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研究論文

ヒストン様タンパク質によるDNA高次構造体構築の試行

友 池 史 明＊

Construction of an artificial DNA complex incorporating
a chemically modified histone-like protein

Fumiaki Tomoike＊

要 旨

近年，細胞内で生体分子は部分的に集まることで機能を調節することが報告されている．しかし，この部
分的な濃淡を再現する手法はまだ十分に確立されていない．そこでDNAに結合するタンパク質HUの任意
の場所を化学修飾し，ビオチンを提示させた．これにより，ストレプトアビジンを加えてDNA上のHUを
多量体化することで，DNAの高次構造を変化させ，部分的に凝集した状態をつくることを試みた．DNA，
ビオチン提示HU，ストレプトアビジンを混合したところ，DNAが凝集した高次構造体を形成していること
を示唆する結果が得られた．本手法を発展させることで，生体分子の凝集による機能調節の理解や人工的な
凝集による生体分子の利用が期待される．

⚑．まえがき

DNA は生命の設計図であり，そこに保持され
た情報に基づいてタンパク質が作られることによ
り，細胞は形作り，様々な機能をもつようになる．
そのため，DNA の情報がどのように読みだされ
るか，に注目した研究が広く進められてきた．そ
の中で近年，DNA からの情報の読み出し，すな
わち遺伝子発現は単純なDNAとタンパク質の相
互作用だけでなく，DNA がとる高次構造が重要
な役割を果たすことが示唆されている．細胞内の
DNAは複数のタンパク質と結合することで複雑
な高次構造が形成されている．これにより，部分
的にタンパク質の濃淡が生じ，それが生体内の反
応に重要な役割を果たしていることが知られてい
る．たとえば真核生物のDNAでは，部分的に凝
集したヘテロクロマチンという高次構造体を形成
することで，特定の領域の遺伝子発現を抑制して
いることが知られている．また，近年の研究によ
り，従来のようなヘテロクロマチン構造だけでな
く，non-coding RNA を介して DNA が部分的に

凝集した高次構造をとることで遺伝子発現が抑制
される系や1，核内の液液相分離によって遺伝子
発現が促進されている系がみられている2．これ
ら先行研究で示されているように，生体内では核
酸は高次構造の形成によって部分的な密度が変化
し，核酸上での反応が調節されている．また，生
体内ではDNA以外にも酵素などの生体分子が集
まり，液液相分離状態になることで，代謝経路の
制御3や反応性の促進4をおこなっていることが
近年報告されている．しかし，どの程度の凝集密
度を持つ高次構造で生体分子が持つ機能が活性化
するか，または抑制されるかという凝集密度と機
能相関という物性は未だわかっていない．よっ
て，生体分子の密度が制御できる人工的な高次構
造体を設計し，液液相分離を再現することができ
れば，生体内の生化学反応の理解促進と応用が期
待される．
そこで，本研究ではDNAに結合し，かつ扱い

やすいタンパク質によって凝集密度が制御された
DNA の高次構造体を形成することを目指す（図
⚑）．また，構築した DNA の高次構造を足場と
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して利用することで，生体分子の凝集密度が制御
された液液相分離系を構築する．これにより，
DNA に限らず，生体分子の凝集密度と機能発現
の相関関係を解析する系を構築する．今回，扱い
やすいDNA結合タンパク質として，ネンジュモ
由来のヒストン様タンパク質 HU を用いた．こ
のタンパク質は容易に精製することができ，また，
DNAと混合するのみで結合するという特徴があ
る．DNA と結合した状態の立体構造も明らかに
なっており（図⚒）5，構造情報に基づいた改変の
設計も可能である．また，システイン残基をもた
ないため，任意の位置に点変異導入によってシス
テイン残基を導入することで，任意の位置に化学
修飾を導入することが可能である．今回は点変異
で導入したシステイン残基とマレイミドを反応さ
せることで，HU の DNA 結合部位から遠い位置
にビオチンを提示させ（図⚓），四量体で働くスト
レプトアビジンを加えることで，複数のHUを固
定化した．

⚒．実験手法

2.1．点変異導入

Protein Data Bank に登録されている HU の構
造に基づいて，DNA 結合部位から遠い位置にあ
り，かつ，他の部分と相互作用がないアミノ酸残
基を特定した．このアミノ酸残基をシステイン残
基に置換するためのプライマーを用いて，HUの
発現プラスミドを鋳型とした PCR 反応をおこな
うことでシステイン導入型 HU の発現プラスミ
ドを調製した．
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図 2 HUの構造とシステイン導入位置

図 3 HUのビオチン提示方法

図 1 DNA高次構造体設計戦略



2.2．タンパク質調製

システイン導入型 HU の発現プラスミドを大
腸菌 Rosetta（DE3）株に形質転換した．この大
腸菌を 37℃で一晩培養し，培養したものを集菌
後，50 mMTris-HCl，300 mMNaCl，pH 8.0 に懸
濁し，超音波破砕をおこなった．超音波破砕した
ものを 70℃においた後，15,000 g で 10 分間遠心
した．上清に硫酸アンモニウムを加えて沈殿させ
た後，50 mMTris-HCl，300 mMNaCl，pH 8.0 に
溶かした．このタンパク質溶液を透析膜に封入
し，50 mMTris-HCl，300 mMNaCl，pH 8.0 の溶
液を用いて透析した．透析した溶液を回収し，遠
心した後，0.22 µmのフィルターに通した．その
後，Heparin 樹脂（HiTrapTM Heparin HP affinity
column, cytiva）に吸着させ，50 mMTris-HCl，2
M NaCl，pH 8.0 で溶出した．塩濃度を下げるた
め，タンパク質溶液を再度透析した後，Ni 樹脂
（cOmpleteTMHis-Tag Purification Resin，Roche）
に吸着させた．その後，50 mM Tris-HCl，300
mMNaCl，500 mMイミダゾール，pH 8.0 を用い
て溶出した．溶出した HU の純度は 15％のアク
リルアミドゲルを用いた SDS-PAGEで確認した．
また，濃度についてはウシ血清アルブミンを基準
とした BCA Assay（Pierce BCA Protein Assay,
ThermoFisher Scientific）による呈色反応を行い，
微量分光光度計で 562 nm の光の吸光度を測定す
ることで定量した．

2.3．ビオチン提示

生成したシステイン導入型HUにトリス（2-カ
ルボキシエチル）ホスフィン（TCEP）（図⚔）を
加えることで還元した後，マレイミド-PEAC5-
ビオチン（同仁化学研究所）（図⚕）を加えて，⚔
℃で一晩反応させることでビオチン提示 HU を
調製した．その後，限外ろ過膜（Amicon Ultra

Centrifugal Filter, 10 kDaMWCO, Merck）を用い
て，未反応のマレイミド-PEAC5-Biotin を除いた．

2.4．ビオチン提示の反応効率の定量

マレイミド-PEAC5-ビオチンとシステイン導
入HUの反応収率は，エルマン法を利用して定量
した（図⚖）．具体的には，未反応のシステイン導
入型 HU のシステイン残基と 5,5’-dithiobis-（2-
nitrobenzoic acid）（DTNB）を反応させて，37℃
一時間おいた後，微量分光光度計（NanoDrop,
ThermoFisher Science）で 412 nm における吸光
度を測定した．この吸光度値から，DNTBが分解
されて生じた 5-Mercapto-2-nitrobenzoic acid
（TNB）の濃度，すなわち，未反応のHUの濃度を
計算する．この結果からビオチン提示 HU の濃
度を求めることで反応収率を求める．

2.5．DNAとの結合実験

ビオチン提示型HUと DNAとの相互作用はア
ガロースゲル電気泳動で評価した．ビオチン提示
型 HUまたはシステイン導入型 HUと環状 DNA
を混合し，0.8％アガロースゲルを用いた電気泳
動を行うことで，ビオチン提示によりDNAへの
親和性が損なわれないことを確認した．また，ス
トレプトアビジンを添加することによるビオチン
提示型 HU を多量体化の影響についても同様の
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図 6 エルマン法

図 4 TCEP

図 5 マレイミド-PEAC5-ビオチン



方法で検証した．

2.6．ビオチン提示HUとストレプトアビジン
によるDNA保護

DNA，ビオチン提示HU，ストレプトアビジン
の複合体がDNAを他の酵素から保護するかを検
証するため，制限酵素の活性を調べた．まず，
DNA とビオチン提示 HU，ストレプトアビジン
を混合した後，制限酵素 EcoRI を添付の H
Buffer の条件で 50 mM Tris-HCl，pH 7.5，10
mMMgCl2，1 mMDTT，100 mMNaCl の条件下
で 30 分，37℃で反応させた後，終濃度 0.09％に
なるよう SDS を添加し，90℃で 10 分熱処理した
後，0.7％アガロースゲルを用いた電気泳動によっ
て解析した．

⚓．実験結果

3.1．HUの発現

大腸菌 Rosetta（DE3）株を用いて HU を発現
させたところ，興味深いことに寒天培地上のプ
レートから一度試験管で培養した後，三角フラス
コにスケールアップした場合は発現が見られず，
寒天培地から直接三角フラスコで培養した場合は
発現が確認できた．このことから，一度大腸菌が
定常状態になると HU の発現が抑制されること
が示唆された．

3.2．HUの精製

HUは熱に耐性をもつタンパク質であるため，
HUを大量発現させた大腸菌を超音波で破砕した
後，70℃に 10 分間おいた後も，凝集・沈殿がおこ
らなかった．一方で大腸菌がもつタンパク質は熱
に対して不安定であるため，この熱処理条件では
凝集沈殿を起こす．よって，70℃，10 分間の処理
により，HUを高い純度でえることができた．
次に，大腸菌由来の低分子を取り除くため，硫

安沈殿をおこなった．硫安沈殿後のタンパク質溶
液を透析にかけたところ，再度透明の溶液になっ
たため，HUが硫安沈殿後，可溶化できるタンパ
ク質であることが確認された．
しかし，この状態のタンパク質溶液の吸光スペ

クトルを測定したところ，260 nm に吸収がみら

れた．このことから核酸が硫安沈殿では取り除け
ないことがわかった．
そこで DNA に似た構造を担体に持つ Heparin

樹脂に吸着させ，塩化ナトリウムによって溶出さ
せた．溶出したタンパク質溶液の吸光度を調べる
と 260 nm における吸収がなくなった．このこと
から，核酸が除かれたことが確認された．
Heparin 樹脂を用いた精製後も夾雑タンパク質

がみられたため，HUの C末端につけたヒスチジ
ンタグを利用したアフィニティーカラムクロマト
グラフィーを行った．溶出後に得られたタンパク
質溶液に，夾雑タンパク質がほとんどないことを
確認した．
精製した HU にはトリプトファンとチロシン

が含まれないため，他のタンパク質と異なり，280
nm の光を吸収しない．そのため，ウシ血清アル
ブミンを標準とした BCA Assay を行い，濃度を
決定した．

3.3．ビオチン提示HUの調製

次に十分なビオチン提示 HU を得る条件を調
べた．精製したシステイン導入型 HU を様々な
濃度のマレイミド-PEAC5-ビオチン（図⚕）と一
晩反応させた後，エルマン反応によってマレイミ
ド-PEAC5-ビオチンと反応しなかったシステイ
ン導入型HUを定量した．その結果，システイン
導入型 HU とマレイミド-PEAC5-ビオチンの物
質量比が⚑：40 以上の時，⚙割以上のシステイン
導入型 HU にビオチンを提示させられることが
わかった（図⚗）．
この条件に従い，システイン導入型HUとマレ
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図 7 ビオチン提示の収率



イミド-PEAC5-ビオチンを⚑：40 の比率で混合
した後，限外ろ過で未反応のマレイミド-
PEAC5-ビオチンを取り除き，ビオチン提示 HU
を調製した．

3.4．ビオチン提示によるDNA結合能の変化

ビオチンを提示させる反応およびビオチンの提
示によってHUの DNA結合能が損なわれる可能
性が考えられた．そこで，ビオチン提示HUおよ
びビオチンを提示させる前のシステイン導入型
HU を環状 DNA と混合し，電気泳動によって結
合能を比較した（図⚘）．その結果，同程度の親和
性が確認された．この結果から，ビオチン提示に
おいてDNA結合能が変化しないことが確認でき
た．

3.5．ストレプトアビジンによる多量体化によ
るDNA高次構造体構築の検討

環状DNAにシステイン導入型HUまたはビオ
チン提示型HUを加えた後，ストレプトアビジン
を加えた．これをアガロースゲルで電気泳動にか
けることで，高次構造体の構築を検証した（図⚘）．
システイン導入型HUと DNAの複合体について
は，ストレプトアビジンを添加しても電気泳動に
おけるDNAの位置に変化はみられなかった．一
方，ビオチン提示型HUについてはストレプトア
ビジンを加えることで泳動位置の変化が見られ
た．また，条件によっては，DNA の形状が環状
と直鎖状でストレプトアビジンによる泳動距離の
変化が異なる結果も得られた（図⚙）．

3.6．DNA高次構造体によるDNAの保護

ストレプトアビジンにより，DNA 上のビオチ
ン提示HUが多量体化し，DNA・タンパク質複合
体が凝集した構造をとっていた場合，真核生物に
おけるヘテロクロマチンのように，他のタンパク
質との相互作用を阻害すると考えられる．
そこでDNA，ビオチン提示HU，ストレプトア

ビジンの三者複合体に制限酵素 EcoRI を反応さ
せた後，SDS 存在下で熱処理をほどこすことで，
タンパク質を変性・失活させた．これを電気泳動
で分離したところ，ビオチン提示HUと結合した
DNAはほとんどにEcoRI によって切断された一
方で，ビオチン提示HUに加えてストレプトアビ
ジンを加えた条件下では，DNA はほとんど切断
されていなかった（図 10）．この結果から，スト
レプトアビジンによりビオチン提示 HU を多量
体化することで，DNA 高次構造体が構築できる
ことが示唆された．
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図 9 DNA の構造の違いによる複合体の泳動位置の
変化

図中の SAはストレプトアビジンを示す．

図 10 DNA高次構造体によるDNAの保護
図中の Biotin-HU はビオチン提示HUを，SAはストレプ
トアビジンを示す．

図 8 ビオチン提示HUのDNA結合能
図中の SAはストレプトアビジンを，HU-biotin はビオチ
ン提示HUを示す．



⚔．考察

報告されている立体構造情報に基づいて，HU
の機能を損なうことなく，ビオチンを提示させる
ことに成功した．また，四量体で働くストレプト
アビジンを加えることで，DNA と HU の複合体
の電気泳動における挙動がかわったこと，また制
限酵素による切断が阻害されたことから，複雑な
高次構造を形成することが示唆された．しかし，
電気泳動の変化がストレプトアビジンによって分
子量が大きくなった可能性もあり，また，制限酵
素を用いた検証においてもストレプトアビジンに
よる制限酵素の阻害もみられているため，DNA，
ビオチン提示HU，ストレプトアビジンの三者に
よって高次構造が形成されていると断定するには
不十分である．そのため，今後，単粒子解析等を
用いて，複合体の大きさを定量化する必要がある．
本研究で構築しているDNAと HUの高次構造

体は，単純に密にDNAが折りたたまったものに
すぎない．しかし，HUと別の酵素を融合させる
ことにより，この高次構造体に酵素を容易に導入
させることができ，任意の酵素が密集した液液相
分離様の構造を設計できることが示唆される．ま
た，液液相分離状態が酵素活性を向上させること
も報告されているため，酵素と融合した HU を

DNA とストレプトアビジンによって凝集させる
ことで，酵素による物質生産をより効率化するこ
とが期待される．
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