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研究成果の概要（和文）：本研究では、ゲノム動態を可視化する4Dヌクレオーム解析の基盤ツールを開発するこ
とを目的として、標的DNA配列を蛍光検出する技術を開発した。そのために、独自のタンパク質ラベル化技術を
用い、ゲノム編集に用いられるDNA結合タンパク質と合成核酸結合色素からなるハイブリッドプローブを構築し
た。このハイブリッドプローブは、標的とするテロメアDNA配列に結合し、蛍光強度を上昇させる機能を持つこ
とが示された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed a technique for fluorescent detection of target 
DNA sequences with the aim of developing a fundamental tool for 4D nucleome analysis to visualize 
genome dynamics. For this purpose, we will construct a hybrid probe consisting of a DNA-binding 
protein used for genome editing and a synthetic nucleic acid-binding dye using our protein labeling 
technology. This hybrid probe was shown to have the ability to bind to the target telomeric DNA 
sequence and increase the fluorescence intensity.

研究分野： ケミカルバイオロジー、蛍光イメージング

キーワード： Chemical Nucleomics　dCas9　TALE　PYP　Hybrid probe

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
蛍光タンパク質を用いたDNA配列の検出技術は、バックグラウンドシグナルの大きなものであるが、本研究のハ
イブリッドプローブは、DNAへの結合に伴い蛍光強度が増大するため、より高精度に検出できる。DNAの高精度な
検出をもとにした4Dヌクレオソーム解析は、ゲノム動態を精密に明らかにすることでき、遺伝子発現制御や疾病
発症のメカニズムの解明に繋がる。この観点から、本研究では、ゲノム動態解明のための基盤ツールの開発に成
功しており、生命科学や医学の発展に貢献するといえる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

全細胞核内分子の機能・局在に時間軸を加えた包括的情報は 4D ヌクレオームと呼ばれ、近年
大きな注目を集めている。なかでもゲノムの三次元配置の動的変化は、遺伝子発現の制御や疾病
の発症において決定的な役割を果たす。例えば、エンハンサー配列は、数千塩基以上離れたプロ
モーター配列に空間的に近接することで遺伝子発現を活性化できる。また、空間的に離れた遺伝
子間で転座が起きると、癌などの疾病の原因となることが報告されている。このようなゲノム動
態を生細胞においてリアルタイムで可視化することは、4D ヌクレオーム解析の基盤となるうえ
に、遺伝子発現制御や疾病発症のメカニズムを解明する観点から、生命科学・創薬の大きな課題
となっている。 

これまでに、ゲノム動態を解析するために、3C 法や FISH 法などが用いられてきた。しかし
ながら、これらの方法では細胞の破砕や固定を伴うため、同一細胞でゲノム動態を時々刻々と捉
えることは不可能であった。これに対し、生細胞での特定塩基配列の可視化は、蛍光タンパク質
を用いて行われてきた。この方法では、CRISPR/dCas9 や TALE に蛍光タンパク質を融合させ、
その局在を可視化するものであった。しかしながら、この方法の問題は、標的 DNA に結合して
いない融合タンパク質の方が結合しているものよりも、圧倒的に分子数が多く、標的 DNA に結
合したもののみを識別する際、バックグラウンドシグナルが大きくなることであった。このため、
標的 DNA に結合したときのみ蛍光性となるプローブはこの問題を解決できると考えられ、その
開発が期待されていた。 

 

２．研究の目的 

本研究では、標的 DNA 配列に結合したときに、蛍光強度が増大する蛍光プローブを開発した。
そのために、タンパク質と合成蛍光色素のそれぞれの利点を最大限活用した。タンパク質は、一
般に高い特異性で標的分子を認識できるのに対し、合成蛍光色素には、化学反応に伴い蛍光特性
を変化させるスイッチ機能を持たせることができる。標的 DNA 配列に特異的に結合するタンパ
ク質部位としてゲノム編集で用いられるタンパク質を用い、色素部位として核酸に結合した時
蛍光強度が増大する色素を用いた。これらの二つの分子をタンパク質ラベル化法で連結するこ
とで合成色素/タンパク質ハイブリッドプローブを構築し、そのハイブリッドプローブの DNAへ
の結合特性及び蛍光特性を評価した。 

 

３．研究の方法 

(1) ハイブリッドプローブの設計・構築 

DNA 結合タンパク質部位として、ゲノム編集ツールである CRISPR/Cas9 または TALEN に
着目した。本研究では、これらの分子の改変体で、DNA切断活性をなくし高い配列特異性でDNA

に結合する CRISPR/dCas9 または TALE を用いる。蛍光色素部位には、遊離状態では非蛍光性
で、DNA に結合すると蛍光性となる色素を用いる。このとき、色素は非標的配列に結合しない
ことと、タンパク質部位が標的配列に結合したときのみ、色素が近接効果により初めて DNA に
結合することが必要となり、本研究では、該当する色素としてオキサゾールイエロー（YO）を
選んだ。 

上記の DNA 結合タンパク質と色素を連結したハイブリッドプローブを構築するために、タン
パク質ラベル化技術を応用する。報告者は、これまで独自に PYP（Photoactive yellow protein）
タグと合成蛍光プローブを利用したタンパク質ラベル化技術を開発してきた。PYP タグは、細
菌由来の小タンパク質（14 kDa）であり桂皮酸リガンドと特異的に共有結合する。これまでに、
合成蛍光プローブにより、PYP タグ融合タンパク質の特異的な生細胞標識に成功してきた 1-7。
そこで、YO に PYP タグリガンドを繋いだ合成分子 YOCNB で PYP タグ融合 DNA 結合タンパ
ク質をラベル化することで、合成色素/タンパク質ハイブリッドプローブを構築した。なお、ゲ
ノム編集ツールの改変体を用いたハイブリッドプローブの研究の予備検討として、細胞核内に
比較的豊富なメチル化 DNA を標的としたハイブリッドプローブの構築も行い、細胞内でハイブ
リッドプローブの構築が可能かについても検討している。YOCNB で PYP タグとメチル化 DNA

結合ドメイン MBD の融合タンパク質 PYP-MBD をラ
ベル化し、合成色素/タンパク質ハイブリッドプローブ
を開発した。このプローブは、MBD 部位が DNA メチ
ル化部位に結合し、その結合時のみ、色素部位が近接
効果により DNA に結合し蛍光を発する。このハイブ
リッドプローブは、選択的にメチル化 DNA に結合し、
その結合に伴い蛍光強度が上昇することが判明して
いた。更に、PYP-MBD を細胞内で発現させ、その細
胞に YOCNB を添加したところ、細胞内でハイブリッ
ドプローブが構築され、メチル化 DNA に結合し蛍光
を発することが示されていた（図 1）8-10。このため、
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図 1. ハイブリッドプローブの生
細胞構築。 



ハイブリッドプローブのシステムは、生細胞内でも機能しうることから、ハイブリッドプローブ
のタンパク質部位を CRISPR/dCAS9 や TALE に変更することで、それらのタンパク質が標的と
する DNA 配列に結合し蛍光強度を増大させるハイブリッドプローブへ展開できると考えられ
た。 

 

(2) ハイブリッドプローブの DNA 結合特性と蛍光特性 

 ハイブリッドプローブが標的 DNA に選択的に結合するかを検証するために、異なる濃度のハ
イブリッドプローブと標的もしくは非標的 DNA を反応させ、ゲルシフトアッセイを行った。更
には、ハイブリッドプローブの蛍光強度が DNA 存在下において変化するかを調べるために、蛍
光分光光度計で蛍光スペクトルを測定した。 
 
４．研究成果 
(1) CRISPR/dCas9 型ハイブリッドプローブの構築と評価 

 PYP と dCas9 を融合させたタンパク質 PYP-dCas9 をタンパク質部位として、YOCNB でラベ
ル化したハイブリッドプローブを試験管で作成した。ラベル化反応を行い、紫外可視スペクトル
を測定したところ、時間の経過に伴いベースラインの大幅な増加が確認された。これは、YOCNB

の疎水性度が高く水に可溶化させるために 5% DMSO を添加しているが、その DMSO により
PYP-dCas9 が凝集したことが分かった。そこで、YOCNB の水溶性をあげ添加する DMSO 濃度
を低下させるために、YOCNBの脱離基の部分にカルボキシ基を導入したYOCNB2を開発した。
この YOCNB2 に添加する DMSO 濃度は 1％でよく、水溶性の向上が確認された。また、YOCNB2

を PYP-dCas9 と反応させたところ、紫外可視スペクトルのベースラインの上昇は抑制され、PYP-

dCas9 が水溶性を維持していることが分かった。また、YOCNB2 の PYP リガンド部位は、PYP

との反応に従い、450 nm 付近の吸光度が上昇することが知られている。実際に、ラベル化反応
時に、吸光度の上昇が確認され、YOCNB2 と PYP-dCas9 の結合が確認された。次に、ラベル化
反応の共有結合性を確認するため、ラベル化反応後に SDS-PAGE を行った。その結果、変性条
件下でも PYP-dCas9 を示すバンド部位から蛍光が観測されたことから、YOCNB2 と PYP-dCas9

は、共有結合で結合していることが示された。以上のことから、YOCNB2 と PYP-dCas9 からな
るハイブリッドプローブが構築できることが分かった。 

 次に、ハイブリッドプローブの DNA 結合特性を調べるため、ゲルシフトアッセイを行った。
標的配列をテロメア由来 DNA とし、それに相補的な gRNA を調整し、gRNA とハイブリッドプ
ローブを反応させた後、テロメア DNA もしくは非テロ
メア DNA と反応させた。その結果、テロメア DNA と反
応させた場合は、ハイブリッドプローブ濃度を増加させ
るにつれて遊離 DNA のバンドが消失しハイブリッドプ
ローブ/gRNA/テロメア DNA の複合体を示すバンドが確
認された（図 2）。これに対し、非テロメア配列の場合は、
遊離 DNA の減少は確認されず、複合体の明確なバンド
が観測されなかった。以上の結果から、ハイブリッドプ
ローブは、標的テロメア配列に選択的に結合することが
示された。このハイブリッドプローブの蛍光特性を調べ
るために、蛍光スペクトルを測定したところ、gRNA を
添加した段階で蛍光強度の上昇がみられ、DNA 添加して
もそれ以上の蛍光強度上昇が確認されなかった。この原
因は、dCas9 と DNA の複合体の立体構造から、PYP に結
合した色素と DNA の距離が長く、十分に色素と DNA が
相互作用できなかったことが考えられる。 

 

(2) TALE 型ハイブリッドプローブの構築と評価 

 テロメア配列に結合する TALE に PYP タグを融合
させた TALE-PYP を作成し、大腸菌にて発現させ精製
し、YOCNB 及び YOCNB2 によるラベル化実験を行っ
た。dCas9 とは異なり、YOCNB,YOCNB2 ともにラベ
ル化に伴い吸収スペクトルのベースラインの上昇は
見られなかった。また、450 nm 付近の吸光度が上昇し
たため、ラベル化分子の TALE-PYP の結合が起こって
いることが示された（図 3）。次に、YOCNB2 によるラ
ベル化反応を行い、ハイブリッドプローブを構築した
後に、ゲルシフトアッセイを行ったところ、テロメア
DNA とハイブリッドプローブを反応させたときは、ハ
イブリッドプローブの濃度を上昇させるにつれ遊離
DNA のバンド強度が減少し、ハイブリッドプローブ
DNA 複合体のバンドが明確に現れた（図 4）。これに
対し、そのような明確なバンドは、非テロメア DNA のときは現れなかった。以上の結果から、
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図 3. ハイブリッドプローブの構築。 
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図 2. ハイブリッドプローブによ
るテロメア DNAへの結合。 



ハイブリッドプローブは、テロメア DNA に選択的に結合することが示された。 

 次に、ハイブリッドプローブの蛍光特性を調べるた
めに、蛍光スペクトル測定を行った。遊離の YOCNB2

は無蛍光性であったが、TALE-PYP のラベル化反応に
より蛍光強度の上昇が観測された。このハイブリッド
プローブに対し、テロメア DNA を加えたところ、大
きく蛍光強度が上昇した。一方で、非テロメア DNA

をハイブリッドプローブに加えた時は、大きな蛍光強
度の上昇は確認されなかった。以上の結果から、ハイ
ブリッドプローブは、標的 DNA 配列に結合し、蛍光
強度を上昇させることが示された。 

 このことから、前述した蛍光タンパク質の限界を克
服できると期待される。また、生細胞で標的 DNA 配
列を可視化するためのイメージングツールの基盤が
整ったといえ、今後のゲノム動態可視化への展開が期
待される。 
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