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成果の概要 / 中田 栄司 

 

1. 緒言 

 迅速かつ高選択的に標的分子と反応し、安定な共有結合(架橋構造)を形成することは、架

橋反応性分子の設計における理想である。DNA の架橋形成反応を想定すると、特定の DNA

塩基配列に対してのみ高選択的に架橋できる分子となる。しかし実際は、架橋形成反応の反

応性が高いと標的とは違う配列の DNA とも反応してしまう。一方、選択性を確保しようと

すると、架橋形成反応は遅くなる。つまり、高い反応性と高い選択性はトレードオフの関係

にあり、その両立は非常に困難である。1本研究では、「高い反応性と高い選択性の両立のた

めに、速度論的パラメータに基づいてどのように設計すればよいか？」をタンパク質と DNA

の架橋形成反応を基盤として取り組んだ。DNA 認識過程と架橋形成過程の反応速度の相関

関係を理解した上で、それらの速度論的パラメータをもとに、同一の架橋形成反応を用いて

も高い反応性と高い選択性を両立できるような合理的設計戦略を導くことを目指した。 

 

2．研究成果 

我々はこれまでに、タンパク質を DNA ナノ構造体 2 上に一分子レベルで配置する技術

「DNA 結合性アダプター法」を開発してきた 3。特に、「共有結合型アダプター」4,5は、DNA

認識部位(DNA 結合性タンパク質)と架橋形成部位(タグタンパク質)(特定の基質と架橋する

タンパク質)からなる融合タンパク質(図 1(a))であり、反応部位を修飾した DNA 配列と迅速

かつ定量的に架橋を形成する(図 1(b))。 

 

図 1. DNA結合性アダプター法 (a)共有結合型アダプターの構成  

(b) DNAナノ構造体上で達成すべき「高い反応性と高い選択性の両立」 

 

この方法では、DNA 結合性タンパク質が DNA 配列を認識し、タグタンパク質が DNA 上

の反応部位(基質)と架橋する(図 2(a))。この技術を複数種類の酵素を配置するために展開す

る場合に、高い反応性と高い選択性が両立することが必須となる。 



 

図 2 (a) DNAと架橋タンパク質間での架橋構造形成反応の反応速度論的解釈 

(b) 基質選択性に依存した直交性の実現 

(c) 配列選択性に依存した直交性の実現  

 

これまでに、異なる種類のタグタンパク質と DNA 結合性タンパク質を組み合わせた場合

には、タグタンパク質の基質選択性に依存した高い選択性を持つ複数種類の DNA 結合性ア

ダプターの獲得に成功している(図 2(b))。6 一方で、同じタグタンパク質と別の配列選択性

を持つ DNA 結合性タンパク質を組み合わせた場合には、期待したような高い選択性が得ら

れなかった。これは、DNA 結合性タンパク質が、認識過程で最初は非特異的に DNA と結合

するためと推察された。しかしながら、「DNA 結合性タンパク質の認識過程」と「反応部位

間の架橋形成過程」の速度論的パラメータ(図 2(a)中の式)をもとにすると、各部位を適切に

選択することで、塩基配列選択的な架橋反応が実現可能であることが予測されていた(図

2(c))。6 

 そこで反応性の異なるタグタンパク質とその基質の組み合わせを採用し、比較すること

で、ある組み合わせにおいて、高い反応性を維持しつつ DNA の配列選択性を維持できる

DNA 結合性アダプターと基質を修飾した DNA の組み合わせを見出すことに成功した(図 3)。 



図 3.高い反応性と高い選択性を両立可能な

DNA 結合性アダプター(共有結合型)。ここで

は、3種類の DNA結合性タンパク質にタグタ

ンパク質(CLIP-tag)を融合した 3 種類の共有

結合型アダプター(ZF-CLIP, AZ-CLIP, CLIP-

G)を用意した。それぞれの DNA 結合性タン

パク質に特異的な配列とタグタンパク質の基

質(BC)を修飾した DNA(ODN-ZF-BC, ODN-

AZ-BC, ODN-AP-2BC)を用いて架橋反応をゲ

ルシフトアッセイにて評価した。それぞれ対

応した組み合わせの場合にのみ架橋構造に由

来するシフトしたバンドが確認される(ゲル

中 MA/ODN-BCに対応)。7 

 

 

3．まとめと今後の見通し 

本研究においては、あらかじめ予測されたタグタンパク質と基質の組み合わせを評価す

ることで、反応性を調整し、高い反応性を維持しつつも DNA の配列選択性を維持できる組

み合わせを見出した。これを水平展開することで、さらに異なるタグタンパク質と基質の組

み合わせにより、直交性を発揮する DNA 結合性アダプターの構築も可能と考えられる。さ

らに本研究を通じて、各パラメータを算出して、反応性と選択性の関係性について詳細に評

価することで、反応速度パラメータに基づいた合理的設計を可能とする設計指針を得られ

ることが示唆された。この方向性については引き続き検討していく予定である。 
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