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研究成果の概要（和文）：天然亜鉛フィンガー蛋白質を鋳型にして、触媒機能を示す酵素型亜鉛

フィンガー蛋白質の設計を行った。人工設計した His4 型亜鉛フィンガー蛋白質を遺伝子工学

的手法で創製した結果、本蛋白質は DNA を加水分解する能力を持ち、世界で初めて触媒機能

を持つ酵素型亜鉛フィンガー蛋白質の創出に成功した。 

 
研究成果の概要（英文）：On the basis of native zinc finger protein, design and creation of new 

zinc finger protein possessing catalytic function were performed. Artificial His4-type zinc 

finger protein was demonstrated to have DNA hydrolytic function. We firstly succeeded in 

creation of new enzyme-type zinc finger protein. 
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１．研究開始当初の背景 

生物のゲノム解析の結果、亜鉛フィンガー

モチーフは極めて普遍的なモチーフである 

ことが明らかになり、全蛋白質の約 3％が亜

鉛フィンガーモチーフを持つことが示され

た。亜鉛フィンガー蛋白質の重要な機能とし

ては、DNAや RNAの塩基認識と結合、そし

て蛋白質―蛋白質相互作用認識などである。

亜鉛フィンガーモチーフの役割は蛋白質の

構造維持と特異的結合であり、触媒機能を示

す亜鉛フィンガー蛋白質は見出されていな

い。それ故、触媒機能を有する酵素型亜鉛フ

ィンガー蛋白質の創出は、世界的に極めて挑

戦的な課題であると考えられた。このような
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背景から、世界最初の触媒機能を持つ亜鉛フ

ィンガー蛋白質の創出に挑戦することにし

た。 

 

 

２．研究の目的 

本来、構造的な因子である亜鉛フィンガー

モチーフから亜鉛フィンガー触媒酵素へ独

創的化学変換は、国際的にも大きな注目を浴

び、かつ激しい研究競争となっているが、現

在のところ誰も成功していない。そこで本研

究では、ヌクレアーゼやプロテアーゼ活性を

持つ世界最初の酵素型亜鉛フィンガー蛋白

質を設計・創製し、その生物・医学的応用を

目指した。また、本研究での“蛋白質をデザ

インする”という化学を基本とした方法論は、

医学・薬学や生物工学・農学領域に有用な人

工機能性蛋白質の設計に貴重な知見を提供

することが期待される。 

 

 

３．研究の方法 

本研究のキーポイントは、触媒機能を有す

る酵素型亜鉛フィンガー蛋白質を如何に設

計・創出するかにある。これまでの実験結果

を基礎に、触媒機能が期待される His4 型亜

鉛フィンガードメインを中心に設計し、天然

型の Cys2His2型亜鉛フィンガードメインに

結合させることで選択的塩基配列認識に加

えて、DNA 鎖を加水分解する機能を持ち合

わせた新しい亜鉛フィンガー蛋白質が創出

できると考えた。そこで、本蛋白質を遺伝子

工学的手法を駆使して創製し、その期待され

るヌクレアーゼおよびプロテアーゼ機能を

ゲノム化学・蛋白質化学的手法により評価を

行い、世界最初の酵素型亜鉛フィンガー蛋白

質の創出を明らかにすることを目指した。 

 

４．研究成果 

まず、新規 His4 型亜鉛フィンガードメイ

ンがアミノ酸エステルやリン酸エステルを

効果的に加水分解できることを見出したの

で、このドメインを触媒作用部位として活用

することを計画した。DNA 塩基配列特異的

結合能を持つ天然 Cys2His2 型亜鉛フィンガ

ー蛋白質に His4 型亜鉛フィンガードメイン

を連結させた新しい混合亜鉛フィンガー蛋

白質を遺伝子工学法により作製した。この新

規亜鉛フィンガー蛋白質は、DNA 結合部位

と DNA 切断部位を併せ持ち、期待通り制限

酵素類似の触媒作用を示した。亜鉛フィンガ

ーは、モジュール構造と非対称な DNA 認識

コードという特徴を持っており、任意の長さ

と任意の塩基配列を認識できる人工制限酵

素分子の設計には最適のターゲット蛋白質

と考えられる。20 塩基対を特異的に認識し、

かつ配列選択的に DNA を切断する 7亜鉛フ

ィンガー蛋白質の創製にも成功した。また、

2 つの天然 3 フィンガードメイン間に His4

型亜鉛フィンガードメインを挿入した 7亜鉛

フィンガー蛋白質を遺伝子工学的に作製し

た。この新規亜鉛フィンガー蛋白質は、GC

ボックス DNA とランダム配列 DNA に対す

る切断反応を追求したところ、顕著にGCボ

ックス DNA に対する切断が促進され、配列

選択的なDNA切断が認められた。さらに、3

亜鉛フィンガードメイン間にセリウム結合

ペプチドを導入した新規亜鉛フィンガー蛋

白質も創製し、セリウム結合部位での DNA

加水分解反応が観察された。このように、触

媒機能を持つ人工亜鉛フィンガーHis4 型ド

メインの開発により、世界で最初の触媒機能

を有する酵素型亜鉛フィンガー蛋白質が達

成され、生物工学や医学領域に有用なツール

を提供できたことは価値がある。 
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