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研究成果の概要（和文）：天然亜鉛フィンガータンパク質をリデザインすることによって、DNA

加水分解機能をもつ制限酵素様分子、長いＤＮＡ塩基配列に結合する遺伝子制御分子、あるい

は細胞内亜鉛濃度に応答したスイッチ機能をもつ人工転写分子など新しい機能を有する人工タ

ンパク質の創製に成功し、これら人工タンパク質の薬学的応用を検討した。 

 

研究成果の概要（英文）：By re-design of native zinc finger proteins, the following artificial 
proteins were created: (1) restriction enzyme-like molecule possessing DNA hydrolytic 
ability, (2) genome-regulating molecule with long DNA base recognition, and (3) 
metal-responsive artificial transcriptional switcher. The pharmaceutical application of 
these new proteins were investigated in this work. 
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１．研究開始当初の背景 

 近年、ゲノムや遺伝子に関わるプロテオミ

クスなどバイオ全般に関して、化学を基礎に

して行う研究は、遺伝子診断、バイオチップ、

ゲノム創薬、バイオセンサー、バイオナノ材

料など極めて広い応用分野が広がっている。

将来の巨大なゲノム関連産業創出のために

は、“物をつくり出せる”ゲノム化学の研究

が重要と考えられる。ヒトゲノム配列の解析

がほぼ完了し、各種遺伝子・遺伝子産物の機

能解析が進む中で、今後、各種遺伝子の機能

や遺伝子産物の発現量を調節・制御する戦略

や手法の開発が重要な課題となる。 

実際、遺伝子の転写・発現を制御し、タンパ
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ク質量を調節することは疾病の予防・治療に

有効な手段となり得るだろう。それ故、生体

内タンパク質、特に天然転写因子を基に新た

に分子設計した転写制御物質の開発は、高い

生物活性が期待でき有望と考えられる。そこ

で、ゲノム化学に基づいてコンビナトリアル

バイオエンジニアリングおよび天然タンパ

ク質のリデザインなどの手法を適用するこ

とによって、転写因子に見られる亜鉛フィン

ガーモチーフを基礎に人工的な転写制御を

指向した新しい機能性金属フィンガーの創

製をデノボ・デザインなどタンパク質工学や

遺伝子工学的手法を駆使して達成すること

を目指した。 

 

 
２．研究の目的 

 天然亜鉛フィンガーモチーフを基礎にし

て、人工的な転写制御を指向した新しい機能

性金属フィンガーの創製を蛋白質工学・遺伝

子工学的手法を駆使して達成することを目

標にしている。亜鉛フィンガーは、（1）亜鉛

が蛋白質の高次構造形成に関わっている、

（2）約 30アミノ酸残基からなるコンパクト

な構造は、ランダム変異によるライブラリー

作製に適している、（3）直列に複数個繋がっ

た構造は、モジュールの連結体と見ることが

できる、など機能改変による新規蛋白質のデ

ザインに極めて有効な特徴を有している。本

研究では、亜鉛をはじめコバルト、ニッケル、

鉄、銅などの他の金属が結合するような新規

金属フィンガーを選択し、結合金属の化学的

性質を生かすことによって、酸化還元型転写

因子や光駆動型転写因子などの金属フィン

ガー型遺伝子制御分子の開発に努める。また、

亜鉛フィンガー蛋白質の DNA 塩基配列認識

能を改変し、種々の DNA 配列に対応した亜

鉛フィンガー蛋白質のテーラーメイド作製

を遂行する。他方、このような点変異に対し

て、蛋白質の 2次元構造ユニットを交換して

新しい人工亜鉛フィンガー蛋白質のデザイ

ンに適用する所謂、”ドメイン“交換の手法

についても進展させる。さらに、予備的検索

で見つけた“His4型亜鉛フィンガー”の DNA

リン酸エステルの加水分解作用を明らかに

するとともに、ヒト・テロメア配列の認識と

切断など医学・薬学的応用を目指した検討を

行う。 

 
 
３．研究の方法 

 先ず、モジュール型新規金属含有核酸結合

モチーフの創製と機能に焦点を当てるため、

天然に存在する亜鉛フィンガー蛋白質の構

造を基にリデザインした蛋白質による DNA

結合性、金属結合性、及び転写活性化能など

について検討を行った。新規蛋白質はペプチ

ド合成法および遺伝子工学的手法を用いて

得た。DNA結合活性は転写因子 Sp1の結合

配列である GCボックス DNAおよび数種の

変異 GCボックス DNAへの結合を電気泳動

法により定量的に評価した。得られた蛋白質

の構造については、円偏光二色性スペクトル

や NMRスペクトルなどの各種分光学的手法

により確認した。転写活性化能の実験は、

HeLa 細胞中、レポーター遺伝子を用いて転

写活性化量を測定した。 

 選択された新規モチーフを直列に連結さ

せたマルチ亜鉛フィンガー蛋白質の調製を

行い、新規モチーフのモジュール化構築の可

能性について検討した。また、金属フィンガ

ーの順序の入れ替え、認識へリックス中のア

ミノ酸への変異導入、金属配位基システイン 

のヒスチジンへの変換などのアプローチに

よる DNA 認識の改変についても追究する。

さらに、アルギニン型輸送ペプチドを用いて

これら蛋白質を細胞内に導入し、転写機能・

細胞機能の制御についての可能性を検討し



 

 

た。 

 他方、異なる DNA 塩基配列を認識する二

つの亜鉛フィンガードメインを DNA 切断能

を有するセリウム結合ペプチドや His4 型亜

鉛フィンガーペプチドによって連結したキ

メラ亜鉛フィンガー蛋白質を作製し、エンド

ヌクレアーゼ型の人工ヌクレアーゼの構築

を達成した。このような機能性リンカーの導

入は、新しい機能を有する人工亜鉛フィンガ

ー蛋白質の創生に対する有効な一つの方法

と考えられる。 

 

 
４．研究成果 

 先ず、選択された亜鉛フィンガーモチーフ

を直列に 3個、6個及び 9個を連結させた蛋

白質を創製し、そのマルチ亜鉛フィンガー蛋

白質の転写活性化能をヒーラー細胞を用い

て、ルシフェラーゼ遺伝子を組み込むことに

よって測定したところ、3－、6－、9－マル

チ亜鉛フィンガー蛋白質の順に転写活性化

能は増加した。特に、9－亜鉛フィンガー蛋

白質の活性は高く、亜鉛フィンガーのマルチ

化の意義を機能面から明らかにした点は価

値がある。また、ゲルシフト法による DNA

結合能は、9－、6－、3－マルチ亜鉛フィン

ガー蛋白質の順に減少した。一般に、亜鉛フ

ィンガーの個数が増すほど、DNA への結合

親和性が増加すると考えられる。ゲノム中単

一塩基配列の標的には亜鉛フィンガーのマ

ルチ化が有効であり、27塩基対の DNA配列

を標的とする 9－亜鉛フィンガー型転写因子

が標的配列存在下でのみレポーター遺伝子

を活性化することを明らかにした。しかし、

セミスぺシフィック標的配列との強い相互

作用を生じることもあり、結果として細胞内

での機能発現の遅延などの影響を及ぼす可

能性が推定された。これらの知見は、人工マ

ルチ亜鉛フィンガー蛋白質の機能を最適化

する上で極めて重要である。 

 His4 型亜鉛フィンガードメインがアミノ

酸エステルやリン酸エステルの加水分解能

を有し、このドメインが触媒部位として活用

できることを見出したので、His4型亜鉛フィ

ンガードメインを Sp1のような DNA塩基配

列特異的結合能をもつ 3つの亜鉛フィンガー

が連結したドメインに結合させた新しい亜

鉛フィンガー蛋白質を設計・作製した。この

混合型亜鉛フィンガー蛋白質は、DNA 切断

部位と DNA 結合部位とを併せ持った制限酵

素類似の触媒作用を示した。 

 異なる DNA 塩基配列を認識する二つの亜

鉛フィンガードメインを機能性リンカーで

ある 12 アミノ酸残基から成るセリウム結合

ペプチド配列によって連結した新しいキメ

ラ亜鉛フィンガー蛋白質を設計し、エンドヌ

クレアーゼ型の人工ヌクレアーゼを構築し

た。本研究では、ゲノム化学を基礎にして

種々の機能を有する亜鉛フィンガー蛋白質

のデザインを行い、標的 DNA に対する認

識・結合・切断などを検討し、転写制御機能

や遺伝子発現制御機構などの展開を行い、い

くつかの価値ある成果を得た。 
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