酸損傷の
一

つ と して ピ リミジ ン 連続配列 にお け る ダイ マ
ー生成が 知 られ

て い る
tO＞

。
ス タ ッ キ ン グ して い る上 下の ピ リミジ ン が光化学的 に［2＋2］光環化反応 に よ

っ て 連結 され る こ の 生 体内 自然現象 を参考 に分子 設計 を行 っ た．天 然 の 塩基 の チ ミン

を ビ ニ ル 基で置換 した 5一 ビ ニ ル デオ キ シ ウリジ ン （
VU

）を用 い る こ とに し た 。 ビ ニ

ル 基 はチ ミン の メチル 基 と比較 して 分子 サイ ズ に大 きな差異は な く 、 ま た連結対象 と

な る ピ リミジン に対 して 、 よ り効率的 な ス タ ッ キ ン グが期待 され る。 また 、
こ の

VU
は

天 然の 塩基 と比較 し長波長側 に UV 吸収 を持 つ こ とか ら選 択 的 な励起 が可能 で あ る
。

謹竪 ÷ 5，

31　　　　　　　　　　　 5T　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 3，

　 H27

NH

3
l　 t 15

図 1 光化学的な核酸連結

3，2 可逆 的 な光連結反応 （図 2）
　5’末端 に

VU
を含む核酸を固相合成法 に よ り全 自動合成機を用い て 合成 し 、 鋳型核酸

存在下、366   の 長波長 に よ りこ の 修飾塩 基の み を選択 的に励 起する こ とで 3’末端 に
ピ リ ミジン を有す る核酸 との 光連結 に成功 した

11）
。 興味深 い こ とに 短波長 （302   ）

光照射 す る こ とで こ の 光連結部位で解裂が 可能で あ るこ とも見い だ した。 こ の こ とに

よ り二 つ の 波長 を用 い る こ とで 可逆 的 に核酸 同士 を連結 させ る こ とに成功 した。光 に

よる方法 は 、 酵素や試薬 な どを
一

切加 える必 要 が な く、高温 か ら低 温 まで の 幅広 い 温

度範囲で 行 うこ とが で き る上 、 光 フ ァ イバ ーを用 い て 細胞内や組織 内で も行 うこ とも

可 能で あるの で 、そ の 応用範囲は きわめて広い もの と考 えられ る 。
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図 2　可逆的な核酸 の 光連結
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4．光を用い た核酸連結反応 の 応用

4．1 酵素には で きない 核酸合成
　 ビ ニ ル ウラ シル UU）の 反 応性 をさらに 改良 した 5 カル ボキ シ ビ ニ ル ウラシ ル CVU）
を用い る こ とで 、枝分か れ核酸

12） ・末端 が キ ャ ッ プ され た核酸 ・環 状核酸等
13）、最 も

よ く用い られ る リガーゼ で は合成が 不 可 能で あ っ た様 々 な構造 を有す る核酸 の 調整 を

光連結に よ っ て 成功 した
14） （図 3）。 枝分かれ核酸 は、通 常の 核酸 の 持 つ 情報に さ ら

に人 為的 に情報 を付け加 え た構造 を有 して お り 、 荷札 を つ け た核酸 に なぞ らえる こ と

もで きる。最近 、枝分かれ核酸は信号 の 増幅 ・3 本鎖核酸の 安定化 ・ナ ノ構造 の 構築

等 に有用 で あ る こ とも報告 され て い る （図 4）。 末端 が キ ャ ッ プ され た核酸 は 、 キ ャ ッ

プ され て い ない 核酸 と比 較 して 異常な熱安 定性 を有 して お り 、 細胞内で 核酸 を分解す

る酵素に対 して耐性 を獲得 して い る 。
こ の 酵素を用い ない 光を用い た 核酸連 結反応 を

用 い るこ とで 、非 常に ユ ニ ー クな構 造 を有す る核酸 を簡単 に 調整 す る こ とが 可能 に な

っ た 。

a）枝分かれ核酸 の調整

　　　　s　 ，昏　 、v

　　〆
壷 　

弋 〒≧
　　タ　 ，季

ノ
壷 頑 乱

b）末端が キャ ッ プされた核酸の 調整

　 　 　 　 　 　 hv

♂ ノ ψ 鑽 …不 ≧ 　　・su　／・’x ／ B

c）環状核酸の 調整

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ゆ
ほ
れ の

〈〉 ぐ｝
図 3　天 然に はない ユ ニ

ー
ク な構造 を持 つ 核酸の 調整

信号 の 増幅　 3 本鎖 の 安定化　　ナ ノ 構 造 の 構 築
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図 4　枝分 かれ 核酸 を用 い た応用例
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4．2 任意の シ トシ ン を ウラシル へ と変異 させ る

　アデ ノ シ ン デア ミナ ーゼ に代表 され る様 に 、 生 体 内で は塩基 上の ア ミノ 基 を酸化す
る酵素が あ るが位置特異的な反応 は行 えない

。 今回 、 既 に 開発 済み の 可逆的な枝分 か
れ 核酸合成反応 を応用 し、ア ミ ノ 基 の 酸化反応 と組み合わせ る こ とで 、 任意の 位置 の

シ トシ ン を ウラ シル へ と変異 させ る こ とに 成功 した （図 5）。

，藷難纏 慧
。

縺 紳 66 ・ m

諂＿

　 A 　ACG 　ACGCA
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↓
　 新規変異蛋 白調整法

図 5 可逆的な核酸光連結を用い た応用例 （任意 の シ トシ ン を ウラシ ル へ と変異 させ る）

5．ま とめ と今後の 課題

　核酸を光化学的に操作す る 手法 の 開発 は 、 従来 の 酵素 を用い た遺伝子 工 学で は で き
な か っ た様 な次 世代遺伝子 工 学 の 開発 につ なが る重要な基礎研 究 と して 位置づ ける こ

とが 可能で ある 。 今後 、 実際に遺伝子 レ ベ ル で の 長鎖 DNA に対 して 実際に適用可能 な
技術 で あるか ど うか検討す る必要 が あ る 。
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