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研究成果の概要（和文）： 本研究では、任意の分子を認識する転写調節因子（Transcriptional 

regulator,TR）として、設計し、これを用いたユニバーサルな細胞内計測及び細胞機能制御基板

技術の開発を目的とした。まず新規 TRs となる基質結合タンパク質と LacI 型 TR を利用したキ

メラ蛋白質の構築法及び、本蛋白質が in vitro 及び動物細胞内において、TRs として機能するこ

とを示した。また、本蛋白質に基づく目的遺伝子の標的分子依存的な発現制御が可能であり、

今後の多様な標的分子に対応する細胞内計測及び細胞機能制御基板技術としての可能性を示し

た。 

 
研究成果の概要（英文）：Novel transcriptional regulators (TRs)  for a versatile system of 

intracellular monitoring and transcriptional regulation in mammalian cells have been 

investigated. Substrate binding proteins and LacI-family TRs chimeric proteins(SLCPs) 

were designed as novel TRs. SLCPs functioned as TRs in vitro and in mammalian cells, and 

regulated expression levels of desired genes in a designed target molecule dependent 

manner, showing their possibility as tools for versatile intracellular sensing/ gene 

regulation systems. 
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１． 研究開始当初の背景 

(1)背景：細胞内分子のリアルタイムモニタ

リングを可能とする細胞内計測技術は、疾患

メカニズムの解明、薬物応答評価など医学・

生化学・創薬等の広い分野において重要な技

術である。細胞内モニタリング法として、こ
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れまでに刺激応答性発現プロモーターを融

合したレポーター遺伝子を細胞に導入し、レ

ポーターの発現量を指標に細胞内外の刺激

を検出する技術が多く報告されている。しか

し、これらの技術はいずれも発現プロポータ

ーの応答性に依存して、計測できる分子に制

限がある。このため、任意の標的分子に応答

し、遺伝子発現制御を可能とする技術の開発

が期待されている。 

(2)動機：これまでに研究者らは、細菌由来

の基質結合蛋白質(Substrate binding proteins, 

SBPs)を用いたバイオセンサ素子の開発を

行ってきた。これまでに①リガンド特異的

の異なる多種の SBPs や、更に SBPs の基質

特異性改変法が多く報告されている、

②SBPs が細菌由来の TR であるラクトース

リプレッサー(LacI)型 TRs（LR）の標的分子

認識領域（Ligand binding domain、LBD）と

類似した構造を取ることが明らかとなって

いる、③LR を TR とした動物細胞発現制御

技術が既に実用化されている。このことか

ら SBPs と LacI 型 TRs を融合することによ

って、多様な標的分子に対応する TRs の構

築、更にこれらの TRs を用いた新規動物細

胞内分子モニタリング技術の構築が期待さ

れた。 

 

２．研究の目的 

本研究では、人工転写調節因子の設計と細

胞内センシング及び機能制御基盤技術の開

発を目的とした。まず任意の標的分子を認

識する SBPs と LRs の簡便なキメラ蛋白質

（SBP-LR chiemric protein, SLCP）の設計法

を開発し、これを TR として用いた動物細胞

内での任意の標的分子の計測及び標的分子

に依存した目的遺伝子の発現制御を可能と

する細胞内センシング及び細胞機能制御基

盤技術の開発を目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1)SLCP の設計：まず代表的な TR である大腸

菌由来 LacI の LBD を種々の SBP で置換した

蛋白質の立体構造モデルを、コンピューター

シュミレーションを用いて構築した。次に立

体構造モデルを基に、LacI 遺伝子の LBD と

SBPs の遺伝子の挿げ替えを可能とした SLCP

遺伝子カセットを設計し、SLCP の大腸菌発現

用、及び動物細胞発現用ベクターを構築した。 

(2)In vitro における SLCP の特性検討：まず大

腸菌組換え SLCP を調製し、これを用いて

①SLCP のリガンド特異性及び結合能の検討

を、自家蛍光測定法を用いて行った。SBP の

自家蛍光の変化は、リガンド結合により変化

する SBP の構造変化を反映することから、各

リガンド濃度における SLCP の自家蛍光強度

を測定し、SLCP のリガンド結合能を評価した。

②次に、SLCP の DNA 配列特異性および結合

能の検討を、SPR を用いて行った。まず LacI

オペレーターDNA 配列(Oopsi)または LacI 非結

合性の変異型 Lac オペレーターDNA 配列

(Oneg)をセンサチップに固定化し、各 SLCP 濃

度におけるセンサグラムを観測し、それぞれ

のDNA配列に対する SLCP結合能を評価した。 

③蛍光偏光法を用いて SLCPの FITC修飾オペ

レーターDNA 結合能へのリガンドの影響を

検討し、in vitro における SLCP の TR として

の機能を評価した。 

(3)動物細胞内における SLCP の機能評価：上

流に Lac オペレーターを融合したルシフェラ

ーゼ遺伝子の発現ベクターを作製し、（１）で

作製した SLCP 発現ベクターと共にヒト培養

細胞にコトランスフェクションし、リガンド

濃度が異なる数種類の培地でインキュベート

した。細胞回収後、細胞破砕液を調製し、各

リガンド濃度におけるルシフェラーゼ活性を

測定し、動物細胞内における SLCP の TR 機能



 

 

を評価した。またこの時、IPTG およびグルコ

ースを含まない培地にてインキュベートした

細胞の破砕液のルシフェラーゼ活性をコント

ロールとした。 

(4)SLCP の改変：SLCP の遺伝子発現制御能の

向上を目的に、LacI の立体構造及び SLCP の

立体構造モデルの比較を行い、これを指標に、

変異を導入した SLCP を作製し、その機能評

価を行った。 

(5)SLCP の汎用性の検討：異なる基質特異性

を持つ複数の SBPs を用いて、先に開発した

SLCP カセットにそれぞれ導入して多様な基

質に対応する SLCPs を作製し、機能評価を行

った。 

 

４．研究成果 

(1)SLCP の設計：コンピュータシュミレーシ

ョンの結果を基に、任意の SBP 遺伝子をそれ

ぞれ LBD コード領域(lbd)に導入できるよう、

lbd の 5’-及び 3’-末端に制限酵素認識部位を導

入した SLCP カセットを作製し、これを含む

SLCP 大腸菌及び動物細胞発現用ベクターを

構築した（図１）。 

(2)In vitro における SLCP の特性検討：SLCP

のモデルとして、LacI とグルコースに対する

SBP（Glucose BP、GBP）の SLCP（SLCPGL）

を作製し、大腸菌組換え SLCPGLの DNA 及び

リガンド結合能を評価した。①まずリガンド

非存在下における SLCP の自家蛍光強度（F0）

に対する各リガンド濃度における SLCP 自家

蛍光強度(F)の変化（ΔF＝F－F0）の割合を自

家蛍光強度変化率（ΔF/F0）とすると、SLCPGL

のΔF/F0 は、挿入された SBP のリガンドであ

るグルコース濃度に依存した増加した一方、

LacI のリガンドである IPTG の濃度に依存し

たΔF/F0 の増加は見られなかった。これらの

結果から、SLCPGLは、グルコースに対して

GBP と同等の結合能を示し、また IPTG には

結合しないことが明らかとなった(図２A)。 

②次に、SPR を用いた検討から、グルコース

非存在下において、SLCPGLの Oopsi に対する

Kd 値が Onegに対する Kd 値の 10
-3 以下であっ

たことから、SLCPGLが Oopsi 特異的な DNA 結

合能を持つことが明らかとなった。 

③更に、FITC 修飾 Oopsi の蛍光偏光度を測定し

たところ、グルコース非存在下では SLCPGL

の濃度依存的に変化したのに対し、グルコー

ス存在下では SLCPGL濃度依存的な蛍光偏光

 

 

図 2．In vitro における SLCP の TR 機能評価 

A.SLCP のリガンド結合能 

B.SLCP の DNA 結合能へのリガンドの影響の検討 

A 
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度の変化は見られなかった（図２B）。これら

の結果から、SLCPGLはリガンドであるグルコ

ース存在下において Oopsiに結合しないことが

示された。以上の結果より in vitro において

SLCPGLが、①設計された標的分子特異的結合

能、及び②LacI オペレーター特異的 DNA 結

合能を有し、更に③標的分子存在下で DNA 結

合能を失うことが明らかとなり、TR の特性を

有すことが示された。 

(3)動物細胞内における SLCP の機能評価：ま

ず SLCPGL 発現ベクター（図３a）及びレポ

ーター遺伝子発現ベクターを細胞にコトラ

ンスフェクトし、IPTG を含む培地にてイン

キュベートしたところ、その細胞破砕液のル

シフェラーゼ活性は、コントロールと比べて、

差が見られなかった。一方、グルコース含有

培地にてインキュベートすると、その細胞破

砕液のルシフェラーゼ活性は、コントロール

より高く、特に動物細胞としてヒト肝ガン細

胞 HepG2 およびレポーターとしてルシフェ

ラーゼ変異体(Luc2CP)を用いた時、ルシフェ

ラーゼ活性の顕著な増大が見られた(図４)。

また、レポーター遺伝子発現ベクターの代わ

りにコントロールベクター(図３c)をコトラ

ンスフェクトした HepG2 細胞では、コント

ロールとグルコース含有培地でインキュベ

ートした細胞のルシフェラーゼ活性に差は

見られなかった。更に、各グルコース濃度で

インキュベートした後、細胞破砕液のルシフ

ェラーゼ活性を測定したところ、培地中のグ

ルコース濃度 10
-6 から 10

-4
 M の範囲におい

て、グルコース濃度に依存した活性の増大が

見られた。これらの結果から、SLCPGL を導

入した細胞では、ルシフェラーゼ遺伝子の発

現量が、グルコース濃度に依存して変化した

と示唆された。以上の結果より、SLCPGLが、

動物細胞内において①標的分子であるグル

コースおよび②オペレーター配列を特異的

に認識し、③グルコース濃度依存的にルシフ

ェラーゼ遺伝子の発現を制御することが示

され、動物細胞内においても TR として機能

すること、また SLCP に基づく細胞内分子計

測及び遺伝子発現制御システムの構築が可

能であることが確認された。立体構造類似性

の高く、リガンド特性の異なる SBPs を用い

た新規転写調節因子の設計法は、多様な標的

分子に対応する細胞内計測技術及び遺伝子

発現制御基盤技術開発を可能にすると考え

られる。一方、SLCP を用いることで、培地

中のグルコース濃度に依存した目的遺伝子

の発現制御が可能となったが、細胞内計測技

術として実用化するためには、実際の細胞内

グルコース濃度とレポーター分子の発現量

の相関、検出限界、細胞種に因る感度の違い

などを検討する必要がある。 

(4)TR 機能向上を目指した SLCPGLの改変：先

に（1）―（3）にて構築された SLCPGLは、細

胞内における転写調節能が LacIに比較して低

かった。in vitro 実験の結果から、これは SLCP

図 3. 発現ベクターの構造及び SLCP に基づく 

転写調節機構 



 

 

の DNA 結合能が低いためと考えられた。よっ

て、より高い遺伝子発現制御能を持つ SLCPgl

の開発を目的とし LacI と SLCP の構造の違い

と、DNA 結合能への影響、遺伝子発現制御能

への影響の検討を行った。LacI の立体構造及

び SLCP の立体構造モデルを指標に、SLCPgl

に変異を導入した。SLCPgl 分子間相互作用領

域への変異導入によって SLCPgl の DNA 結合

能が変化し、SLCP の TR 機能に影響すること

が示唆された。 

(5) SLCP の汎用性の検討：これまでにグル

コースを標的とする SLCPGL が、TR として

機能することを示した。そこで多様な標的分

子に対応する細胞内計測及び発現制御機構

基盤技術の転写調節因子としての汎用性を

示すため、他の分子を標的とする複数の

SLCP を作製し TR 機能の検討を行った。In 

vitro での特性検討の結果、SLCPs はグルコ

ースに対する SLCP と同様に、目的の標的分

子に特異的でTRとしての機能を持つことが

示唆された。今後、更に細胞内における TR

機能の検討が求められるが、GBP だけでは

なく、他の SBP を用いても、TR として機能

するSLCPsが構築できることが示唆された。 

 

以上の研究では、多様な SBPs を用いた新

規転写調節因子 SLCP の設計法をしめし、本

SLCP に基づく細胞内計測技術及び遺伝子発

現制御技術を開発した。また SLCP の TR 機能

向上において重要な知見および SBPs を用い

た基質特異性の異なる複数の転写調節因子の

簡便な作製が可能であることを示したことで、

構築された SLCP を用いた動物細胞内分子の

センシング及び遺伝子発現制御と共に、SLCP

に基づくユニバーサル遺伝子発現制御技術の

可能性を示した。このようなユニバーサル細

胞内計測/遺伝子発現制御基盤技術は、医学・

生化学・創薬等、広い分野での応用が期待さ

れる。 
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