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研究成果の概要（英文） 

従来、ゲノム DNA上の特定配列を細胞内で標識するためには、激しい処理で二本鎖 DNAを解離

させる必要があり、細胞構造のダメージが大きかった。本研究では相同的組換え蛋白質を用い

て、蛍光標識した DNA配列を温和な条件でゲノム DNA 上にターゲットさせることを試みた。組

換え蛋白質である大腸菌 RecA蛋白質・真核生物 XRad51蛋白質と固定した培養細胞を用い、特

定のゲノム DNA 配列のターゲッティングをおこなったが、非特異的な結合が多く、ゲノム DNA

上の特定配列を細胞内で効率的に標識することはできなかった。一方、これに代わる手段とし

て、特定の DNA配列を認識できる蛍光ポリアミド化合物を合成し、固定した細胞のゲノム上の

テロメア配列の効率的な標識に成功した。 

研究成果の概要（英文）： 

To label a certain genomic region in the cell, a harsh condition to denature DNA is required. In this 

proposal, we tried to target a fluorescently tagged DNA sequence to the genomic DNA using some 

homologous recombination proteins. However, with homologous recombination protein RecA or 

XRad51, we did not get an efficient targeting in the fixed cells. As an alternative, we designed some 

fluorescent polyamides, which can recognize a certain DNA sequence, and succeeded to target 

efficiently the telomere repeats in the fixed cells. 
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1. 研究開始当初の背景 

 

全長2mにもおよぶヒトゲノムDNAは人体

の設計図であり、直径 10µm の細胞核のなか

に折り畳まれている。そして細胞核は個々の

細胞の機能に応じてゲノムの折り畳み構造

を維持し、ゲノムの複製や遺伝子発現制御を

支えていると考えられる。一般的に情報の

accessibilityは収納（折り畳み）に依存するこ

とを考えると、ゲノム DNA が細胞核内や分

裂期染色体の中でどのように空間的に折り

畳まれているのか？を調べることは、ゲノム

の理解のためには必須である。しかしながら、

既存の方法では、ゲノムの高次構造の全体像

を捉えることは困難であった。例えば、FISH

（Fluorescence in situ hybridization）は蛍光物

質などで標識した一本鎖 DNA をプローブと

して用い、解離させたターゲット DNA と

hybridization させ、蛍光顕微鏡などで検出す

る手法である。しかしながら、真核生物では、

DNA は塩基性蛋白質ヒストンに巻かれたヌ

クレオソームと呼ばれる数珠つなぎの構造

をとっているため、プローブとゲノム DNA

の hybridization を行うためにはこのヌクレオ

ソーム構造を激しい処理で部分的に破壊し、

二本鎖 DNA を無理矢理解離させる必要があ

る。このため、細胞ダメージが大きく、細胞

核の構造保存が困難であった。また、二本鎖

DNA が解離するホルムアミド存在下で

hybridization させるため、ヒトゲノムなどで

は、数 kb 以上の長いプローブが必要であっ

た。 

2. 研究の目的 

 

本研究では、ゲノムの高次構造の全体像を

捉える新しい手段として、FISH（Fluorescence 

in situ hybridization）に代わる、相同的 DNA

組換え蛋白質を用いた新しい 3次元ゲノムマ

ッピング法を開発し、ヒトゲノムの機能およ

び核内構造の理解に貢献することを目的と

する。具体的には、相同的組換え蛋白質を用

いて、50塩基程度のプローブで核内マッピン

グ可能なシステムを開発する。 

3. 研究の方法 

 

(１)相同的組換え蛋白質の大量発現・精製系

の構築 

相同的 DNA 組換え蛋白質として大腸菌

RecA 蛋白質、アフリカツメガエル XRad51

蛋白質を利用するため、まず、これらの蛋白

質の大量発現系、精製系の構築を行った。

RecA については研究室において既に大量発

現・精製系が樹立されているため、以下に

XRad51 について述べる。 

相同的組換え蛋白質 XRad51 を調製するた

めに、XRad51の C末端に His tagを付加した

蛋白質(XRad51-His)の発現ベクターを構築し

た。そしてレアコドンの発現効率がよい大腸

菌（Rosetta2）へ導入することで大量発現系

を構築した。大量培養後の大腸菌を回収し、

ソニケーションによる菌体破砕後、コバルト

カラムを用いて XRad51-His 蛋白質を精製し

た。精製した XRad51-His の活性を、試験管

内で相同的対合反応をみる為に用いられる

D-loop アッセイ法で確認したのち、後述する

3 次元マッピングに用いた。 

（２）相同的組換え蛋白質を用いた 3次元マ

ッピング法の条件検討 

相同的組換え蛋白質、RecAが一本鎖 DNA

にフィラメント状に結合し相同 DNA と正確

に結合する性質を有していることを利用し、

検出したいゲノム配列のプローブを蛍光色

素 Cy3 でラベルし、組換え蛋白質との複合体

を形成させることにより核内ゲノムのマッ

ピングができるかどうかを検討した。プロー



ブには FISH で一般的に用いられているテロ

メアリピート配列やセントロメアのリピー

ト配列を使用し、細胞調製および相同性検索

反応の最適条件の検討を行った。 

4. 研究成果 

 

本研究では、上述の相同的組換え蛋白質の

大量発現・精製系の構築を行い、活性のある

RecA および XRad51 蛋白質を調製すること

に成功した。相同的組換え蛋白質は、一本鎖

DNAにフィラメント状に結合してDNA-組換

え蛋白質複合体を形成する。この複合体は加

水分解しない ATP アナログである ATPS を

用いると、極めて安定な複合体が得られるこ

とが知られている。そこで、ATPS存在下で、

Cy3 でラベルしたテロメア、セントロメアリ

ピート配列と複合体を形成し、プローブとし

て用いた。さらに、XRad51 を用いる場合、

活性化因子である Swi5-Sfr1 も加えて複合体

を形成した。3 次元マッピング法の条件検討

は HeLa 細胞を用いて行った。核内ゲノムの

マッピングに一般的に用いられている FISH

では核に対して塩酸処理、プロテアーゼ処理

などの多くのプロセスを要することから正

確な核内の立体構造を保持できているかと

いうことが懸念される。このため、なるべく

生細胞に近い条件で核内のゲノムをマッピ

ングするため、1%ホルムアルデヒド固定、

0.5% Triton X-100 による透過処理のみを細胞

の前処理として行った。次に、作製したプロ

ーブと細胞を 37℃で 10 分間インキュベート

することによりプローブのテロメア・セント

ロメアへのハイブリダイゼーションを試み

た。しかしながら、この手法では、核内で数

個の明るい輝点が検出されたもののバック

グラウンドが高く特異的なシグナルの検出

ができなかった（図１）。用いる相同的組換

え蛋白質が原核生物由来の RecA でも真核生

物由来の XRad51 でもハイブリダイゼーショ

ンの結果に大きな差は見られなかった。 

この問題に対し、当初の方針を変更し、プ

ローブに N-メチルピロール・N-メチルイミダ

ゾールポリアミドを用いることにした。N—

メチルピロール・N—メチルイミダゾールポ

リアミドは、DNA二重らせん構造のマイナー

グルーブに塩基配列特異的に結合する人工

ペプチド分子である。これらのポリアミド類

は DNA の各塩基対と特異的な水素結合を介

して結合するので、ピロール・イミダゾール

の配列を変えることにより配列認識能を制

御することができると期待できる。実際、京

都大学杉山教授と共同で、テロメア配列にタ

ーゲットできるポリアミドを合成し、ヒト細

胞のテロメア配列にターゲットできること

を示した。 

 

 

 

 

 

 

図１. セントロメア配列 

（α-satellite, Satellite II）配列と XRad51 の複

合体を用いたゲノムマッピング 
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