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研究成果の概要（和文）：両末端に DNA 結合部位とタンパク質結合部位を有する新しい架橋分

子を設計し、その合成法を確立した。また、架橋分子と選択的に結合を形成させるための、タ

グつきタンパク質の発現系を構築した。架橋分子とタグつきタンパク質の結合実験、および架

橋分子と２本鎖 DNA との結合実験をおこない、電気泳動により評価したところ、両者ともゲ

ル上に新たなバンドが検出された。これらの結果は、架橋分子と生体分子間の結合の形成を示

唆している。 
 
研究成果の概要（英文）：Design and synthesis of new cross-linkers having both DNA and 
protein binding moieties have been developed. Expression vectors for fusion protein with 
SNAP tag were also established. Binding experiment of new cross-linkers with fusion 
proteins as well as a DNA duplex was carried out. In both cases, a new band was observed 
after gel electrophoresis, suggesting that cross-linkers can make a covalent bond with 
biomolecules of our interest. 
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研究分野：化学 
科研費の分科・細目：複合化学・生体関連化学 
キーワード：生体機能関連化学、転写因子機能解析 
 
１．研究開始当初の背景 
 ヒトゲノムが解読された今、生命科学が新
たに解明すべき大きな問題の一つは、ゲノム
情報がいつ、どのように転写・翻訳され、生
命体を形作り、維持していくかという点であ
る。特に転写はゲノム情報の発現を制御する
機構（遺伝子のスイッチ）として、とりわけ
重要である。現在、生細胞内で転写因子が結
合している DNA 配列を解析できる最も一般

的な実験法は、クロマチン免疫沈降法（ChIP
法）（Frontiers in Bioscience, 2008, 13, 
929-943.）であるが、ホルマリンによる非特
異的固定法を用いるため、バックグラウンド
ノイズが多いという問題点を抱えている。 
 この分野のほとんどの研究者が利用して
いる ChIP 法にこのような大きな問題点が残
されている原因は、実際に利用する生命科学
分野の研究者は「利用者」であり、既存の方



 法しか利用できないためである。利用者の立
場を如実に表す例として、タンパク−タンパ
ク相互作用を前提として、DNA には直接結
合しないタンパク質の抗体で、標的となる
DNA を検出している報告（GMPS 遺伝子、
E2F 転写因子、RB タンパク質、anti-RB 抗
体の系）（Oncogene, 2003, 22, 1445-1460.）
などがある。このような現状がある一方で、
ツール開発を担うべき化学者は、研究分野の
違いから「利用者のニーズ」を知る機会がほ
とんどない。 

３．研究の方法 
 ChIP 法改良のための新規クロスリンカー
の開発のために、研究代表者が化学実験を担
当し、分担者が分子生物学実験を担当する。 
 
 （１）新規クロスリンカーの合成法の確立 
 クロスリンカー分子はDNA結合部位
（psoralen; Ps）とSNAP-tag融合タンパク質
結合部位（O6-benzylguanine ; BG）の両者
を分子内に持ち、これらをスペーサーでつな
いだ構造とした。最近になって
3-cyanovinylcarbazoleが光照射によって
DNAと結合することが報告された（Org. 
Lett., 2009, 10, 3227-3230.）ことを受け、
Psに代わって 3-cyanovinylcarbazoleをもつ
化合物の合成も検討した。 

 本研究の研究代表者は有機合成化学を専
門としており、分担者は分子生物学やゲノム
科学を専門としている。両者は同一の機関・
部署に所属しているため、各自の専門分野を
活かし、密なコンタクトをとりながら研究に
取り組めるため、こうした分野間の壁を容易
に乗り越えることができる。こうした利点を
十分に活かして、先に述べた問題点の解決を
目指す研究に取り組んだ。 

 
 （２）クロスリンカーの水溶性評価 
 合成したクロスリンカーの Ps および BG
部位は疎水性の高い構造であるが、スペーサ
ー部位に水溶性の高い PEG 構造を有する。
クロスリンカーの飽和水溶液を調製し、紫外
可視吸収スペクトルの測定により、水溶性の
評価をおこなった。 

 
２．研究の目的 
 ChIP 法では、細胞をホルマリン固定（細
胞内で相互作用している DNA と転写因子を
共有結合させる）したのち、DNA を断片化
し、転写因子の抗体で免疫沈降して得られる
DNA の配列を決定する。ここで、ホルマリ
ンを用いて固定していることから種々の問
題点が生じる。最大の問題は、転写因子がさ
らに他のタンパクと相互作用している時、ど
のタンパク質が DNA に直接結合しているの
かを区別して検出する方法がないため、得ら
れる結果に多量のバックグラウンドノイズ
が入り込むことである（図１）。ここで、検
出の際のノイズを大幅に減らすことができ
れば、ChIP 法の精度は格段に向上し、ポス
トゲノム研究を加速することができる。本申
請の研究では、非特異的なホルマリン固定を、
選択的なクロスリンカーによる架橋に置き
換えることで、ChIP 法の精度を飛躍的に向
上させることを目的とした（図２）。 

 
 （３）融合タンパク発現系の確立 
 標的タンパク質とクロスリンカー間の結
合は、SNAP-tag と BG 間の選択的結合形成
反応を利用する。そのため、SNAP-tag を含
む複数のタグをタンパク質に付加できる発
現ベクターを構築し、タグ付きの転写因子を
発現させ、その性質を検証した。 
 
 （４）タンパクとクロスリンカーとの架橋
反応の検討 
 SNAP-tag とエストロゲン受容体（ER）と
の融合タンパク質の DNA 結合の検証のため
に、ER 結合配列をもつ DNA と混合した後
ゲルシフトアッセイをおこなった。また、
SNAP-tag が付加したことにより、転写活性
化能が損なわれていないか検証するために、
SNAP-tag とグルココルチコイド受容体
（GR）との融合タンパク質の機能を、ルシ
フェラーゼアッセイにより調べた。 
 
（５）二本鎖 DNA とクロスリンカーとの架
橋反応の検討 図１．(a)ChIP 法での転写因子結合部位の検出の模式図。

(b)ChIP 法でノイズをもたらすタンパク複合体。   紫外線照射によりクロスリンカー中の Ps
と二本鎖 DNAが結合を形成することを検証す
るために、クロスリンカーと二本鎖 DNA を混
合し種々の条件で光照射したのち、PAGE によ
り分析した。また、HPLC による分析も試みた。 

 

 
４．研究成果 
 
 （１）新規クロスリンカーの合成法の確立 図２．新規クロスリンカーにより選択的架橋をおこなっ

た場合の模式図。タンパク複合体の影響を受けない。 



  二本鎖DNA結合部位（psoralen; Ps）と
SNAP-tag融合タンパク質結合部位
（O6-benzylguanine ; BG）の両者を分子内
に持つクロスリンカー分子（図３）の合成法
を確立した。 
 Ps を含む部分は 4,5',8-Trimethylpsoralen
を原料とし 4 段階の反応で、末端がカルボン
酸である誘導体を得た。BG を含む部分は
methyl p-cyanobenzoate と
2-amino-6-chloropurine を原料とし、5 段階
の反応で、末端がアミンである誘導体を得た。
スペーサーはこれらを両末端に結合できる
官能基をもつ市販の PEG spacer を利用した。
この試薬は、長さの異なる一連のものが入手
できるため、クロスリンカーの鎖長の最適化
に大変有効であり、これまでに n=3, 5, 11 の
３種類の化合物を得た。また、これとはスペ
ーサー部分の結合様式が異なる、２種類の化
合物も合成した。 

図３．新規クロスリンカーの構造式（n=3, 5, 11）. 
 
 架橋剤としての機能最適化のためには、
種々の候補化合物をそろえて比較すること
が重要となる。そこで、DNA 結合部位とし
てPsの代わりに3-cyanovinylcarbazoleを用
いたクロスリンカー（図４）も同様な方法を
用いて合成した。 

図４．3-cyanovinylcarbazole を有する新規クロスリン

カーの構造式 

 
 （２）クロスリンカーの水溶性評価 
 合成したクロスリンカーは、DNA やタン
パク質と反応させるので、架橋反応は緩衝液
中でおこなう必要がある。そのためには、ク
ロスリンカーにも、ある程度の水溶性が求め
られる。合成したクロスリンカーの飽和水溶
液を調製し、紫外可視吸収スペクトルを測定
することで水溶性を評価したところ、クロス
リンカーPEG3（図３の n=3）では 60 M 程
度だったのに対して、クロスリンカーPEG11
（図３の n=11）では 1 mM 程度と、大きく
水溶性が増加した。この性質は、スペーサー
部分の構造と長さが分子全体の水溶性に大
きな影響を及ぼすことを示しており、クロス
リンカーPEG11 が有望な候補化合物である
ことが明らかとなった。 

 （３）融合タンパク発現系の確立 
 標的タンパク質とクロスリンカー間の結
合形成や、単離精製を容易にするために、
SNAP-tag、His-tag、FLAG-tag など複数の
タグをタンパク質に付加できる発現ベクタ
ーを新規に構築した。このベクターから得ら
れる融合タンパク質が本来の機能を保持し
ているか確かめるために、タグ付きエストロ
ゲン受容体の DNA 結合能をゲルシフト法に
より検証した。エストロゲン受容体結合配列
をもつ DNA を混合すると、タグの有無にか
かわらず DNA とタンパクの結合が観察され
た。また、この結合は競合阻害剤による阻害
が観測されたことから、基質特異的であるこ
とが明らかとなった。また、タグ付き転写因
子が野生型と同じ転写活性能を持つか調べ
るために、タグ付きグルココルチコイド受容
体を用いたルシフェラーゼアッセイをおこ
なった。その結果、転写活性能を保持してい
ることが確認された。以上の結果より、ここ
で構築したベクターから産生されるタグ付
きタンパク質は、野生型と同様な機能を備え
ていることが確認された。 
 
 （４）融合タンパクとクロスリンカーとの
架橋反応の検討 
 SNAP-tag とグルココルチコイド受容体
（GR）との融合タンパク質とクロスリンカ
ーとの結合の検証のために、これらを混合し
反応させた後にウエスタンブロッティング
をおこなった。クロスリンカーの濃度上昇に
伴い、高分子量側に新たなバンドが観測され
た。この結果は、融合タンパク質とクロスリ
ンカー間の結合形成を示唆するものである。 
 
（５）二本鎖 DNA とクロスリンカーとの架
橋反応の検討 
 蛍光色素で標識した二本鎖 DNA（15 bp）と
クロスリンカーを混合し種々の条件で光照
射したのち、PAGE により分析した。二本鎖
DNA に対して、Ps を DNA 結合部位としてもつ
クロスリンカーを 1,000 倍量加え、365 nm の
紫外線を照射したところ、高分子量側に新た
なバンドが確認できた（図５）。このバンド
は、クロスリンカーを除いた対照実験では観
測されないため、Ps と二本鎖 DNA との結合形
成に由来するものと考えられる。 
 一方、3-cyanovinylcarbazole をもつクロス
リンカーでも同様の実験をおこなったが、新
たなバンドは確認できなかった。これらの結
果から、DNA 結合部位として Ps が優れてい
ることが明らかとなった。また、クロスリン
カー中の BG 部分は、光照射によって DNA
と結合しないことが示唆された。 
 



 

レーン 1 2 3 4 5 6 7 

クロスリンカー - - + + + + + 

光照射（分） 0 60 0 15 30 45 60

図５．二本鎖 DNA と、Ps を DNA 結合部位としてもつ

クロスリンカー（1,000 倍量）との光反応後の PAGE に

よる分析結果。光照射により新たなバンドが出現してい

る。 

 
（６）今後の検討課題 
 クロスリンカーが二本鎖 DNAとタグ付きタ
ンパク質の両者を架橋することを検証する
実験を継続中である。まずは、クロスリンカ
ーと二本鎖 DNA を試験管中で反応させ、生成
物を HPLC により分離・精製する。これをタ
グ付きタンパク質と混合して反応させ、PAGE
や蛍光分子の並進拡散速度の測定などによ
り、DNA とタンパク質間が架橋されているこ
とを確認する検討をおこなっていく。 
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