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研究成果の概要（和文）：3本鎖核酸は、1本鎖核酸が2本鎖DNAに結合して形成され、下流の遺伝子発現を制御す
る。3本鎖DNA結合蛋白質は3本鎖核酸に結合することで、下流の遺伝子発現制御に関与する可能性が考えられ
る。本研究では、3本鎖DNA結合蛋白質が3本鎖核酸を認識する立体構造的基盤を明らかにした。また、3本鎖核酸
形成は生理的条件で通常不安定であるが、3本鎖DNA結合蛋白質が共存すると3本鎖核酸形成が促進されることを
明らかにした。また、3本鎖核酸が形成されると下流の遺伝子の転写が抑制され、短い転写産物RNAが得られるこ
とを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Triplex nucleic acid is formed when a single-stranded oligonucleotide binds 
to the target duplex DNA. Triplex nucleic acid formation is involved in the regulation of the 
downstream target gene expression. Triplex DNA binding proteins may be possibly involved in the 
regulation of the downstream target gene expression by binding to the triplex nucleic acid. In this 
study, we revealed the structural basis for triplex nucleic acid recognition of triplex DNA binding 
proteins. Also, we found that triplex DNA binding proteins promoted triplex nucleic acid formation, 
although triplex nucleic acid formation was usually unstable under physiological condition. 
Furthermore, we found that triplex nucleic acid formation repressed downstream target gene 
transcription to yield shorter transcript RNA.

研究分野： 核酸と核酸結合蛋白質の生物化学及び分子生物学

キーワード： 3本鎖核酸結合蛋白質　3本鎖核酸　3本鎖核酸認識　超遠心分析　X線小角散乱　等温滴定型熱量計　3本
鎖核酸形成促進　転写制御
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景 
(1)3本鎖核酸	  
	 3 本鎖核酸は、3 本鎖核酸形成用 1 本鎖核
酸(TFO: Triplex- Forming Oligonucleotide)
が2本鎖DNAに結合して形成される(①,②)。
標的遺伝子の発現制御領域の2本鎖DNAに、
外部から加えた TFO が結合して 3 本鎖核酸
を形成すると、立体障害で発現調節蛋白質が
当該領域に結合できず、下流の標的遺伝子の
発現を人工的に制御できる(①,②)。 
	 3本鎖核酸には、ピリミジン塩基(C,T)から
なる TFO が標的 2 本鎖 DNA に平行に結合
する平行型 3 本鎖核酸と、プリン塩基(A,G)
からなる TFO が標的 2 本鎖 DNA に反平行
に結合する反平行型 3本鎖核酸がある(①,②)。
平行型 3本鎖核酸形成時には、プロトン化 C
塩基(C+)が G:C塩基対に結合するため、平行
型 3本鎖核酸は酸性で安定であるが、中性で
不安定である(①,②)。このため、平行型 3本
鎖核酸形成を利用した、生体内での人工的遺
伝子発現制御は困難である。この改善のため、
TFOの塩基や糖部に化学修飾を施し、平行型
3 本鎖核酸形成を中性で促進する研究が、筆
者を含め国内外で進められている。一方、反
平行型 3 本鎖核酸では、TFO がプリン塩基
(A,G)からなるため、K+が存在する生理的条
件で、TFOが 4本鎖核酸など自己会合体を形
成し、標的 2本鎖 DNAに結合しにくく、反
平行型 3 本鎖核酸は形成されにくい(①,②)。
このため、反平行型 3本鎖核酸形成の研究は
遅れ、反平行型 3本鎖核酸形成を生理的条件
で促進する研究は殆どない。 
 
(2)3本鎖核酸結合蛋白質 
	 2 本鎖 DNA の一部がほどけて生じた 1 本
鎖核酸が同じ 2本鎖 DNA上の他の領域に結
合して、分子内で 3本鎖核酸を形成する。出
芽酵母STM1蛋白質(③)やヒトU2AF65蛋白
質(④)は 3 本鎖核酸結合蛋白質であり、分子
内で形成される反平行型 3本鎖核酸に結合し、
下流の遺伝子発現制御に関与する可能性が
考えられる。U2AF65が大腸癌組織で 3本鎖
核酸に結合する活性は大腸癌の進行度や転
移に伴って上昇する(④)。筆者は STM1 や
U2AF65 の部分欠失変異型蛋白質と反平行
型 3本鎖の結合能を解析し、STM1では N末
端 113 アミノ酸残基が、U2AF65 では N 末
端 98 アミノ酸残基が反平行型 3 本鎖との結
合に必要な 3 本鎖 DNA 結合ドメイン(TBD)
であることを解明している。また、
STM1TBDや U2AF65TBDが 1本鎖や 2本
鎖には結合せず、反平行型 3本鎖のみに特異
的 に 結 合 す る こ と 、 STM1TBD や
U2AF65TBD が反平行型 3 本鎖の塩基配列
よりも反平行型 3本鎖の形状を認識して結合
することを解明している。 
 
２．研究の目的 
(1)3本鎖 DNA結合蛋白質が反平行型 3本鎖
DNAを認識する立体構造的基盤の解明 

	 3 本鎖 DNA 結合ドメイン(TBD)と反平行
型 3本鎖 DNAの複合体の 3次元構造を解析
する。また、TBD側に点変異を導入して反平
行型 3本鎖 DNAとの結合活性の変化を解析
し、結合に重要な TBD 側のアミノ酸残基を
解明する。以上より、3 本鎖 DNA 結合蛋白
質が反平行型 3本鎖 DNAを認識する立体構
造的基盤の解明を目的とする。 
 
(2)3 本鎖 DNA 結合蛋白質による反平行型 3
本鎖 DNAの形成促進と、3本鎖 DNA結合蛋
白質を活用した、新規の人工的遺伝子発現制
御法の開発 
	 3 本鎖 DNA 結合蛋白質が生理的条件で塩
基配列に関係なく反平行型 3本鎖 DNAに結
合するならば、3 本鎖 DNA 結合蛋白質は反
平行型 3本鎖 DNAの形成促進に利用できる
と考え、検討する。また、分子内反平行型 3
本鎖 DNA を形成し得る配列の下流にレポー
ター遺伝子を挿入した in vitro転写系を構築
し、3 本鎖 DNA 結合蛋白質存在下のほうが
分子内反平行型 3本鎖 DNAが安定に形成さ
れ、レポーター遺伝子の発現を効率的に制御
できるかを検討する。以上より、3本鎖 DNA
結合蛋白質を反平行型 3本鎖 DNA形成時に
共存させることで、従来、未開拓であった、
生理的条件における反平行型 3本鎖 DNAの
形成促進を可能とし、3 本鎖 DNA 結合蛋白
質を活用した、新規の人工的遺伝子発現制御
法の開発を目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)3本鎖 DNA結合蛋白質の 3本鎖 DNA結
合ドメイン(TBD)の調製 
	 野生型 TBD をコードする遺伝子に一連の
点変異を導入した、点変異型 TBD の大腸菌
内発現用プラスミドを構築した。これを大腸
菌に導入し、一連の点変異型 TBD を発現し
た。野生型 TBD を単品に精製する方法と同
様の方法で、イオン交換カラムと疎水性カラ
ムを用いた HPLCで、可溶分画から一連の点
変異型 TBDを単品に精製した。 
 
(2)TFO や標的 2 本鎖 DNA や分子内 3 本鎖
DNAの調製 
	 TFOや標的 2本鎖DNA用相補鎖オリゴヌ
クレオチドや分子内 3本鎖 DNA用オリゴヌ
クレオチドを DNA 合成装置で合成し、逆相
カラムを用いた HPLC で精製した。標的 2
本鎖 DNA 用相補鎖オリゴヌクレオチド同士
や分子内 3本鎖 DNA用オリゴヌクレオチド
を緩衝液に溶解し、90℃で 5分間加熱後、室
温まで徐冷してアニーリングし、標的 2本鎖
DNAや分子内 3本鎖 DNAを形成した。 
 
(3) TBD-3本鎖 DNA複合体形成能のゲルシ
フト法による解析 
	 一連の濃度の TBD と 5’末端を 32P で標識
した 3本鎖 DNAを緩衝液中で混合後、室温
でインキュベートした。これを未変性ポリア



クリルアミドゲルで電気泳動し、3本鎖 DNA
単独と TBD-3本鎖 DNA複合体を分離した。
50%の 3本鎖DNAが TBD-3本鎖DNA複合
体を形成する TBD の濃度を、TBD-3 本鎖
DNA複合体形成の解離定数とした。 
 
(4)TBD 単独や分子内 3 本鎖 DNA 単独や
TBD-分子内3本鎖DNA複合体の超遠心分析 
	 TBD 単独や分子内 3 本鎖 DNA 単独や
TBD-分子内3本鎖DNA複合体を緩衝液に対
して透析した。透析後の溶液を透析外液で希
釈し、分析用超遠心システム(ベックマンコー
ルター)による沈降速度法で測定した。得られ
たプロファイルを解析し、沈降係数や摩擦比
を求めた。法政大学の雲財	 悟	 准教授との
共同研究で行なった。 
 
(5)TBD 単独や分子内 3 本鎖 DNA 単独や
TBD-分子内 3 本鎖 DNA 複合体の X 線小角
散乱による分析 
	 TBD 単独や分子内 3 本鎖 DNA 単独や
TBD-分子内3本鎖DNA複合体を緩衝液に対
して透析した。透析後の溶液を透析外液で希
釈し、Spring 8の BL45-SAXSのゲル濾過カ
ラム Superdex 200を装着したシステムで X
線小角散乱を測定した。得られたデータを解
析し、TBD単独や分子内 3本鎖 DNA単独や
TBD-分子内3本鎖DNA複合体のビーズモデ
ルを構築した。岐阜大学の藤澤	 哲郎	 教授
との共同研究で行なった。 
 
(6)TBD-分子内 3 本鎖 DNA 複合体形成の等
温滴定型熱量計による解析 
	 TBDと分子内 3本鎖DNAを緩衝液に対し
て透析した。透析後の溶液を透析外液で希釈
し、等温滴定型熱量計(マルバーン)のセルに
分子内 3本鎖 DNAを充填した。シリンジ中
のTBDを滴下し、発生する熱量を測定した。
得られたプロファイルを解析し、TBD-分子
内 3本鎖 DNA複合体形成の結合比、結合定
数、ギブス自由エネルギー変化、エンタルピ
ー変化、エントロピー変化を求めた。 
 
(7)3本鎖 DNA形成能のゲルシフト法による
解析 
	 一連の濃度の TFO と 5’末端を 32P で標識
した標的 2本鎖DNAをMg2+含有緩衝液中で
混合後、37℃でインキュベートした。これを
未変性ポリアクリルアミドゲルで電気泳動
し、標的 2本鎖 DNAと 3本鎖 DNAを分離
した。50%の標的 2本鎖 DNAが 3本鎖 DNA
を形成する TFOの濃度を、3本鎖 DNA形成
の解離定数とした。 
 
(8)分子内 3本鎖 DNA形成が in vitro転写系
に及ぼす効果の解析 
	 分子内 3本鎖 DNA形成配列を挿入したオ
リゴヌクレオチドを、Mg2+含有緩衝液中で、
90℃で 5分間加熱後、室温まで徐冷して分子
内 3本鎖 DNAを形成した。これを鋳型とし

て、T7 RNA ポリメラーゼと NTP と
[α-32P]CTPを添加して 37℃で 60分間インキ
ュベートして、転写反応を行なった。DNaseI
を添加して 37℃で 10分間インキュベートし
て、鋳型 DNA を分解し、[α-32P]標識された
転写産物 RNA のみにした。これを変性ポリ
アクリルアミドゲルで電気泳動した。 
 
４．研究成果 
(1)3 本鎖 DNA との結合に関与する TBD の
アミノ酸残基の解析 
	 3本鎖 DNA結合蛋白質の N末端領域に位
置する 3 本鎖 DNA 結合ドメイン(TBD)の塩
基性アミノ酸残基Lys, ArgをAlaに置換した
点変異型 TBDを調製した。野生型 TBDと反
平行型 3本鎖 DNAの結合活性、および点変
異型 TBD と反平行型 3 本鎖 DNA の結合活
性をゲルシフト法で解析した。TBD の Lys, 
Arg を Ala に置換すると、反平行型 3 本鎖
DNA との結合活性が低下した。これより、
TBD の Lys, Arg が、反平行型 3 本鎖 DNA
との複合体形成に重要なアミノ酸残基であ
ることが明らかとなった。 
 
(2) TBD 単独や分子内 3 本鎖 DNA 単独や
TBD-分子内3本鎖DNA複合体の超遠心分析 
	 TBDと分子内 3本鎖DNAの複合体の高次
構造や、分子内 3本鎖 DNAとの結合に伴う
TBD の構造変化の可能性を検討するため、
TBD単独や分子内 3本鎖 DNA単独や TBD-
分子内 3本鎖 DNA複合体の沈降係数や摩擦
比を超遠心分析で解析した。TBD単独の沈降
係数は 1.1 Sであり、摩擦比は 1.86であり、
TBDの濃度に対する依存性は無かった。分子
内 3本鎖 DNA単独の沈降係数は 2.4 Sであ
り、摩擦比は 1.58であり、分子内 3本鎖DNA
の濃度に対する依存性は無かった。TBD単独
でも分子内 3本鎖 DNA単独でも濃度依存性
が無かったことから、TBD も分子内 3 本鎖
DNA も単量体で存在していた。また、超遠
心分析から求められる、球状蛋白質の摩擦比
は通常 1.1-1.3程度である。しかし、TBD単
独でも分子内 3本鎖 DNA単独でも、これよ
りも非常に大きな値を示したことから、TBD
も分子内 3本鎖 DNAも球状から逸脱した細
長い形状を有していた。TBDは天然変性状態
であると考えられた。 
	 一方、TBD-分子内 3本鎖 DNA複合体の沈
降係数は、奇妙なことに分子内 3 本鎖 DNA
単独の沈降係数とほとんど同じ値であった。
下記の(4)の等温滴定型熱量計による解析で
示すように、TBDと分子内 3本鎖 DNAの結
合定数が 105 M-1程度であり、大きな値では
なかったことから、超遠心分析を行なう濃度
では、TBD-分子内 3本鎖 DNA複合体がほと
んど形成されていない可能性が考えられた。 
 
(3)TBD 単独や分子内 3 本鎖 DNA 単独や
TBD-分子内 3 本鎖 DNA 複合体の X 線小角
散乱による分析 



	 TBDと分子内 3本鎖DNAの複合体の高次
構造や、分子内 3本鎖 DNAとの結合に伴う
TBD の構造変化の可能性を検討するため、
TBD単独や分子内 3本鎖 DNA単独や TBD-
分子内 3本鎖 DNA複合体を X線小角散乱で
解析した。TBD単独でも分子内 3本鎖 DNA
単独でも、これらは球状から逸脱した細長い
形状を有していた。上記の(2)の超遠心分析か
ら得られた結果と一致した。 
	 一方、TBD-分子内3本鎖DNA複合体では、
細長い TBD の末端に分子内 3 本鎖 DNA が
結合するビーズモデルが得られた。分子内 3
本鎖 DNA との結合に伴う TBD の大きな構
造変化は見られなかった。また、TBD の N
末端側が分子内 3本鎖 DNAとは結合せず、
TBD の C 末端側が分子内 3 本鎖 DNA と結
合するモデルが得られたが、TBD の N 末端
側と C 末端側が逆になっている可能性も完
全には払拭できなかった。得られたビーズモ
デルを検証するため、TBD の N 末端側を欠
損し、TBD の C 末端側のみにした蛋白質を
調製し、分子内 3本鎖 DNAとの結合を解析
する予定である。 
 
(4)TBD-分子内 3 本鎖 DNA 複合体形成の等
温滴定型熱量計による解析 
	 TBDと分子内 3本鎖DNAの結合の熱力学
的特性を等温滴定型熱量計で解析した。結合
比はほぼ1であり、TBDと分子内3本鎖DNA
は 1:1 で結合した。結合定数は 105 M-1程度
であった。2 本鎖 DNA の塩基配列を特異的
に認識して結合する 2本鎖 DNA結合ドメイ
ンと 2本鎖 DNAの結合の結合定数と比較し
て、TBDと分子内 3本鎖 DNAの結合の結合
定数は小さかった。これより、TBDは分子内
3 本鎖 DNA に塩基配列非特異的に結合する
と考えられる。TBDが反平行型 3本鎖 DNA
の塩基配列よりも反平行型 3本鎖 DNAの形
状を認識して結合するという筆者の従来の
知見と一致する結果が得られた。また、エン
トロピー変化が負の値であった。2本鎖 DNA
結合ドメインが 2本鎖 DNAに塩基配列特異
的に結合する際には、脱水和に基づく正の値
のエントロピー変化が通常観測される。TBD
が分子内 3本鎖 DNAに結合する際には、こ
の脱水和に基づく正の値のエントロピー変
化の寄与に加えて、天然変性領域である TBD
が分子内 3本鎖 DNAに結合する際に折り畳
まり、この構造変化に基づく負のエントロピ
ー変化の寄与があり、全体として負の値のエ
ントロピー変化が観測されたと考えられる。 
 
(5)TBD の共存による反平行型 3 本鎖 DNA
の形成促進に関する解析 
	 TBDが生理的条件で反平行型 3本鎖 DNA
に塩基配列に関係なく結合するならば、TBD
は反平行型 3本鎖 DNAの形成促進に利用で
きると考え、検討することにした。このため、
TBD非存在下と存在下で、生理的条件におけ
る反平行型 3本鎖 DNAの形成能をゲルシフ

ト法で解析した。TBD存在下では TBD非存
在下に比べて、生理的条件における反平行型
3 本鎖 DNA の形成能が促進された。また、
促進の程度に差はあるものの、反平行 3本鎖
DNA の塩基配列に関係なく、反平行型 3 本
鎖 DNAの形成能が促進された。これは、TBD
が反平行型 3本鎖 DNAの塩基配列よりも反
平行型 3本鎖 DNAの形状を認識して結合す
るためと考えられる。 
	  
(6)分子内 3本鎖 DNA形成が in vitro転写系
に及ぼす効果の解析 
	 標的遺伝子の上流に形成された分子内 3本
鎖 DNAが転写活性に及ぼす影響を、T7RNA
ポリメラーゼによる in vitro転写系で解析し
た。T7プロモーター配列の下流に、分子内 3
本鎖 DNA 形成配列を挿入した DNA を鋳型
として、T7RNA ポリメラーゼによる転写反
応を行ない、転写産物 RNA を解析した。ま
た、標的遺伝子の上流に挿入した分子内 3本
鎖DNAの熱安定性をUV meltingで解析し、
分子内 3本鎖DNAの 50%が融解する融解温
度 Tmを解析し、分子内 3 本鎖 DNA の熱安
定性を評価した。分子内 3本鎖 DNAの熱安
定性が高い場合に、T7RNA ポリメラーゼに
よる転写活性が効率的に抑制され、短い転写
産物が大量に観察された。熱安定性の高い分
子内 3本鎖 DNAのほうが転写活性を効果的
に抑制すると考えられる。 
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