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研究成果の概要（和文）： 
 特定の遺伝子に結合する DNA 結合タンパク質は、人工転写因子やジーンターゲッティングへ
の応用がなされており、医学・生命科学の分野で近年大きな注目を集めている。本研究では、
亜鉛イオンとの結合により構造変化を誘起する蛋白質 Antennafinger (Ant-F)を利用して、亜
鉛イオンセンサーDNA 結合タンパク質を設計する。このタンパク質により、転写活性により亜
鉛イオンを検出する方法の基盤技術を構築する。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
 DNA-binding proteins have been attracting attention in the field of medical and life 
sciences and applied to the targeting and transcriptional control of particular genes.  
In this project, a Zn(II)-sensor protein, which binds to DNA, is designed by utilizing 
Antennafinger (Ant-F). Ant-F is an artificial protein, which induce structural change 
by binding Zn(II). This research will provide a basic tool, which could lead to the 
development of the technique for the detection of Zn(II) by transcriptional activity. 
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１．研究開始当初の背景 

特定の遺伝子に結合する DNA結合タンパク
質は、人工転写因子やジーンターゲッティン

グへの応用がなされており、医学・生命科学
の分野で近年大きな注目を集めている。なか
でも亜鉛フィンガーとヘリックス・ターン・
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ヘリックスは、構造・DNA 認識様式のよく理
解されている代表的な DNA結合モチーフであ
る。これらのモチーフを有するタンパク質は、
DNA に対する結合親和性と特異性が極めて高
いため、DNA を標的とした機能分子として大
変魅力的である。これまでの研究により、こ
の二つの DNA結合モチーフの構造変換を亜鉛
イオンにより誘起することのできる人工タ
ンパク質(Ant-F)の設計に成功してきた。一
方、Ant-F は、その構造変換に伴い、DNA 結
合親和性の制御が可能であることが明らか
となっているが、構造変換により DNA 認識配
列を変換することのできる人工タンパク質
の創製に関しては、いまだ報告されていない。
このような DNA 認識変換型タンパク質は、ス
イッチ機能により異なった遺伝子を活性化
する人工転写因子への応用が可能であり、そ
の開発は医学・生命科学の発展に大きく貢献
すると考えられる。 
特に、亜鉛イオンによる構造スイッチをも

つタンパク質は亜鉛イオンセンサーとして
応用可能である。生体高分子に弱く結合また
は遊離した亜鉛イオンは、アポトーシスや神
経系・免疫系での機能に関わっていると考え
られているが、その詳細は不明瞭な点が多い。
このため、亜鉛イオンを生体内で検出するこ
とのできるセンサーは、亜鉛イオンの役割を
明らかにするうえで、有用な知見を与えると
考えられる。これまでに開発された亜鉛イオ
ンプローブは、おもに蛍光小分子化合物であ
るが、細胞の自家蛍光、測定精度の問題点が
指摘されている。このため、亜鉛イオン濃度
の変化を捉えることのできる新たなセンサ
ーシステムが求められている。 
 
２．研究の目的 
 蛍光小分子プローブの感度は一般的に高
いものの、生体シグナルに応じた化学量論的
なアウトプットを生じるため、非常に低濃度
(～pM 以下)の生体分子を捉えることは、困難
である。一方、低濃度の生体分子のシグナル
を増幅することにより、大きなアウトプット
が得られれば、極めて高感度に生体シグナル
を検出することができると考えられる。しか
しながら、酵素と異なり、亜鉛イオンそのも
のは、そのままでは、酵素のように生体シグ
ナルを増幅することはない。本研究では、亜
鉛イオンとセンサータンパク質の結合が転
写活性をアウトプットとして亜鉛イオン濃
度に応じて増幅することを目指し、センサー
タンパク質が、亜鉛イオンとの結合により、
認識する DNAの配列を変換させることができ
るようにする。このセンサータンパク質の土
台となる人工タンパク質を Ant-F とした。 
 Ant-F は、これまでの研究により創製した
人工タンパク質で、亜鉛イオンとの結合によ
り大きく構造変化を誘起する。この蛋白質に

は、亜鉛イオンとの結合に関わる配列として、
Cys2His2 型亜鉛フィンガーのコンセンサス
配列である F/Y-x-C-X2,4-C-X3-F-X5-L-X2-H- 
X3-5-H を有している。このコンセンサス配列
のうち非保存アミノ酸は、全てが Ala の場合
でも、亜鉛イオンと結合することが知られて
おり、コンセンサス配列の存在が亜鉛イオン
との結合に決定的な役割を果たす。この亜鉛
フィンガーは、コンセンサス配列のうち、2
つの Cys と 2つの His が亜鉛イオンと四面体
配位構造を形成し結合し、3 つの疎水性アミ
ノ酸が疎水性コアを形成した結果、ββα構
造を獲得することが知られている。Ant-F は、
このコンセンサス配列に類似したアミノ酸
配列を持つタンパク質をモチーフ検索によ
り検索し、得られた蛋白質 Antennapedia 
homeodomain を も と に し て い る 。
Antennapedia homeodomain は、ヘリックスタ
ーンヘリックス型の DNA結合タンパク質で亜
鉛フィンガーとは、立体構造や DNA 認識の点
で 大 き く 違 う 。 こ の Antennapedia 
homeodomain に亜鉛フィンガーコンセンサス
配列に類似した配列の部位に変異を導入し、
亜鉛イオンと結合するようにしたものが、
Ant-F である。Ant-F は、亜鉛イオン非存在
下では、Antennapedia Homeodomain の立体構
造を有し、ATリッチな配列を認識・結合する。
一方、亜鉛イオンとの結合により、DNA 結合
能は、立体構造を大きく変化させ、大きく低
下する。 
 天然に存在する亜鉛フィンガーは、亜鉛
イオン非存在下では、特定の構造を形成す
ることができず、亜鉛イオンとの結合によ
り二次・三次構造を形成し、DNA 結合能
を獲得する。これとは対照的に、Ant-F は、
亜鉛イオン非存在下において DNA 結合親
和性を有する一方、亜鉛イオン添加により、
DNA 結合活性をほとんど失うことが分か
っている。そこで、この点に着目し、異な
った DNA(GC 配列：GGGGCGGGG)に結
合する天然の亜鉛フィンガーを Ant-F（AT
配列：ATTA を認識）に融合させることで、
亜鉛イオンにより認識配列を切り替えるこ
とのできるタンパク質を設計できると考え
た。つまり、この融合タンパク質では、亜
鉛イオン非存在下、亜鉛フィンガー部位が、
DNA 結合能を失う一方、アポ Ant-F 部位
が AT 配列に対して結合する。一方、亜鉛
イオン存在下では、亜鉛フィンガー部位が
GC 配列に対し結合し、ホロ Ant-F は DNA
結合能を失うことが期待される。そこで、
本研究では、このストラテジーに基づいて、
人工タンパク質を設計し、二つの DNA 配
列に対する結合親和性と選択性に対する亜
鉛イオンの影響を明らかにする。その結果、
デザインした DNA 結合タンパク質に転写
活性化ドメインを融合し、亜鉛イオン濃度



 

 

を異なるレポーター遺伝子の転写活性とし
て検出するシステムの構築のための基盤技
術を提供する。 
 
３．研究の方法 
(1) Ant-F-Sp1ZF の遺伝子の設計とタンパク
質発現・精製 
 前述したとおり、Ant-F は、亜鉛イオンと
の結合により DNA結合能を大幅に減少させる。
天然の亜鉛フィンガーは、亜鉛イオンとの結
合により DNA 結合能を獲得するため、Ant-F
に天然の亜鉛フィンガーを融合させること
により、上記の目的が達成されると考えられ
る。本研究では、天然の亜鉛フィンガーは、
ヒト由来転写因子 Sp1 の DNA 結合ドメインで
ある Cys2His2型亜鉛フィンガー(Sp1ZF)とす
る。このドメインは、2つの Cys と２つの His
が亜鉛イオンに配位結合することにより構
造形成し、DNA に結合することが知られてい
る。この DNA 結合ドメインを選んだ理由は、
このタンパク質の立体構造やその DNA認識様
式がよく理解されているうえ、アポ Ant-F が
AT リッチな配列に結合するのに対し、ホロ
Sp1ZFがGCリッチな配列に結合するためであ
る。この融合タンパク質の遺伝子を作成し、
大腸菌にて発現させた。精製は、イオン交換
クロマトグラフィー法と逆相クロマトグラ
フィー法もしくはサイズ排除クロマトグラ
フィー法にて行った。精製タンパク質の確認
は、SDS-PAGE ならびに質量分析法
（MALDI-TOF-MS）にて行った。 
 
(2) Ant-F-Sp1ZF 融合タンパク質の DNA 結合
解析 
 設計した人工タンパク質の DNA結合選択性
が亜鉛イオン添加により、どのように変化す
るかを検討した。亜鉛イオン非存在下での標
的 DNA の配列は AT 配列とし、亜鉛イオン存
在下での標的配列は GC 配列とする。DNA との
結合はゲルシフト法により行った。ゲルシフ
ト法では、目的とする配列を有する dsDNA の
末端をポリヌクレオチドキナーゼを用いて、
32P 標識し、脱塩カラムで精製したものを基質
とした。この dsDNA と融合タンパク質を反応
させ、ゲル電気泳動を行い、オートラジオグ
ラフィーにより解析した。 
 
４．研究成果 
 設計した融合タンパク質の遺伝子配列を
解析した結果、意図した遺伝子配列を有して
いることが明らかとなった。また、大腸菌で
の発現条件を検討した結果、可溶性画分に発
現させることに成功した。クロマトグラフィ
ー精製の後に、SDS-PAGE により純度確認を行
ったところ、得られたタンパク質は、高純度
であることが分かった。MALDI-TOF-MS により、
精製したタンパク質の分子量を測定した結

果、理論値とほぼ一致したことから目的とす
るタンパク質であることが分かった。この結
果から、融合タンパク質の創製に成功したと
いえる。 
 次に、この融合蛋白質を亜鉛イオンの有無
に応じて、DNA 結合配列が変換できるかどう
かをゲルシフト法で検討した。亜鉛イオン存
在下においては、GC リッチな配列に結合し、
亜鉛イオン非存在下においては、AT リッチな
配列に結合することが明らかとなった。以上
の結果より、亜鉛イオンとの結合により、DNA
結合配列を変換させることのできる人工蛋
白質を創製した。 
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