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【
．
諄景

・
目的】

DNA の メ チ ル化異 常は が ん 等 の 疾患 に 関連す る こ とが 報告 され て お り、
そ れ ら疾 患群 の 診断 に 際し て 、ヒ トゲ ノ ム 中 に お ける 特定 領域 の DNA

メ チ ル 化頻度 を測定す る こ と は 重要で ある。そ して 実 際に 臨床応 用す る

際 に は迅速性 が求め られ る。そ こ で本 研究で は メ チ ル化CpG 特異 的に 結

合す る MBD 及 び技 々 が構築 した ル シ フ ェラ ーゼ 融合 ジ ン ク フ t ン ガ ー
蛋 白質 を 用 い て 、迅速 なDNA の メ チ ル 化 頻度 測定 法の 開発を試 み た ．
【実験方法 ・結果】

二 本 鎖非 メチ ル 化DNA と二 本鎖 メ チ ル 化DNA を混 合 し、メ チ ル 化 頻度の

異 な る 試料 を 調 製 した 。ビ ーズ 上 に 固定化 した MBD に 同試料 を添加 し、
イ ン キ ュベ ート後 に洗 浄 及 び 溶 出 を 行った u こ れ を PCR に よ り増幅 し、増

幅産 物を ビーズ に 固 定 化 した ．洗 浄 を 行 い 、ル シ フ ェラ ーゼ 融合 ジ ン ク

フ ィ ン ガー蛋 自質 と イ ン キ ュベ ートした後 、洗 浄 を 行 った 。木試 料に ル シ

フ ェラ ーゼ の 某質 を加え 、発光量 を測定 した。そ の結 果 、メ チ ル 化 頻 度依

存的 な発光量の 増加が観 察された．これ よ り本手 法 に よ って メチ ル 化 頻 度

が 測定で きる こ と が 示唆 された e
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【研 究 背 景 ・目的 ｝Streptavidinは ビオ チ ン と非常 に 強固 な 親和 性 を 持

っ 。こ の 親 和 性 を 利 用 す る と、例え ば 、目的物質 を ビオ チ ン で 標 識 し た

後、Strep しavidin と蛍 光物 質 の コ ン ジ ュゲ ートを 反応 させ る こ とで 、　 E 的

物 質 の 蛍光 ラ ベ リング が 可 能 に な る。こ の よ う な形 で 、Streptavidin と

蛍光物質 （ある い は 酵素 な ど） の コ ン ジ ュ ゲ ートは 蛍光 ラ ベ リン グ や タ

ン パ ク 質の 検 出など、生化学 の 分野 で幅 広 く利 用 され て い る 。一般的 に 、
Str〔ptavidinコン ジ ＝ゲ

ー
トは化学修 飾法 で 調 製 され る。しか しなが ら、化学

修飾法で は Streptas・idinや蛍光物質の機能が
一

部損 なわ れ て しまい 、コ ン ジ v ．
ゲ ート全体と して の機能が 低 ドして しまう。そ こで 、こ の よ うな 問題 を解決
す るた め にSortaseを用 い た 。　Sortaseは タ ン パ ク 質のC末端 に付 与 した特定 の

ア ミ ノ酸配列 を 認識 ・
切断 し、修飾対象 の タ ン パ ク質の N 末端 に連 結 す るペ

プチ ド転移反応を触媒す る。この 反応を 利用す る こ とで、Streptavidinの部 位

特異的な修飾 が可能 と なり、機能の 大 幅な 向上 が 期待で きる．
【研究方 法 ・結果】

Sortaseの 認識配列 をC末端 に 付与 したStreptavdin を大腸菌で 発現
・
精製 し

た 。そ の 後、Sortasを 用い て GFP ・グ ル コ
ー

ス オ キ シ ダーゼ （GOD ＞を 連
結 した uSDS−PAGE の解 析結果か ら、　 Streptavidin の 修飾反 応 に成 功 した

こ と を確 認で きた 。また 、得 られ たStreptavdin−GOD コ ン ジュゲートの 活
性 を検 討 したと こ ろ、化学 修 飾 法 で 得 られ た コ ン ジ ュゲ

ー
トに比べ て 高い

活性 を保持 して い た こ とが 示 され た ，以 上 の 結 果か ら、Sortaseを用 い る
こ とで 、S亡rep 亡avidin の部 位特 異的 な 修飾 が 可 能 と な った ことが 示 され た。
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【背景
・

目的】様 受 な感染症やバ イオ テ ロに対 処するために 、病原性微生

物 を正 確、迅 速 に検 出す る技術 の 開発が 求め られてい るc そ こで 、我 tt は

ル シ フ ェラ ー一ゼ 融合Znフ ィ ン ガー蛋 白質（ZF−luc）を 用 い て 標的病原性微生

物を検 出す る方法 を報告 して い る 。本研究 で は ウ イ ル ス 性下痢症の 主た る
ウ ィル ス で ある Nor 。 virus 　genegroupl（Gl ）を検 出対象と し、二れ を 検 出す
るた め の ZF−lucを新 た に 構築 し、こ れら の検 出 を試 み た。

【実 験 方 法
・結 果】BLAST によ り、　 Norovirus　GI の ORF1 の 末端領 域か ら

他 の 微 生物 に 保 存 され て い な い 、プ ラ イ マ
ー
配 列を含む49bp の標 的配列

を 決 定 した c 次 にModular　assen エbly法に よ り標 的配列に 結合する新 MZFの

構築を 試 み た e そ の 結 果 、標 的配 列 に対 して 選択 的に 結合す る ZF （B2 ）の

構築 に成 功 した 。さ らに 、B2 に ル シ フ ェラ ー一ゼ を 融合す る こ とで 、既報

の 手法 によ り、NO 「ovirus 　GIが 迅 速 ・簡便 ・高 感 度 に検 出で き る こ と が 示

唆された。
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【目的】分子問相互作用 検 出 は、創薬 ・診 断 な ど 幅広 い 分野で 応用可能な
重 要技術 で あ る。現在、細胞 内の 高感度 な 検 出 系と して ホ タ ル ル シ フ ェ
ラ ーゼ （Fiuc）の PrQtein−fragrnent 　Coln 口 ementation 　Assay （PCA ）が 知 られ

て い るが、細胞外で の 精製蛋 白質 を用 い た PCA に っ い て は 、これ まで 殆 ど

報 告か ない c 昨年本大会で 我 々 は 、触媒活性 に重 要な残基 に変 異を施 した

Flucを用い た固定化DNA の検 出に つ い て報告 した が 、今回反応 中間体を介
した相 補性 を原理 とする、溶液中で の 相 百：作用 検出系の 構築 に っ い て 報告

す る。
【実験方 法】Flucの 二 段階 の 半反応 の

一
段 階 目の 変異 体と して 知 ら れる

K529Q （K5Q ）、及び 二 段階 目の 変異体 で 反応 中間体を酵素外に 顕著 に 放
出す るH245DfK443A 〆L530R（H245D ＋〉の N 末側 に，ラバ マ イ シ ン 結合に よ

り 会 合が 促進 され るFKBP12 （FK ）あ るい はFRB （FR ）を融合 さ せ 、大 腸菌
で 発現、精製 した 。ラバ マ イ シ ン 存在下 のFK とFR の 相互作用 時 に、変異
体H245D ＋か ら放出 された 中間体を 変異体K5Q が消費する こ とに よ り生 じ

る、発光活性上昇 を検討 した。
【結果 と 考察 】／00nM の FKIH245D ＋ と FR ／KsQ の 混 含液、及 びFR 〆

H245D ＋ とFK ／K5Q の 混 合液 に 各濃度 の ラバ マ イ シ ン を 加 えた場 合、1nM

以 上 加 え た 場合に 基 質添 加か ら 1秒以 内に 、顕 著な発光量 の 増 大が見 られ
た 。ま た 、両 方 と もFK あ る い は FR を持 っ 変異体 同 ［：に ラ バ マ イ シ ン を加
えた場 合 に は、有意な発光 量 変化は見 られなか った．また，相互 作用 ドメイ
ン として FK ，　FR のか わ りに 抗 りゾチ ーム（HEL ）抗体VH 〆VL を用 い た 場 合 に は

抗原HEL 依存的な発光量 増加 が観 察 され た。これ らの 結果か ら、本法は 、迅

速、か っ 高感度な試験管内分 子 間 相互 作 用 検 出 系で ある と考え られる。
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