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研究成果の概要（和文）：DNAは遺伝情報を司る生体高分子である一方で、ボトムアップ型のナノデバイス材料として
も魅力的である。DNA-タンパク質複合体を利用することで、共役タンパク質を配列させ、高活性なカスケード反応を達
成した例も報告され、DNAを足場とする研究が近年注目されている。本研究では、DNAをタンパク質の捕捉および配列設
計図とするテンプレートとして利用することで、タンパク質を連結化させる新たな方法論の確立を目的としている。今
回は、thrombinの連結化後の活性評価やMS測定による多量化の検証を行った。また、本方法論を抗体修飾へ応用したと
ころ、IgE-thrombin複合体の作製成功を示唆する結果を得た。

研究成果の概要（英文）：We present the covalent protein-protein conjugated nanoreactor, which is programme
d by synthesized DNA. To demonstrate the concept, we chose thrombin as a model protein for the protein con
jugation and designed four different single-stranded DNA. One of them is a template of a DNA scaffold for 
the arrangement of the thrombin-binding aptamers and three of them are thrombin-binding aptamers with diff
erent sticky ends that can hybridize with the DNA template (aptamer unit). By self-assembling these oligon
ucleotides, they should form a comb-like structure (termed DNA scaffold) composed of both the linear chain
s due to the DNA double-strands and the branched arms (the flexible DNA aptamer units). Thrombin molecules
 can get close to each other by the binding of the thrombin molecules with the aptamer units. Then, the ad
dition of a chemical cross-linker induces the neighboring thrombin molecules on the DNA scaffold to easily
 cross-link each other.
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１．研究開始当初の背景 
 自然界において、ある反応を行う際、そ
こに必要なタンパク質は互いに複合化し、
活性サイトを互いに近接させることで、効
率的な触媒反応や物質輸送を行っている。
近年、それらを模倣して、タンパク質を連
結・複合化させ、タンパク質自体の機能の
強化（協同効果による親和性の向上）や別
のタンパク質機能を付与することが可能で
あるため、バイオセンシングやバイオ燃料
電池など生体内外への応用が報告されてい
る。タンパク質の複合・連結化方法は、主
に遺伝子組み換え操作、もしくは有機化学
的な方法がこれまでに報告されている。し
かし、遺伝子組み換え操作においては、タ
ンパク質活性は宿主に依存したり、大きな
タンパク質は発現が困難になること、有機
化学的な方法では、タンパク質の個数や並
び方を制御することは困難である。そこで、
本研究では、宿主を用いないタンパク質を
連結し、ナノリアクターを構築する方法論
の確立を目的として、DNA を指向性タグ
として利用する新たな方法論を提案した。  
 
２．研究の目的 
 DNA は遺伝情報を司る生体高分子である
一方で、ボトムアップ型のナノデバイス材料
としても魅力的である。というのも、DNA
は Watson-Crick 塩基対により相補鎖を認識
し、剛直な二本鎖を形成することは周知の事
実である。近年、核酸技術の発展により、人
工的に DNA の塩基配列を設計・合成でき、
DNA を基にした様々な形状のナノ構造体が
報告されている[4-5]。また、DNA に対して
金属ナノ粒子やタンパク質を複合化させる
ことで、正確かつ自在に分子を DNA 上に配
列させられるため、ナノ配線の設計やタンパ
ク質間相互作用解析など、より詳細な情報が
取得できる。また、DNA-タンパク質複合体
を利用することで、足場となる DNA 上に二
本鎖形成能を利用して、共役タンパク質を配
列させ、高活性なカスケード反応を達成した
例も報告され、DNA を足場とする研究が近
年注目されている。一方で、DNA は相補鎖
を認識するだけでなく、塩基配列によっては、
ある特定の分子と特異的に結合する機能を
有する。そのような結合性を有する DNA を
アプタマーといい、有機小分子からタンパク
質、細胞といった広範囲な対象分子と特異的
に結合する。アプタマーは、抗体と同等の強
固な結合力を有し、人工的に取得可能である
ため、抗体代替物として非常に有用である。
これまでに、アプタマーを利用することで、
タンパク質を一本鎖 DNA 上に一次元状に配
列化させた例、タンパク質ワイヤーを作成し
た例が報告され、DNA がテンプレートとし

て有効であることが証明されている。 
 本研究では、そのような DNA の機能をテ
ンプレートとして利用する、新規タンパク質
連結化方法論の確立を目的とした。鋳型とな
る DNA を設計することで、事前にタンパク
質の配列を設計する。タンパク質を添加する
と、アプタマーとタンパク質の特異的な相互
作用により、DNA 上に密にタンパク質が配
列化する。DNA 上に配列したタンパク質同
士は非常に近接しているため、架橋剤を添加
することで容易に架橋可能であると期待さ
れる。本方法論の大きな特徴は、鋳型 DNA
の塩基配列によってタンパク質同士を近接
させるため、連結させる個数を制御できる点
があげられる。また、アプタマーは、タンパ
ク質の活性中心に結合するものが多いため、
アプタマーが架橋時の活性中心保護にも有
効であるとも期待される。 

 

図１ DNAを介するナノリアクター調整 
 
３．研究の方法 
【実験操作】 

1. DNAを利用した thrombinの連結化 
4種類の DNA（Base DNA, No.1~3 apt）を、
HB緩衝液（20 mM HEPES, 1 mM EDTA, 
100 mM NaCl. 5 mM KCl, 5 mM MgCl2, pH 
7.5、）中で等モル濃度で混合した。その水溶
液を 95℃で 5 分加熱後、3 時間かけて 20℃
まで温度を下げることで、鋳型となる DNA
複合体を形成させた。Thrombin（終濃度 3.0 
μM）と DNA（終濃度 1.0 μM）を混合し、2
時間静置することで DNA-thrombin 複合体
を調製した。DNA-thrombin複合体水溶液に、
架橋剤 bis[sulfosuccinimidyl] suberate (BS3, 
60 μM, Fig. 2)を添加し、2時間静置すること
で、隣接 thrombinを架橋した。1 M Tris-HCl
緩衝液（pH 8.0）の添加により、架橋反応を
停止させ、7.5％アクリルアミドゲル非還元
SDS-PAGEを行い、銀染色により、thrombin
連結体の評価を行った。 
 
2. DNAを利用した IgE-thrombin連結化 
 4種類の DNA（Base DNA,, No. 1 IgE, 
No. 2 apt, No. 3 apt）を上記同様に混合し、
アニーリングさせた。Thrombin（2.0 μM）、



 

 

IgE（1.0 μM）とテンプレート DNA（1.0 
μM）を混合し、2 時間静置することで
DNA-thrombin-IgE 複合体を調製した。
DNA-thrombin-IgE複合体水溶液に、架橋
剤（BS3） (60 μM)を添加し、隣接 thrombin、
IgE を架橋した。解析は 5.0％アクリルア
ミドゲル非還元 SDS-PAGE を行い、銀染
色により、評価を行った。 
 
４．研究成果 
1．Thrombin連結体の調製 
鋳型となる DNAを調製後、thrombinを添加
し、架橋剤により thrombin を架橋した結果
を Fig. 5に示した。鋳型 DNAがある場合、
thrombin（約 37kDa）は二量体（約 74kDa）、
三量体（約 111kDa）と考えられる分子量バ
ンドが観測された。一方で、鋳型 DNA がな
い場合、thrombin 二量体、三量体と考えら
れるバンドはほとんど観測されず、鋳型によ
る近接効果が十分に機能していることが示
唆された。しかし、前回同様、非還元
SDS-PAGEの結果、三量体と考えられるバン
ドが 100kDa あたりに二本観測されていた。
この原因としては、直線状に連結した
thrombin連結体と環状（トライアングル状）
に連結した thrombin 連結体であることが考
えられる。 

 
2. 連結後の thrombin活性 
 Thrombin連結後に DNaseI処理を行い、
限外濾過により、濃縮・分離した thrombin
連結体の thrombin 活性を測定した。コント
ロールとして、thrombinのみ、鋳型 DNAな
しの架橋 thrombin の活性を測定し、
thrombin のみを基準とした相対活性を Fig. 
7 に示した。Thrombin 単量体で濃度換算し
た結果、いずれの条件においても thrombin
活性の低下は観測されず、架橋剤が thrombin
に与える影響（構造や活性中心）は少ないこ
とが示唆された。 

  

3．DNAを利用した IgE-thrombin複合体の

調製（抗体修飾への応用） 

 ここでは、DNA をテンプレートとした
thrombin-IgE 複合体の調製を行った。これ
までに、thrombin における 3 量化が可能で
あること、位置による thrombin の反応性評
価を行った。IgEは非常に大きなサイズ（200 
kDa）を持つ分子であるため、今回は、末端
のNo. 1の位置に IgEが結合するように塩基
配列を調製した。実験操作に従い、
DNA-thrombin-IgE 複合体を架橋すること
で、thrombin-IgE 連結体を調製した結果を
図４に示した。鋳型 DNAが存在することで、
新たなバンドが観測され、IgE と thrombin
の連結化に成功したことが示唆された。 

 

    図４ DNA によるナノリアクターの調製 
 
成果のまとめ 
 鋳型 DNAを利用することで、thrombin連
結体を創製することに成功した。また、連結
した thrombin は活性を十分に保持しており、
アプタマーの位置によるタンパク質の反応
性制御の可能性が示唆された。さらに、抗体
修飾への応用を行ったところ、鋳型 DNA が
存在する場合においてのみ、新たなバンドが
観測されたことから、IgE-thrombin 複合体

図２ 鋳型 DNAの有無による

thrombin連結化 SDS-PAGE 

図３ thrombin連結後の相対活性 



 

 

の調製に成功したことが示唆された。 
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