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研究成果の概要（和文）：ゲノム中の任意の塩基配列に高選択的に結合する分子を作製する事ができれば、ゲノムDNA
の編集や修飾、イメージング等多くの応用が考えられる。我々は、既存のゲノム編集タンパク質とは異なる性質を有す
る新たな分子を設計するために、Engrailed homeodomainタンパク質に注目し、B1H法を適用してその認識配列長を倍加
しうるリンカーを同定することに成功した。一方、タンパク質とDNA間の相互作用に重要なDNA構造の柔らかさをより正
確に調べるための手法として、X線結晶構造の電子密度マップからDNAの主鎖のゆらぎの情報を抽出する手法の開発を行
った。

研究成果の概要（英文）：Our purpose is to develop proteins with properties different from widely used 
genome-editing proteins such as TALEN and CRISPR. In this study, we rationally designed novel proteins 
based on engrailed homeodomain and confirmed the binding specificity using bacterial one-hybrid assay. We 
successfully designed molecules with a strong affinity and high specificity for the target sequence which 
has two engrailed homeodomain binding sites. Also, we developed a method to evaluate molecular 
flexibility of DNA using electron density map of X-ray crystal structures.

研究分野：分子生物学、構造生物学

キーワード： 転写因子　タンパク質・DNA相互作用　Bacterial One-Hybrid法
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
 
転写因子をはじめとする DNA 結合タンパ
ク質と DNA との相互作用は生命活動の最も
基本的なステップである。ゲノム中の任意の
塩基配列に高選択的に結合する分子を人工
的に作製する事ができれば、ゲノムの編集や
修飾、イメージング等多くの応用が考えられ
る。このような分子として、現在、TALEN、
CRISPR といった分子が特にゲノムを編集
する用途で広く使われ始めている[1]。しかし、
既存の転写因子には依然として選択性が不
十分であったり、活性があまり高くなかった
りという問題点がある。また、分子量が大き
すぎるため、活性・選択性を向上させるため
にリピート領域を多く繋ぐことも現実的で
はない。 
もしも、分子量が小さく、活性・選択性の
面で既存の転写因子を上回る分子を創成す
ることができれば、特に現在困難であるとさ
れているイメージングの領域で大きな発展
が期待できる。このような分子を用いて、あ
る特定の DNA 領域が細胞内でどのような動
態を有しているのかに関して、詳細な情報を
得ることが期待できる。 

 
２．研究の目的 

 
本研究では、最終的に既存の転写因子より
より活性や選択性が向上した分子を創成す
るために、２つの着眼で目的を設定した。 
（１）一つは、既存のゲノム編集酵素より
も分子量が小さいタンパク質を骨格に用い、
実験的なアプローチによって新たなゲノム
編集酵素を開発することである。本研究では
骨格として Engrailed homeodomainタンパ
ク質(以下 En と略す)に注目した。このタン
パク質は約 80 残基と小型ながら、6bp の認
識配列に単量体で非常に強く結合する性質
がある。更に、このタンパク質は変異体やホ
モログの網羅解析によって、様々な配列を認
識可能な変異体を作成可能であることが既
にわかっている。我々は、このタンパク質を
利用してリピート構造を作成することで、ゲ
ノム中の単一の箇所を認識できるだけの活
性・選択性が高い分子が創成できるのかどう
かを調べることが重要であると考えた。 
（２）もう一つは、DNA を計算機上でよ
り正確に取り扱う方法を開発することであ
る。本研究の範囲では、DNA の選択性に重
要な役割をはたすと言われている DNA の構
造の柔らかさを既存のデータから抽出する
方法論の開発を行うことに注力した。このよ
うな方法は、将来的には、DNA とタンパク
質との相互作用を予測する方法論の開発に
繋がると考えられる。 

 
３．研究の方法 

 
我々は一番目の着眼では、Meng らによっ
て報告されたBacterial One-Hybrid法（B1H
法）[2]を適用することで DNAへの選択性を
調べることとした。人工転写因子の研究では、
設計したタンパク質が期待通りの塩基配列
特異性を有することを実験的に確認する必
要がある。塩基配列特異性の測定には
SELEX と呼ばれる手法が広く使われている
が、手間・コストが大きく、サイクルを回す
ことに多くの時間がかかってしまう問題点
がある。そこで本研究では、B1H法を塩基配
列特異性検討のために採用した。この方法は
大腸菌を用いて結合配列を同定する方法で
あるが、手間・コストがそれほど大きくなく、
その上、生体内で配列特異性を検討するため、
in vivo での配列特異性を同定できる点に大
きな利点がある。なお、in vitro での活性選
択性の評価は EMSA法を用いて行った。 
二番目の方法論の開発では、PDBデータベ
ース中の既知の DNA 構造を統計的に処理す
ることで、DNA がどの程度の構造ゆらぎを
有しているのかを調べた。電子密度図の計算
等には、Phenix や CCP4 プログラムパッケ
ージを用い、統計計算には Pythonの Pandas
ライブラリ等を用いた。 

 
４． 研究成果 
 
Engrailed homeodomainタンパク質のリピ
ート構造作成について 
本研究では、2 つの En を様々な長さのリ
ンカーで繋いで、野生型の倍長の 12bp の配
列を特異的に認識可能な分子を作製できる
かどうかを検討した。 
 
(1) モデリング 
まず、ホモロジーモデリングによってどの
ようなリンカーを用いれば 2つのドメインが
DNA にタンデムに結合しうるのかを計算機
上で推定した。同時に、ドメイン間の立体障
害の可能性について検討した。得られたモデ
ルを図 1に示す。我々はこのモデルから、リ
ンカーとして数残基程度のフレキシブルリ
ンカーを用いれば、ドメイン間に立体障害を
生じることなく目的とする 12bp 長のターゲ
ット配列との結合が可能であると考えた。 
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図 1.タンデム型Engrailed homeodomain
の配向 
 

(2) 塩基配列特異性の評価 
コントロール実験として単量体の En を用
いて B1H 法の構築を行った。種々の大腸菌
株を検討して、ライブラリ作製および結合配
列の選択に適した菌株を同定した。これらの
菌株を用いて、28bp 長のランダム配列から
成るライブラリを作成し、B1H法で塩基配列
特異性を検討した。その結果、野生型および
既知の変異体(Q50K)の双方で、今までの報告
同様の配列特異性が得られることを確認し
た。 
この系を用いて、我々は、Q50K変異体同士
を Gly10, Gly5リンカーで繋いだもの、 およ
び、直接繋いだもの(Gly0)、更に、2 番めの
ドメインの最初の 3残基を削って繋いだもの
(ΔDEK)の 4 種類のタンパク質を作成し、こ
れらのタンパク質がどのような配列に結合
するのかを調べた。実験の概要と結果を図 2
に示す。この図は、作成したタンパク質が、
ランダム配列に比べて 12bp 長のターゲット
配列とどの程度特異的に結合しやすくなっ
たのか(P/Prand)を示している。モデリングか
ら期待したとおり、Gly0, Gly5配列がリンカ
ーとして適切であることを実験的にも裏付
けることが出来た。 
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図 2. B1H 法と検討したリンカーの長さ
の効果 
 

(3) in vitroでの結合定数の評価 
B1H 法では結合活性についての定量的な情
報が得られないため、我々は(2)で塩基配列特
異性を調べたタンパク質を大腸菌にて発
現・精製し、EMSA法を用いて解離定数を測
定した。結果の一部を Table1 に示す。リン
カーで繋いだタンパク質はいずれも目的配
列に対して元のタンパク質の 10 倍と極めて
高い結合活性を持っており、特に Gly5リンカ
ーの場合には、その結合活性は非常に良好で
あった。更に、このアッセイの条件下でも、
リンカーで繋いだタンパク質は目的配列に
対して高い選択性が確認できた。 
 
Table1.タンパク質・DNA間の解離定数 

Protein
Original
En(Q50K) Gly5 Gly10

D*
N
A

TAATCC 0.49 ±0.10 nM - -
(TAATCC)2 - 0.05nM 0.12 ±0.05 nM

Specificity** 3*103 2*105 9*104

*  TAATCC: d(CGCAGTG-TAATCC-CCTCGAC)
(TAATCC)2: d(CGCAGTG-TAATCC-TAATCC-CCTCGAC)
** Calculated by apparent Kd with or without Calf thymus DNA.  

 
本研究で得られタンパク質は依然として、
目的以外の配列にも結合する活性があり、改
良の余地は大きい。しかし、本研究によって、
Engrailed homeodomain を骨格に用いて分
子設計を行うことで、現在使われている
TALENやCRISPRとは異なる選択肢を与え
る可能性を示すことが出来た。 
 
 

DNA構造ゆらぎの統計解析 
タンパク質と DNA との塩基配列特異的な
相互作用には、DNA とタンパク質間の直接
的な相互作用だけではなく、DNA それ自体
がどの程度構造変化を起こしやすいのかが
重要な役割を果たしている[3]。今までに数多



くの DNA の結晶構造が得られているものの、
DNA のどのような配列・どのような構造が
どの程度柔らかいのか（どの程度ゆらぎやす
いのか）を網羅的に検証した研究はほとんど
ない。 
本来、結晶は多数の分子の集まりであるた
め、その X線結晶構造で得られる回折データ
には DNA が持つゆらぎの情報が含まれてい
ることが期待される。しかし、今までの解析
では結晶構造は静的であると考えられてき
たため、その中の動的な情報が見落とされて
きた可能性が高いのではないかと考えた。 
我々は結晶中の DNA のゆらぎの情報を取
り出すために、FoFc 差フーリエマップに注
目した。このマップは、測定された回折デー
タと、モデルから予測される回折データとの
差であるため、今までに見逃されてきたDNA
構造のゆらぎを直接反映していると考えら
れる(図 3)。この電子密度マップを網羅的に
再解析することで、今までに見落とされてき
た分子のゆらぎに関する情報を集めてくる
ことが可能になると考えた。 
 

(Fo) (Fc)
Diffraction

Model
FT

FT

Peak corresponding 
to minor conformation

Crystal

X-ray

 
図 3. FoFc差フーリエマップと分子のゆら

ぎ 
 
 まずは、差フーリエマップ上でどの程度の
強度のピークを同定すれば、ノイズではなく
シグナルを同定可能であるかを調べるため
に、DNAの代表的な 3つの構造を選んで、
構造因子に適当なガウシアンノイズを加え
て差フーリエマップを計算することで、電子
密度図上でのノイズの強度と存在確率を推
定した。分解能は 1.5Åとした。結果を図 3
に示す。この図から、3.5σをクライテリアに
用いた場合には、ノイズ由来のピークがある
原子の周りにたまたま生じる確率は 5%程度
と十分に低いことが分かった。また、その確
率は原子種によらなかった。 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4. シミューレションで得られた FoFc
差フーリエマップ上のノイズの確率 

 
次に、我々は、PDBデータベースから 1.5Å
以上の分解能を有する DNA の結晶データを
入手した。そして、1.5Å分解能での FoFc差
フーリエマップを計算した。 
そして、DNAの各原子の周りの 3.5σ以上
のピークの存在確率を調べたところ、リン酸
や糖の周辺にシミュレーションで推定した
よりも高い頻度でピークが観察されること
が分かった（図 5）。この方法を用いれば、
DNA の主鎖のゆらぎの情報が抽出できるこ
とを示している。また、特に、約 25％ものリ
ン原子周辺でピークが観察されたことは興
味深い。この事実は、結晶中であっても、DNA
の主鎖は今まで考えられていた以上に揺ら
ぎやすいことを示している。 
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図 5. DNAの各原子周辺での FoFc差フー
リエマップ上のピークの割合 

 
そこで、我々はリン原子周辺のピークの位
置と頻度を詳細に分析した。図６に結果を示
す。この図の ABCDはピークがリン酸基のど
の 3つの酸素原子が近いのかに対応している。
見つかるピークの位置や頻度は DNA の構造
によって全く異なっていることがわかった。
特に、他の構造と比較して、Z-DNA の RpY
ステップではピークの存在確率が高く、更に、
ピークの位置が ZI では A（major groove
側）,ZIIでは C(minor groove側)に局在して
いることが明らかになった。このピークの位
置が、ZI型と ZII型との間の構造ゆらぎに相
当していることを確認した(図 7)。 
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図 6 DNA の各原子周辺での FoFc 差フー
リエマップ上のピークの割合 

 

ZI

ZII

 
図 7 既存の ZI-ZIIのmulti conformation
と観察されたピークの重ねあわせ 

 
また、この解析を通じて、ポリアミンや塩
の局所的な環境が、Z-DNA の主鎖の構造ゆ
らぎに重要な役割を果たしていることが明
らかになった。一例を図 8に示す。この図は
Mg の局在環境では、ゆらぎが見られるが、
Ca と共在する際にはゆらぎが抑制されるこ
とを表している。同様のゆらぎの抑制がスペ
ルミンなどポリアミンとの結合の際にも観
察された。興味深いことに、Z-DNA 結合タ
ンパク質との相互作用においては、このよう
なゆらぎは抑制されており、タンパク質によ
る B-Z構造転移の際に、主鎖の構造ゆらぎの
抑制が重要な役割を果たしていることが示
唆された。 
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図 8. FoFc 差フーリエマップで見られる

ZI-ZII構造ゆらぎの差異 
 
今後は、この方法を適用して、DNA の配
列による違いや、Z-DNA以外のタンパク質・
DNA 相互作用を詳しく調べることで、DNA
のゆらぎやすさとタンパク質との相互作用
の関係を解析し、高選択的な転写因子の創製
につなげていきたいと考えている。 

 
現在、追加的な実験・統計解析を行い、論
文発表を予定している。 
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