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研究成果の概要（和文）：　亜鉛フィンガー蛋白質によるDNA結合・認識は、鍵と鍵穴のような絶対的な様式ではなく
、周囲の環境に応じて変化しやすい分子同士の柔軟な相互作用に基づいていると考えられた。マルチ亜鉛フィンガード
メインは3塩基認識/1フィンガーのモジュール構造ではなく、各亜鉛フィンガーは必ずしもDNA認識において等価ではな
く個性があることが明らかになった。天然亜鉛フィンガーと変異導入亜鉛フィンガーとの比較から、DNA認識の寛容さ
や非最適配列への結合を指標にして、亜鉛フィンガーの個性・位置とDNA複合体の揺らぎに関する興味ある情報を得た
。さらに、亜鉛イオン濃度に依存したスイッチ機能を持った人工転写因子などを創製した。

研究成果の概要（英文）：　DNA-binding and -recognition by zinc finger proteins are regulated with 
flexible interaction between molecule and molecule that change by surrounding environment, but not rigid 
key and key hole mode. Multi-zinc finger domain is not necessarily module structure of 3 base recognition 
per 1 finger, each zinc finger is individual and is not equivalent. On the basis of natural zinc finger 
and mutant zinc finger, relation between characteristic of zinc finger and variation of DNA complex is 
suggested interestingly. Further, metal-responsible artificial transcription factor was created.

研究分野： 医歯薬学

キーワード： 生命錯体化学　亜鉛フィンガー蛋白質　分子認識　遺伝子　バイオテクノロジー
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１．研究開始当初の背景 
代表的な DNA 結合蛋白質ドメインである

亜鉛フィンガーによる DNA 結合・認識は、

従来、特異性の高い“鍵と鍵穴”モデルで解

釈されてきた。通常、一つの亜鉛フィンガー

当たり DNA の 3 塩基を認識し、連続する複

数の亜鉛フィンガーが連結した構造をとっ

て DNA に結合していると考えられてきた。

しかし、人工的に改変した亜鉛フィンガー蛋

白質を用いた DNA 結合実験から、“亜鉛フィ

ンガードメインと DNA との結合は、一対一

の絶対的なものではなく、周囲の環境に応じ

て変化しやすい分子同士の柔軟な相互作用

である”という考えに至った。そこで、これ

まで着目されてこなかった“DNA 結合にお

ける亜鉛フィンガードメインの揺らぎ”に焦

点を当て、配列特異的な DNA 結合への影響

を明らかにすることを目指した。In vitro で

の物性評価に加え、細胞内における挙動の評

価についても検討することを計画した。これ

らの実験結果は、転写因子による遺伝子配列

選択的な転写制御の理解や新しいスマート

人工転写因子の創出に有用な知見を与える

と期待される。本研究では、亜鉛フィンガー

蛋白質の静的並びに動的挙動の評価系とし

て、精製蛋白質を用いた in vitro での DNA

相互作用やダイナミクスを追求するととも

に細胞内でのダイナミクスと機能の評価を

目指し、物性と機能をつなぐ系統的な成果が

期待できると考えられる。 

近年、生物・医学領域で亜鉛フィンガーモ

チーフをモジュール化して、例えば DNA 切

断ドメインと融合することによって、遺伝子

組み換えを行うという試みが注目されてい

る。しかし、“遺伝子組み換えがおきたかど

うか”にのみ興味がもたれ、亜鉛フィンガー

をモジュール化することの妥当性や結合配

列の曖昧さの評価は、機能発現や細胞毒性に

直結しているにもかかわらず、ほとんど研究

されていない。また、亜鉛フィンガー蛋白質

をはじめとする天然転写因子の DNA 結合ド

メインは、標的 DNA 配列への結合を“鍵と

鍵穴”モデルとしか捉えておらず、標的配列

への結合に至る過程や結合・解離のターンオ

ーバーという動的な挙動に関しては、ほとん

ど未知である。亜鉛フィンガーの構造と揺ら

ぎの観点から、これらを明らかにすることは、

転写因子の機能発現の根幹に対して新しい

価値ある情報を与えるとともに、遺伝子に作

用する人工 DNA 結合蛋白質のデザインにと

っても必須であると考えられる。 
 
 
２．研究の目的 
特定の遺伝子プロモーター領域に作用す

る DNA 結合蛋白質による DNA 結合・認識

様式は、いわゆる“鍵と鍵穴”モデルで解釈

されている。しかし、人工的に改変した亜鉛

フィンガー蛋白質を用いた DNA 結合実験か

ら、“亜鉛フィンガードメインと DNA との

結合は、一対一の絶対的なものではなく、周

囲の環境に応じて変化しやすい分子同志の

柔軟な相互作用である”という考えに至った。

そこで本研究では、相互作用のダイナミクス

を理解するため、これまで着目されなかった

“亜鉛フィンガードメインと DNA との結合

における相互作用の揺らぎ”を解析し、配列

特異的な DNA 結合への影響を明らかにする。

In vitro での評価に加え、細胞内における動

的挙動の評価についても行う。最終的には、

亜鉛フィンガー型転写因子による遺伝子配

列選択的な転写制御の分子理解や新規スマ

ート人工転写因子の設計・創出を目指す。 

 

 
３．研究の方法 
亜鉛フィンガーdpメインとDNAとの結

合における相互の揺らぎを解明するために

は、亜鉛フィンガーの個性と複合体の揺ら

ぎとの関係、および細胞内環境における動

的挙動などを調べる必要がある。本研究で



は、(1) DNA 結合配列選択性を決定する要

因（配列選択的結合の駆動力）、(2) 亜鉛フ

ィンガー・DNA 複合体のダイナミクス、(3) 

標的 DNA との複合体形成準備期から特異

的結合に至る細胞内での揺らぎ、に関する

知見を得る計画を立てた。そのため、天然

亜鉛フィンガードメイン、および系統的に

改変した人工亜鉛フィンガー蛋白質を作製

する。亜鉛フィンガーの個性・位置と揺ら

ぎとの関係を認識配列の寛容さを指標にセ

レクション法を用いて評価し、亜鉛フィン

ガー連結体と DNA との結合・解離の速度

論的・熱力学的因子を算出し、蛍光蛋白質

との融合亜鉛フィンガー蛋白質を細胞内で

発現させ、FRAP 観察によって細胞内での

運動性を追求する。また、これらの治験を

基にして、機能的にスマートな人工転写因

子の説計・創製を展開する。 

先ず、天然亜鉛フィンガードメインと変

異を導入した亜鉛フィンガートを用いて、

セレックス法で収束に至らない段階での選

択途上配列を解析して、そのバラツキを比

較する。特に、認識の揺らぎが、亜鉛フィ

ンガー連結体におけるフィンガーの位置に

依存するのか、あるいは個々のフィンガー

の性質に大きく依存するのかを種々の変異

体を用いて検討する。次に、亜鉛フィンガ

ー・DNA 複合体のダイナミクスの解明の

ため、一連の亜鉛フィンガー蛋白質および

フィンガー数の異なる人工マルチ亜鉛フィ

ンガー蛋白質の DNA 結合親和性と結合・

解離の速度論パラメーターを測定、比較す

る。さらに、細胞内での揺らぎを議論する

ため、フィンガー連結数を段階的に増加さ

せた数種の人工マルチ亜鉛フィンガー蛋白

質と蛍光蛋白質との融合蛋白質を作製して、

細胞内での見かけの拡散速度あるいは速度

論的パラメーターを追求する。亜鉛フィン

ガーの速度論的パラメーターを核内とサイ

トゾルにおいて比較することによって、環

境の違いに依存した揺らぎについても議論

したい。最後に、DNA 結合の精密化およ

び DNA 結合能のスイッチ導入などを示す

スマート人工亜鉛フィンガー蛋白質を設

計・創製して、ゲノムを標的とする新しい

人工転写因子としての可能性を探る。 
 
 
４．研究成果 

(1) 先ず、マルチ亜鉛フィンガードメイン

は〝3 塩基認識/1 亜鉛フィンガー“のモ

ジュール構造と考えられていたが、各フ

ィンガーは必ずしも DNA 結合・認識に

おいて等価でないことが、改変型マルチ

亜鉛フィンガー蛋白質を用いた精密な

選択的DNA認識実験および各亜鉛フィ

ンガードメインのシステイン酸化実験

の結果から強く示唆された。DNA 認識

配列の寛容さや非最適塩基配列への結

合実験からも各亜鉛フィンガードメイ

ンの個性や位置が重要な因子になって

いることからも亜鉛フィンガー蛋白質

の揺らぎによるDNA認識が推測された。 

(2) 細胞内における揺らぎによる蛋白質

―DNA 相互作用の重要性を検証するた

め、亜鉛フィンガードメインの連結数を

段階的に変化させた人工亜鉛フィンガ

ー蛋白質を遺伝子工学的に作製し、細胞

内での見かけの拡散速度や速度論的因

子を検討したところ、亜鉛フィンガード

メイン周辺の環境の違いに依存した“揺

らぎ”が蛋白質―DNA 相互作用に強く

かかわっていることが示された。また、

細胞核内とサイトゾルとにおいて、タイ

プの異なる亜鉛フィンガー蛋白質によ

る DNA 結合・認識に明確な差異が観察

された。 

(3) 転写活性化の経時的観察において、一

定濃度以上のリガンドを添加した場合

には、9－亜鉛フィンガー型人工転写因

子はリガンド添加直後から 3－亜鉛フ



ィンガー型転写因子と同様にレポータ

ー遺伝子の発現を速やかに促進した。し

かし、3－亜鉛フィンガー型はリガンド

濃度非依存的に速やかな転写活性化パ

ターンを示したのに対し、9－亜鉛フィ

ンガー型はリガンド濃度を低下させる

に従って、その転写活性化が遅延するこ

とが明らかになった。マルチ亜鉛フィン

ガー蛋白質の細胞内挙動は結合平衡到

達時間が増大するという in vitroでの実

験結果が細胞内においても反映される

ことを暗示している。 

(4) マルチ亜鉛フィンガー蛋白質の細胞内

における核酸速度に焦点を当て、FRAP

解析を行った。3－亜鉛フィンガーから

6－亜鉛フィンガーまで 1 フィンガーず

つ増加させるに従って、細胞質での核酸

速度に大きな変化は見えなかったが、核

内での核酸速度は顕著に低下すること

が明らかになった。3－亜鉛フィンガー

型、6－亜鉛フィンガー型、および 9－

亜鉛フリンガー型の 50％の蛍光回復に

はそれぞれ約 0.2、60、および 300 秒を

要した。DNA 認識に関与するアミノ酸

残基を置換したDNA非依存型亜鉛フィ

ンガー蛋白質を FRAP 解析に用いた場

合には、いずれも速やかな蛍光回復曲線

を描いたことから、マルチ化に伴う核内

拡散速度の顕著な低下は、核内 DNA と

の相互作用によるものと考えられた。 

(5) 亜鉛フィンガードメイン中の一つの

システイン残基をアスパラギン酸に置

換した新規亜鉛フィンガーを作製した。

亜鉛イオンの高濃度条件下でのDNA結

合能に関して、この新規亜鉛フィンガー

は天然亜鉛フィンガーと同等であった。

一方、亜鉛イオンの低濃度条件下では、

新規亜鉛フィンガーは極めて低い DNA

結合能を与えた。人工転写因子を作製し

たところ、亜鉛イオンによる転写スイッ

チの ON と OFF が可能になることがわ

かった。 
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