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研究成果の概要（和文）：開発したDNA整列固定法と単分子蛍光顕微鏡を用いて、様々なDNA結合タンパク質の機
能を解析した。DNAの形を制御するタンパク質（Fis、Nhp6A、HU）は、DNAと絶えず接触しながら“スライディン
グ運動”することが分かった。さらに、変異体の解析から、Fisは、アルギニンを用いてDNA配列を読みながら
DNA上を動くが、Nhp6Aは、天然変性領域でDNAに絡みつき、DNA上を動くことが分かった。また、細胞内では、多
くのDNA結合タンパク質がDNAに結合し、障害物となると予想されたが、Nhp6AはDNA上の障害物をすり抜けて移動
できることが分かった。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the function of DNA-binding proteins using developed DNA aligned
 array and single-molecule fluorescence microscopy. We found that architectural DNA-binding proteins
 slide along DNA with continuous contacts to DNA. We identified the key residues to affect the 
sliding dynamics using mutation analysis. Although we expected that DNA-binding proteins bound to 
DNA block the movement by proteins along DNA, we found that an architectural DNA-binding protein can
 bypass other DNA-binding proteins along DNA.

研究分野： 生物物理学

キーワード： DNA　DNA結合タンパク質　単分子蛍光顕微鏡　スライディング　拡散　障害物

  ２版
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
DNA結合タンパク質は、DNAの標的配列に結合し細胞の機能を制御することが知られている。本研究では、単分子
顕微鏡を用いて、実際にDNA結合タンパク質がDNA上の動きを可視化することで、分子レベルでのメカニズムを解
明した。また、DNA結合タンパク質の標的DNA配列への結合が阻害されると、様々な疾患になることも知られてい
る。将来的に、本研究で明らかとなったDNA結合タンパク質の機能メカニズムを用いて、DNA結合タンパク質の関
わる創薬研究が期待される。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｆ－１９－２ 
１．研究開始当初の背景 
DNA 結合タンパク質は、DNA の標的配列に結合し細胞の機能を制御する。DNA 結合
タンパク質の標的配列への結合が阻害されると、様々な疾患になる。DNA 結合タンパ
ク質の関わる創薬研究のためにも DNA 結合タンパク質の機能を解明する必要がある。
これまで、私たちは、DNA 結合タンパク質である p53（がん抑制蛋白質）が膨大な長
さの DNA の中から標的配列を探し出し結合するメカニズムの解明に焦点をあててき
た。しかし、DNA 結合タンパク質は、様々な立体構造や機能を持つため、標的配列探
索のメカニズムが異なる可能性が考えられた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、開発した DNA 整列固定法“DNA ガーデン”と単分子蛍光顕微鏡を用い
て、様々な DNA 結合タンパク質の機能を解析した。特に、Reid C. Johnson 教授（カリ
フォルニア大学ロサンゼルス校）が研究してきた、DNA 結合タンパク質を研究の対象
とした。 
 
（１）DNA の形を制御するタンパク質（Fis と HU と Nhp6A）、および、DNA の組み
換えに関わるタンパク質（Hin と A118）が DNA 上でどのように移動するのかを調べ
た。 
 
（２）DNA 結合タンパク質ごとにスライディング運動の速さが異なることに着目し、
スライディング運動を制御する部位の同定を行った。 
 
（３）DNA 上に HU や Fis などを障害物として配置し、そこを蛍光色素修飾 Nhp6A が
それら障害物を回避しながら動く過程を調べた。 
 
 
３．研究の方法 
（１）DNA 結合タンパク質の単分子計測。まず、大腸菌で、各 DNA 結合タンパク質
のシステイン変異体を発現させ、イオン交換やサイズクロマトグラフィーなどを用い
て精製した。次に、これらの DNA 結合タンパク質にシステインとマレイミドの化学反
応を用いて蛍光色素 atto488 を修飾した。さらに、DNA ガーデンを作成したフローセ
ルと単分子蛍光顕微鏡を用いて、蛍光色素を修飾した DNA 結合タンパク質が、末端を
固定した DNA 上を動く様子を観察し、各 DNA 結合タンパク質が DNA 上を移動する
“速さ”を計測した。 
 
（２）スライディング運動の制御部位の同定。Fis の DNA 結合に関与するアミノ酸を
アラニンに置換した変異体（4 種類）を、大腸菌を用いて発現し、液体クロマトグラ
フィーにより精製した。次に、単分子蛍光顕微鏡を用いて、Fis 変異体のスライディン
グ運動を計測した。同様に、Nhp6A の天然変性領域の欠損変異体とアミノ酸置換体を
作製し、単分子計測を行った。 
 
（３）DNA 結合タンパク質の障害物回避機構の解明。まず、DNA ガーデンを作成し
たフローセルに、HU や Fis などを導入し、それらを DNA 上の障害物とした。次に、
そのフローセルに蛍光色素修飾 Nhp6A を導入し、障害物の存在下で Nhp6A の DNA 上
での動きを観察した。 
 
４．研究成果 
（１）Fis と HU と Nhp6A の移動速度は塩濃度に依存しなかったことから、これらの
DNA 結合タンパク質が DNA 上を短い距離の結合解離を繰り返す“ホッピング運動”
ではなく、DNA と絶えず接触しながら“スライディング運動”することが明らかとな
った。スライディングの“速さ”を他の DNA 結合タンパク質と比較したところ、今回
計測した DNA 結合タンパク質は DNA 上で比較的遅いスライディング運動をし、スラ
イディングの“高い”自由エネルギー障壁を持つことが明らかになった（*Kamagata K., 
···, *Johnson R.C., Journal of Molecular Biology, 430, 655-667, 2018）。これは、Fis や HU な
どの DNA の形を制御するタンパク質は、DNA への結合時に DNA を変形させ、それ
らのスライディング運動が抑制されるためと考えられる。一方、Hin は、DNA に結合
するが、DNA 上をスライディング探索しないことが分かった。Hin は HU と Nhp6A と
は異なる探索機構を持っていると考えられる。 
 
（２）Fis の場合、85 番目のアルギニンをアラニンに置換すると、スライディング運
動が大きく促進することが明らかとなった。一方で、他のアミノ酸の変異は、スライ
ディング運動に影響を与えなかった。以上より、Fis は、85 番目のアルギニンを用い
て、DNA 配列を読みながら、DNA 上を動くと考えられる。 



同様に、Nhp6A の場合、DNA の隙間に入り込むアミノ酸を置換すると、スライディン
グ運動が促進した。一方、天然変性領域を欠損させると、スライディング運動が抑制
された。以上より、Nhp6A の天然変性領域が DNA に絡みつき、Nhp6A のスライディ
ング運動を可能にしていると考えられる。 
 
（３）障害物の有り無しのデータを比較したところ、数割の Nhp6A 分子は、DNA 上
で Hin や Fis などの障害物を通り抜けて移動できることが明らかになった。一方で、
DNA 上で動かなくなる Nhp6A も観測され、DNA 上で Nhp6A は Hin や Fis と安定な複
合体を形成していると考えられる。以上より、実際の細胞内で DNA には、多くの DNA
結合タンパク質が結合し、障害物となると予想されたが、DNA 結合タンパク質は障害
物の脇をすり抜けて移動するメカニズムを持っていることが分かった。 
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