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研究成果の概要（和文）：DNA結合蛋白質は、膨大なDNAの中から標的配列を探し出し、結合する。DNA結合蛋白
質の標的配列の探索には、実験的に検証しにくい“ホッピング”や“セグメント間移動”などの探索機構が存在
する可能性がある。本研究では、サブミリ秒の時間分解能の単分子蛍光装置、及びDNA整列固定法を開発し、DNA
上におけるDNA結合蛋白質の動きを単分子レベルで可視化し、その標的配列探索機構を調べた。開発する装置を
用いて、がん抑制の機能を持つp53がホッピングやセグメント間移動を使って、標的配列の探索を行っているこ
とを明らかにした。さらに、標的配列の認識の正確さやDNA上の障害物を回避する仕組みを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：DNA-binding proteins can search for and bind to the target DNA sequence 
among a huge non-target sequence. We hypothesized that the proteins use “hopping” and “
intersegmental transfer”, which is difficult to measure, during the target search. In this study, 
we developed sub-millisecond time resolved single-molecule fluorescence microscopy for DNA-binding 
proteins and aligned DNA array “DNA garden”, and investigated the target search mechanism of the 
proteins by visualizing the motion at single molecule level. We found that a tumor suppressor p53 
searches for the target DNA by hopping and intersegmental transfer. Furthermore, we revealed the 
accuracy for recognizing the target DNA and proposed the molecular mechanism for bypassing the 
obstacles on DNA.

研究分野：生物物理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
がんなどの疾患は、p53などのDNA結合蛋白質がDNAの標的配列を探索できず結合できないことに起因するため、
DNA結合蛋白質の標的配列探索の仕組みの解明は重要である。本研究の特徴は、p53が標的配列を探索する過程を
可視化し、従来の方法では計測が難しい、ホッピングやセグメント間移動による探索を検証することである。マ
イクロ秒時間分解単分子計測法は、DNA結合タンパク質の機能の解明に貢献する。さらに、開発したDNA整列固定
法は、世界でもっとも簡便で単純な方法である。このDNA整列固定による単分子計測は、様々なDNA結合蛋白質の
探索の仕組みの解明、薬候補のスクリーニングなどの創薬に使用できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
DNA 結合蛋白質は、膨大な長さの DNA の中から標的配列を探し出し、結合することで、細胞
の機能を調整する。細胞内で短い時間で遺伝子の転写を制御できることから、DNA 結合蛋白質
は“正確さ”と“速さ”を兼ね備えた探索機構を持つと考えられる。現在までに、DNA 上を滑
るように標的配列を探索する“スライディング”や DNA 上で解離と再結合を繰り返し標的配
列を探索する“3 次元探索”の 2 つの探索機構が提案されている。その他の機構として、DNA
上の短い距離をぴょんぴょんと跳ぶように探索する“ホッピング”や DNA 上のある部位から
別の部位へ移動する“セグメント間移動”の探索機構が理論的に提案されているが、その存在
は実験的に明らかにされていない。さらに、配列探索時の“正確さ”が何に起因するのか、ま
た DNA 上の障害物をどのように回避するのかも明らかにされていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、サブミリ秒の時間分解能の単分子蛍光装置、及び DNA 整列固定法を開発し、DNA
上における DNA 結合蛋白質の動きを単分子レベルで可視化し、その標的配列探索機構を調べる
ことを目的とした。 
(1) サブミリ秒の時間分解能の単分子蛍光装置の開発を行った。 
(2) ガラス基板上に DNA の末端を一列に揃えて固定する方法“DNA ガーデン”の開発を行った。 
(3) 開発した方法を用いて、がん抑制の機能を持つ p53 をモデル蛋白質として用いて、“ホッピ
ング”の探索機構の有無を調べた。 
(4) “セグメント間移動”を検証するため、十字の DNA 固定法を開発した。p53 を用いてセグ
メント間移動の探索機構の有無を調べた。 
(5) p53 が DNA の標的配列を認識し結合する機構、およびその制御機構を調べた。 
(6) 上記の結果を踏まえて、DNA 結合タンパク質が DNA 上の障害物を回避し、標的 DNA を探索
する仕組みを考察した。 
 
３．研究の方法 
(1) 高出力レーザーの全反射照明と高感度でマイクロ秒の分解能のラインスキャン型検出器を
組み合わせた全反射蛍光顕微鏡を作製した。 
(2) MPC（2-メタクリロイルオキシエチルホスホリルコリン）ポリマーによるガラス基板のコー
ティングと PDMS（ポリジメチルシロキサン）スタンプによる DNA 接着分子のスタンプを組み合
わせ、DNA の末端を一直線上に揃えて固定した。 
(3) サブミリ秒の時間分解能の単分子蛍光装置を用いて、蛍光色素修飾した p53 が、DNA ガー
デン法によりガラス基板に固定された DNA 上を動く様子を撮影した。 
(4) 上記の DNA ガーデン法を改良し、ガラス基板上に十字の DNA を作成した。全反射蛍光顕微
鏡を用いて、蛍光色素修飾した p53 が 2 本の DNA 間を移動するかどうか（セグメント間移動）
を計測した。 
(5) p53 の標的を組み込んだ DNA を作成し、全反射蛍光顕微鏡を用いて、蛍光色素修飾した p53
の標的配列への結合過程を観測した。 
 
４．研究成果 
(1) 500 マイクロ秒の時間分解能を達成し、時間分解能を従来法の約 50 倍向上させることに成
功した。 
(2) DNA の末端を一直線上に揃えて固定する方法“DNA ガーデン”の開発に成功した。開発した
方法は、観測視野内の DNA 数を増やし、一度に 10,000 分子の DNA 結合蛋白質のデータの取得を
可能にした。 
(3) DNA 上での p53 の時系列データには、DNA と接触した状態で移動する“スライディング”に
加えて、短い距離の“ホッピング”が含まれているこが明らかとなった。従来の方法では“ホ
ッピング”が時間平均により“スライディング”の中に埋もれ、検出することが難しいが、マ
イクロ秒の分解能での計測により“ホッピング”を“スライディング”から分離して検出する
ことに成功した。 
(4) ガラス基板上に 2本の DNA を十字に固定する方法の開発に成功した。蛍光色素修飾 p53 が
DNA 間を移動する様子が頻繁に観察された。p53 は、プラスの電荷をもった天然変性領域を用い
て、DNA 間を高速で移動することが明らかとなった。 
(5) p53 の標的配列への結合過程を観測したところ、約 10%の分子が結合に成功したが、残りの
分子は結合に失敗し通り過ぎることが明らかとなった。これまで結合の成功率は 100%と考えら
れてきたが、p53 の場合は 10 分の 1と低いことが分かった。さらに、標的への結合の成功率が
p53 の転写活性と相関があることが明らかとなった。 
(6) 上記の結果をまとめると、p53 は DNA 上に障害物があったとしても、“ホッピング”や“セ
グメント間移動”を用いて、障害物を回避し、効率よく標的 DNA 配列の探索を行っていること
が明らかとなった。 
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