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研究成果の概要：１分子ＤＮＡおよびタンパク質の精密解析を行うために、蛍光顕微

鏡視野内で反応を１分子レベルでの測定技術を確立し、解析することを目的とし研究

を実施した。 

各種ＤＮＡ合成酵素の単位時間当たりの合成速度計測を行った結果、ＴａｑＤＮＡポ

リメラーゼは８００－９００塩基／分、Ｔ７ＤＮＡポリメラーゼは３０００－３２０

０塩基／分、ＤＮＡポリメラーゼＩは１０００－１１００塩基／分、ＤＮＡポリメラ

ーゼβは２０００－２１００塩基／分となった。また、DNA 合成反応を観察するため

の１本鎖 DNA 領域の可視化に成功した。方法は、ＤＮＡ複製因子Ａの DNA 結合部位と

黄色蛍光タンパク質の融合タンパク質を使用することにより１本鎖ＤＮＡを安定的

に可視化することが可能となった。 
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１．研究開始当初の背景 

DNA 複製・修復・組み換え反応に関与する

DNA ポリメラーゼの生化学的機能解析研究は

盛んに行われている。しかし、これまでの解



析法は数万分子以上の DNAやタンパク質を含

む反応系で解析が行われていた。そのため、

多数分子の平均的な挙動の解析しか行えず、

酵素１分子の挙動解析を行うことは困難で

あった。例えば、生化学的解析で良く用いら

れる変性 15％ポリアクリルアミド／7M 尿素

ゲルを用いた DNA 合成能の解析結果（図１）

からは、DNA ポリメラーゼ１分子で DNA 合成

した反応の結果（反応１）であるのか、DNA

合成過程で分子種の入れ替わりがおきた反

応の結果（反応２）であるのか区別を付ける

ことは困難であった（図１）。 

 

DNA ポリメラーゼは１０数種類の存在が確

認されているにもかかわらず、より具体的な

機能分担は明確にはなっていない。しかし、

DNA ポリメラーゼには組織局在性や DNA 損傷

を乗り越える等の性質を示す分子種が存在

することから明確な役割分担が存在すると

考える。その点を明確にするために、DNA 合

成反応の可視化を行い、DNA ポリメラーゼの

挙動を１分子レベルで解析を行う。DNA ポリ

メラーゼの新知見を得るための１分子観察

を行うには、観察対象になりうる DNA ポリメ

ラーゼ分子・鋳型 DNA・基質（dNTP）を蛍光

標識する必要がある。そのために、蛍光標識

物質の開発及び酵素への標識物質修飾法の

開発も行う。また、従来のDNA固定技術には、

DNA 分子の基板表面への非特異的吸着や流れ

による鋳型 DNA の移動の問題が存在し、これ

が種々の酵素反応を阻害することが予想さ

れる。そのため、顕微鏡視野内において DNA

を固定し DNA鎖を適度な長さまで伸長させる

ための DNA形態を制御する技術開発も行った。 

 
２．研究の目的 

（１）蛍光の選択と標識法 

 酵素の蛍光標識の手法として、GFP、YFP、

CFP 等の蛍光タンパク質と目的酵素の融合タ

ンパク質を作成する手法が考えられた。そこ

で、得られた融合タンパク質が酵素活性を保

持し、観察に適しているか調査した。また、

融合タンパク質作成以外に、酵素のアミノ基、

カルボキシル基、チオール基等と蛍光化合物

を共有結合させる方法も併せて検討した。こ

の方法は酵素を失活させる可能性あるため、

活性部位を DNAなどで保護して標識を行う必

要があるが、その保護手法や反応時間につい

て検討し、失活させない反応条件を探索した。 
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（２）DNA ポリメラーゼの調製法 

 ２－１の方法を用いて、失活しない蛍光標

識 DNAポリメラーゼ種の大量調製法の確立を

目指した。 

（３）鋳型 DNA の片端固定化法 

 鋳型 DNAをガラス基板上に結合させ固定化

した。そして、観察に利用可能かどうかを明

らかにした。結合方法として、アビジン-ビ

オチン法、ジクロロジメチルシラン法等を検

討した。 

（４）片端固定化 DNA の観察 

 従来の DNA 固定技術では DNA 分子の基板表

面への非特異的吸着が問題であり、これが

種々の酵素反応を阻害することが予想され

た。そのため、２－３で作成した固定化 DNA

を光ピンセット、電場、溶液の流れ等を用い

て DNA 分子の形態制御法を確立させた。さら

に、酵素反応に適した形態制御法を明らかに

した。 



（５）DNA の１本鎖領域の蛍光観察 

 蛍光標識ＤＮＡ複製因子Ａと固定化 DNA

を用いて１分子蛍光観察を行い、１本鎖 DNA

領域の可視化し、観察を行った。 

（６）DNA ポリメラーゼによる合成反応観察 

 DNA ポリメラーゼにより、DNA の１本鎖 DNA

領域が２本鎖になる過程を２本鎖 DNAが染色

可能な蛍光色素 YOYO-1 を用いた観察を行っ

た。 

（７）DNA ポリメラーゼの１分子蛍光観察 

 ２－４、５、６で検討した蛍光標識酵素と

固定化 DNA を用いて１分子蛍光観察を行い、

酵素１分子の DNA合成速度の測定や酵素の多

分子との入れ替わり等の挙動を明らかにす

ることを目指した。 

 

３．研究の方法 

（１）蛍光の選択と標識法 

 GFP、CFP、YFP 等の蛍光タンパク質を用い

て、蛍光タンパク質融合 DNA ポリメラーゼ及

び蛍光タンパク質融合 DNA 複製因子 A（RPA）

を調製し、これらの蛍光タンパク質を用いて

観察を行うための条件検討を行った。この時

に、蛍光タンパク質による蛍光強度不足や酵

素の失活等の問題が出てくる可能性がある

ので、その対策として、蛍光タンパク質と融

合させていない酵素を調製した後、蛍光化合

物と酵素のもつアミノ基、カルボキシル基、

チオール基等と共有結合法させる方法の検

討も併せて行った。この方法は、活性中心の

アミノ酸側鎖が修飾されたり、タンパク質の

立体構造が変化してしまうと活性が失われ

る可能性が高いために、活性中心の保護方法

や使用する蛍光化合物量、共有結合させる反

応時間等の細かな反応条件の検討を行った

２)。 

に

した。 
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（２）DNA ポリメラーゼの調製法 

 DNA ポリメラーゼβ、λの大腸菌大量発現

系を確立した。また、TaqDNA ポリメラーゼ、

T7 DNA ポリメラーゼ、DNA ポリメラーゼ I

ついては、試薬メーカーから購入

（３）鋳型 DNA の片端固定化法 

 ガラス基板表面の非特異的吸着を抑制さ

せる方法を用いて鋳型 DNAを結合させる方法

を確立した。方法としては、直接ガラス基板

に結合させる方法と、アビジン-ビオチン結

合を利用する方法を検討したが、非特異的吸

着が少なく DNAの形態制御が容易な手法を１

分子観察に有効なのは、 直接ガラス基板に

結合させる方法であり、ガラス基板をチオー

ル修飾することにより表面を疎水性に改質

し、チオール化した DNA とジスルフィド結合

（-S-S-）を介して固定する方法

（４）片端固定化 DNA の観察 

 １本鎖 DNA は非常に壊れやすいため、ガラ

ス基板に片端固定化した鋳型 DNA が DNA ポリ

メラーゼの鋳型として使用可能かどうか観

察を行った。この観察には、１本鎖 DNA に特

異的に結合する蛍光標識 DNA 複製因子 Aを用

いた。蛍光 RPA を用いて DNA ポリメラーゼが

DNA 合成反応を行うための鋳型となる１本鎖

DNA 領域に結合させ、鋳型 DNA の状態を調べ

る。DNA の状態を調べるために、磁気ビーズ

を結合させた鋳型 DNAを用いた光ピンセット
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図３：シリンジポンプを用いた流路システム
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操作、電界、溶液の流れ（図３）を用いて DNA

を壊さずに酵素反応を観察できる DNAの形態

制御しながら蛍光 RPA を結合させ、鋳型 DNA

ポリメラーゼの１分子蛍光観察に

子種の DNA

合成反応の１分子観察系の

立を試みた。 

（

結合活性を保持してい

ることを確認した。 

 

 

 

３）DNA の１本鎖領域の可視化 

、１本鎖

Lane 1 ．DNA のみ
Lane 2 ．DNA＋RPA 688pmol

1

0.8% アガロースゲル

2

← M13mp18ssDNA

← M13mp18ssDNA
とYFP-RPA複合体

（B）（A）

と蛍光 RPA の結合を観察した。 

（５）DNA

よる解析 

 前年度に引き続き、DNA ポリメラーゼβ、

λ、T7 DNA ポリメラーゼ、Taq DNA ポリメラ

ーゼ、DNA ポリメラーゼ Iをモデル系にして

確立させた DNA合成反応の１分子観察法を用

いながら、調製可能になった他分

図
精製

５：YFP-RPAの精製結果（A）と
YFP-RPAを用いたゲルシフトアッセイ（B）

 
ポリメラーゼの挙動を解析た。 

 
（６）DNA ポリメラーゼβ、λの観察 

  調製可能な DNA ポリメラーゼβ、λをモ

デル系にして DNA

（２）片端固定化 DNA の観察 

 長い DNA は非常に壊れやすいため、ガラス

基板に片端固定化した鋳型 DNA が DNA ポリメ

ラーゼの鋳型として使用可能かどうか観察

を行った。この観察には、λDNA と YOYO-1 を

もちいてマイクロ流路を用いて実験を行っ

た。DNA の片端固定は、ガラス基板表面をチ

オール化により表面を疎水性に改質し、チオ

ール化したλDNA とジスルフィド結合

（-S-S-）を介して固定化することにより、

流れにより形態制御に成功した（図６）。 

確

 

４．研究成果 

１）蛍光の選択と標識法 

酵素の蛍光標識法は、DNA 複製因子 A に関

しては YFP タンパク質との融合タンパク質、

DNA ポリメラーゼについては、蛍光化合物と

酵素のもつアミノ基、カルボキシル基、チオ

ール基等と共有結合法させる方法を用いる

ことにより成功した。YFP タンパク質との融

合タンパク質の設計図を図４に示す。その

YFP-RPA の精製結果と精製タンパク質を用い

た環状１本鎖 M13mp18 DNA との DNA 結合活

性結果を図５に示す。これらの結果から、

YFP-RPA は１本鎖 DNA

 

（

623

mouse RPA70の構造

１本鎖DNA結合部位の190～431aaを利用

黄色蛍光タンパク質（YFP）DNA 結合部位

190 431
DNA 結合部位

1

YFP‐RPAの構造（分子量は約70kDa）

（１）で調製した YFP-RPA を用いて

DNA 領域の可視化を試みた。使用した DNA は

完全に１本鎖化したλDNA（図７）を作成し

た。この DNA と YFP-RPA を反応させることに

より DNA の１本鎖 DNA 領域の可視化に成功し

図４：蛍光DNA複製因子Aの構造



た。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

（４）各種 DNA ポリメラーゼの反応産物の１

分子解析 

 

 調製、入手可能であった代表的な各種 DNA

ポリメラーゼを用いて解析を行った。使用し

た DNA ポリメラーゼは、Taq DNA ポリメラー

ゼ（図９）、DNA ポリメラーゼβ（図１０）、

T7 DNA ポリメラーゼ（図１１）、DNA ポリメ

ラーゼ Ⅰ（図１２）を使用した。 
 

 
結果、Taq DNA ポリメラーゼは 800-900 

base/min、DNA ポリメラーゼ βは 2000-2100 

base/min、DNA ポリメラーゼⅠは 1000-1100 

base/min、T7 DNA ポリメラーゼは 3000-3200 

base/min の合成速度であることが判明した。 

（５）DNA ポリメラーゼの１分子解析 

図１の解析を行うための条件検討を行って

いるところである。 
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