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研究成果の概要（和文）：DNA 修復機構の素過程を 1 分子レベルで解明することを目的とし、
大腸菌のヌクレオチド除去修復、ミスマッチ修復で DNA 損傷除去に重要な役割を果たしてい
るヘリケースを中心に、修復タンパク質群の遺伝子のクローニング、発現、精製を行い、蛍光
標識、基質 DNA の作製、1 分子観察系の確立を行った。これらをもとに、DNA－タンパク質
間、タンパク質－タンパク質間相互作用の 1 分子イメージングを行い、ヘリケースの DNA へ
の結合モード、会合状態を明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：To elucidate fundamental processes of DNA-protein interactions in 
DNA repair, we have performed single-molecule imaging of DNA-protein and 
protein-protein interactions using fluorescently labeled proteins involved in nucleotide 
excision repair and mismatch repair in Escherichia coli. The single-molecule observation in 
this study reveals DNA binding modes of a helicase and the number of the helicase bound 
to DNA. 
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１．研究開始当初の背景 
(1)DNA 複製・修復・組み換えは、種の遺伝
的連続性を保証する最も重要な機構である。
DNA 複製が驚くほど複雑なのは、世代を通
じてゲノムを保全するため、きわめて正確で

なければならないことによると考えられて
いる。現時点では、さまざまなタンパク質分
子が実際にどのように相互作用しつつ、非常
に複雑な反応を速やかに、そして絶妙の精度
で触媒するのかについてのダイナミクスは
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図 1 1 分子イメージングの障害となるタンパク

質の非特異吸着抑制能の向上 

わかっていない。そのダイナミックなプロセ
スの理解には、直接タンパク質が機能してい
る現場を可視化することが鍵となる。 
 
(2)近年登場した 1 分子計測技術は、タンパク
質の機能を DNA の力学変化でモニターする
DNA1 分子操作技術や、1 分子 FRET を用い
た DNA 構造変化をモニターする 1 分子蛍光
イメージングとして DNA と相互作用するタ
ンパク質の研究に応用された。しかし、現在
までに蛍光標識したタンパク質を用いて、直
接 DNA 上でのタンパク質の相互作用の様子
を観察した例は、数例のみである。また、蛍
光標識したタンパク質を用いて、直接 DNA
上でのタンパク質－タンパク質 1分子間相互
作用を観察した報告はなかった。 
 
２．研究の目的 
 そこで、本研究では、大腸菌のヌクレオチ
ド除去修復、ミスマッチ修復で DNA 損傷除
去に重要な役割を果たしている DNA ヘリケ
ース UvrD を中心に、基質 DNA の作製、1
分子イメージング観察系の確立を通して、
DNA 修復タンパク質を蛍光標識し、DNA 上
でのタンパク質間の相互作用を 1分子イメー
ジング測定することにより、DNA 修復機構
の素過程を 1分子レベルで解明することを目
的とした。これらの修復機構は原核生物から
真核生物まで広く保存されており、その欠損
は発がん、神経変性、早期老化など、様々な
病態の発現につながることがわかっている。 
 
３．研究の方法 
(1) 遺伝子のクローニング、タンパク質の発
現・精製と蛍光標識 

ヌクレオチド除去修復、ミスマッチ修復に
関係しているタンパク質群の遺伝子をクロ
ーニングし、発現条件を検討した上、高純度
で大量精製できる系を構築し、蛍光標識を試
みた。 

 
(2) 基質 DNA の設計と作製 
 タンパク質間相互作用を測定するために
必要な DNA を設計・作製した。 
 
(3)1 分子イメージング観察系の確立 

光学系は、すでに組みあがっている多色同
時蛍光 1 分子イメージング顕微鏡を用いた。 
また、タンパク質のガラス基板への非特異吸
着を抑制するために、独自に改良したポリエ
チレングリコール（PEG）でコーティングし
たガラス基板上に DNA を固定して 1 分子イ
メージングを行った。 
 
(4) DNA 上のタンパク質間相互作用の 1 分子
計測 
①ヘリケースの DNA 結合モードの 1 分子イ

メージング 
②ヘリケースの DNA 結合分子数の定量 
 
４．研究成果 
(1) 遺伝子のクローニング、タンパク質の発
現・精製と蛍光標識 
①遺伝子のクローニング、タンパク質の発現、
精製 
ヌクレオチド除去修復に関係する UvrA、

UvrB、UvrC、ミスマッチ修復に関係してい
る MutS、MutH、MutL の遺伝子をクロー
ニングし、発現条件を検討した上、高純度で
大量精製できる系を構築した。 
②タンパク質の蛍光標識 
①で精製したタンパク質の蛍光標識を試

みた。また、UvrD を部位特異的に蛍光標識
した。 
(2) 基質 DNA の設計と作製 
 タンパク質間相互作用を測定するために
必要な DNA を設計・作製した。DNA 損傷部
位や、ミスマッチ部位の挿入を行った。ガラ
ス基板やμm サイズのビーズに固定するた
めにDNA末端の修飾（ビオチン、dioxigenin）
などを行った。 
(3)1 分子イメージング観察系の確立 
①タンパク質のガラス基板への非特異吸着
を抑制する表面コーティング法の開発 
現在 1 分子計測の分野で、タンパク質のガ

ラス基板への非特異吸着を抑制するために
標準的に用いられているポリエチレングリ
コール（PEG）コーティングは、ガラス表面
にシラン化によって修飾されたアミノ基に
アミノ基反応性の官能基をもつ PEG を反応
させて行う。本研究をすすめていくうちに、
この方法で PEG 化した硼珪酸カバーガラス
上では、十分なタンパク質非特異吸着抑制能
がないことを見いだした。そのため、PEG コ
ーティングの反応条件に検討を加え、試行錯
誤の上、非特異吸着抑制能を改良することに
成功した。具体的には、PEG 化の溶液条件を、
従来法の 0.1 M NaHCO3 (pH 8.3)から 50 
mM MOPS (pH 7.5)に変えることによって、
Cy5-UvrD について 10 倍の非特異吸着能の
向上があった（図 1）。石英ガラス表面上でも
1.8 倍の非特異吸着能の向上があった。また、
この方法で PEG 化したガラス表面上では
Qdot-UvrD の非特異吸着も効率的に抑制す
ることがわかった。 



 

 

図 2 ヘリケース UvrD の DNA 結合モードの

蛍光 1 分子イメージング① 視野内の輝点数

をヒストグラムにした。ss/dsDNA junction
に結合しやすいことがわかる。 

図 3 ヘリケースUvrDのDNA結合モードの蛍

光 1 分子イメージング② 短い ssDNA(a)や長

い dsDNA( )には高々1 分子しか結合しないが、

長い ssDNA(c)には複数分子結合していること

がわかる。 

(4) DNA 上のタンパク質間相互作用の 1 分子
計測（図 2、3） 
①ヘリケースの DNA 結合モードの 1 分子イ
メージング 

(3)で述べた表面コーティング法の改良に
よって、DNA への UvrD の結合モードの違
いを、非特異吸着に邪魔されずにクリアに 1
分子レベルで観察することに成功した（図 2、
3）。 

②ヘリケースの DNA 結合分子数の定量 
UvrD の DNA への結合分子数を明らかに

するため、Cy5 で高特異的に標識したものを
用いて、一本鎖突出（dT12、dT20及び dT40）
をもつ二本鎖 DNA（18 bp）に結合する UvrD
の分子数をCy5の1分子褪色の段階数で定量
し、UvrD の DNA への結合分子数が、2 分子
あるいは 3 分子であることを明らかにした。
これは、蛍光標識したタンパク質を用いて、
DNA 結合分子数を蛍光 1 分子イメージング
で直接定量化した初めての研究である。 
今後、本研究で蛍光標識した修復タンパク

質を用いて、DNA 上でのタンパク質間の相
互作用を 1分子イメージング測定することに
より、DNA 修復機構の素過程を明らかにし
ていきたい。 
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