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学位論文内容の要旨

  遺伝子疾患の原因となる変興型塩基配列を、直接正常型の塩基vie9uへと変換する逍伝子修

復法は、疾患の「完全治癒」が期待できる珂！i!的な逍伝子治療のーつである。迎伝子修復法

のーつであるSlllcilトFragment Homologous Rel）lacemeiit (SFHR)法では、正常型塩基

配列を持つ二本qriaPCRIlji片（400-800 bp）を熟変性後、変興迎伝予を持つ翁lI胞へ導入する

ことによって、いくっかの疾患逍伝子を正常型へと逍伝子修復することがこれまで示されて

きた。しかしながらその修復効率は1％前後と非常に低く、また塩基配列に誤りの多いPCR

断片による新たな変興の導入といった危険性もあり、この方法を臨床的にJ羽いるにはさらな

る改良が必要である。そこで本和『究では、修復効率の上昇及び安全性の向上を｜ヨ的として、

DNAlyf片の改良を行い、臨床的に用いることが可能な新しい避伝子修復法の開発を試み

た。

  本研究ではコドン34（TCA: Ser）に終Jヒ変興（TGA: opal）を導入した変異型Ilyg-

EGFP逍伝予を標的として、正常型のTCAへと変換する逍伝子修復を行った。この遮伝子修

復に用いるDNA断片として、606塩基対の二本t:l'tPCR断片（l'PCR)及び二本鍛制限IVi片

（fRes）に加Iえ、606塩基のセンス及びアンチセンス配列を持つー本鍔lDNA断片

(I'S ense、fAnliS)を一本鎖環状ファージミドより調製した。rRcsは火腸繭内において複

製されたプラスミドより訓製されており、従来のPCR断片であるl'）CRに対し、10｜i倍、正離

な塩基配列を有しているものと考えられる。ファージもまた大腸薗内の複製系を利門jしてい
るため、IIsenseや1．AntiSの塩基配列においても、爪esと同様、非常に高い正碓性を有して

いるものと考えられる。このことは、SF川ミ法の臨床応用ヘ向けた安全性の確立のために、

非常に重要なことであるといえる。

  これまでの二本鎖PCR断片を用いたSFHR法において、網1｜胞I勺への導入面前に行う二本鎖

DNA断片の熱変性が、高い修復効率を得るために必要であることが示されてきた。このこ

とは、熱変性によってできた一本鎖DNA幽i片がSFHR法において重要であることを示唆して

いる。しかしながら数百塩基対の二本鎖DNAを効率よく完全に一本鎖にすることは非常に

困難であり、そこで相キ11j鎖を含まない完全な一本鎖DNA断片である、rsense又はI．AntiSを

J羽 いること によって 、修復効 率の向上が 期待でき るのではないかと考えた。
  これら4種類のDNA断片を用いて遺伝子修復を行った結果、rSenscはfrヽ es及び11）Clミに対

し、それぞれ6倍及び12倍高い遺伝予修復効率を示した。このときfAntiSは、同じ一本鎖

DNAでありながら、rSenseの1／9の値しか示さず、標的遺伝子の転写反応が影響している

ではないかと考えられた。しかしながらその後の検討によって、この配列選択性に！1伝写反応

は関与していないことをIリヨらかとした。また興味深いことに、I．ResはlIPCRに対し、2倍の有

意な修復効率の上昇を示した。この現象には爪esに含まれる大腸薗特異的な塩基修Amが関与

していることが示唆され、この効果がrSenseに対しても影響を及ばしていることを明らか

とした。
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  さらなる検討の結果、このfSenseを用いた過伝予修復には、DN AIlli片の鎖長に最適値が

存在すること、相栩1鎖との分子Ii‖高次榊造、及び一本鎖DNAIiTf片の分子｜・´、］高次桝造が捫J制

的に作J羽すること、その逍伝子修復メカニズムに、DNAIUi片が櫟的プラスミドへとインテ

グレートする、相同組換えと思われる反応がI3U与していること、逍伝子修復のタイムコース

は 36時 J瑚 で す で に 最 大 値 と な り 飽 和 し て い る こ と 、 な ど が 明 ら かと な っ た 。

  最後に、これらの結果を基にrSenseに改良をカllえ、さらなる遺伝子修彳夐効率の上昇につ

いて検討を行った。

  まずこの逍伝子修復に棚同組換えの関与が示唆されたことから、Pai'tial． Dul)lex（PD）

DNA断片を用いることとした。これまでの棚同xll．換えのt圷究において、‖｜1i乳動物荊I｜胞内で

1；川司莉1換え反応の巾心的役割を担っているR‘1d51は、このPD．DNAl断片を基質としたとき効

率よくむ｝、ḿ 10相同組換え反応を行うことがこれまで＊Ii告されてきた。その結果、PD．

DNA断片を用いることによってrscnseに対し最大2倍まで修復効率が上昇し、Itsenscの3．

末端に部分的二本錐1を持つ3．‐PD・DNA断片が最も高い修復効率を示した。さらにこのPD．

DNA断片による越伝子修復効率の上昇効果はDuplex部分の鎖長（27塩基対以上）に依存し

た。またDLIplexを形成するためのオリゴDNAに対し、DNAのみでは効采が観察できなかっ

た短い釼l・・l長（20塩基対）であっても、二本鎖の安定性を向上し、さらにA型らせん榊造を取

りやすいことで知られている2．‐〇，4’‐〇ELhylene‐bri（lge（lnLlclcicacid（ENA）を導入した

1` arIial‐HeLer0‐DLll】1ex（PHD）DNA｜折片をJ羽いることによって、rsenseに刈．し2f尚以上、

修復効率を上昇させることがj如らかとなった。またこのとき他の核駿アナログ（2｜‐〇IMe‐

RNA、BNA）を月］いたPHD．DNA断片では効爿ミは御！察されなかった。

  次に逍伝子修復のタイムコースから｜Wらかとなった結果より、361｜暑問までにrSenscのほ

とんどが網1｜胞内において分解を受けているのではないかと予想した。そこで荊lI胞内のエキソ

ヌクレアーゼからDNA断片の末端を保護することを目的として、分子内ループ榊造を取り

I．Sesneの末端に相莉n的な配列を持っオリゴDNAをrSenseにアニーリングし、LooJJe（I‐

DLlplex（l丿l〕）DNA断片を調製した。この結果、LI）．DNA｜斫片によっても修復効率は最大2倍

まで上昇し、また興｜昧深いことに、PD．DNA断片と同様、3．末端側に部分的二本鎖を持つこ

とによって修復効率は最大の値を示すことが明らかとなった。

  本Wf究では、修復メカニズムに基づいたDNA断片の改変という、より高い修復効率を持

つDNA断片の開発方法を提案し、従来法と比較して10～ 20倍まで修復効率を改善させた点

に意義があると考えている。今後、本Irof究で開発したPD-DNAIIJj片、ENA導入l）I-ID-DNA

断片、 そしてIJD-DNA断片を組み合わせ、最適化していき、最も高い修復効率を有する

DNAIlli片を開発していくことが必要である。さらにj；Ij同組換えに焦点を当てた研究を行う

ことによって、%ici胞内のどのような分子が関与しているかを｜明らかにしていくことは、プく変

重要な意義を伴っている。すなわち、そこでI明らかにされた遺伝予修復に関与する分子に適

した基質として、新たなDNAIlli片の検討を行っていくことによって、さらなる修復効率の

向上が可能になるものと考えられる。

  本研究は、DNAIljr片の改変によりSFHR法による遺伝子修復法を改善させた最初の孝lミ告で

あり、上記のような検討を通じ、逍伝子修復法を臨床的に応用していくための有n〕な情報を

もたらすものである。
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遺伝子修復効率の上昇を目的とした新規DNA断片の開発

  土谷博之君は、遺伝子疾患の原因となる変異型塩基配列を、直接正常型の塩基配

列へと変換する遺伝子修復法に関する研究を行った。この遺伝子治療法は、正常型

塩基配列を持っニ本鎖PCR断片(400ー800 bp)や短鎖一本鎖オリゴヌクレオチドを

変異遺伝子を持つ細胞へ導入することによって、変異遺伝子の正常型遺伝子への配

列変 換を 誘導 する 方法で ある 。前 者の PCR断片 を用いる方法、Small-Fragment

Homologous Replacement (SFHR)法においては、400―800 bpの二本鎖PCR断片を加

熱変性後、細胞に導入していた。土谷君は、DNA断片の改良によって、修復効率の

上昇 及び 安全 性の向上を達成可能との作業仮説を立て、様々な研究を行った。

  まず、土谷君は、遺伝子修復に用いるDNA断片として、二本鎖PCR断片(fPCR、

従来の方法）の他に二本鎖制限断片(fRes)、センス及びアンチセンス配列を有する

一本鎖DNA断片(fSense、fAntiS)を一本鎖環状ファージミドより調製した。これ

ら4種 類の DNA断片を用いて遺伝子修復を行った結果、fSenseはfRes及ぴfPCRに

対し、それぞれ6倍及び12倍高い遺伝子修復効率を示した。一方、fAntiSは、同

じ一本鎖DNAでありながら、fSenseの1/9の値しか示さなかった（標的遺伝子の転

写反応が影響しているではないかと考えられたが、その後の検討によってこの配列

選 択 性 に 転 写 反 応 は 関 与 し て い な い こ と を 明 ら か と し て い る ） 。

  土谷君は、さらに検討を加え、このfSenseを用いた遺伝子修復には、DNA断片の
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鎖長に最適値が存在すること、相補鎖との分子間高次構造、及び一本鎖DNA断片の



分子内高次構造が抑制的に作用すること、大腸菌蟹有の塩基修飾が遺伝子修復効

率を促進する方向に作用すること、転写は遺伝子修復効率に影響しないこと、及

び、その遺伝子修復メカニズムに、DNA断片が標的プラスミドヘとインテグレー

トする、相同組換えと思われる反応が関与していることを明らかとした。

  最後に土谷君は、これらの結果を基にfSenseに改良を加え、さらなる遺伝子修

復効率の上昇にっいて検討を行った。まずこの遺伝子修復に相同組換えの関与が

示唆されたことから、相同組換え反応の中心的役割を担っているRad51との親和

性を考慮し、fSenseの3’―末端に部分的二本鎖を持つ3’-PD－DNA断片を設計し、

これがfSenseの約2倍の遺伝子修復効率能を有するこをを示した。さらにこの

3’―PD－DNA断片による遺伝子修復効率の上昇効果はduplex部分の鎖長に依存する

ことを示した。またduplexを形成するための核酸として、2’－〇，4’-C-Ethylene-

bridged nucleic acid (ENA)を導入した場合に、修復効率が上昇することを明ら

かとした。また、細胞内のエキソヌクレアーゼからDNA断片の末端を保護するこ

とを目的として、分子内ループ構造を取りfSesneの3’―末端に相補的な配列を持

っオリゴDNAをfSenseにアニーリングし、3'-LD一DNA断片を調製した。この3，―

LD― DNA断 片に よって も修 復効率 は2倍 上昇 するこ とを 明らかとした。

  土谷君が新たに設計したDNA断片は、いずれも大腸菌内において複製されたDNA

より調製されており、従来のPCR断片よりl06倍、正確な塩基配列を有している

ものと考えられる。このことは、SFHR法の臨床応用ヘ向けた安全性の確立のため

に、非常に重要なことであるといえる。

  以上、土谷君は、DNA断片の改変によりSFHR法による遺伝子修復法を改善させ

ることが可能なことを世界で初めて明らかにした。さらにこのような検討を加え

ることにより、遺伝子修復法を臨床的に応用していくことが可能であると思われ

る。いずれの審査委員も、博士の学位の授与に十分な研究を行ったものと判断し

た。


