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研究成果の概要（和文）：任意のDNA配列に結合できる人工DNA結合蛋白質は、転写制御やゲノム編集ツールとして有用
である。TALE蛋白質はDNA１塩基を認識するユニットの繰り返し配列を持ち、様々なDNA配列に結合できる。一方、TALE
が結合する配列には、5’末端にTが必須という制限があるが、その認識様式に関しては明らかでなかった。本研究では
、TALEのDNA結合特性を明らかにし、5’末端塩基の制限がないTALE骨格の探索を目的とした。repeat-1のヘアピンルー
プ領域をランダム化し分子進化法によるセレクションを行った結果、5’末端塩基の種類に依存せずDNAに結合できるTA
LE骨格を獲得することに成功した。

研究成果の概要（英文）：Transcription activator-like effectors (TALEs) are useful templates for genome 
editing at specific sites. However, most TALE binding sites are preceded by a highly conserved 
5’-terminal T nucleotide (5’-T), resulting in restriction of target sites. To remove this constraint, 
tryptophan 232 in the repeat-1 loop region of the dHax3 N-terminal domain was substituted for other 19 
amino acids. Furthermore, whole hairpin loop region of repeat-1 was randomized. Although point mutation 
was insufficient to remove the constraint, directed evolution from the randomized library yielded 
repeat-1 mutants with unbiased targeting sites for 5’-terminal bases. It was indicated that the repeat-1 
loop region of dHax3 is important for 5’-terminal base accommodation, and that molecular evolution of 
repeat-1 of TALEs is an efficient strategy to remove the constraint and thus allow targeting of any DNA 
sequences.

研究分野： 生体関連化学

キーワード： DNA binding protein　Directed evolution
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１．研究開始当初の背景 
 
 任意の DNA 配列に結合できる人工 DNA
結合蛋白質は、転写制御やゲノム編集ツール
として有用である。研究開始当初は、応募者
を含む世界の研究グループがC2H2型ジンク
フィンガーモチーフを用い、ゲノムを標的と
した様々な DNA 結合蛋白質を創製してきて
いた。一方、ジンクフィンガーの DNA 結合
能はフィンガーの組合せに依存しやすいこ
とや、ジンクフィンガーはグアニン塩基の少
ない DNA 配列には結合しにくいという欠点
も存在する。また、遺伝子治療などへの応用
へ向けては、より高い DNA 配列選択性も要
求される。そのような状況において、これら
の問題を軽減する特徴を有する DNA 結合タ
ンパク質テンプレートとして、植物病原菌
Xanthomonas 由来の転写因子様蛋白質
「 Transcription activator-like effector; 
TALE」が注目を集め始めていた。TALE は
DNA１塩基を認識するユニットの繰り返し
配列を持ち、ユニットのシャッフルにより、
様々な DNA 配列に結合できる。一方、その
構造や DNA 結合の詳細は不明であった。特
に、TALE が結合する配列には、5’末端に T
がなければならないという制限があったが、
その認識様式に関しては明らかでなかった。
また、修飾塩基に対する認識に関しても報告
がほとんど無い状況であった。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、TALE 蛋白質の DNA 結合特
性の詳細を明らかにし、DNA 結合配列選択
性が高く、また標的を選択する際の自由度が
高い人工 DNA 結合蛋白質を創製することを
目的として研究を行った。 
 具体的には、TALE が結合する配列には、
5’末端に T がなければならないという制限に
着目し、この認識に関わる領域の同定と、5’
末端塩基の制限がない TALE 骨格の探索を
目的とした。 
 TALE は 34 アミノ酸からなるユニットの
繰り返し領域を含んでおり、繰り返しユニッ
トのひとつが標的DNAの1塩基を認識する。
各繰り返しユニットは repeat-variable 
diresidues (RVDs) と呼ばれる 12、13 番目
のアミノ酸以外はほぼ完全に保存されてお
り、各ユニットが認識する塩基は、この RVD
によって決定される。このため、RVD を変化
させるだけで任意の DNA 配列に結合する
TALE を容易に作製することができる。しか
し、TALE が結合する配列には、繰り返し領
域によって認識される配列に加えて 5’末端に
T がなければならないという制限がある。こ
の 5’-T の認識には、繰り返し領域直前の繰り
返しユニット類似配列（repeat-1）の関与が
予想されており、実際、TALE のひとつであ
る PthXo1 タンパク質の構造解析では、
repeat-1 のヘアピンループ中のトリプトフ

ァン残基W232が5’-Tと近い距離にあること
が示唆されている（Mak, A.N., et al., 
Science, 335, 716-719, 2012）。しかし、その
詳細に関しては不明な点が多い。本研究では、
このループ領域に着目し、制約のないゲノム
改変ツールとしての TALE 骨格の作製を目
指し、この 5’末端塩基の制限の解除を行った。 
 
３．研究の方法 
 
 5’末端塩基の認識制限を解除するために、
まず、野生型 dHax3 タンパク質に関して、
その 5’-T 要求性を確認した。具体的方法とし
て、dHax3 結合配列の 5’末端が A, C, G, T で
ある配列をプロモーター中に挿入したルシ
フェラーゼレポーターベクターと dHax3 発
現ベクターを作製した。これらを HeLa 細胞
へトランスフェクションし、24 時間後に細胞
を回収、Dual luciferase reporter assay 
system (Promega)を用いてルシフェラーゼ
発現量の解析を行った。 
 また、ゲルシフトアッセイによっても
TALE タンパク質の DNA 結合を評価した。
すなわち、dHax3 の大腸菌発現ベクターを構
築し、大腸菌 BL21(DE3)内で IPTG 誘導に
よってタンパク質を発現させ、His-tag を利
用したアフィニティー精製および、ゲル濾過
を行った。精製したタンパク質と蛍光ラベル
を導入した dsDNA フラグメント（5’末端が
A, C, G, T から始まる dHax3 の標的 DNA 配
列を含む）とを反応させ、反応液をアガロー
スゲルで電気泳動した。シフトバンドの割合
から、タンパク質の DNA 結合解離定数を算
出した。 
 続いて、結晶構造解析からその関与が示唆
されている、repeat-1 のヘアピンループ中の
トリプトファン残基 W232 に着目し、この残
基の点変異体の作製を全てのアミノ酸（１９
種類）に関して行った。5’末端が A, C, G, T
である配列への結合性は、上述のルシフェラ
ーゼレポーターアッセイおよびゲルシフト
アッセイによって評価した。 
 さらに、repeat-1 のヘアピンループを構成
する４アミノ酸をランダム化したライブラ
リーを作製し、Bacterial 1-hybrid アッセイ
を用いて 5’末端が A, C から始まる配列へ結
合する TALE タンパク質変異体のスクリー
ニングを行った。得られた大腸菌コロニーか
らプラスミドを抽出し、TALE 変異体のシー
クエンスを解析した。代表的なアミノ酸パタ
ーンを示したものに関しては、哺乳細胞での
発現ベクターを構築し、ルシフェラーゼレポ
ーターアッセイによって、5’末端が A, C, G, T
それぞれから始まる配列への結合性を評価
した。 
 また、修飾塩基を選択的に認識するユニッ
トの構築を目指して、RVD を含む周辺領域を
ランダム化したライブラリーを作製した。こ
のライブラリーから、メチル化シトシン含有
レポーターベクターを用いて、Bacterial 



one-hybrid screening system によるセレク
ションを行った。 
 
４．研究成果 
 
 野生型 dHax3 タンパク質に関して、5’末端
が A, C, G, T である配列を標的としてルシフ
ェラーゼレポーターアッセイを行った結果、
dHax3 は 5’末端が T の場合のみに強い結合
活性を示した。この結果は、TALE タンパク
質 dHax3 の DNA への結合にとって、5’末端
の T が必須であることを示唆している。 
 そこで、TALE のひとつである PthXo1 タ
ンパク質の DNA との複合体の結晶構造解析
から、5’-T の認識への関与が示唆されている
repeat-1 のヘアピンループ中のトリプトフ
ァン残基 W232 に着目し、この残基の点変異
体を作製した。5’末端塩基の選択性に変化が
生じるのかどうかをルシフェラーゼレポー
ターアッセイで調べた結果、ほとんど全ての
変異体において、5’-Tからはじまる標的DNA
への結合の有意な低下がみとめられた。例外
として W232Y は、ルシフェラーゼアッセイ
およびゲルシフトアッセイの結果、野生型と
同程度の DNA 結合活性がみられ、また
W232F もその親和性の低下が少なかった。
これらのことより、5’-T の認識には、repeat-1
のヘアピンループ中のW232が関与しており、
またその芳香環が結合に寄与していること
が示唆された。一方で、一方、5’末端塩基が
T 以外のものへ強く結合する変異体は得られ
なかった。このことから、W232 の点変異の
みでは、5’末端が T 以外のものへ認識変換す
るには不十分であることが示唆された。 
 そこで、repeat-1 のヘアピンループを構成
する４アミノ酸をランダム化した TALE ラ
イブラリーを作製した。Bacterial 1-hybrid
アッセイを用いて 5’末端が A, C から始まる
配列へ結合する TALE タンパク質変異体の
スクリーニングを行った。この方法では、発
現ベクターとして、大腸菌 RNA ポリメラー
ゼ omega 因子と TALE タンパク質との融合
体を発現するプラスミドを用いる。またレポ
ーター遺伝子として、ヒスチジンの合成に必
須とされる HIS1 遺伝子を用い、そのプロモ
ーター中に TALE の標的 DNA 配列を挿入す
る。そうすることにより、大腸菌内で発現し
た TALE がプロモーター中の標的配列に結
合し HIS1 が産生されたときにのみ、ヒスチ
ジン欠損培地上に大腸菌コロニーが生育す
ることができる。すなわち、生育コロニーが
有するプラスミド配列を解析することによ
って、標的 DNA に結合することのできる
repeat-1 のヘアピンループ配列が明らかに
なる。Bacterial 1-hybrid アッセイの結果、5’
末端が A, C どちらの場合も大腸菌コロニー
を得ることができた。配列を解析した結果、
5’末端が A, C どちらの場合であっても、
repeat-1 のヘアピンループのアミノ酸配列
のパターンはほとんど同じであることが明

らかになった。特に 231 番目のグルタミン残
基は、得られたコロニー全てにおいてアルギ
ニンに変換されていた（図１）。 

 そこでまず、この保存された置換の影響を
調べるために Q232R 置換体を作製してルシ
フェラーゼアッセイを行った。しかし、活性
はほとんどなかった。続いて、得られたルー
プ領域変異体の DNA 結合特性をルシフェラ
ーゼレポーターアッセイにより調べた。その
結果、5’-T から始まる標的配列への親和性は
若干低下したものの、5’-A, C, G から始まる
標的配列への結合活性が 5’-T から始まる標
的配列への結合活性と同程度まで上昇する
ことが明らかになった。すなわち、ループ全
体の構造が 5’末端塩基への結合に重要である
ことが示唆された。また、得られたループ変
異体は 5’末端塩基の種類に依存せず DNA に
結合できることから、この骨格を用いること
で、標的を自在に選ぶことが可能になると期
待される。 
 また、メチル化シトシン含有レポーターベ
クターを用いたスクリーニングからは、比較
的小さいアミノ酸を含むユニットが選択さ
れることが明らかになった。 
 以上、本研究では TALE の 5’末端塩基認識
に着目し、その結合様式の解析を行った。さ
らに、分子進化法を利用することにより、
TALE の 5’末端塩基認識制限を解除すること
に成功した。本結果は、repeat-1 のヘアピン
ループ領域が標的配列の 5’末端塩基への結合
に重要であること示唆すると同時に、ゲノム
改変ツール、物質の効率的生産のための分子
ツールとしての TALE タンパク質の汎用性
の向上に大きく貢献できるものと考えられ
る。 
 
 
 
 
 
 
 

図１. 5’-C, 5’-Aを有するレポーターを用い
たスクリーニングの結果 
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