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研究成果の概要（和文）：転写調節などの様々な機能を担うDNA結合タンパク質の効率的な解析法とクローニング法に
ついて，光を照射するだけで共有結合をつくる性質をもつ光反応基を利用して開発研究を実施した．従来法では不可能
であった複数のDNA結合タンパク質の同時解析を可能とした光化学的ゲルシフトアッセイ法を開発し，核抽出液を用い
た実験でその解析能力の高さを実証した．光反応性DNAを分子生物学的手法であるパニング法や機器分析法である質量
分析法と組合せることで光化学的クローニングを実施するための基礎的な実験を実施した．さらに，本解析法のターゲ
ットとなる脳神経疾患の基礎的な知見を得ることができた．

研究成果の概要（英文）：We developed the new method for analysis of DNA-binding proteins, which play the v
arious physiological roles such as transcriptional regulation, using photo-reactive compound, which is abl
e to form the covalent bond by light irradiation. Our photochemical gel-shift assay reveals that octamer D
NA binds several proteins of nuclear extract. We further examined the photochemical cloning methods combin
ing with molecular biological technique, phage panning or instrumental analysis of mass spectrometry. We a
lso analyzed expression pattern and fibrillation of cranial nerve disease, which is a target disease for p
hotochemical methods in this study.

研究分野：
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１．研究開始当初の背景 
 
DNA 結合タンパク質は転写調節を始め

様々な生理的機能を担っており，重要なタ

ーゲット高分子である．特異的な DNA に
結合するタンパク質があるかどうかを調べ

る方法として，ラベルした DNA を利用し
たゲルシフトアッセイが一般的である．ま

た，目的の DNA 結合タンパク質をクロー
ニングする手段として DNA アフィニティ
ーカラムを利用する方法や酵母細胞内で結

合実験を行う Yeast One Hybrid法がよく知
られている． 

 
我々は光反応基を利用した Chemical 

Biologyの新技術の創製を目指している．光
反応基は光照射をすると近くの分子と共有

結合する性質をもち，光を照射するだけで

２つの分子の弱い結合を強い結合に変化さ

せることができ，２つの分子の相互作用解

析に威力を発揮する．分析感度を飛躍的に

高めるとともにこれまで不可能であった分

析を可能にする潜在能力を秘めている． 
 
光反応基ジアジリンは生命現象の解明に

最も適した化学的性質をもつものの，合成

の難しさから，なかなか生化学者に利用し

てもらうことが難しい．我々は，ジアジリ

ンを利用しやすいツールとすることを目的

に，最もシンプルなジアジリン化合物に足

掛かりとなる官能基を位置特異的に直接導

入する効率的で簡便な合成技術を確立して，

光反応性の生体リガンドを創製する基礎的

技術「光反応ユニット化技術」を構築した．

特に，DNAにジアジリンを導入する方法は
簡便で再現性の高い方法である．DNAの特
定位置に光反応基を導入することができる

優れた方法である． 
 
 
２．研究の目的 

 
本研究の目的は，上述の DNA にジアジリ

ンを導入する光反応ユニットを利用し，DNA
結合タンパク質の網羅的な解析法およびク

ローニング法を開発すること，さらには，ア

ルツハイマー病やプリオン病などのコンフ

ォメーション病に着目し，未だ明らかでない

発症時の DNA 結合タンパク質の質的および
量的な変化を，開発した技術で解析すること

である．	
 

	
 

具体的な目標として，①DNA結合タンパク
質の網羅的解析法の開発，②光化学的パニン

グ法を利用した DNA 結合タンパク質のクロ
ーニング法の開発，③切断性光反応ユニット

の開発と質量分析法を用いた DNA 結合タン
パク質のクローニング法の開発，④コンフォ

メーション病であるプリオン病やアルツハ

イマー病の基礎的解析と本研究で確立した

解析技術の応用の４つを掲げた．	
 

	
 

 
３．研究の方法 
	
 

①〜③（DNA 結合タンパク質の網羅的解
析法の開発，光化学的パニング法を利用した

DNA 結合タンパク質のクローニング法の開
発，切断性光反応ユニットの開発と質量分析

法を用いた DNA結合タンパク質のクローニ
ング法の開発）について，DNA 結合タンパ
ク質と DNA との組合せのモデルとして，
POU タンパク質と octamer DNA 配列

（ATGCAAAT）との組合せを利用した． 
 
④（コンフォメーション病であるプリオン

病やアルツハイマー病の基礎的解析）につい

て，プリオンタンパク質の断片を化学合成し，

それらペプチドのコンフォメーション変化

と線維化の様子を調べた．また，重要な脳疾

患である脳血管性認知症に繋がる亜鉛の影

響について発現解析を実施した．	
 

	
 

	
 

４．研究成果	
 
 

【①	
 DNA 結合タンパク質の網羅的解析法
の開発】	
 

	
 octamer DNA配列（ATGCAAAT）を持つ
DNA 鎖の末端にビオチンを導入して可視化
できるタグとして利用した．また，チオリン

酸基の位置を変えた DNA 鎖を複数合成し，
光反応ユニットを導入する位置を変化させ

た．光反応基としてジアジリンとベンゾフェ

ノンを使用して，発現した POU タンパク質
への結合実験を行った． 
 
	
 光反応基を導入する位置については調べ

た限りにおいて，ラベル効率に大きな影響を

与えなかったが，光反応基としてベンゾフェ

ノンに比べてジアジリンの方が短時間でラ

ベルが可能であることが明らかになった．試

料となるタンパク質，リガンドの DNAへの
影響を考えると短時間の照射で実験できる

ことは望ましいといえ，光反応基としてジア

ジリンが優れているといえる．	
 
 
ジアジリンを持つ DNA鎖をリガンドとし

て，核抽出液を利用して DNA結合タンパク
質の解析実験を行った．その結果，octamer 
DNA配列（ATGCAAAT）に結合するタンパ
ク質が複数ラベルされ，１枚ゲル上で識別す



ることができた． 
 
現行のゲルシフトアッセイでは，DNA と

タンパク質との結合を保つためにネイティ

ブゲルでの電気泳動で解析する必要があり，

解析能力は結合タンパク質の有無が分かる

程度であった．本研究で開発した光化学的ゲ

ルシフトアッセイは，光反応基により両者が

共有結合で結ばれるため，変性ゲルでの解析

が可能で，解析能力も高く，複数の DNA結
合タンパク質を同時に解析することが可能

になった． 
 

【②	
 光化学的パニング法を利用した DNA

結合タンパク質のクローニング法の開発】	
 
 
我々が光反応性ペプチドで構築した光化

学的パニング法を利用して，DNA 結合タン
パク質のクローニング法の開発を行った．光

化学的パニング法は，従来のパニング法に比

べて 1000 倍もの選択効率をもつ．それは，
例えれば従来法が糸に餌をつけて釣りをす

るようなものであったのに比べ，光化学的パ

ニング法はきちんと針の付いている釣りで

あるといえる．光反応基が針の役目をして，

狙ったタンパク質を離さない役目をしてい

る（下図）．	
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①で成果のあったビオチンをもつ光反応

性 DNAを利用して，POUタンパク質を発現
したファージをどの程度の効率で回収でき

るかを調べた． 
 
POU タンパク質を提示した“ポジティブ”

ファージを野生株ファージ中に混合した疑

似ライブラリーで選択効率を検討した結果，

選択効率が数倍と非常に低い選択効率であ

った．DNA への光反応基の導入位置，POU
タンパク質の発現する部分，アッセイ方法な

どを，様々に変えて実験を行ったが，選択効

率は思ったほど向上しなかった．ファージへ

提示したタンパク質の機能に問題があると

考えられた．そのため，ヒト cDNA 発現提示

ライブラリーを利用した実験には至らなか

った． 
	
 
【③	
 切断性光反応ユニットの開発と質量
分析法を用いた DNA 結合タンパク質のクロ

ーニング法の開発】	
 
	
 

	
 質量分析法はタンパク質やペプチドを高

感度で分析できる方法であり，光反応基を利

用すれば，ラベルされたアミノ酸残基を

MS/MS 解析で決定することができ，DNA 結
合部位の構造情報も得ることができる．タン

パク質にラベルされたときに DNA が残って
いると質量分析で邪魔になるため，DNAを切
断し，小さなダグだけを残すような方法を確

立する必要がある． 
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 我々は acrylsulfonamide切断系を用いて，切
断型光反応実験で成果を得ているが，光反応

ユニットとして簡便なジスルフィド結合を

もつユニットを利用することした．合成した

光反応ユニットを利用して，DNA鎖への導入
を試みたが，再現性良く導入できる方法を見

つけることができなかった． 
 
【④	
 コンフォメーション病であるプリオ

ン病やアルツハイマー病の基礎的解析と本

研究で確立した解析技術の応用】	
 

	
 

	
 プリオンタンパク質の断片であるペプチ
ドを利用して，構造変化に伴う線維化の様子
を調べた．長さの異なるペプチド鎖を利用し
て調べた結果，長さが１個違うだけで，線維
化が大きく異なることを見出した．アルツハ
イマー病に関連するアルツハイマーβタン
パク質についても，末端構造の変化が線維化
に大きく影響することも見出した．	
 
	
 
	
 また，脳血管性認知症で重要なキー物質で
ある亜鉛を加えたときに発現量が変化する
mRNAを解析した結果，転写調節因子を含む
様々なタンパク質の変動を見出すことがで
きた． 
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