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研究成果の概要（和文）：高効率かつ高度な多酵素反応を行う酵素複合体の構築を目指して、数珠を作るようにDNA鎖
に酵素を順番に結合させ、任意の順番で酵素を配置するための技術を開発するために研究を進めた。DNAに結合する「
滑る留め金タンパク質」を利用することにより、DNA鎖への酵素の結合を試みた。まず、安定な滑る留め金タンパク質
を古細菌より見出し、その諸性質を明らかにした。次に、DNAに結合させた酵素が抜け落ちないようにするために、酵
素複合体の形成開始点には DNA 結合タンパク質に見出した滑る留め金タンパク質を融合し、DNA上に酵素複合体を形成
させることに成功した。

研究成果の概要（英文）：We tried to develop a method that arrange the order of multiple enzymes on DNA to 
construct artificial multienzyme complexes that catalyze sophisticated sequential or concerted reactions. 
To retain enzymes on DNA, we focused on a DNA sliding clamp. A stable DNA sliding clamp was discovered 
from a archaeon and then characterized. A DNA-binding protein was immobilized on DNA at the starting 
point of complex formation to avoid drop-off of proteins fused to the DNA sliding clamp. As as result, we 
successfully constructed multienzyme complexes on DNA.

研究分野：酵素工学

キーワード： 酵素複合体　核内増殖抗原　古細菌　Metallosphaera sedula　DNA
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１．研究開始当初の背景 
酵素は優れた触媒として分析や食品工業、
物質生産などに広く利用されているものの、
主に利用されているのは単一酵素による単
一反応である。一方、生体内では複数の酵素
による逐次反応や共役反応、すなわち、多酵
素反応により様々な化合物が高効率に生産
されている。さらに、多酵素反応として有名
な TCA サイクルなどではメタボロンと呼ば
れる酵素複合体を形成している。複合体形成
は各酵素を分子レベルで近接させることに
より、酵素間の物質移動効率を向上させ、そ
の結果、全体の反応速度を大きく向上させる
だけでなく、中間生成物の分解を防ぐと考え
られている。そこで、近年、複数の酵素を人
工的に複合体形成させることにより高効率
な多酵素反応を行うことが盛んに試みられ
ている。中でも DNA を足場分子とする方法
は、酵素の配置制御ができるという利点を有
しているものの、化学修飾により一本鎖DNA
を酵素に付加する必要があり、普及性・実用
性に乏しい。そこで、DNA と混合するだけ
で酵素を順番に DNA 鎖上に配置する技術が
求められている。 
核内増殖抗原（PCNA）はリング状三量体
タンパク質であり、リングの穴に DNA 鎖を
通して結合し、さらに DNA ポリメラーゼな
どの DNA 関連酵素と結合し、これらの酵素
を DNA 鎖上で安定に保持する役割を担う。
そこで、数珠を作るように DNA鎖に PCNA
を順番に通していくことができれば、DNA
配列を認識することなく PCNA を介して
DNA 鎖上に酵素を順番に配置することが期
待できる。 

 
２．研究の目的 
本研究では酵素と融合した古細菌由来

PCNAをDNA鎖に順番に通していくことに
より、配列特異的な DNA 結合ドメインを付
加しなくても酵素を DNA 鎖上に任意の順序
で配置できることを明らかにする。さらに、
得られる酵素複合体の触媒活性を評価し、本
手法が多酵素反応に有用であることを示す
ことも目的とする。 

 
３．研究の方法 
(1)DNA 結合タンパク質の評価 
逐次的にDNA上に酵素を集積していくため
の開始点として、DNA 配列を認識し、強く結
合するタンパク質を利用することとした。
Xanthomonas 由 来 transcription 
activator-like effector (TALE)は DNA 塩基
を認識するモジュールの繰り返しから構成
されており、モジュールの並び換えにより結
合する DNA 配列を制御することができる。そ
こで、異なる DNA 配列を認識する三種類の
TALE タンパク質をデザインし、大腸菌により
発現させた後、クロマトグラフィー精製を行
った。 
得られた TALE タンパク質の DNA 結合性を

表面プラズモン共鳴現象(SPR)測定により評
価した。また、TALEタンパク質にPseudomonas 
putida 由来シトクロム P450 システムを構成
する P450cam、プチダレドキシン(PdX)、プチ
ダレドキシン還元酵素（PdR）を遺伝子的に
連結した融合タンパク質を構築した。DNA 上
で目的の位置に各タンパク質が配置される
ことを確認するために、これらの融合タンパ
ク質と DNA を混合し、PdR から PdX への電子
伝達と PdXから P450cam への電子伝達を評価
した。 
(2)安定なリング状ヘテロ三量体タンパク質
の探索 
PCNA リングの穴に DNA を通すよりも、DNA
上で PCNA リングを形成させる方が効率良く
PCNAに融合したタンパク質をDNA上に配置で
きると考えられる。また、PCNA 三量体を介し
てDNA上に酵素を配置することができたとし
ても、PCNA が三量体状態を維持できなければ、
配置した酵素が抜け落ちてしまう。そこで、
単独では単量体として存在し、混合により安
定なヘテロ三量体を形成する PCNA を探索す
ることとした。ゲノム情報より三つの PCNA
遺伝子を有する古細菌をリストアップし、配
列情報に基づいて PCNA を調製した。調製し
た PCNA のヘテロ三量化能を調べ、目的に適
した PCNA を決定した。さらに、ヘテロ三量
体状態を安定化させるために変異導入を行
った。 
(3)リング状ヘテロ三量体タンパク質を利用
したタンパク質の人為的な複合体形成 
決定した PCNA が安定なヘテロ三量体を形
成することを確認するために、P450cam、PdX、
PdR と融合し、これら三つのタンパク質が近
接した集積体の触媒活性のタンパク質濃度
依存性を調べた。 
(4)DNA 上での酵素複合体の構築 
PCNA サブユニットの一つを TALE に遺伝子
的に連結した融合タンパク質をDNAに結合さ
せた後、残り二つの PCNA サブユニットを添
加することにより DNA 上での PCNA リングの
固定化を試みた。PCNA リングの穴が DNA を通
していることを確認するために、PCNA との結
合により反応性を向上させる DNA リガーゼ 1
により DNA のニック修復反応を評価した。 
さらに、二つの PCNA サブユニットを遺伝
子的に連結した融合タンパク質、残りの PCNA
サブユニットに PdRまたは PdXを遺伝子的に
連結した融合タンパク質を順次、DNA を固定
したビーズに添加し、DNA 上に集積させた。
融合タンパク質を添加する順番を変えるこ
とにより PdRと PdX の配置を制御できること
調べるために、PdR から PdX への電子伝達を
評価した。 
 
４．研究成果 
(1)DNA 結合タンパク質の評価 
異なる配列 5’-TTATTTCTGTATCTTTGTT-3’
（配列１）、5’-TCACTCCCGCACCCTCGCC-3’
（配列２）、5’-TGAGTGCGGGAGCGTGGGG-3’



（配列）を認識するTALEタンパク質（TALE1、
TALE2、TALE3）は大腸菌により水溶性タンパ
ク質として発現させることができた。ただし、
低塩濃度下では凝集しやすいことが判明し
た。 
DNA を固定化したセンサーチップを用いて
DNA との結合性を評価したところ、デザイン
した TALE タンパク質は配列特異的に DNA と
結合し、さらに DNA からの解離速度は極めて
遅いことが明らかとなった。また、DNA の結
合性は高塩濃度下では低下することも明ら
かとなった。 
TLAE1 に PdR を融合した TALE1-PdR タンパ
ク質、TALE2 に PdX を融合した TALE2-PdX、
TALE3 に P450cam を融合した TALE3-P450cam
タンパク質はそれぞれ PdX、PdR、P450cam の
補因子に由来する吸収スペクトルを示した
ことから、TALE タンパク質との融合は PdR、
PdX、P450cam の活性に悪影響を与えないこと
が示唆された。 
PdR によって還元された PdX はシトクロム
ｃを還元できるという性質を利用し、PdR と
PdX の配置制御を評価した。配列１と配列２
を含む DNA 二重鎖と TALE1-PdR、TALE2-PdX
を混合したところ、DNA 非存在下と比べてシ
トクロムｃは速く還元された。配列１と配列
２の間に挿入する配列を長くするほど、シト
クロムｃの還元速度が低下することが明ら
かとなった。このことは配列１と配列２の間
の距離が PdR－PdX 間相互作用に影響を及ぼ
していることを示唆している。さらに、配列
１、配列２、配列３を含む Y字型 DNA を足場
として TALE1-PdR、TALE-PdX、TALE-P450cam
を集積したところ、分岐点から認識配列まで
の距離が PdRによる PdXの還元および PdXか
ら P450cam への伝達に影響を及ぼした。以上
より、TALE タンパク質によって DNA 配列特異
的にタンパク質をDNA上に配置できることが
明らかとなった。 
 
(2)安定なリング状ヘテロ三量体タンパク質
の探索 
既往の研究より、クレン古細菌の一部は三
つの PCNA を有し、それらはヘテロ三量体を
形成することが知られている。ゲノム情報よ
り、三つの PCNA 遺伝子を有するクレン古細
菌をリストアップし、実際に合成遺伝子を利
用して PCNA を発現させた。水溶性タンパク
質としての発現が困難であったり、単独で多
量体を形成する PCNA が あ る 中 で、
Metallosphaera sedula 由来 PCNAは単独では
単量体として存在することを見出した。そこ
で、M. sedula 由来 PCNA に関して諸性質を調
べた。 
三つの M. sedula 由来 PCNA（MsePCNA1、
MsePCNA2、MsePCNA3）を等モル濃度で混合す
るとヘテロ三量体を形成することがサイズ
排除クロマトグラフィーにより明らかとな
った。プルダウンアッセイにより MsePCNA1
と MsePCNA2 は結合するものの、MsePCNA3 は

MsePCNA1 あるいは MsePCNA2 には結合しない
ことが明らかとなった。しかし、MsePCNA3 は
MsePCNA1 存在下では MsePCNA2 に、MsePCNA2
存在下では MsePCNA1 に結合した。したがっ
て、MsePCNA1 と MsePCNA2 がヘテロ二量体を
形成した後、その二量体に対して MsePCNA3
が結合して、段階的にヘテロ三量体を形成す
ると考えられる。 
黄色蛍光タンパク質とシアン色蛍光タン
パク質をM. sedula由来PCNA末端に融合し、
蛍光共鳴エネルギー移動現象（FRET）を評価
することにより、M. sedula 由来 PCNA 間の相
互作用を評価した。その結果、MsePCNA1 の C
末端と MsePCNA2 の N 末端、MsePCNA2 の C 末
端と MsePCNA3 の N 末端が近接していること
が明らかとなり、M. sedula 由来 PCNA は
head-to-tail 様式のヘテロ三量体であるこ
とが明らかになった。 
M. sedula 由来 PCNAサブユニット間の相互
作用を定量的に評価するためにSPR測定を行
った。MsePCNA2 をセンサーチップに固定化し
たところ、MsePCNA1－MsePCNA2 間の解離定数
は 0.3 nM であり、MsePCNA3－MsePCNA1・
MsePCNA2 ヘテロ二量体間の解離定数は 43 nM
であった。同様にヘテロ三量体を形成する
Sulfolobus solfatricus 由来 PCNAにおいて、
ヘテロ三量体の解離定数が 200 nM であった
ことから、M. sedula 由来 PCNA はより安定な
ヘテロ三量体を形成することが明らかとな
った。 
ヘテロ三量体構造をさらに安定化させる
ために、サブユニット間へのジスルフィド結
合の形成を試みた。システイン残基を導入し
た変異体を構築し、ヘテロ三量化させた後、
酸化型グルタチオン存在下でインキュベー
トしたところ、選択的なジスルフィド結合の
形成を SDS-PAGE により確認した。 
(3)リング状ヘテロ三量体タンパク質を利用
したタンパク質の人為的な複合体形成 
MsePCNA1 に PdR を融合した MsePCNA1-PdR
タンパク質、MsePCNA2 に PdX を融合した
MsePCNA2-PdX タンパク質、MsePCNA3-P450cam
タンパク質を構築した。これらのタンパク質
を等モル濃度で混合するとヘテロ三量体を
形成した。PdR による PdX の還元および PdX
から P450cam への電子伝達は、各タンパク質
が近接したこのヘテロ三量体内で主に起こ
るため、効率良く P450cam が活性化され、高
い触媒活性を示した。S. solfatricus 由来
PCNA を利用して PdR、PdX、P450cam を複合体
形成させた場合と比べて、高い見かけの比活
性を示した。M. sedula 由来 PCNA は S. 
solfatricus由来PCNAよりも安定性の高いヘ
テロ三量体を形成するため、ヘテロ三量体を
形成している割合が高いためと考えられる。
したがって、M. sedula 由来 PCNA は安定な複
合体形成に有用であることが明らかとなっ
た。 
(4)DNA 上での酵素複合体の構築 
M. sedula 由来 PCNA ヘテロ三量体は M. 



sedula由来DNAリガーゼ１はニック修復活性
を向上させることを確認した。このことは M. 
sedula 由来 PCNA ヘテロ三量体 DNA スライデ
ィングクランプとして機能することを示唆
している。すなわち、M. sedula 由来 PCNA の
リングの穴にDNAを通すことができることを
示唆している。一方、SPR測定によりMsePCNA1、
MsePCNA2、MsePCNA3 は DNA 二重鎖に自発的に
は結合しないことを確認した。 
TALE2 に MsePCNA1 を 融 合 し た
TALE2-MsePCNA1 タンパク質は配列２を含む
DNA に結合することを確認した。ビーズに固
定した DNA に TALE2-MsePCNA1 を結合させた
後、MsePCNA2 に PdR を融合した MsePCNA2-PdR、
MsePCNA3 に MsePCNA1 を 融 合 し た
MsePCNA3-MsePCNA1、MsePCNA2 に PdX を融合
した MsePCNA2-PdX を順次添加し、DNA 上に
PdR と PdX を集積させた。この集積体による
シトクロムｃの還元速度は、MsePCNA2-PdR と
MsePCNA2-PdX のみを含む反応溶液の還元速
度よりも速く、DNA 上に集積していることが
示唆された。 
DNAに結合させたTALE2-MsePCNA1に対して、
MsePCNA2-PdR を 結 合 さ せ た 後 、
MsePCNA3-MsePCNA1とMsePCNA2を交互に添加、
最後に MsePCNA2 の代わり MsePCNA2-PdX を添
加し、PdR－PdX 間の距離の制御を試みた。
MsePCNA3-MsePCNA1とMsePCNA2の交互の添加
を繰り返す回数が増えるほど、シトクロムｃ
の還元速度は低下した。MsePCNA3-MsePCNA1
と MsePCNA2 の交互の添加を繰り返す回数が
増えるほど、MsePCNA2-PdX の結合量が低下し
たことから、シトクロムｃの還元速度が低下
したのは、配置制御により PdR－PdX 間距離
が長くなったためだけでなく、集積効率が低
下したことも一因と考えられる。集積効率を
向上させるためには、DNA に対する MsePCNA
サブユニットの配向やMsePCNA3-MsePCNA1融
合タンパク質における MsePCNA3 と MsePCNA1
の空間配置を制御する必要があると考えら
れる。したがって、MsePCNA3 と MsePCNA1 を
連結しているペプチドリンカーの最適化な
どの課題に取り組む必要がある。 
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