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　　　　　　　　序章

新規亜鉛フィンガー蛋白質の創．製

　遺伝子の転写において、特定の配列に選択的に結合する蛋白質は重要な役割を担

っている。それ故、特定の遺伝子の発現を制御することができれば、さまざまな疾

患の治療につながる。しかしながら、’ヒトゲノムは約3x109塩基対にも及び、細胞中

には膨大な数の遺伝子が存在する。その中から特定の遺伝子の転写を制御するため

には、任意の塩基配列に結合できる蛋白質が求められる。多くの転写因子のDNA結

合領：域に存在する「亜鉛フィンガーモチーフ」は、その特徴的なDNA結合様式から、

数々の新規DNA結合蛋白質の創製に応用されている。

C2H2型亜鉛フィンガーによる：DNA認識

　C2H2型亜鉛フィンガーは代表的なDNA結合モチーフの一つである。一つのモチ

ーフは約30アミノ酸残基のコンセンサス配列「（FIY）一X－C－X24－C－X3一（FIY）一X5－L－X2－H－

X｝5－H－X24」から成り、二つのヒスチジンイミダゾール基と二つのシステインチオー

ル基を介し℃Zn（II）が結合している（1）。この亜鉛の結合により、アミノ末端側の逆

平行βシート、カルボキシル末端側のαヘリックス（認識ヘリックス）．がコンパクト

に折り畳まれ、疎水性相互作用によって安定化された球状モチーフを形成する（Figure

O－1）（2，3）。PaboらによるZtE268のX線結晶構造解析より、C2H2型亜鉛フィンガー

によるDNA認識の特徴として、次のような性質があげられる（4，5）（Figure　O－2）。

1．一つのフィンガーが連続する3－4塩基を認識すること。

2．複数のフィンガーが直列につながった構造をとってDNAを認識すること。

3．単量体で結合し、非回文塩基配列を認識すること。

このような独特の認識様式を示す構造単位C2H2型亜鉛フィンガーモチーフは、任

意塩基配列認識蛋白質の創製にとって、極めて魅力的なモチーフであると考えられ

る。

一3一



Figure O-1 Structure of the C2H2 type zinc finger motif; Spl-finger3 (VL A. Narayan et al.). One

finger is approximately 30 amino acid residues long and consists of a simple PSct fold. This fold is

stal)ilized by hydrophobic interactions and also by chelation of a simple zinc ion with the conserved

Cys2-His2 residues.

      .`,- re:nlik

 '>' rkt"

/NvV

 g`it

ct

Figure O-2 The X-ray crystal structure of ZM68:DNA complex (N. R Pavletich, and C. O.
Pabo). The characteristic DNA binding mode of Cys2-His2 zinc finger proteins is revealed as

follows: (1) one finger typically recognizes contiguous 3 base pairs (bp) of DNA sequence, (2)

DNA recognition is mediated through base contacts with the side-chains of specific amino acids

located on the recognition helix, (3) multiple zinc finger domains are tandemly repeated by simple

covalent linkage, namely connected by the consensus 1inker region, and (4) zinc finger proteins bind

to the sequence of nonpalindromic base pairs.
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新規C2H2型亜鉛ブインガー蛋白質のデザイン

　一般に天然に存在する多くのDNA結合蛋白質は、制限酵素に見られるように10

塩基対以下のDNA．領域しか認識できない。新規DNA結合蛋白質は、より長い配列

を認識できること、及び任意の標的配列に選択的かつ高い親和性で結合できること

が求められる。現在までに、三個の連続するC2H2型亜鉛フィンガーを有する転写

因子zif268、及びsp　1をベースに、様々な新規DNA結合蛋白質の設計が展開されて

きた。

（工）マルチ亜鉛フィンガー蛋白質の創製による認識塩基配列の拡張

　フィンガーの数を変化させることによって認識塩基配列の長さを変えることが可

能であると考えられる。そこで、転写因子Sp1に存在する三個のC2H2型亜鉛フィ

ンガードメインを一単位とし、これら二つ、及び三つを天然に保存されているリン

カー配列（TGEKP）を介して結合させることによって、六個ならびに九個の連続す

る亜鉛フィンガーをもつマルチフィンガー蛋白質Sp1ZF6・及ずSp1ZF9を創製した

（6）『（Fig肛・び3）・DN認・・フッげワント法の結果から・これらは予想さμた18・

及び27塩基対に結合することが示唆された。このリンカーを用いたマルチフィンガ

ー蛋白質は親和性の顕著な上昇はを示さなかったが、Paboらはより長いリンカーを

導入した六個の亜鉛フィンガーを有する蛋白質を創製し、拡張配列への結合親和性

の上昇に成功した（7）。また）Barbasらはルシフェラーゼアッセイを行い、　Zif268

をもとに創製した六個のフィンガーを持つ蛋白質が、H：eLa細胞中で転写を制御でき

ることを示している（8，9）。

　（2）亜鉛フィンガーの二量化

　PaboらはZ迎68のフィンガー1、2とGA：L4の二量体形成ドメインとを結合する

ことによって、二量化C2H2型亜鉛フィンガー蛋白質を創製した（10）。この方法で

は、認識塩基配列の拡張とともに、二量化による協同効果が期待できる。また、ヘ

テロダイマー形成による非対称D：NA配列の認識も可能である。

　（3）　ファージディスプレーシステムの導入による新たな塩基認識モジュールの創

　　　　製

　z搬68－DNA複合体のx線結晶解析から、　zif268の各ブインガーの認識ヘリックス

に存在するアミノ酸残基と塩基との対応関係が明らかになった（4，5）。これによっ

＿5＿
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Figuie O-3 Schematic models of WTSpl(S30-623), SplZF6, and SplZIi9. SplZF6 and Sp!ZF9
were created by connecting two and t!yree 3-zinc finger motifs of Spl vvith 'TGEKP' 1inker. 'IThe

DNA sequence is the estimated pretein binding secluence.

'
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て、任意のトリプレックスを特異的に認識するフィンガーを作製しようという試み

がなされている（11－14）。最も合理的な方法として、Paboらはファージディスプレ

ーシステムを導入した。それは、次のようなものである。Z搬68の三つの亜鉛フィ

ンガーのうち、まずフィンガー1の認識ヘリックス上の鍵となるアミノ酸残基をラ

ンダム化しておき、この三フィンガー領域の遺伝子を繊維状ファージの表面コート

蛋白質DNA内に組み込む。さまざまなZif変異体をその外殻蛋白質表面に発現させ

たファージのライブラリーの中から、目的のDNA配列に結合するものだけをスクリ

＿ニングしてくる。この操作を繰り返し、残りのフィンガーにもあてはめることに

よって、任意の配列に最も親和性の高い蛋白質を選ぶことができる。実際に・TA工A

ボックス、p53結合配列、核レセプターエレメントなどを標的とした、三個のフィン

ガーを有する新規亜鉛フィンガー型蛋白質が得られている（14）b

　以上の三つの試みを組み合わせることによって、さらに変化に富んだ塩基配列を

選択的かつ高親和性に認識できる新規亜鉛フィンガー型蛋白質が創製できると考え

られる。

DNA構造変化め制御

　遺伝子の転写において、D：NAの構造も重要な役割を担っている。　DNA結合蛋白

質の結合によって生じる局所的なD：NA構造変化が転写開始複合体の形成に重要であ

り、また、転写因子により湾曲が引き起こされるDNA部位をDNA湾曲を有する既

知のDNA配列に置き換えても転写が進行することが示されている（15，16）。従って、

DNAの湾曲をコントローールすることは重要な意i義を持ち、　DNA構造変化を誘発す

る分子は転写制御因子としての可能性を秘めている。

　天然に存在する蛋白質がDNAに結合してDNA構造変化を引き起こす場合、その

要因となるのは、蛋白質分子中の芳香族アミノ酸残基がDNAの塩基三間にインター

カレートした結果であることが多い。このような湾曲を引き起こす代表的なものに

は、HMG（high－mobihty　group）蛋白質やTBP（TAユAボックス結合蛋白質）などがあ

げられる（17）。また、DNAリン酸バックボーンの電荷が局所的に申和されること

によってもDNA湾曲が生じることが…報告されている（18－20）。蛋白質中の塩基性ア

ミノ酸の側鎖とDNAリン酸バックボーンとの静電相互作用が主な要因となるタイプ
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Figure O-4 Scematic model of the transcriptional initiation complex. (A) Many proteins mteract

each other. DNA bending is important for the formation of the transcriptional initiation complex.

(B) An artificial protein that induces DNA bending could be a usefu1 tool for the regulation of

transcription.
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の湾曲は、bZ］P（21－24）、E3ch8r2c所αcoZ∫CAP（25＞、5αcc1昭roη1yc6∫c8r8vゴ5ゴα8

MATa11MATα1ホメオドメイン蛋白質（26）などによって誘発される。しかしなが

ら、DNA湾曲を誘発するために、蛋白質のD：NA結合様式を局所的に改変するのは

困難である。そこで本研究では、亜鉛フィンガー問のリンカーを通常よりも柔軟で

長いものにすることによって、離れた二つの蛋白質結合配列間でDNAの湾曲を誘発

できないかと考え、数種類の新規6一亜鉛フィンガー型蛋白質を創製した。これらの

DNA結合様式に関して報告する。

　また、DNA湾曲構造の安定性が転写効率に影響を与えていることを示唆する…報告

（27）．があることから、DNA構造変化を引き起こす6．亜鉛フィンガー蛋白質のDNA

結合における速度論的側面を解析することも、転写制御にむけて重要であると考え

た。そこで、6亜鉛フィンガー蛋白質のリンカー領域の電荷を変えた新規蛋白質を

創製し、そのDNA結合様式、　DNA構造変化への影響及び、　D：NA結合の速度論的特

性を解析した。
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　　　　　　　　　　　　　第一章

　　　　　　ポリグリシンリンカーを有する

新規6一亜鉛フィンガー蛋白質によるDNA湾曲の誘発

　遺伝子の転写は蛋白質の配列特異的なDNA結合のみならず、離れた塩基対間に存

在する蛋白質同士の相互作用によって初めて開始される。この蛋白質問の相互作用

を可能にするのは、DNAの構造変化であり、1）NA湾曲を誘発する新規蛋白質は、

人工転写制御因子としての可能性を秘めていると考えられる。二つのトリプルヘリ

ックス形成オリゴヌクレオチドをリンカーを介して連結させることによって、離れ

た：二つの結合配列間にリンカー長に依存した湾曲を誘発する試みは既に報告されて

いる（28，29）。しかし、トリプルヘリックスは極めて限られた配列でしか形成され

ない。一方、亜鉛フィンガー蛋白質はこれまでのファージディスプレー法を用いた

結合配列の選択の成功に示されるように、様々な配列に対応しうることが示唆され

ている。それ故、亜鉛フィンガー蛋白質によるDNA構造変化は多様な配列選択性を

持ち得る。また、亜鉛フィンガー蛋白質のDNA結合様式は、トリプルヘリックスに

比べて自由度が高いため、蛋白質を材料として、リンカーペプチド長と誘発される

DNA構造変化の関係を考察するのは興味深い。

第一節　新規D：NA湾曲亜鉛フィンガー蛋白質の創製

　転写因子Sp1のDNA結合領域（Sp1（530－623））にはタンデムに連なる三つのC2H2

型亜鉛フィンガーモチーフが存在し、5LGGGGCGGGGC－3・というG、　Cに富んだ塩

基配列（以下GCボックスと記す）に結合することが知られている（30＞（Figure　1－1）。

天然におけるC2H：2型亜鉛フィンガー蛋白質のリンカーの保存配列はTGEK：Pであり、

三つの亜鉛フィンガーモチーフを有するSp1（530－623）同士をTGE鯉リンカーで連結

した人工蛋白質Sp王ZF6は連続する二つのGCボックスに結合することが明らかとな

っている（6）。本研究では、離れた二つのGCボックス間にDNA構造変化を誘発す

ることを目的として、三つの亜鉛フィンガーモチーフを有するSp1（530－623）同士を

長さの異なるリンカーで連結することにより、新規6亜鉛フィンガー型蛋白質を創

一10一



製した。リンカーには、最もフレキシブルであると考えられるポリグリシンを導入

し、そのグリシン：の数は4、7、及び10の三種類のものを創製し、それぞれ、Sp　1　ZF6（Gly）4、

SplZF6（Gly）7、　Sp1ZF6（Gly）10とした（Figure　1－2）。

　一方、標的とするDNA配列として、二つのGCボックスが、　DNA二重らせんの

約1ヘリカルターンに相当する10塩基対離れて存在している配列を選んだ。三つの

亜鉛フィンガーモチーフを有するSp1（530－623）は、　DNAの主溝に沿って結合するこ

とから、6亜鉛フィンガー蛋白質内の二つのDNA結合ユニットは、この離れた二つ

の㏄ボックスに対して、同じ位相を有しているものと想定した。DNAの配列自体

に由来するD：NA構造、及びDNA構造変化の影響を考慮し、二つのGCボックス問

の配列は、四塩基混在配列（mix）及び、　ATに富む配列（at）の二種類を用いて実験：

を行った。これらを、GCmixGC、及びGCatGCと表す（Table　1－1＞。また、コントロ

ール配列として、6一亜鉛フィンガー蛋白質のリンカー長がいずれの場合であっても、

六つの亜鉛フィンガーのうち、三つの亜鉛フィンガーモチーフのみを使ってDNAに

結合している状態を形成するために、GCボックスを一つしか含まないDNA配列を

用意した。これらを、M［X：mixGC、及びMIXatGCと表す（Table　1－1）。

勧L裏雲孟子岬暖田慨血r舳理8皿f伽酢噛騨罫舳・

¢螂
団想G¢
蘭隅一憾。

雪麺引治臨㈱口6竈「鑑蝋甜懲密h｛網霞σ琶㈱¢聯3ヨ

鎧類一一㎜㈱瓢㈱㈱¢一き雪
ヨ捜罵」駝1織戯溶「鰹髄慧臨肥覧㈱o㈱c蕪3↑

耳調岨1岡留瞬（瓢鐸鴨㈱野冊㈱α騨。備ヨ↑
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                   3i - CGGG GCG GGG - 5[
                   si - Gccc cGc ece - 3i
                       A (;> (g>
                     (g).,,-.,"i, ) (g)im,ili:, ) (g.h[(ligl} )

                   NH,V W W L--cooH
Figure 1-1 Schematic representation of sequence specif;c DNA binding of Spl(S30-623)･

[he DNA binding demain of transcription factor Spl has 3-zinc finger metifs and binds to GC rich

sequence (GC-box).

3i - cGGG GcG GGG iObP cGGG GeG GGG - s,
5,-Gccc eGc cce Gcee cGc ecc-3,

.,.(C･)im`k"w)(!)th`¢U(g)th`CL..,.,=X2-S/lg)th{'¥"w/(g)locC2-...,

                    "s                   tN                  tx      SplZF6(GIy>4 iGGGG t
      SplZF6(Gjy)7 s GGGGGGG i
                  l1      SpiZF6(Gly)1･O [ GGGGGGGGGG ,

Figllre 1-2 Schematic representation ef artificial proteins SplZF6(Gly)4, SplZF6(Gly)7, and

SplZF6(G[Ry>10.

.

-12-



第二節　リンカーの長さの違いによる結合様式の違い

　ポリアクリルアミドゲル電気泳動におけるDNAの移動度は、一般的に塩基対数に

依存すると同時に、その構造やフレキシビリティーに依存し、DNAフラグメントの

両末端間の距離の平方根の大きさに依存することが知られている（31）。Figure　1－3

に示すように、中心付近に動きにくい構造や湾曲構造を有するDNAフラグメントは、

湾曲構造が少なく動きやすいDNAフラグメントに比べると遅く泳動する。そ乳故、

各蛋白質が結合したDNAフラグメントの移動度を比較することにより、蛋白質．DNA

複合体の形状の違いが検出できる。MD血亘xGC配列を含む112塩基対のDNAフラグ

メントと各6一亜鉛フィンガー蛋白質との反応溶液を、ポリアクリルアミドゲルで電

気泳動したところ、蛋白質結合バンドの移動度は各6紙面フィンガー蛋白質のリン

カー長の違いによらず等しくなった（Fig田e　1－3A）。これは、リンカーの長さの異な

る三つの6亜鉛フィンガー蛋白質の分子量の違いが、ポリアクリルアミドゲル電気

泳動におけるDNAフラグメントの移動度に影響を与えないことを示唆している。一

方、GCmixGC配列を含む112塩基対のDNAフラグメントと各6．亜鉛フィンガー蛋

白質とを反応させた場合の蛋白質結合バンドの移動度は、Sp1ZF6（Gly）7と

splzF6（Gly）10では一致したが、　splzF6（Gly）4の結合バンドの移動度は他の二つより

も大きくなった（Figure　1－3B）。この結果は、10　bp離れた二つの㏄ボックスへの蛋

白質の結合状態が、SplZF6（Gly）4とSplzF6（GIy）7、　splzF6（Gly）10とでは異なって

いることを示している。DNA湾曲の有無に関してはこの結果からでは明らかになら

ないが、少なくともsp　lzF6（Gly）4が結合した時のDNAの状態は、他の二つの蛋白

質が結合した場合に比べて、よりフレキシブルであることが示唆される。

Sp1ZF6（Gly）4はリンカーが短いために、離れた二つのGCボックスの両方に結合す

1ることができず、一方のGCボックスにしか結合することができないのかもしれな

い。
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Figure 1-3 The electrophoretic mobility of a DNA ingment in a polyacrylamide gel. The

electrophoretic mobility of a DNA fragment in a polyacrylamide gel depends on the mean square

end-to-end distance for the fragment and/or the DNA flexibility. A DNA fragment with a stifli or

bent structure in the neighborhood of its center migrates more slowly than a fiexible and straight

DNA fragment with the same bp.

1 2 3 1 2 3

Figur? 1-4 Gel mobmaty shift assays of SplZF6(Gly)n. SplZI76(Gly)n binds to a single oc box

(A) and two separated GC boxes, GCmixGC sequence (B). The lower and upper bands indicate

protein-free and protein-bound DNA fragments, respectively. Lanes 1, 2, and 3: SplZF6(Gly)4,

SpIZF6(Gly)7, and SplZF6(Gly)10, respectively.
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第三節　DNA構造変化の検出

　Sp　1　ZF6（Gly）7とSp1ZF6（Gly）10が結合した時、二つのGCボックス問にDNA構造

変化が生じているのかどう．かを調べるために、ヒドロキシルラジカルフットプリン

ティングを行った。この手法は、DNAの溝にはまり込んだ［EDTA。Fe（皿）］錯体が、過

酸化水素と反応し、発生するヒドロキシルラジカルを利用している。発生したラジ

カルは、DNAの配列非依存的にDNAのマイナーグルーブ側からデオキシリボース

環のC49を攻撃する（32，33）。これによって、　DNAバックボーンが切断される。そ

れ故、この保護法は蛋白質結合領域を同定するだけではなく、DNAの構造変化を敏

感に検：出する手法として知られている（34，35）。

　GCmixGC配列に、三つの6一亜鉛フィンガー蛋白質及び、コントロールとして三つ

の亜鉛フィンガーモチーフを有するSp1（530－623）が結合した状態でとドロキシルラ

ジカルによる切断反応を行った。実験には、グアニン塩基に富むDNA鎖の5’末端を

32oで標識したGc皿ixGc配列を含む48　bpの二本鎖D：NAを基質として用い・また・

D：NAへの結合反応に使用した蛋白質の濃度は0、25，100　nMである。全ての蛋白質

の結合反応溶液において、100nMの条件では遊離のDNAが検：出されず、また、

Sp　1（530－623）はDNAに二分子が結合している状態であることを・ゲルシフー｝法によ

り確認している。Figure　1－5より、3フィンガーSb1ZF6（530－623）、及びSp1ZF6（Gly）4

が結合した場合は二つのGCボックス間に切断強度の変化が見られないのに対し、

splzF6（Gly）7、及びsp　lzF6（Gly）10が結合した場合には、二つのGcボックス問の配

列中に、強い切断活性が認められた。Figure　1－6は切断パターンを示している。

splZF6（Gly）7とsp　lzF6（Gly）10が結合した場合には・二つのGCボックス間の5qA－

31配列に特に強い切断が生じていることが明らかになった。これは・sp1ZF6（Gly）7・

及びsplzF6（Gly）10が二つのGcボックス配列に結合することによって、その間に存

在する5L脳一31配列のマイナーグルーブが広がり、ヒドロキシルラジカルの攻撃を

受けやすくなったことが原因であると考えられる。すなわち・D：NAのメジャーグル

ーブ側への湾曲が生じていることが示唆される。また、Figure　1－5より・強切断が生

じているDNAのバンドは、蛋白質非存在下における対応する切断バンドより移動度

が小さいことがわかる。切断産物の31末端の修飾が異なっている可能性がある（36＞。

＿15一



   wr
G+A 1 2 3

3i

8M'/

'g

g,

 G4

123
 G7

123
GIO

1 2 3 G+A

Figure 1-5 Cleavage patterns by hydroxyl radicals. The target DNA fragment contained
GCmixGC sequence. The panel shows the results for the G-strand. The complex with Spl(530-

623), SplZF6(Gly)4, SplZF6(Gly)7, or SplZF6(Gly)10 was attacked by hydroxyl radicals. The

samples contained the fo11owing concentrations of peptides: lanes 1, 2, and 3: O, 25, and 100 nM,

respectively. The first and last lanes indicate G+A of the Maxam-Gilbert sequencmg reactions.
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Figure 1-6 Line scans cerresponding to tracks on the gel
footprinting assay in Iiigllre 1-5. Lanes 1, 2, and 3: O, 25, and

respectively. Arrows indicate the hypersensitive cleavage nucleotides.
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100 nM of each. peptide,
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この結果より、Sp1ZF6（Gly）7、及びSp1ZF6（Gly）10の結合に伴って・糖のコンフォー

メーションに変化が生じていることも示唆される。

第四節　Phasing　AnalysisによるDNA構造変化の解析

　DNA湾曲の大きさと方向を検討するために、　PhaSi皿g　A皿alysisを行った。これは

Crothersらによって開発された方法（37）で、ポリアクリルアミドゲル電気泳動にお

けるDNAフラグメントの移動度の変化を利用して、　DNAの構造変化を最も高感度

で検：出する手法の一つである。その原理をFigure　1－7に示す。配列自体に湾曲を有す

ることが知られているpoly　Ar　tractsからなる配列と調べる対象となる蛋白質結合配

列との間に、DNAの約1ヘリカルターンにわたって、少しずつ長さの異なるスペー

サー配列を挿入する（Figure　1－7A）。蛋白質結合サイトで湾曲が生じている場合には、

スペーサー配列長の：増加に伴い、フラグメントの末端は360。回転する（Figure　1－7B）。

poly　Ar　n：actsの湾曲に対する蛋白質結合サイ・トでの湾曲が同位相になったとき

（Figure　1－7C）、フラグメント全体の湾曲は最大となり、ポリアクリルアミドゲル電

気泳動においては最小の移動度を示す。また、逆位相になったときには（Figure　1－7D）、

フラグメント全体の湾曲は打ち消され、ポリアクリルアミドゲル電気泳動の移動度

は最大となる。その結果、スペーサー配列長の変化に伴う移動度の変化は、同位相

または逆位相になったときの移動度を振幅とするコサインカーブを描く。振幅の大

きさが蛋白質結合サイトにおける湾曲の大きさを、また、位相が湾曲の方向性を反

映する。

　Figure　1－8は構築したPhasing　A血alysis用のプラスミドD：NAを示している。既知の

湾曲を有する配列として、64bpの六つの連続するpoly　AT　tractsを挿入した。（Aπ）6

から成るpoly　Ar　tractはD：NAマイナーグルーブ側に18。の湾曲を有し、六つの連続

するpoly　Ar　tractsは、全体としてDNAメジャーグルーブ側への108Dの湾曲を有す

ることが知られている（38）。また、蛋白質結合配列としては、Table　1－1に記した四

種類の配列を使用した。poly　Ar賃actsと蛋白質結合配列間のスペーサーの長さは、8bp

から18bpまで、2bpずつ増加させた六種類を用意した。また、この六種類のフラグ

メントのスペーサーの長さの違いが電気泳動に反映しないよう、poly　AT　tracts』配列
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Figure 1-7 The principle of the phasing analysis. (A) Schematic model of the DNA fragment used

for phasing analyses. The sequence of 6-poly A[r tracts was used as a reference bending. The spacing

between poly AT tract and the protein binding sequence was varied. (B) The position of the end of

each fragments is varied corresponding tQ the spacing, if DNA bending occur at the protein binding

sequence. Tbe overall stmcture of a set of DNA fragments changes from 'in-phase isomer' to 'out ofi

phase isomer'. (C) Schematic model of 'in-phase isomeri. The electrophoretic mobility                                                                              becomes
slowest. (D) Schematic model of 'out of-phase isomer'. The electrophoretic mobility becomes fastest.

- 19-



,

6-Poly AT tracts

 (1 08" bend

s

Adaptor
 region
(8-18 bp)

Spacer region

 (8-i8 b
tr･:i

Protein binding

  sequence

GCmixGC
GCatGC
MIXmixGC
MIxatGc

Figure 1-8 Strueture of the DNA fragnent nsed fer the phasing analysis and the
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の隣i（スペーサー領域とは反対側）に18bpから8bpまでスペーサー長に対応して2bp

ずつ減少させたアダプター配列を挿入し、全体の基質DNAのフラグメント長を統一

した。実験は、これらのプラスミドを制限酵素Pv岨で切断することによって生成さ

れる、poly　Ar　tracts、スペーサー配列、及び蛋白質結合配列を含む467　bpのDNAフ

ラグメントを基質として行った。また、蛋白質の濃度は、遊離のDNAと蛋白質結合

D：NAの両者が同時に検：出される濃度で行った。また、3一フィンガーSp1（530－623）は

’二つのGCボックスを有する配列に対して一分子結合状態と二分子結合状態の二つ

の状態をとりうるため、これらの二つの状態でのDNA構造変化を検出するために、

低濃疲、及び高濃度の二種類の濃度で結合反応を行った。なお、このプラスミドの

系がPhasing　Analysisにおける解析に妥当であるかを確かめるために、蛋白質結合配

列のかわりに、27bpから成る三つのpoly　Ar　tracts配列を挿入した・スペーサーの長

さが異なる一連のプラスミドを作製した。三つのpoly　AT　tracts配列はその中心でマ

イナーグルーブ側に54。の湾曲を有することが知られている（38）。Phasing　Analysis

の結果、六つのpoly　Ar　tracts配列の湾曲と三つのpoly　Ar’tracts配列の湾曲が強め合

うのは、この二つの湾曲の中心問の距離が5．5ヘリカルターンになる時であることが

明らかとなった。この結果ぽ、これら二つ配列の湾曲の方向が互いに逆であること

を意味し、これまでの知見と一致した。すなわち、Phasi且g　Analysisに用いたフラグ

メント内の塩基配列に、検出したい領域の湾曲の方向性に関する情報に強く影響を

与えるような配列は内在していないものと考えられる。

　Fi即・e　1∂はスペーサーの長さが畢なる漣の顯を用いて蛋白質との結飯応を

行ったときの、ポリアクリルアミドゲル電気泳動の結果を示している。遊離のDNA

フラグメントも、スペーサーの長さの違いによって異なる電気泳動の移動度を示す

ことが明らかとなった。これは、用いた全ての蛋白質結合配列において見ら燕・DNA

フラグメントがその配列に依存する湾曲構造を有していることが示峻される。一方、

蛋白蜜の結合バンドの移動度もまた、スペーサー長の変化に伴い変化した。その変

化の度合いを解析するために、各シフトバンドの移動距離を見かけの塩基対数に変

換し、その平均塩基対数を基準として、各相対移動度を算出した。スペーサー長の

異なる六つのDNAフラグメントの各相対移動度は、スペーサー長に対するコサイン

関数で表されることが知られている（39）。Figure　1－10はスペーーサー長を横軸、相対
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Figure 1-9 Electrophoretic patterns of phasing analysis. Each DNA fragment was incubated with
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protein binding sequences were 'mxmixGC' (A) and 'GCmixGC' (B), respectively. The numbers at

the top of each figure mean the length of spacing in bp between the reference bending sequence and

the protein binding sequence.
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移動度を縦軸とするコサインカーブである。振幅の大きさは湾曲の大きさを、また、

位相は湾曲の方向を示す。

　Figure　1－10A、10：Bから、㏄ボックスを一つしか含まない配列は、配列に依存す

る何らかのDNA構造を有しており、蛋白質の結合によって若干その構造が変化する

ことが示唆された。この結果は、転写因子Sp1の三つの亜鉛フィンガー領域がDNA

に結合した時、何らかのDNA構造変化が生じているという報告（40－43）と一致す

’る。また、蛋白質の結合によるDNA構造変化の度合いは、フィンガーの数やリンカ

ーの長さによらずほとんど等しいことが明らかになった。この傾向はMD（血xGC及

びMDくat㏄のどちらを基質とした場合にも共通して見られ、　GCボックスに隣i評す

る配列に依存しないことが示唆された。一方、10bp離れた二つのGCボックスを有

する配列を用いてPhasing　Analysisを行った場合も、配列に依存するDNA構造が検

出され、蛋白質の結合によってその構造が変化することが示唆された。しかしなが

ら、GCボックスを一つしか含まない配列の場合とは異なり、蛋白質の種類によって

異なる構造変化を誘発することがわかった（Figure　1－10C、10D）。

　各蛋白質が誘発するD：NA構造変化の違いを比較するために、3一亜鉛フィンガー

Sp1（530－623）が二分子結合し、位相が0（すなわち、　poly　ATなactsの湾曲に対する蛋

白質結合サイトでの湾曲が同位相）になるスペーサー長を基準においた。このとき、

各蛋白質が誘発するDNA構造変化の大きさをFigure　1－11の円グラフで示した。

Phasing　Analysisにおいて、基準となるスペーサー長をもつフラグメントに各蛋白質

が結合したときに、フラグメントの末端が存在すると想定される位置をプロットで

表す。． ~の中心から各プロットまでの距離は、コサインカーブにおける振幅の大き

さ、すなわちDNA湾曲の大きさを示す。また、プロットの位相は、　DNA湾曲の方

向を反映しており、3一亜鉛フィンガーSp　1（530－623）が二分子結合した場合に生じる構

造変化の方向とのずれの大きさを意味する。DNA湾曲の大きさに関して、

Sp1ZF6（Gly）10及びSp　I　ZF6（Gly）7はSp　1（530－623）二分子の結合によって引き起こさ

れる構造変化の大きさとほとんど同じ大きさの湾曲を誘発することが示喋された。

しかしながら、その構造変化の方向は等しくなく、Sp1（530－623）二分子の結合の場合

と比べて、SplzF6（Gly）7の方がsplzF6（Gly）10よりもより大きな方向の変化を引き

起こすことがわかった。これら傾向もまた、M1XmixGC及びMD（atGCのどちらを基
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質とした場合にも共通して見られ､GCボックスに隣接する配列に依存しないことが

示唆される｡ 一方､splZF6(Gly)4に関しては､湾曲の大きさ､方向ともspl(530-623)

が一分子または二分子結合した場合と一致しなかった｡pba血gAnalysisにおいてス

メアバンドが検出されることからも､離れた二つの GCボックスに安定に結合でき

ていない可能性が示唆されるO 離れた二つの GCボックスに結合した､二分子の 3-

亜鉛フィンガー spl(5301623)を､仮想的に極めて自由度の高いリンカーで連結され

た位置分子の 6-亜鉛フィンガー蛋白質であると仮定すると､splZF6(αy)7及び

splZF6(Gly)10の結合によって生じたDNA構造変化の方向性の違いは6-亜鉛フィン

ガ一章白質のリンカー部分に起因すると考えられる｡リンカーがない場合と比べて､

リンカーの長さが短い方が､大きな方向性の変イヒを引き起こすことが示唆された.

UJプル-リックス形成オリゴヌクレオチドの結合によるDNA構造変化の誘発の,

場合 (28,29)､結合サイ†間の中心でマイナーグループ側-の湾曲が誘発され､ま

た､二つの トリプル-リックス形成オリゴヌクレオチドを連結するリンカーの長さ

は､生 じる DNA湾曲の大 きさに影響を与 えることが既に報告されている｡

splZF6(Gly)nはトリプルへリックス形成オリゴヌクレオチドと同様に DNAのメジ

ャーグルーブに結合するが､DNA湾曲の場所は二つのGCボックス間の配列の中心

から 5'方向にずれた領域であり､マイナーグルーブが広がるような構造変化を誘発

することが示唆されたospl(530-623)は三つの亜鉛フィンガーモチーフを使って､約

10bpから成るGCボックス配列を認識するが､フィンガ- 1の寄与は他の二つのフ

ィンガーよりも小さいことが知られている (44)｡さらに､フィンガ- 1の欠失変異

体でも､GCボックス配列に結合できることが確かめられている (44)O このことか

ら､spIZF6(Gly)7､SpIZF6(Gly)10は二つのGCボックス結合 ドメインを有している

が､その結合様式､親和性は必ずしも等価ではない可能性がある｡ 非対称な結合状

態の結果､DNA構造変化の中心のずれが生じたのかもしれない｡水素結合により､

一対一の相応関係で認識を行うトリプ)i,-1)jクスとは異なる構造変化が生じるの

も､結合横式の違いに起因していると考えられる｡

局所的な DNA構造変化の方向は､DNA全体構造に影響を与え得るO 転写因子ベ

ーシックロイシンジッパー蛋白質二量体はAP-1サイトと呼ばれるDNA配列に結合

し､DNA構造変化を誘発するが､そのDNA構造変化の方向は二量対ペプチドの種
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類によって異なることが報告されている（39，45）。本研究は、DNA湾曲の方向変化

による遺伝子発現の制御に向けた蛋白質設計にとって、有用な知見を与える’と考え

られる。
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　　　　　　　　　第二章

　　電荷の異なるり．ンカーを有する

DNA湾曲亜鉛フィンガー蛋白質の創製

　　DNA結合における速度論的特徴

　DNAの湾曲構造は転写開始複合体の形成などさまざまな生体反応において重要な

役割を果たしている。さらに、DNA湾曲を誘発するHM：G蛋白質のDNA結合に関

する研究から、湾曲したDNA構造の速度論的安定性も、転写の効率に影響している

という報告がなされている（27）。したがって、DNA湾曲を誘発する蛋白質のDNA

結合における速度論的特性を調べることは、転写の制御に向けても大きな意味を持

つと考えた。

第一一節　電荷を有する6一亜鉛フィンガー蛋白質の創製

　10個のグリシン残基をリンカーに有する6一亜鉛フィンガー型蛋白質sp　lzF6（Gly）10

は10bp離れた二つのGCボックスに結合し、　DNA構造変化を引き起こすことが第

一章からも示唆された（46＞。このリンカーペプチドの残基数は10残基に保ち、DNA

のリン酸バックボーンと相互作用する可能性のある、グルタミン酸、アルギニン、

といった電荷をもつアミノ酸を有するリンカー配列、GGEGEGEGEQ、または

GGRGRGRGRQを導入した新規蛋白質sp　1ZF6（GE）4、sp1ZF6（GR）4を作製した（Figure

2－1）。これらの結合によって誘発されるDNA構造変化と、これらのDNA結合にお

ける速度論的特性を、リンカー部分の電荷およびフレキシビリティーの違いの観点

から、Sp　1ZF6（Gly）10と比較した。標的とするD：NA配列は、10　bp離れた二つのGC

ボックス配列、㏄血xGCおよびGCatGC（T油1e　1－1）を用いた。
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Figure 2･1 Schematic representation of SplZF6(GIy)10, SplZF6(GE)4, and SplZF6(GR)4.
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peptides. (B) The ratio of protein-bound fraction were plotted against the corresponding protein

concentration, and fitted based on the 1:1 binding model. The equilibrium dissociation constants

(Kd) of SplZF6(Gly)10, SplZF6(GE)4, and SplZF6(GR)4 to the GCmixGC sequence were 9.2 mh,

14.3 nM, and 5.6 mh, respectively.
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第二節　6璽鉛ブインガー蛋白質のDNA結合様式

　まず、新たに作製した6一亜鉛フィンガー蛋白質の離れた二つの、GCボックス配列

への結合様式を調べるために、ゲルシフトアッセイを行った。基質として・GC加xGC

配列を含む48bpのDNAフラグメントを使用した。Fig［re　2－2Aから明らかなように・

sp　lzF6（Gly）10、　splzF6（G£）4、　sp　lzE6（GR）4とも濃度依存的に一種類の結合バンド

が現れた。この結果から、これらの蛋白質はGCmixGC配列と一種類の1：1の複合体

を形成していることが示唆される。また、解離定数を算出するため、各濃度におけ

る結合の割合をプロットし、1：1のモデルに基づいた理論式にあてはめた（Figure　2－

2B）。その結果、㏄血xGc配列に対するsplzF6（Gly）10、　splzF6（GE）4、　splzF6（GR）4

の解離定数は、それぞれ9．2立M、14．3証M、5．6nMとなった。顕著な違いはないもの

の、Sp　1Z：F6（GR）4の親和性が最：も高く、Sp1Z欝6（GE）4の親和性が最も低いという傾

向は再現性よくみられた。

　次に、これらの蛋白質の塩基認識特異性をメチル化干渉法によって調べた。この

方法では、緩和な条件でランダムにDNAのグアニン塩基のN7をメチル化したもの

を基質として蛋白質との結合反応を行い、反応溶液をゲル電気泳動することによっ

て、結合バンドと遊離DNAとを分離する。認識に関与するグアニン塩基が修飾され

ているDNAフラグメントには蛋白質が結合できないと考えられる。蛋白質が結合し

たDNA、及び遊離DNAのそれぞれをゲルより回収し、ピペリジンによる切断を行

う。これをシークェンスゲルで電気泳動することによって、それぞれのバンドに含

まれる修飾を受けたグアニン塩基を検出することができる。遊離DNAでは検出され

るが、蛋白質結合DNAでは検：出されないグアニン塩基が、蛋白質によるDNA認識

に深く関わっていると解釈できる（43）。：Figure　2－3に見られるように、　Sp1ZF6（Gly）10、

Sp1ZF6（GE）4、　Sp1ZF6（GR）4の全ての場合において、蛋白質結合D：NAにおけるバン

ドの消失パターンはほとんど等しく、これらの蛋白質が二つのGCボックスに含ま

れるグァニン塩基とのコンタクトを行っていることが示唆された。ゲルシフトアッ

セイとメチル化干渉法の結果から、splzF6（Gly）10、　splzF6（GE）4、　sp　lzF6（GR）4・は

若干の親和性の違いを示すものの、両方のGCボックスに同じように結合している

ことが示唆される。
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Figure 2-3 Methylation interference analyses for SplZF6(Gly)10, SplZF6(GE)4, and
SplZF6(GR)4 bindings to the GCmixGC sequence. Lanes 4-9 present free (F) and protein-bound

(B) DNA samples. Lanes 2 and 1O indicate G+A of the Maxam Gilbert sequencing reaction, lanes 3

and 11 C+T, and lane1 intact DNA.
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第三節　Phas血g　AnalysisによるDNA構造変化の検出

　DNAの湾曲はDNAのリン酸バックボーンの中和によっても誘発されることが実

験的に確かめられている（18－20）。また、様々な蛋白質一DNA複合体の構造解析の結

果から、蛋白質中の塩基性アミノ酸残基とDNAリン酸バックボーンとの相互作用に

よるDNA構造変化の例も報告されている（21－26）。　SpIZ：F6（GE）4・SplZF6（GR）4の

リンカー部分は、メチル化干渉法の結果から、DNAの認識には直i接関与していない

と考えられるが、もし、電荷を有するリンカー部分がDNAのリン酸バックボーンと

相互作用していれば、生じるDNA構造変化が、グリシンのみのリンカーの場合とは

異なる可能性がある。そこで、splzF6（Gly）10、　sp耳F6（GE）4、　splzF6（GR）4の結合

によるDNAの構造変化をPhasing　Analysis（37）によって調べた。

　基質としては、配列に依存したDNA構造による影響を考慮して、　GCmixGCまた

は、㏄atGC配列を含む一連のpPhaseプラスミドを制限酵素PM［部位で切断した467

bpのフラグメントを用いた。第一章で述べたように、基質DNAには、108．の湾曲を

有する六つのpoly　Al　tracts、離れた二つのGCボックスを含む蛋白質結合配列・およ

びこれらの配列間にそれぞれ長さの異なる（8，10，12，14，16，18bp）スペーサー配列

が含まれている。スペーサーの長さの違いに依存してポリアクリルアミドゲル電気

泳動におけるバンドの移動度が異なれば、蛋白質結合配列を含む領域中に何らかの

DNA構造変化が存在していることが示唆されることになる。Figure　2－4はそれぞれ、

GCmixGCを基質とした場合の、各6一亜鉛フィンガー蛋白質のPhasing　Analysisの結

果である。泳動バッファーとしてトリスーホウ酸バッファーを使用している。第一

章での結果と同様二に、蛋白質非存在下でも移動度に違いが生じ、また、いずれの6一

亜鉛フィンガー蛋白質が結合した場合にも、スペーサーの長さの違いによる結合バ

ンドの移動度の違いが生じた。各蛋白質の結合によって生じるDNA構造変化の度合

いを比較するために、スペーサー長を横軸にとって、各スペーサー長に対応する相

対移動度をプロットし、コサインカーブでフィッティングを行った。Figure　2－4の解

析結果はFi騨e　2－5Aに示している。振幅の大きさは湾曲の大きさを、また、位相に

湾曲の方向を反映している。Figure　2－5Aより、GCmixGC配列にSp1ZF6（Gly）10、

Sp　1　ZF6（GE）4、　Sp1ZF6（GR）4が結合したときに生じるD：NAの構造変化は、Sp　1ZF6（GE）4
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の場合にわずかに振幅の大きさが小さくなるものの、ほとんど同じであることが明

らかとなった。また、Figure　2＝5Bは同じ泳動条件で㏄atGC配列に結合した場合の

結果である。リンカーの違いによらず三つの蛋白質とも、ほとんど同じDNA構造変

化を引き起こしていることがわかる。また、興味深いことに、蛋白質非存在下での

DNAフラグメントの移動度が描くコサインカーブはGC血xGCとGCatGCとで明ら

かに異なっているにも関わらず、蛋白質結合バンドの描くコサインカーブは配列の

違いによらず類似している。

　これらの結果から、SplzF6（Gly）10、　Sp1ZF6（GE）4、　SplzF6（GR）4の結合によって

生じるDNA構造変化はDNA配列に依存せず、ほとんど同じであると考えられる。

おそらく、リンカー部分の電荷はDNAリン酸バックボーンとの相互作用には関わっ

ていないか、平衡状態での相互作用は非特異的であることが示唆される。リンカー

の性質よりも、リンカーペプチド鎖の長さがDNA構造に影響を与えていることが示

唆される。

　DNAのフレキシビリティーはカチオンの存在によって影響を受けることが知られ

ている（47）。また、カチオンの存在によって、電荷を有するリンカー部分の状態が

変化する可能性もあり得る。そこで、DNAの構造に与えるマグネシウムイオンの影

響を調べるために、基質DNAと蛋白質との結合反施条件はかえずに、泳動バッファ

ーとして2mM塩化マグネシウムを含むトリスーホウ酸バッファーを用いて、　Phasing

A畑ysisを行った。基質としては、　GC血xGC配列を含む一連のフラグメントを用い

た。この解析結果をFigure　2－5Cに示す。また、反応溶液に2mM塩化マグネシウム

を添加し、さらに2皿M塩化マグネシウムを含むトリスーホウ酸バッファーを泳動

バッファーとしたPhasing　Analysisも行った。この条件下でも、　DNAフテグメントの

移動度の変化の度合いはFigure　2－5Cに示したコサインカーブと酷似した。塩化マグ

ネシウムを含まないトリスーホウ酸バッファーを泳動バッファーとしたときの結果

を示すFigure　2－5Aと比較して明らかなように、2mM塩化マグネシウムを含むトリ

スーホウ酸バッファーを泳動バッファーとしたとき、蛋白質非存在下でのDNAフラ

グメントの移動度の変化は、スペーサーの長さの違いによらず、ほとんど一定にな

った。一方、蛋白質が結合したDNAに関しては、振幅の大きさが若干小さくなって

はいるものの、splzF6（Gly）10、　SplzF6（GE）4、　sp　lzF6（qR）4ともほとんど同じ：構造
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変化を引き起こすことが示唆された。

　この結果から、配列に依存するDNA構造の揺らぎがマグネシウムの存在によって

安定化されたことが示唆される。Straussらは、非対称に中和されたリン酸バックボ

ーンを有するDNAを合成し、これが湾曲構造を有することを示している。さらに、

その湾曲構造がマグネシウムイオン、コバルトイオン、またはスペルミンのような

多価のカチオンを添加することによって変化、解消することを示している（18）。

splzF6（Gly）10、　splzF6（GE）4、　sp　lzF6（GR）4の結合バンドでは、マグネシウムイオ

ンの添加によってもDNA湾曲の存在が示唆されたことから、これらの6一亜鉛フィン

ガー蛋白質の結合によるDNA湾曲に、リン酸バヅクボーンとの相互作用は重要な役

割を果たしていないと考えられる。

第四節　表面プラズモン共鳴を利用した結合速度解析

　6亜鉛フィンガー蛋白質のDNAへの結合において、電荷を有するリンカー領域が

何らかの影響をおよぼしているのかどうかを調べるために、B仏CORE社のBIACORE

Xを用いて速度論的な解析を行った。この装置は、センサーチップ表面に固定され

たリガンドに、流路系を介してサンプルを添加することによって、センサー表面で

起こる分子間の結合、または解離によって生じる質量変化を、表面プラズモン共鳴

（SPR）のシグナル変化としてリアルタイムで検出する（Figure　2－6A）（48）。センサ

ーチップは片面が金薄膜で覆われたガラススライドで、金薄膜側にリガンドが固定

される。ガラス面側に、全反射する様々な角度からの偏向を照射すると、金薄膜上

にエバネッセント波が生じる。特定の入射角の時に生じるエバネッセント波は、金

薄膜の自由電子波の共鳴に利用され、反射光の強度が減少する。・これが、SPR現象

である。SPR’が生じる角度は金薄膜表面での溶媒の濃度に依存するため、薄膜上に

固定化されたリガンドへのサンプル中の分子の結合によって、金薄膜表面での溶媒

の濃度が変化し、SPR角がシフトする（Figure　2－6B）。0．1度のシフトが1000レスポ

ンスユニット（RU）と定義されており、1000　RUはセンサーチップ上での蛋白質約

1■g！㎜2の羅変化に相当する。SPR角の変化量リアルタイムでレスポンスユニ

ットに変換し、時間に対してプロットしたものが、センサーグラムとして表示され
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る（Figure　2－6C）。

　本研究では、センサーチップSAを用いた。このセンサーチップは金薄膜表面に予

めリンカーを介してストレプトアビジンが固定化されている。まず、GCmixGC配列

のグアニン塩基に富む鎖の5’末端をビオチン化した二本鎖DNAを流路に添加し、セ

ンサーチップSAへの固定化を行った。マストランスポートリミテーション効果を抑

制するために、DNAの固定化量は、200－3QOレスポンスユニット（RU）になるよう

｝ビした。ここに各蛋白質溶液を加え、固定化されたD：NAへの結合量をレスポンスユ

ニット値の変化量として検出した。測定は30度で行った。各蛋白質とも、5n：Mか

ら800立Mの間で濃度を六点以上ふって測定を行った。各測定は、蛋白質溶液を5分

間流した後、バッファーのみを10分間流すことによって行われた。splzF6（Gly）10、

splzF6（GE）4、またはsplzF6（GR）4とGcmixGc配列を含むDNAとの相互作用を表

すセンサーグラムの例をFigure2－6Aに示す。各センサーグラムは、　DNAを固定化し

た流路から得られたセンサごグラムのRU値から、固定化処理を施していないコン

トロールの流路から得られたセンサーグラムのRU値を差し引いたものである。わ

ずかにSp1ZF6（Gly）10の解離三二が速いことがFig［旺e2－6Aより示唆される。

　各濃度における結合段階の最終レスポンスユニット値馬を濃度に対してプロット

することによって、各蛋白質の最：大結合量（Rm臥）を算出した。さらに、相対結合量

】㍉／Rm猷を濃度に対してプロットし、一対一の結合モデルに基づく式2－3（実験の部

参照）にフィッティングさせることによって、平衡解離定数（Kd）を算出した（Figure

2－6B）。Sp　1ZF6（Gly）10、　splzF6（GE）4、　SplzF6（GR）4の：Kd値はそれぞれ、7．03x10－8（M）、

8・75×10‘8（M）、1．18x10－8（M）となった（Table　2－1）。　SplZF6（Gly）10とSplZF6（GE）4の

Kd値はほとんど同じであったが、　Sp1ZF6（GR）4は約7倍親和性が高いことが明らか

になった。このK：d値の違いが結合のどの段階に起因するのかを調べるために、セン

サーグラムを利用して、解離速度：定数（kdi，、）．と結合速度定数（k、諮〉を算出した。解

離速度定数（k面，、〉はセンサーグラムの解離段階から二点をとることによって、式2－

4（実験の部参照）により直i接算出した。また、結合速度定数（k、、s）は式2－5（実験

の部参照）から算出した（Table　2－1）。興味深いことに、結合段階においても解離段

階においてもSp1ZF6（GR）4は他の二つの蛋白質と比べて顕著な違いを示さなかった。

すなわち、Sp12P6（GR）4とSplzF6（Gly）10の1亀麗値および、　sp　lzF6（GR）4とSp　1ZF6（GE）4
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Table 2-1 Association and dissociation rate constants.

DNA protein kdiss (S-1) kass (M-1s-1) Kd (M)

Gl0 (8.24 :I: 0.33) x 104 (1.17:t 0.05) x 104 (7.03 ± 0.06) x 10-8

GCmixGC (GE)4 (4.21 ± 0.99) x 104 (4.79:1: 0.65) x 103 (8.75:1: 1.46) x 10-8

(GR)4 (2.40 :I: 0.39) x 10-4 (2.02 ± 0.25) x 104 (1.18:1: 0.13) x 10-8

G10 (9.01 ± 0.55) x 10-4 (1.05:1: 0.51) x 104 (8.74 ± 1.00) x 10-8

GC (GE)4 (3.64 :1:0.49) x 10-4 (4.38 :1:0.06) x 103 (8.26 :I: 0.27) x 10-8

(GR)4 (3.21 :!: 0.20) x 10"4 (1.52 :I: 0.14) x 104 (2.11 ± 0.23) x 10-8
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のkdjss値がほぼ等しいことが明らかになった.リンカーの異なる三つの蛋白質とDNA

との相互作用において､結合段階では spIZF6(GE)4が他の二つよりも小さな k,ss値

を示したのに対し､解離段階ではspIZF6(Gly)10が他の二つよりも大きなkdiss値を示

した｡

spRによる測定のタイムスケ- )i,は小さいため､BIACOREの測定値が､各蛋白質

が二つの GC ボックス配列の両方と同時に相互作用した時の結果を表しているのか

どうかは明らかではない｡実際､GCボックス配列を一つしか含まない DNAを固定

化して測定した場合も､ほとんど同じ値が得られたoまた､phasing-Analysisの結果

から､6-フィンガー蛋白質のリンカー部分は､DNA との相互作用への寄与が小さい

ことが示唆されている｡しかしながら､spR による速度論的解析の結果から､非特

異的な相互作用によって､リンカー部分がDNAとの結合､解離に影響を与えている

ことが示唆された｡リンカー部分の電荷のみならず､フレキシビリティーの違いな

どを含めたリンカーの構造も6-フィンガー蛋白質とDNAとの相互作用に寄与してい

ることが､その要因の一つとして考えられる｡

Ukiyamaらは､大きなDNA帯造変化を誘発するHMGボックス蛋白質の一つであ

るSRY賓白質とDNA との相互作用と転写活性-の影響を､DNA構造変化､及び結

合の速度論的安定性の観点から研究し､興味深い結果を報告している (27).sRYが

誘発するDNA湾曲は転写開始複合体の形成にとって重要であることが知られている｡

彼等は､ヒトSRY と､その1アミノ酸置換体であるチンパンジー SRY とを比較し

た｡これらはDNAに結合して同様のDNA構造変化を誘発するが､チンパンジーsRY

とDNA複合体の方が 3-4倍長い半減期を示し､転写活性化能が高いことが報告され

た｡彼等はその原因として､湾曲DNAの安定性が転写開始複合体の活性化状態を保

持することに寄与している可能性を示唆している｡この報告からも､同様のDNA構

造変化を誘発するが､速度論的安定性が異なるDNA結合蛋白質は､転写制御に向け

て興味深い特徴を示すと考えられる｡

本研究で新たに創製した6亜 鉛フィンガー蛋白質､splZF6(GB)4､及びsplZF6(GR)4

は離れた二つの GCボックス配列に結合し､DNA 湾曲を誘発した｡splZF6(Gly)10

と比較して､リンカー部分に存在する電荷の違いにかかわらず､これらの蛋白質は､

同様のDNA結合様式を示し､また､ほとんど等しいDNA構造変化を引き起こした｡
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一方､DNA結合の速度論的特徴は互いに異なることが明らかとなった0時に､解離

段階においては､spIZF6(GAY)10が最も速く､spIZF6(GR)4が最も遅かったo同じDNA

構造変化を誘発するにもかかわらず､異なる速度論的特徴を有するこれらの新規 6-

亜鉛フィンガー蛋白質は､配列選択的な転写における速度論的制御に向けて､興味

深い知見を示したと考えられる｡
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総．括

序章　新規亜鉛フィンガー蛋白質の創製　遺伝子の転写は蛋白質の配列特異的な

DNA結合のみならず、離れた塩基対間に存在する蛋白質同士の相互作用によって初

めて開始される。この蛋白質問の相互作用を可能にする要因の一つはDNA構造変化

である。それ故、任意の塩基配列結合能を有し、さらにDNA湾曲を誘発する新規蛋

白質は、人工転写制御因子としての可能性を秘めていると考えられる。これまでに、

代表的なDNA結合モチーフの一つである亜鉛フィンガーモチーフを複数個連結させ

ることによって、結合塩基配列の拡張が可能であることが示されてきた。また、フ

ァージディスプレー法によ？て任意の塩基配列結合能を有する亜鉛フィンガー蛋白

質を選択できることが報告されており、亜鉛フィンガーモチーフは新規DNA結合蛋

白質の創製にとって極めて魅力的である。本研究では、転写因子Sp1のDNA結合領

域に存在する三つの亜鉛フィンガー一同士を様々なリンカーで連結することにより、

六つの亜鉛フィンガーを有する新規蛋白質を創製し、これらのDNA構造に与える影

響およびDNA結合の速度論的特性にういて検討した。

第一章’ポリグリシンリンカーを有する新規6・亜鉛フィンガー蛋白質による

：DNA湾曲の誘発　転写因子Sp　1のDNA結合領域に存在する三つの亜鉛フィンガ

ー（Sp1（530－623）、以下WTと表す）同士をグリシン4個、7個、10個からなるリン

．カー配列を用いて連結させた新規蛋白質sp　lzF6（Gly）4、　sp　lzF6（G正y）7、　splzF6（Gly）10

　（以下G4、　G7、　G10と表す）を創製し、リンカーの長さの違いが標的塩基配列の構

造に及ぼす影響を様々なゲル電気泳動法によって解析した。WTは㏄ボックスとよ

ばれる塩基配列に特異的に結合する。そこで、6一亜鉛フィンガー型蛋白質の結合に

よる構造変化が期待される標的塩基配列として、二つのGCボックヌ間にDNAペリ

ックスの約1ターンに相当する10塩基対（bp）を挿入した塩基配列を用いた。また、

GCボックスを一つだけ含む配列をコントロールとして用いた。ヒドロキシルラジカ

ルフットプリント法におヒ・て・G4・WTが結合した時のDNA切断パターンに違いは

見られなかったが、G7、　G　10ではWTの場合とは異なり、二つのGCボックス問の

配列中に強い切断が見られた。G7、　GlOの結合により二つの結合配列間のマイナー

ダルーブが広げられたことが示唆される。また、Phas血g　Analysisの結果から、　G7と
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G10は離れた二つのGCボックスに一分子で結合し、二つのGCボックス問にDNA

の軸の方向性を変える構造変化が生じていることが開らかとなった。その変化の大

きさはG7の方がG10よりも大きく、リンカーの長さはDNA湾曲の方向性に影響を

与えることが示唆された。

第二章　電荷の異なるリンカーを有する董）NA湾曲亜鉛フィンガー蛋白質の創

製：：DNA結合の速度論解析　蛋白質の結合に伴って生じる湾曲DNAの安定性は・

転写効率に影響を及ぼすことが報告されている。したがって、DNA湾曲を誘発する

蛋白質のDNA結合の速度論的特性を考慮することは、転写制御にとって有効である

と考えられる。そこで、リンカーのアミノ酸残基数は10に保ち、電荷を有するアミ

ノ酸であるアルギニン、又はグルタミン酸を新たに導入した新規蛋白質Sp1ZF6（GR）4｝

及びSp　1　ZF6（GE）4を創製し、　DNA弓造に及ぼす影響とDNA結合における速度論的

特性をSp　1　ZF6（Gly）10と比較した。メチル化干渉法によりDNA認識様式を・Phasing

A■alysisによりDNA構造変化への影響を、さらに、表面プラズモン共鳴の原理を利

用した測定からDNA結合の速度論的特性に関して検討した。その結果、これらの蛋

白質がDNA認識やDNA溝造変化の点ではほとんど同じ性質を示すにもかかわらず、

リンカーの違いによって、湾曲D：NAと蛋白質との複合体の安定性に違いが生じてい

ることが示唆された。

　これらの結果は、DNA湾曲を誘起する新規亜鉛フィンガー蛋白質の分子設計に価

値ある知見を示したと考えられる。

　転写開始複合体は、たくさんの蛋白質の相互作用によって形成される。DNA構造

のわずかな違いが、転写因子問の協同性に大きな影響を与える（49）。本研究では

splzF6（Gly）7、及びsplzF6（Gly）10の結合に伴うDNA構造変化の違いにより、D：NA

軸の方向性の違いが生じることが明らかとなった。この局所的なDNA構造が、離れ’

た部位での蛋白質一DNA、及び蛋白質同士の相互作用にどのように影響を与えるのか

という問題、また、蛋白質の結合によって生じるDNA湾曲構造の安定性と転写反応

との関係など、より複雑な系における、これらの人工蛋白質の活性に興味がもたれ

る。
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The change of the DNA bending direction

Perspective: Even slight differences in DNA bending direction would change the overall
intrinsic DNA bending. Each protein-DNA or protein-protein interaction would be enhanced
or suppressed. The efficiency of transcription would be affected.
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実験の部

第 1章に関する実験

試薬

本研究で用いた全ての DNA オリゴヌクレオチド及び[7-32P]ATPは Am ershan

phamaciaBiotech社から購入したo制限酵素及び修飾酵素は､NewEnglandBiolab社

またはTakara社より購入したO全ての実験においてMilli-Q水を用いた.

基質プラスミドDNAの構築

pBENDの構築

pUc19を鋳型とし､プライマー a:5†-TGATTACGCCAAGCTTGCATGCCTG-3-､b二

5†-ATCGATCACGAGCAGATCTGAGCTCGGTACCCOG-31または､プライマー C:5.-

AGATCTGCTCGTGATCGATGCATGCCTGCAGGTCG-31､a:5■-GACGGCCAGTGAA

TTCGAGCTCGGT-3せ用いてPCRを行い､フラグメントab及びcdを得たo次にフ

ラグメントab及びcdを鋳型とし､プライマーaとdを用いてPCRを行い､フラグ

メントadを得た｡フラグメントadをHindⅢ とEcoRIで処理し､HindⅡⅣEcoRI処理

後に脱リン酸化反応を行ったベクタ- pUC19に挿入し､pBモND を作製したoBglII

反応と脱リン酸化反応を行ったpBENDに各蛋白質結合配列を含む二本鎖 DNAを挿

入し､実験に用いた｡

pphaseの構築

相補的なオリゴヌクレオチド[adpI-21､adp1-221､[A-tractA､A-tractT]､[adp2-121､

asp2-1223を 5f末端リン酸化後アニーリングを行った.これらを一度にライゲ-ショ

ン後､プライマーⅠ一Aprm､及びadp21122を用いてPCRを行い､フラグメント2A12

を得たO これをHs'ndⅢ とEcoRVで処理し､HindⅢ/EcoRV処理後に脱リン酸化反応

を希ったベクター GC血荒GClpBENDに挿入することにより､GCmiXGC/PPhase2A12

を作製したO鄭 三毛GC虚芙GC/PPhase2A12を鋳型とし､プライマーadp114p及びadp

2-1時 を層をきて苧∈医を行叛 HindⅢ とEcoRVで処理し､HindⅢ/EcoRV処理後に脱
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リン酸化反応を行ったベクターGCmixGC／pBENDに挿入することにより、

㏄mixGClpPhase4A10を作製した。同様に、　GCmixGClpPhase．（n－2）A（エn＋2）を鋳型と

し、プライマーadp　1一（n）P、　adp2一（m）Pを用いて、　GCmixGC／pPhase　nAmをJl慎に作製・し

た（ただし、n＋皿＝14。　n＝4，6，8，10，12）。また、　GCmix㏄以外の蛋白質結合配列を

有するpPhaseの作製は、各配列を有するpPENDからEcoR班coRVフラグメントを

切り出し、EcoR∬：EcoRV処理と脱リン酸化反応を行った各pPhase　nAmに挿入した。

pPhaseの構築に使用したオリゴヌクレオチド及びプライマーの配列

A－tractA

A－tractT

adp　1－21

adp　1－22

adp　2－121

adp　2－122

1－Ap皿

adp　1－4p

adp　1－6p

adp　1－8p

adp　1－10p

adp　1－12p

adp　2－10p

adp　2－8P

adp　2－6p

adp　2－4p

adp　2－2P

5LCA工GGAAAAAACGGGCAAAAAACGGCAAAAAACGGGC

　AAAAAACGGCAAAAAACGGGCAAAAAAC－31

5’一CGGTTTTTTGCCCGTTTTTTGCCGT丁TTrTGCCCG

　TTrTrTGCCGTTrTTTGCCCGTTTTTTC－3「

51－TCAA工AGCCGAAGCTIAGC－3’

5’一CATGGCTAAGCTTCGGCTATTG－3「

51－CGGArGCGTA、CAGCTG藻ATCGTG－3曾

5L　TCTCACGAIATCAGCTGTACGCATC－3’

5！一TAGCCGAAGCT工AGCCATGGAAA－31

5L　AGTTAGAAGCTTGGAGCCArGGAAAAAACG－31

5L　TCGA工AAGCTTACGGAGCCA：rGGAAAAAACGGG－3閣

51－TTCAGAAGCTTGTACGGAGCCATGGAAAAA－31

51－TACGTAAGCTTCTGTACGGAGCCArGGAA－3’

5L　GTTへGAAGC］「D匁GCTGTACGGAGCCArGGAA－3’

5’一TCAGTAGA工ATCCTGTACGCAτCCGG－31

5L　CTAGTGA工ATCGTACGCATCCGGTTT－3冒

5㌦TCTAAGAIATCACdCATCCGGTTTrTTGC－3’

5L　TTGGAGA工ATCGCArCCGGTTTTTTGC－3幽

5L　TTGGAGA工ATCATCCGGTTTTTTGC－3冒
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蛋白質発現ベクターの構築及び､葺自賛の清製

DSpl/pUC19プラスミド (6)をMfeIで切断後MungBeanNucleaseにより平滑化し

たoさらにAjiIIで切断し､その後､脱リン酸化反応を行ったOここに､各リンカー

アミノ酸配列をコードし､岬 平滑末端を有するDNAフラグメントを挿入した｡ジ

デオキシ法またはキヤビラ.)-シークエンサー (ABIprism310)によるシークエンス

の確認後 BamH/EcoRIで切断し､BamfH/EcoRL 脱リン酸化処理済 pEV3bプラスミ

ドに挿入したO発現用プラスミドは､大腸菌 BL21(DEB)pLysSにトランスフォーム

したo 単一コロニーをLB培地中で37度で培養し､A仰=0.6で､m G (最終濃度o･1

mM上 塩化亜鉛 (最終濃度 1mM)を添加､20度で一晩インキュベ-トした｡PI∃S

バッファーに溶かした可溶性画分をエコノシステム (BioRad)で MonoSカラム

伊ioRad)により租精製し､さらに､BioLogiC(BioRad)で S-6カラムにより濃縮､ス

マートシステム (Amrsham PharnaciaBiotech)を用いてSuperdex75カラム (Amrsham

phamaciaBiotech)によりTNバッファー (10mM ト1]ス塩酸､50mM塩化ナトリウ

ム)でゲル渡過精製を行った｡

ゲルシフ7.アッセイによる費白質結合様式の比戟

基質 DNAはMIXmixGC/PBEND及び､GCI血 GC/PBENDをxbaIで切断したもの

を用いたO反応液の組成は､10mM トリス塩酸緩衝液(pH8,0)､50mM塩化ナトl]ウ

ム､0.5mMβ-メ)I/カブトエタノール､0.1mM塩化亜鉛､0.05%NP-40､5%グリセロ

ール､150nM基質DNA､150-450nM亜鉛フィンガー蛋白質で行った015時間から

39時間4度でインキュペ-下した後､8%非変性ポリアクリルアミドゲル (アクリル

アミド､ビスアク1j)I,アミF比 74:1)で､トリスーホウ酸バッファー (88mM ト

リス塩酸､88mM ホウ酸)をランニングバッファーとして､4度で泳動したoゲル

はエチジウムブロミドで染色後､Uv照射により観察したO

ヒドロキシルラジ*)レ保護法によるDNA構造変化の検出

既報に基づき実験を行った (50)o 基質として､5凍端ラベルした G鎖オリ芋ヌク

レオチ ドと､その相補鎖をアニーリングしたDNAを使用した｡反応液は 1bmM I

リス塩酸凄衝液(pH8-0)150血M塩イけ トリウム､0.5mMβ-メルカプトエタノール.
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0・11n：M塩化亜鉛・0．05％NP－40、基質DNA（20000　cpm）、0、25または100　nMの蛋

白質を含む。4度で15時間インキュベートした後、［EDIA・Pe（皿）］（終濃度100其M）、

アスコルビン酸ナトリウム（終濃度1．lmM）、過酸化水素（終濃度0．003％）を加え、

氷上で4分間インキュベートした。チオ尿素（終濃度0．05M）、EmA（終濃度2mM）

の添加により反応を止め、エタノール沈殿によりDNAを回収した。基質DNAの切

断は15％変性ポリアクリルアミドゲル（アクリルアミド、ビスアクリルアミド比29：

L8M尿素）電気泳動により分離した。一70度で約二日間X線フィルム（F可i　Medic…旦

X－ray　Films　RX）に感光させることにより、バンドを検：出した。

Phasing　AnalyskによるDNA構造変化の比較

　基質DNAとして、各pPhaseプラスミドをPv姐で切断したものを用いた。ただし、

pPhase　2A　12プラスミドのみ、　Pv岨プライマーを用いたPCR産物を基質とした。反

応液の組成はゲルシフトアッセイに用いたものと同じである。ただし、基質DNA濃

度は34nM、蛋白質の濃度は㏄ボックスを一つ含む基質に対しては、　Sp1（530－623）

は40hM、各6一フィンガー蛋白質は90　hMで行った。’また、　GCボックスを二つ含

む基質に対しては・Sp1（530－62ゴ）は25または100　nM、　Sp1ZF6（Gly）4は70　nM、

Sp1ZF6（Gly）7は50　nM、　Sp1ZF6（Gly）10は35　nMで行った。4度で2時間以上インキ

ュベート後、8％ポリアクリルアミドゲル（74：1）で4度で4時間電気泳動を行っ

た。ランニングバッファーにはトリスーホウ酸バッファーを使用した。泳動後のゲ

ルはエチジウムプロミド溶液に浸し、UV照射によってバンドを可感化した。

　解析は以下のように行った。スペーサーの長さの異なる各フラグメントの移動度

を見かけの塩基対数に換算し、六種類のスペーサーを用いたときの平均移動度を基

準として相対移動度（RL）を算出した。スペーサーの変化に伴う相対移動度の変化

はコサイン関数で表されることが知られている。

　　　　　　　RL冨1＋（Aph／2）cos｛2π（S－8）／105＋b｝　　　（式　U）

（Aphは振幅を、　Sはスペーサーの長さ（8－18　bp）を示す。また、　bは湾曲の方向を

反映する値である。）

各スペーサーの長さにおける相対移動度（RL）をプロットし、　Kale三da　Graph　program

（Abelbeck　software）を用いて式1－1にフィッティングさせた。
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また､ポリ A による湾曲とGCボックス部分での湾曲が強めあう時のスペーサー

の長さ (si)は､式 1-2で表される｡

si=仲/27t)米lo.5+8 (式 1-2)

この二つの湾曲の中心間の長さのヘリカルターン数は､式 1-3で表されるo

H=33.5/10.34+(Si+n)/10.5 (式 1-3)

(皿はGCボックス配列の5呆端からGCボックス配列中の湾曲の中心までの長さ｡)

第 2章に関する実験

茸白質発現ベクターの構築及び,蛋白質の精製

第 1章と同様にして蛋白質発現ベクターの構築及び､蛋白質の精製を行った｡

ゲルシフTtアッセイによる結合親和性の比戟

基質 DNA として､GC血XGC配列を含む二本の相補的なオリゴヌクレオチドのう

ち Gに富むDNA鎖の 51末端を[7-32P]ATPで標識した後､その相補鎖とアニーリン

グしたのもを用いた.反応液の組成は､10mM トリス塩酸緩衝液(pH8.0)､50血M塩

化ナトリウム､1mM β-メルカプトエタノール､5mM 塩化マグネシウム､25ng小l

poly(dI-dC)､0.05%NonidetP40､5% グリセロール､50pM以下の5'末端標識DNA

フラグメント､及び0-300血M の6-亜鉛フィンガー蛋白質から成る｡4度で 1時間結

合反応を行った後､サンプルを8%非変性ポリアクリルアミドゲル (アクリルアミド､

ビスアクリルアミド比29:1)で4度で泳動した｡泳動バッファーにはトリス-ホウ

酸バッファ- (88mM Tll)ス塩酸､BBmM ホウ酸)を用いたO

泳動後のゲルは sTORM (Am arsham PhamaciaBiotech)によって可視化され､

hageQuantソフトウェア(MolecularDynamics)によって解析を行ったO各章白質の

GCmiXGCに村する解離定数 (Kd)は､基質 DNAのうちの蛋白質結合型 DNAの割

合をObとし､それぞれの蛋白質濃度におけるObをプロットし､KaleidaGraphprogr弧1

(Abelbeckso允ware)を用いて､1:1の結合モデ)I,に基づいた式2-2にフィッティングさ

せた｡
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／

　　　　　　P＋D⇔PD
θb＝［PD］／（IPD］＋［DD　　　（式2－1）

θb＝［P］。／（［P］。＋Kd）　（式2－2）

メチル化干渉法によるDNA認識の確認

　既報に基づき実験を行った。基質となる標識D：NAとしては・ゲルシフトアッセイ

に用いたのと同じDNAのグアニン塩基のN7位を緩和な条件でメチル化したものを

用いた。6．亜鉛ブインガー蛋白質と基質DNAとの結合反応はゲルシフトアッセイと

同様に行った。ただし、6一亜鉛フィンガー蛋白質の濃度は蛋白質結合バンドの割合

が約10島になる濃度で行った。4度で1時間反応後、8％非変性ポリアクリルアミド

ゲル（アクリルアミド、ビスアクリルアミド比29：1）で電気泳動を行い、約20分

間X線フィルム（Ft麺i　Medica1　X－ray：Films　RX）に感光させることにより・バンドを：検出

した。遊離D：NAおよび蛋白質結合D：NAの各バンドをゲルより切り出し、溶出バッ

ファー（0．5M酢酸アンモニウム、10皿M酢酸マグネシウム・1皿M　EDTA・0・1％SDS）

から回収した。このDNAを10％ピペリジンと90度で30分間反応させることにより

切断後、エタノール沈殿によって回収し、10％変性ポリアクリルアミドゲル（アク

リルアミド、ビスアクリルアミド比191D電気泳動により分離した。泳動後のゲル

はSTORM（A王narsham　Ph肛macia　Biotech）によって可視化された。

Ph曲g　AE田y・i・によるDNA構造変化の比較

　基質DNAとして、㏄mixGcまたはGcat㏄配列を含むpPhaseプラスミドをPvu皿

で切断したものを用いた。ただし、pPhase　2A12プラスミドのみ・Pvunプライマー

を用いたPCR産物を基質とした。反応液の組成は、10　mMトリ・ス塩酸緩衝液（pH　8・0）・

50mM塩化ナトリウム、05　mMβ一下ルカプトエタノール、0」皿M塩化亜鉛、0．05％

NP．40、5％グリモロール、34　nM基質bNA、50　nM6一亜鉛ブインガー蛋白質で結合反

応を行った。4皮で1時間以上インキュベート後、8％ポリアクリルアミドゲル（74：

1）で4度で4時回気泳動を行った．ランニングバッファーにはTBバッファー（88

mMトリス塩酸、88　mMホウ酸）または、2皿M塩化マグネシウムを含むTBバッ

ファーを使用した。泳動後のゲルはエチジウムプロミド溶液に浸し、UV照射によっ
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てバンドを可視化した｡各バンドの移動度を見かけの塩基対数に変換し､相対移動

度をKaleidaGraphprogram(Abelbecksoftware)を用V咋 式 1-1にフィッティングさせ

た｡

表面プラズモン共鳴を利用 した速度論的解析

6⊥亜鉛フィンガー蛋白質とDNAとの相互作用をB払COREⅩ(BIACOREAB)を使

用して調べたoサンプルの調整から測定まで､すべてトリス-塩酸バッファ-(10mM

tリス-塩酸(pH7.7)､250mM塩化ナト)ウム､20mM塩化マグネシウム､0･1mM

塩化亜鉛､0.005%Tween20)を使用した｡ビオチン化したオリゴヌクレオチド (5'-

ビオチン_GATATCGGGGCGGGGCTACGAGTCCAGGGGCGGGGCATGAl3')と非

修飾の相補鎖とをアニールし基質 DNAとした｡基質の固定化は次のように行った｡

二つのフローセル (Fcl､Fc2)のうち､FC2にのみ基質を固定化し､Fclはコントロ

ールとして使用したOまず､ストレプトアビジンでコートされたセンサーチップ(sA5,

BIACOREAB)の両方のフローセルをアルカリ溶液 (50mM水酸化ナ巨)ウム､1M

塩化ナトリウム)で洗浄 (201上1/minxlmin､4回)したOその後､FC2にのみ50nM

基質DNAを注入し､3M塩化ナト)ウムでの洗浄 (25pl/minx3min)により､非

特異的に吸着しているDNAを除去したO最終的に固定化されたDNA量が約200-300

レスポンスユニットになるようにした｡6-亜鉛フィンガー蛋白質と基質 DNA との相

互作用の測定は､流速20ul/min､温度は30度で行った｡ 蛋白質の濃度は5nMか

ら800nM の範囲で変えて測定したO各蛋白質溶液を5分間注入した後､バッファー

のみを10分間注入したoその後､再生溶液 (50InM水酸化ナ巨)ウム､50mMEDTA)

を結合した革白質が完全に解離するまで5plずつ注入したO

データの解析はBIAevaluadonversion3.0を用いて行ったO各濃度のサンプルにお

いて､サンプ]t,注入を終える直前のレスポンスユニットをReq(RU)とし､サンプル

の濃度 (M)に村するReq(RU)をプロットし､1:1の結合モデルに従って､最大結合

量 R皿aX(RU)を算出した.それぞれの濃度におけるレスポンスユニットを最大結合

量 RmaxERU)を100%として換算したo解離定数 Kdは換算したレスポンスユニ〟
の割合を蛋白質濃度 (C)に対してプロットし､式 2-3にフィッティングすることに

よってもとめたO
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　　　　　　　　　　Req＝（Rmax・C）／（C＋Kd）　式2－3

解離速度定数（k血ss）は式2－4に基づきセンサグラムからBIAev誕uad。n　version　3．0に

より算出した。

　　　　　　　　　　　R＝R。exp（一k山、，（t－t。））　式2－4

R、Roはそれぞれ時間tおよび㌔における1／スポンスユニットの値を表す。また、結

合速度定数（k、、、）は式2－5により算出した。

　　　　　　　　　　　　瓦s5＝k臨／Kd　　式2－5　　　　　　　　　一
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