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研究成果の概要（和文）： 
本研究ではこれまでにない「転写因子-DNA 間相互作用」と「転写活性化」の同時定量化法の構

築を目指した。結果、転写因子の精製法を確立し、蛍光相互相関分光法を用いた転写因子-DNA

間相互作用の定量化に成功した。また、蛍光相互相関分光法を用いることで転写因子が認識す

る DNA 配列内の一塩基変異の差異を解離定数の違いとして認識できることが確認された。さら

に、転写活性化の定量化につながる RNA 特異的結合タンパク質-RNA 間相互作用の定量化に成功

した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Regulation of transcriptional activity could be initiated by associating the transcriptional factors with its 

specific sequence of genomic DNA. However, the direct relationship between “the affinity for DNA” 

and “transcriptional activity” of transcriptional factors is not clarified. To clarify this relationship, we 

tried to establish the simultaneous and quantitative assay for DNA binding and transcriptional activity of 

glucocorticoid receptor (GR), which is one of transcriptional factors, using fluorescence 

cross-correlation spectroscopy (FCCS). As a result, the dissociation constant between the purified GR 

fused with EGFP and the Alexa647-labeled GR specific sequences (glucocorticoid response element, 

GRE) could be determined as 0.63 M, and sequence-specificity of GR could be confirmed by FCCS. 

Moreover, the dissociation constant between the purified RNA-specific binding protein fused with 

mCherry (red fluorescent protein) and Alexa488-labeled RNA was also determined as 143 nM by FCCS. 
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１．研究開始当初の背景 

真核生物における転写活性はプロモーター

領域より上流領域における転写因子との結

合より調節されている。その転写因子の 1 つ

である Glucocorticoid Receptor（GR）はス

テロイドホルモンリガンド依存的な転写因

子であり、リガンド非存在下では細胞質に局

在している。そして細胞外からのリガンド刺
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激に応答し、核内へと移行、さらに、DNA の

プロモーター領域より上流に位置する認識

配列（Glucocorticoid response element, 

GRE）にホモ二量体として結合することで目

的遺伝子の転写を調節することが知られて

いる。これまで、転写因子あるいは転写因子

複合体と DNA間相互作用の解析手法としては

ゲルシフトアッセイ法、DNA フットプリント

法、クロマチン免疫沈降法（ChIP）が主流で

ある。しかし、これらの手法は転写因子-DNA

相互作用がもたらす転写活性化を評価する

ことができない。 

一方、転写活性化の評価法としてはリアルタ

イム RT-PCR による転写産物の定量化、ルシ

フェラーゼ等を用いたレポーターアッセイ

が用いられているが、この方法では転写活性

を増強したシグナルとして検出するため、転

写因子-DNA 間相互作用を直接的に定量化す

るのは困難である。 

このように「転写因子-DNA 間相互作用」と「転

写活性化」が密接な関係にあるにもかかわら

ず、これらを同時に定量化可能な系はこれま

で存在しなかった。それ故、転写因子‐DNA

間相互作用の「強さ」がそれに次いで起きる

転写活性化に与える直接的な影響に関して

は未だ明らかになっていない点が多い。 

 

２．研究の目的 

本研究では蛍光相互相関分光法（FCCS）を用

い、転写因子－DNA 間相互作用とそれに伴う

転写活性化量を同時かつ経時的に定量可能

な系の確立を行い、転写因子－DNA 間相互作

用とそれに伴う転写活性化量の相関性を明

らかにすること目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1)蛍光相関分光法と蛍光相互相関分光法 

蛍光相関分光法（Fluorescence correlation 

spectroscopy, FCS）では共焦点光学系によ

ってサブフェムトリットル（10-16 L）まで絞

られたレーザーの焦点領域における蛍光強

度を測定する。その微小焦点領域を蛍光物質

（あるいは蛍光ラベルされた生体分子）が出

入りすることによって生じる「蛍光強度の揺

らぎ」を自己相関関数により解析し、蛍光物

質の「拡散時間」と「数」を算出することが

できる。また、焦点領域の体積と分子の「数」

から蛍光物質の濃度を求めることができる。 

さらに、蛍光相互相関分光法（Fluorescence 

cross-correlation spectroscopy, FCCS）で

は二色のレーザーを用いて二種類の蛍光物

質を測定することで二色の蛍光物質（タンパ

ク質が二種類の蛍光物質でラベルされてい

る場合は、それぞれのタンパク質間）の相互

作用が解析可能となる。相互相関関数から算

出される分子の数、すなわち濃度は相互作用

している分子の濃度に相当するので、生体分

子の相互作用の指標である解離定数を比較

的簡便に算出することができる。 

 

(2)in vitro 転写因子-DNA 間相互作用と転写

活性化の同時定量法の構築 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1：in vitro 転写因子-DNA 間相互作用と転

写活性化の同時定量法の概念図 

 

転写因子として EGFP ラベルされたグルココ

ルチコイド受容体(EGFP-GR)は昆虫細胞から
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抽出・精製する。Alexa647 ラベル化 DNA は

Alexa647 ラベル化プライマーを用いてポリ

メラーゼ反応によって生成する。得られた

EGFP-GR と Alexa647-DNA との相互作用を

FCCS 測定により定量化する（図 1A）。同時に

in vitro 転写系において転写を促進させる

（図 1B）。生じた転写産物である mRNA の濃度

は赤色蛍光タンパク質ラベル化 RNA配列特異

的タンパク質をプローブとして FCSを用いた

拡散解析から定量化する（図 1C）。 

 
４．研究成果 

本研究計画においてもっとも重要な転写因

子-DNA 間相互作用の定量化に必要なマテリ

アルであるグルココルチコイド受容体

（Glucocorticoid Receptor：GR）の EGFP 融

合体（EGFP-GR）を昆虫細胞から単離・精製

する方法を確立した。そして、精製した

EGFP-GR と Alexa647 ラベルされた GR 認識配

列（Glucocorticoid Response Element：GRE）

の相互作用を FCCS を用いて定量化し、解離

定数 0.63 M を算出するに至った。また、精

製した EGFP-GRの配列特異性を確認するため

に GREに変異を導入した数種類の配列との比

較を行ったところ、FCCS を用いることで、GRE

内の一塩基変異の差異を解離定数の違いと

して認識できることが確認された（図 2）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2：EGFP-GR と Alexa647-GRE 間の解離定数 

図中の配列は GRE配列と一塩基置換の位置を

示す。また、バーの高さは低いほど相互作用

が強いことを示す。 

 

さらに、転写活性化量の定量化に必要なマテ

リアルとして赤色蛍光タンパク質融合 RNA特

異的結合タンパク質（mCherry-MS2 coat 

protein）を大腸菌から単離・精製する方法

を確立した。精製した mCherry-MS2 coat 

proteinのRNA結合を確認するため、Alexa488

ラベルされた合成 RNA（20 base）との相互作

用を FCCS を用いて定量化したところ、解離

定数 143 nM を算出するに至った。 

 

研究期間内では系の完全な確立には至らな

かったものの、同時測定に必要なマテリアル

の精製法を確立した。今後は高い再現性での

EGFP-GR 精製法を目指した最適化を行うとと

もに、in vitro 転写系の最適化を行うことで

同時定量法の確立を行い、確立された系を用

いて、「転写因子-DNA 間相互作用」と「転写

活性化」の関係を明らかにしたい。 
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