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研究成果の概要（和文）：人工的な遺伝子回路形成は様々なフィードバック制御を理解する上で

の新しい方法になると期待されている。そのような遺伝子回路において機能する転写因子など

の調節タンパク質は、様々な DNA 結合特性を有しており、系統的に特性の異なる人工タンパ

ク質や、その機能を人為的にスイッチできるタンパク質は、モデル系の構築に有用であると考

えられる。そこで本研究では、標的 DNA 結合配列、親和性、選択性、速度論的特性、などの

DNA結合特性が異なる人工亜鉛フィンガー型DNA結合タンパク質および人工転写因子の創製

を行った。また、金属イオン応答性の DNA 結合能および転写活性化能を示す人工 DNA 結合

タンパク質および人工転写因子の創製に成功した。 

 
研究成果の概要（英文）：Artificial gene circuits is expected to provide a new way to 

understand various biological events controlled by feedback regulations. Towards the usage 

of such artificial gene circuits, artificial DNA binding proteins with various DNA binding 

properties, such as DNA binding affinity, selectivity, kinetics et al., would be important 

tools. So artificial zinc finger-type DNA binding proteins and transcription factors with 

various properties for DNA binding were created and examined the functions. 

Metal-responsive artificial DNA binding proteins and transcription factors were also 

successfully created. 
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１．研究開始当初の背景 
 サーカディアンリズムや代謝調節におい
ては、フィードバック機構を介して遺伝子の
発現量が調節されている。このような遺伝子
の周期的発現のメカニズムの理解に向けて、
分子生物学的アプローチによる、天然タンパ
ク質の解析は精力的に行われている。しかし、
システムが複雑なため、まだ不明な点が多い。
また、理論的に周期性を生み出す要因に関す
る数理モデルなども報告されている。しかし
ながら、理論を実証するためのシステムは確
立されていない。人工的に転写のフィードバ
ックループを真核細胞内で構築することが
できれば、分子生物学的なアプローチとは異
なった観点から、遺伝子のフィードバック制
御や周期性を生み出す要因にせまることが
できるのではないかと考えた。 
 
２．研究の目的 
 遺伝子の周期的発現に関わる要因を系統
的に理解するためには、まず、系統的に物性
を評価することのできる人工転写因子が分
子ツールとして必要であると考えた。そこで、
亜鉛フィンガーをはじめとする天然の DNA結
合モチーフをベースに、様々な DNA結合特性
を示す人工タンパク質および、人工転写因子
を創製することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）様々な DNA結合モチーフの中で、C2H2
型亜鉛フィンガーは、「各フィンガーあたり
３塩基を認識し、複数フィンガーが連結した
状態で連続する DNA配列に単量体で結合す
る」という、特徴的な DNA結合様式を有する。
そこで、DNA結合ドメインの性質を系統的に
変化させるために、この C2H2型亜鉛フィン
ガーは魅力的なテンプレートになると考え、
これをベースに人工 DNA結合タンパク質を作
製した。まず、亜鉛フィンガーの DNA結合親
和性、選択性、速度論的特徴がどのように細
胞内で反映されるのかを評価しておくこと
が、人工転写因子を遺伝子回路のためのツー
ルとして応用する上で重要である。そこで、
様々な改変型亜鉛フィンガーを作製し、精製
タンパク質を用いた試験管内での in vitro 
DNA結合実験における性質を明らかにした。
その上で、転写活性化ドメインと融合させた
人工転写因子を細胞内で発現させ、細胞内で
の DNA結合性および転写因子としての活性を
比較検討した。 
（２）培養細胞を用いて遺伝子回路を用いた
実験および解析を行う上で、複数の細胞間で
人工タンパク質の機能発現のタイミングを
同期させる必要が生じると予測される。その
ため、DNA結合もしくは転写機能の発現にお
いて、リガンド刺激に応答する人工タンパク
質の創製に取り組んだ。特にコバルトイオン、

亜鉛イオンに応答する人工 DNA結合タンパク
質を作製し、その機能評価を行った。 
 
４．研究成果 
（１）様々な DNA配列を標的とした人工亜鉛
フィンガータンパク質は、各フィンガーが３
塩基を認識するという性質を利用すると、
様々な３塩基に対応するフィンガーを連結
することによって得ることができると考え
られる。しかしながら、このような単純なフ
ィンガーの連結によって、いつでも期待する
DNA 結合親和性、選択性が得られるのか、ま
た DNA結合におけるフィンガー間の協同性と
いったことは、これまでにほとんど検討され
ていなかった。そこで、モジュール法により、
種々の人工亜鉛フィンガータンパク質を作
製し、それらの DNA 結合特性を in vitro お
よび、細胞内環境で調べた。その結果、十分
な DNA結合親和性を示すものは、配列選択性
も高く、また、細胞内においてもこの性質は
反映されることが明らかとなった。一方、こ
れまでの予想に反し、フィンガーを連結する
ことによって、DNA 結合能が得られない、も
しくは、DNA 結合親和性が低下する例もある
ことを見出した。フィンガーの組合せが、フ
ィンガー連結体全体の DNA結合能に影響を与
え、組合せによっては、正の協同性のみなら
ず、負の協同性も生じ、連結体中では機能し
ないフィンガーを生み出す可能性をはじめ
て示唆した。本結果は、亜鉛フィンガーを用
いた今後の人工 DNA結合タンパク質の創製に
有益な情報を与えるものである。 
（２）亜鉛フィンガーモチーフの数が３つの
DNA 結合タンパク質および、それらを３連結
した９—フィンガータンパク質を用い DNA 結
合実験を行った。これらのタンパク質は、そ
れぞれ、９および２７塩基対の DNA配列に結
合することを確認した。一方、インキュベー
ション時間を変えた DNA結合実験の結果から、
3フィンガータンパク質と比較し、９−フィン
ガータンパク質では DNA結合平衡到達に時間
を要することが示唆された。この性質が細胞
内でどのように反映されるのかを明らかに
するため、これらに、転写活性化ドメイン、
およびエストロゲンレセプターリガンド結
合ドメインを融合した、スイッチ型人工転写
因子を作製した。リガンド濃度を変化させて、
細胞内での機能発現の経時変化を検討した
ところ、リガンド高濃度では、フィンガー数
によらず速やかな転写活性化を示した。一方、
リガンド低濃度条件下で、作製したマルチフ
ィンガー型人工転写因子は転写の活性化に
遅延を示した。このような性質を有するもの
は、人工遺伝子回路においても興味深い分子
ツールとなりうることが期待される。 
（３）「DNA結合モチーフを利用した DNA結合
スイッチの高機能化」を目指して、亜鉛フィ



 

 

ンガーとならび代表的な DNA結合モチーフで
あるロイシンジッパーのヘリックス部分に
化学的な修飾を施した。その結果、コバルト
存在下では、ヘリックス含量が低下するとと
もに、DNA 結合親和性が顕著に低下すること
が明らかになった。一方、金属イオンキレー
ターの添加によって、DNA 結合能を回復させ
ることができた。これらの結果から、コバル
トイオン応答性の人工 DNA結合タンパク質の
創製に成功したといえる。また、C2H2型亜鉛
フィンガーモチーフの配位子を他のアミノ
酸に置換した、配位子置換型フィンガーを作
製した。天然型では亜鉛イオンとの結合親和
性が高すぎるため、亜鉛イオン濃度依存的に
DNA 結合能をコントロールすることは困難で
あった。一方、配位子置換型フィンガーでは、
亜鉛イオン濃度が高いときには天然型と同
様の DNA結合能を示し、また金属キレーター
存在下では、顕著な DNA結合力の低下が見ら
れた。このように、亜鉛イオン濃度によって
人工的に DNA結合を制御した例ははじめてで
ある。さらに、「細胞内での刺激応答性の遺
伝子制御」に向けて、この配位子置換体を含
むジンクフィンガー型 DNA結合ドメインに転
写活性化ドメインを融合させた人工転写因
子を作製し、細胞内で発現させた。標的結合
DNA 配列を含むレポーターベクターを用いて、
転写活性化の亜鉛濃度依存性を検討したと
ころ、作製した人工転写因子は亜鉛イオン濃
度に依存した転写活性化能を示すことが明
らかとなった。亜鉛フィンガーの種類を変化
させることによって、様々なプロモーターに
作用できる、亜鉛イオン応答性人工転写因子
を創製できる可能性を示す結果である。 
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