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研究実績の内容

要約

本研究は、生理条件下でDNA結合活性をもち、生体内シグナル分子の種類や濃度変化に応じ

て塩基配列選択的に DNAをターゲッテイングできる新しい機能性スモールフ口テインを創成す

ることを目的とした。そこでBRペプチドが特定の塩基配列を有する DNA結合時にαヘリック

スへと構造転移を行う現象に注目し、(， )生理条件下で安定な折り畳み構造をとる新しい DNA
結合ドメインを既存のタンパク質の三次元構造をもとにして設計する、 (2) BRペプチドの構

造転移とヘリックス構造の安定性を金属イオンとの相互作用により変化させてペプチドの DNA

結合および塩基配列特異性を制御する、というアプローチを行ったo

熱的に安定な新しいフォールテoィング構造を持つDNA結合ドメインの設計は、三次元構造が

明らかになっているvillinをもとにして行った。 GCN4とDNA複合体の三次元構造をもとにし

て、 villinが安定に折り畳み構造をとるための疎水性アミノ酸は保存したまま、塩基配列認識に

必須なアミノ酸をC末端側に延長したvillinαヘリックスの外側に導入した。またvillinドメイ

ンをもとにして作製したDNA結合部位に口イシンジッパ一部位を導入し、天然の口イシンジッ

パータンパク質GCN4とのDNA結合活性の比較を行った。様々なDNAとの複合体の安定性および

選択性、そして複合体生成の速度論的解析をゲルシフトアッセイおよび表面プラス、モン測定法に

より測定することにより、 InducedFitとRigidBodyで、の結合様式の違いによって、 DNA塩基

配列認識能が変化することを見いだした。このDNA結合ドメインの疎水性コア中のアミノ酸を

改変することにより疎水性コアの安定性がコントロールできるため、 DNA結合活性を温度によ

り制御できることが期待される。

金属イオン依存的にフォールディング構造を取る DNA結合ドメインは三次元構造の明らか

になっている Zif268に由来する C2H2タイフ Znフィンガードメインを用いた。ここで得ら

れる DNA結合ドメインは金属イオンの種類または濃度に依存して、フォールディングパター

ンを変えることが予想でき、ランダムコイル状から安定な DNA認識ヘリックスへ、金属イオ

ンという外部シグナルにより構造を制御できる。この金属イオンにより構造を制御できる新し

いDNA結合ドメインを用いて、現在 Induced午itによる構造転移を行うドメインとフォール

ディング構造を取るドメインとの DNA結合能・認識能を比較している。

Abstract 

We have employed a structure四baseddesign to construct a small folding domain from 

the F-actin bundling protein villin that contains amino acids necessary for the DNA 

binding of the basic leucine zipper protein GCN4， and have compared its DNA binding 

with GCN4. The monomeric motif folds into a stable domain， and binds DNA in a rigid同

body mechanism， while its affinity is not higher than that of the basic region peptide. 

Addition of the leucine zipper region to the folded domain restored its sequence-specific 



DNA binding comparable to that of GCN4. Unlike the monome訂工r記 foldeddomain， its 

leucine zipper derivative undergoes a conformational change upon the DNA binding. C D 

spectral and thermodynamic studies indicate that the DNA田contactingregion is folded 

in the presence or absence ofDNA， and suggest that the junction between the DNA四

contacting and the leucine zipper regions transits to a helix in the presence ofDNA. 

These results demonstrate that the structural transition outside the direct四contacting

region， which adjusts the precise location of the DNA四contactingregion， plays a critical 

role in the specific complex formation of the basic leucine zipper proteins. 

Another design strategy utilized a well田foldedsmall domain of C2H2 zinc finger motif as 

scaffold for the DNA binding α田helix.Appropriate substitution oftheα田helicalportion of 

the C2H2 zinc finger motifwith amino acid residues necessary for the sequence-

selective binding ofGCN4 would afford a novel DNA binding domain with a folded 

structure. Studies on struacural aspects and the sequence田specificDNA binding of the 

novel protein in the presence ofvarious metal ions are currently underway. 
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