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研究成果の概要（和文）：目的に応じてゲノムDNAを迅速に解析するためには、解析対象となる特定のDNA領域を
ゲノムDNAから簡便に切り出すことが重要である。本研究では、数種の希土類酸化物を用いてプラスミドDNAの切
断活性を検討した結果、酸化セリウムが最も高い活性を示すことが明らかとなった。さらに、高速液体クロマト
グラフィー（HPLC）を用いた解析の結果、これまで報告されているDNA加水分解触媒として最も高活性な硝酸二
アンモニウムセリウム(IV)に匹敵する活性を示すことが確認された。

研究成果の概要（英文）：To rapidly analyze genomic DNA according to specific objectives, it is 
important to conveniently excise the target DNA regions from the genomic DNA. In this study, we 
examined the DNA cleavage activity of several rare earth oxides using plasmid DNA, and found that 
cerium oxide exhibited the highest activity. Furthermore, analysis using high-performance liquid 
chromatography (HPLC) confirmed that cerium oxide shows a cleavage activity comparable to that of 
diammonium cerium(IV) nitrate, which has been reported as the most active DNA hydrolysis catalyst to
 date.

研究分野：生物化学

キーワード： 酸化セリウム　ナノ粒子　核酸　ゲノム　加水分解　ペプチド核酸
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研究成果の学術的意義や社会的意義
個別化医療では病気に関連する遺伝子の情報を調べることが不可欠である。しかし、ゲノムDNAを直接調べるに
は高価な機器や専用の設備が必要となる。もし、ゲノムDNAから特定領域を簡便に切り出すことができれば、検
査にかかる時間や費用を抑えることが可能となる。本研究で見出した酸化セリウムは、ゲノムDNAから特定の領
域を切り出すための化学的な「はさみ」として非常に有望であり、今後の応用が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
酸化セリウムナノ粒子は、スーパーオキシドラジカルや過酸化水素のような反応性酸素種の
分解を触媒することが報告され、オキシターゼやカタラーゼのような酵素活性を持つナノエン
ザイムとしての研究が広く行われていた。また、酸化還元に関する触媒作用だけではなく、p-ニ
トロフェニルリン酸やアデノシン三リン酸（ATP）などの活性化されたリン酸エステルやリン酸
トリエステルが酸化セリウムナノ粒子により加水
分解されることも明らかにされつつあった。さら
に、比較的加水分解に対する安定性の高い環状の
リン酸ジエステル結合を有するアデノシン 3’,5’-環
状リン酸（cAMP）の加水分解活性が報告され、酸
化セリウムナノ粒子は DNA 加水分解触媒への応
用も可能であることが期待される状況にあった。
また、我々は、予備的な実験によって、DNAのモ
デル化合物（チミジリル（3’→5’）チミジン、チミ
ジンの二量体）が、市販の酸化セリウムナノ粒子に
より切断されることを見出していた。 
さらに、核酸塩基を一部修飾したペプチド核酸
（核酸塩基のアデニンを 2,6-ジアミノプリン、チ
ミンを 2-チオウラシルに置き換えたペプチド核酸
で pcPNAと呼ばれている）と Ce(IV)/EDTAを併
用することで、二本鎖 DNAを塩基配列特異的に切
断する化学ツールの開発（図 1）に成功しており、
その応用を検討している状況にあった。 
 
２．研究の目的 
研究代表者が DNA切断触媒として利用してきた Ce(IV)/EDTAは均一系の触媒であり、DNA
切断断片に Ce(IV)/EDTAがどうしても混入し、これを除去することが難しいという問題があっ
た。ゲノム DNAから所定断片を回収できるようなキットを開発し、回収後に DNAを解析する
際には、このような触媒の混入は大きな問題となってくる。そこで、反応溶媒に不溶である金属
酸化物ナノ粒子のような触媒を用いれば、ろ過や遠心分離などの比較的簡単な操作で触媒を取
り除くことができると期待される。また、これまでの研究から、従来の pcPNAではインベージ
ョン効率（図 1の（a）のインベージョン複合体を形成する効率）が不十分であり、キット化す
るためにはより高い効率でインベージョンする pcPNA の開発が必要であることも明らかとな
っている。そこで、本研究では、高い DNA切断能を有するナノ粒子の探索ならびに二本鎖 DNA
へ高効率でインベージョンするpcPNAの開発をそれぞれ行い、細胞外環境においてゲノムDNA
から所定の断片を回収できるようなキットの開発へと発展させることを目指した。 
 
３．研究の方法 
（1）酸化セリウムナノ粒子の DNA切断活性の評価 
基 質 と し て チ ミ ジ リ ル
（3’→5’）チミジン（TpT）を、
CeO2 ナノ粒子として市販のナ
ノ 粒 子 （ Cerium(IV) Oxide 
Nanoparticle 10 nm, Wako 
356-34501）を用いた。切断反応
は、50℃、pH 7（HEPES緩衝
液 ） で 、 Eppendorf 社
ThermoMixer® C を用いて激
しく振とうしながら行った。
CeO2ナノ粒子による TpTの切
断は、ODSカラムを用いた逆相
HPLCにより評価した。 
 
（2）酸化セリウムナノ粒子および他の希土類酸化物粒子によるプラスミド DNA の切断活性の
評価 
各種の希土類酸化物（酸化セリウム(Ⅳ)(CeO2)、酸化ランタン(Ⅲ)(La2O3)、酸化プラセオジ
ム(Ⅲ,Ⅳ) (Pr6O11)、酸化サマリウム(Ⅲ)(Sm2O3)、酸化テルビウム(Ⅲ,Ⅳ) (Tb4O7)）を純水に加
え、各金属原子が 20 mMに相当するような溶液を調製した。その後、調製した各溶液を等量
のHEPESバッファー(50 mM、pH 7.4)に加え、各種の金属原子が 10 mMに相当する希土類
酸化物溶液を調製した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 Ce(IV)/EDTAと PNAの併用による
二本鎖 DNAの塩基配列特異的切断。 
(a) PNA が基質 DNA に入り込み基質
DNA中に一本部分を形成し、(b) 一本鎖
DNA切断活性を持つCe(IV)/EDTAの添
加により一本鎖部位が切断される。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2 チミジリル(3’→5’)チミジン（TpT）の加水分解 



4 μLの市販のプラスミド DNA（pBR322,DNA, 0.41 μg/μL）を 36 μLの純水に加え、プラ
スミド DNA溶液（DNA濃度 0.041 μg/μL）を調製した。5 μLのHEPES緩衝液（50 mM、
pH 7.4）を 5 μLのプラスミド DNA溶液に加えて、希土類酸化物を含まない DNA溶液（コン
トロール）とした。 
調製した市販の各種希土類酸化物溶液 5 μLを調製したプラスミド DNA溶液 5 μLに加えて
各種希土類酸化物の反応溶液とし、37℃で激しく振とうさせながら 30分間および 2時間反応
させた。切断結果はアガロースゲル電気泳動で評価した。 

 
（3）ペプチド核酸の修飾によるインベージョン効率の向上 
これまでの研究で、ある種のシアニン色素が系に共存すると、インベージョン複合体（二本
鎖 DNAに pcPNAがインベージョンした図 1(a)の状態）が安定化することを示唆するデータ
を得ていた。そこで、図 3に示すシアニン色素を新たに合成し、pcPNAのN末端にアミド結
合で導入した。pcPNAへの導入は、Boc法による
pcPNAの合成に引き続き固相上で通常のモノマーの導
入と同様の条件で行った。定法にしたがい固相からシ
アニン色素修飾 pcPNAを切り出し、ODSカラムを用
いた逆相 HPLCで精製後にMALDI-TOF MSによりシ
アニン色素修飾 pcPNAの合成を確認した。 
インベージョン実験で用いた基質 DNAは、プラスミ
ド DNA（pBR322）をテンプレートとして PCRを用い
て調製した。インベージョン効率の評価は、非変性ポ
リアクリルアミドゲル電気泳動によるゲルシフトアッ
セイを用いた。 
 
４．研究成果 
（1）酸化セリウムナノ粒子の DNA切断活性の評価 

TpTのリン酸ジエステルが加水分解されると、チミジン3’－モノリン酸（3’T）とチミジン（T）、
あるいはチミジンとチミジン 5’－モノリン酸（5’T）が生じる（図 1）。さらに、3’Tや 5’Tのリ
ン酸モノエステル結合の加水分解が進行し、最終的に 1 分子の TpT から 2 分子の T が生成す
る。基質 TpTのピークの面積から、CeO2ナノ粒子 1.4 mg /mLにおける擬一次反応速度定数を
求めたところ（表 1）、6.9 x 10-2 h-1（半減期 10 h）となり、Ce(NH4)2(NO3)6を用いた場合の反
応速度 1.9 x 10-1 h-1（半減期 3.6 h）と遜色ない活性を有することが明らかになった。 

5’Tの加水分解について同様に擬一次速度定数を求めると、8.6 x 10-1 h-1であった。3’Tや 5’T
のリン酸モノエステルは TpTのリン酸ジエステルより約 10倍早く加水分解されるため、HPLC
上では 3’Tや 5’Tピークはほとんど観測されなかった。 

 
表 1 チミジリル(3’→5’)チミジン（TpT）および 5’Tの加水分解に対する擬一次速度定数 

 a) CeO2 1.4 mg / mL,  [基質]0 =0.1 mM,  pH 7, 50℃   
 b) [Ce(NH4)2(NO3)6] = 10 mM,  [基質] 0 =0.1 mM,  pH 7, 50℃ 

 
 
（2）酸化セリウムナノ粒子および他の希土類酸化
物粒子によるプラスミド DNAの切断活性の評価 
図 4に酸化セリウムナノ粒子(CeO2)を用いた場合
の切断結果を示す。DNAのみ（DNA only）では、
スーパーコイル状の Form I およびニックが入った
少量の Form IIが観測された。溶液を調製後すぐに
反応を止めた場合（0 min）は、溶液の調製処理など
のためかFrom IIが増加しているが、直鎖状のForm 
IIIはほとんど観測されていない。しかし、反応後 30
分（30 min）では、Form Iはほとんど観測されず、
Form IIおよび Form IIIが観測された。さらに時間
が経過すると（2 h）スメアなバンドが得られた。こ
れは、DNAの断片化がさらに進んでいることを示唆
している。 

 基質 触媒 擬一次速度定数(h-1) 半減期  

 
TpT2) 

CeO2ナノ粒子 6.9 x 10-2 10 h  

 Ce(NH4)2(NO3)6 1.9 x 10-1 3.6 h  

 
5’T 

CeO2ナノ粒子 8.6 x 10-1 48 min   

 Ce(NH4)2(NO3)6 2.8 15 min  

 
 
 
 
 
 
 
 

図 3 pcPNAのN末端に導入する
シアニン色素の構造 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4 酸化セリウムナノ粒子によるプラ
スミド DNA（pBR322）の切断。 
 



次に、酸化ランタン(Ⅲ)(La2O3)、酸化プラセオジム(Ⅲ ,Ⅳ) (Pr6O11)、酸化サマリウム
(Ⅲ)(Sm2O3)、酸化テルビウム(Ⅲ,Ⅳ) (Tb4O7)をそれぞれ用いて、同様のプラスミド DNAの切断
実験を行ったが、酸化セリウムの活性を超える希土類酸化物は見いだせなかった。 
 
（3）ペプチド核酸の修飾によるインベージョン効率の向上 
図 5に用いた基質DNAおよび pcPNAの配列を示す。50℃で 4時間 20分基質DNAと pcPNA
をインベージョンし、その後にNaCl加えて（終濃度を 100 mMとした）、さらに 50℃で 45分
間インキュベートした結果を図 6に示す。pcPNAを DNAに加えると移動度の少ないバンドが
それぞれの PNA の組み合わせで観測された。また、この新たに生じたバンドの強度は、
cypcPNA1+cypcPNA2 > cypcPNA1+pcPNA2, pcPNA1+cypcPNA2 > pcPNA1+pcPNA2の順で
高くなっている。さらに、ミスマッチを導入した化学合成 DNA（130 bp）を用いて、cypcPNA
および pcPNAのミスマッチ認識能を評価したところ、ミスマッチを導入すると新たなバンドは
生じなかった。これらの結果は、新たに生じたバンドがインベージョン複合体のバンドであるこ
と、さらに、インベージョン複合体がシアニン色素の効果で安定化していることを強く示唆して
いる。しかしながら、NaCl存在下でのインベージョン効率は十分ではなく、さらに何らかの修
飾を加える必要があることも明らかになった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 6 シアニン色素修飾 pcPNAによる二本鎖 DNAへのインベージョン。 
50℃で 4時間 20分インベージョン後にNaClを加えて（終濃度 100 mM）
さらに 45分間インキュベートした結果。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5(a) 基質 DNA（408 bp）の配列（斜体の部分が pcPNAの標的となる領域）、および、
(b)合成した pcPNAの配列。Dは核酸塩基が 2,6-ジアミノプリン、Uは核酸塩基が 2-チオ
ウラシルであることを示す。また、シアニン色素修飾 pcPNAは cypcPNAと表記する。 

(a)

TGCACCATTATGTTCCGGATCTGCATCGCAGGATGCTGCTGGCTACCCTGTGGAA
CACCTACATCTGTATTAACGAAGCGCTGGCATTGACCCTGAGTGATTTTTCTCTG
GTCCCGCCGCATCCATACCGCCAGTTGTTTACCCTCACAACGTTCCAGTAACCGG
GCATGTTCATCATCAGTAACCCGTATCGTGAGCATCCTCTCTCGTTTCATCGGTA
TCATTACCCCCATGAACAGAAATCCCCCTTACACGGAGGCATCAGTGACCAAACA
GGAAAAAACCGCCCTTAACATGGCCCGCTTTATCAGAAGCCAGACATTAACGCTT
CTGGAGAAACTCAACGAGCTGGACGCGGATGAACAGGCAGACATCTGTGAATCGC
TTCACGACCACGCTGATGAGCTT

(b)
pcPNA1 N末端--------(Lys)UUDCUGDUGD(Lys)(Lys)ーC末端
cypcPNA1 N末端-cyanine(Lys)UUDCUGDUGD(Lys)(Lys)ーC末端
pcPNA2 N末端--------(Lys)UCDUCDGUDD(Lys)(Lys)ーC末端
cypcPNA2 N末端-cyanine(Lys)UCDUCDGUDD(Lys)(Lys)ーC末端
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