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SingleMolecule Studies on DNAProtein Interaction.

図 1 タンパク質が DNA 上の特定サイトを探すメカニズム
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単一分子計測を用いた DNAタン
パク質間相互作用の解析

羽 渕 聡 史

1 は じ め に

約 20 年前に単一分子を光学的に検出することが初め

て可能になり1)，それ以来，単一分子計測は様々な分野

への応用が広がり続けている。微量分析はもちろん，近

年では材料科学の分野などにおいてもその重要性は増す

ばかりである2)3)。単一分子計測の利点が最も生かされ

る分野の一つとしてタンパク質を中心とした生体分子が

かかわる現象の解明が挙げられる。本稿では，一分子計

測の必要性について簡単に解説した上で，単一分子計測

を用いた DNA 上でのタンパク質の動きの解析に関する

近年の研究進展について紹介する。

2 なぜ単一分子計測か？

分子を一つずつ観測すると，集合系の測定では得られ

ない情報を得られるとされているが，実際にどのような

ことがわかるのであろうか？ まず，分子集団に存在す

る個々の分子を測定すると，化学的に全く同一で均質に

見える分子の集団においても，観測されるパラメーター

に必ず分布が生じる。これは，static disorder と呼ば

れ，自由度を多く持つ分子ほど顕著に表れる。このよう

に，対象とする系が本質的に持つ不均一性は一分子ずつ

の測定を通してのみ得られる情報である。次に，分子集

団に存在する一つの分子を測定し続けると，時間ととも

に観測されるパラメーターが変化する。これは dynam-
ic disorder と呼ばれ，人為的にある現象を同期させら

れない場合，一分子ずつの測定を通してのみ得られる情

報である。これら二つの disorder に関する知見は単一

分子計測を行うことによってのみ得ることができる4)。

ここまでの議論からも明らかなように，単一分子計測

は，フレキシビリティーを持った分子あるいは系に対し

て適応したときに最もその威力を発揮することになる。

DNA とタンパク質の相互作用に関する研究は，単一分

子計測の威力が最大限発揮される系といえる。

3 DNA 上でのタンパク質の動き

タンパク質が DNA 上の特定のサイトに達するメカニ

ズムは，生物学の根本的な問題として重要である。これ

までに，図 1 に示すようないくつかのモデルが提案さ

れている5)6)。多くの場合，タンパク質は三次元拡散と

これに続く確率論的衝突（図 1A）によって得られる速

度をはるかに超える速さでターゲットとなるサイトに達

する7)。この現象を説明するために，図 1B のような，

DNA に沿ってタンパク質が解離と結合を繰り返しなが

ら一次元的にホッピングするモデルが提案されている。

このほかにも，両者が接触したままタンパク質が一次元

的に移動するスライディングモデル（図 1C），DNA の

ループ構造を介したセグメント間移動（図 1D）などが

提案されており，これらの組み合わせで実際には特定サ

イトに効率よく達すると考えられている。また，本稿で

は紹介しないが，ATP 加水分解によって生じるエネル

ギーによって駆動される能動的移行も重要な要素とな

る8)～10)。これらのモデルは，これまで実験的に検証す

ることが困難であったが，単一分子計測技術の発展によ

り，近年ようやくこれらの現象を直接捕えることが可能

になってきた。

4 フローストレッチング法を用いた解析

DNA とタンパク質の相互作用を直接一分子ごとに測

定するための手法は，大きく二つに分類できる。一つ

は，タンパク質の動きによって生じた力を計測するタイ

プの手法であり，光ピンセットなどがこれに相当する。

これらの手法は非常に高い空間分解能を持ち，タンパク

質の動きを一塩基対の分解能で計測することも可能に

なっている11)。ただし，これらの手法はスループット

が低く，力の変化として読み出せない現象には適用でき

ないという側面も持つ。一方，蛍光イメージングをベー

スとした手法では，分子の動きを直接可視化することが

可能となり，また比較的高いスループットを容易に得る

ことができる。近年，蛍光イメージングとフロースト

レッチ法を組み合わせることによって，タンパク質分子

の DNA 上での動きを直接測定できるようになってきて

いる12)～14)。本稿ではこの手法を用いた最近の研究を紹

介する。

フローストレッチング法を模式的に図 2 に示す。50
kb 程度の長さの DNA を片方の末端でガラス基板上に

固定する。この基板上に溶液をフローすることによって
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図 2 フローストレッチング法の模式図
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生じるドラッグフォースを利用して，DNA を伸ばすこ

とが可能になる。一般的に溶液のフローによって DNA
に働く力は 1 pN 程度なので，タンパク質と DNA の相

互作用を妨げることなく，且つ DNA 自身のブラウン運

動を数十ナノメートル程度におさえることができる。こ

のように基盤に固定され引き伸ばされた DNA 上で，蛍

光ラベル化した単一タンパク質の動きを高感度 CCD カ

メラで計測することによって，分子の動きを直接検出す

ることが可能となる。この手法を用いると，多数のイベ

ントを同時に計測することが可能なため，スループット

の高い測定ができる。

この手法を使って，Graneli ら13)は DNA 修復タンパ

ク質 Rad51 が，Wang ら14)は LacI リプレッサーが，

DNA 上をランダムな一次元拡散することを明らかにし

た。Blainey ら12)は同様の手法を用いて，DNA 修復タ

ンパク質 hOgg1 について検討し，やはりランダムな一

次元拡散として表わされることを明らかにした。彼らは

さらに，一分子計測から得られた拡散定数の塩濃度依存

性から，この拡散は DNA 上での hOgg1 のスライディ

ングによるものであることを明らかにした。また，得ら

れた拡散定数（4.8 × 106 bp2s－1）は，タンパク質がヘ

リックスの軸に対して回転しながらスライディングして

いることを示唆している。このモデルを用いてスライ

ディングの活性化エネルギーを計算すると 1 kBT 程度

になり，この結果はタンパク質が DNA 上でほとんどバ

リアーのないスライディングをしていることを示してい

る。これらの結果は，DNA 上の特定のサイトを効率よ

く探すため，これらのタンパク質は非特異的に DNA と

相互作用しながら一次元的に移動していることを明確に

示している。

これらに続く報告も，基本的にはランダムな一次元拡

散をベースとしたモデルを支持している15)～18)。

KomazinMeredith ら17)は，プロセッシビティファク

ター UL42 の DNA 上での移行を検討し，DNA 上での

拡散係数が塩濃度の増加に伴い大きくなることを見いだ

した。この結果は UL42 が DNA 上をホッピングするこ

とによって移行していることを示している。一方，Taf-
vizi ら18)は，がん抑制の転写因子 p53 について検討し，

DNA 上での拡散係数が塩濃度に依存しないことから，

このタンパク質がスライディングによって DNA 上を動

いていることを明らかにした。Bonnet ら16)は，制限酵

素 EcoRV がスライディングと三次元的ランダムな衝突

との組み合わせで DNA 上を移動していることを明らか

にした。これらの研究は，DNA とタンパク質の相互作

用に関する本質的に重要な点を明らかにするために，単

一分子計測が非常に有効な手法となることを明確に示し

ている。

5 お わ り に

本稿で紹介したように，単一分子計測を用いた DNA

とタンパク質の相互作用に関する研究は飛躍的に進んで

いるが，今後の課題も多い。現段階では分解能は数十ナ

ノメートルであるが，これを改善することで拡散のモデ

ルをより詳細に検討できるようになると期待される。さ

らに重要な点としては，これまでの研究はすべて，タン

パク質がターゲットとするサイトを持たない DNA を用

いて行われている。実際にターゲットとなるサイトを持

つ DNA を用いることによって，特定のサイトをタンパ

ク質が探し出すメカニズムを確定できることが期待され

る。生物学的に重要な多くの現象は，複数のタンパク質

が相互作用しあう条件で起こる。現段階では比較的単純

な系のみを対象としているが，複数のタンパク質がかか

わるより複雑な系への応用も期待される。
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