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研究の背景

DNA分子は、それ自身で蛍光特性を持たないため、
DNA分子を視覚化・検出するためには、何かしらの
方法でDNAを染色する必要がある。

通常、ＤＮＡ分子を視覚化・検出するためには、蛍光
化合物（核酸染色試薬）で標識する必要がある

このような蛍光化合物について各種開発されている
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研究の背景

核酸染色試薬は、次の３種に分類される

（ｉ）：２本鎖DNAの副溝及び主溝に結合するタイプ

（ｉｉ）：２本鎖DNAの塩基対間に挿入するタイプ

（ｉｉｉ）：（ｉ）及び（ｉｉ）の両方を行うタイプ

これらの色素は、 DNA分子や細胞核の蛍光イメー

ジングやフローサイトメトリーにおける諸解析（細胞
周期解析、アポトーシス検出等）等に幅広く利用さ
れている
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従来技術とその問題点

DNAの蛍光染色には既に核酸染色試薬が実用化
されているが、

ＤＮＡの塩基対間に入り込むため、塩基対の間隔
を広げてＤＮＡの２重らせん構造を歪める

DNA構造のゆがみは、転写やDNA複製などの
タンパク質と DNA の相互作用を阻害する

等の作用を及ぼすため、実験者は実験上に取扱い
に注意が必要である
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• 耐熱・耐酸・耐塩基性の特性を持つ２本鎖
DNA結合タンパク質に蛍光タンパク質を融合
した２本鎖DNA蛍光標識タンパク質の開発に
成功した

• ２本鎖DNA蛍光標識タンパク質は、核酸染色

試薬と比較し、細胞毒性が低いだけでなく、
DNA結合親和性が高く、DNA分子や細胞核の
蛍光イメージングが可能である

新技術の特徴・従来技術との比較
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２本鎖DNA蛍光標識タンパク質

4種類の２本鎖DNA結合タンパク質は、相同性が高く
（75%程度）、構造予測では非常に似た構造をとる
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２本鎖DNA蛍光標識タンパク質

大腸菌で２本鎖DNA蛍光標識タンパク質を発現後、
Ni-NTA アフィニティークロマトグラフィーで精製
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２本鎖DNA蛍光標識タンパク質

FP-fused Aho7cはDNA結合親和性が高く

FP-fused ATSV7はDNA結合親和性が低い
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２本鎖DNA蛍光標識タンパク質

融合する標的タンパク質は、多様な蛍光タンパク質、
有用なタンパク質タグなど特段指定はなく、ユーザー
に応じてカスタマイズできるのでそこが売りだと考えて
いる

DNAを足場として、表面に標的タンパク質を掲示した

場合等においても活用ができるため、さまざまなケー
スに適用可能である
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１分子蛍光イメージングによる特性評価

アミノシランコートしたガラス基板（正電荷）を用いて、
負に帯電したDNA-タンパク質複合体を引き伸ばすこ
とで、 DNA分子の物理的形態を制御した
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１分子蛍光イメージングによる特性評価

１分子DNAの蛍光イメージングが可能

背景光の強さは、2本鎖DNA蛍光標識タンパク質
のDNA結合親和性の強さに応じて減少した
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１分子蛍光イメージングによる特性評価

FP-fused Aho7cでのDNAの蛍光退色は、核酸染
色剤(SYTOXG) と比べ6.7倍程度時間がかかった

長い時間、DNAの蛍光イメージングが可能
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１分子蛍光イメージングによる特性評価

二本鎖DNA蛍光標識タンパク質を用いた
DNA1分子の動的挙動を評価した
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１分子蛍光イメージングによる特性評価

マイクロ流体デバイスを用いて、微細流路中にDNA
の片端を固定し、溶液流れの有り無しでのDNA1分
子の挙動を評価した
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１分子蛍光イメージングによる特性評価

溶液流れの無い条件ではDNAは弛緩された状態、

流れの有る条件下ではDNAは伸長状態になった
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１分子蛍光イメージングによる特性評価

核酸染色剤でのDNAと同じ動的挙動をとった

２本鎖DNA蛍光標識タンパク質はDNA１分子イメー
ジングとして適用可能性が示唆された
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細胞核蛍光イメージング

２本鎖DNA蛍光標識タンパク質を用いて細胞核
染色への適用可能性を評価した
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細胞核蛍光イメージング

共焦点顕微鏡により、細胞核のみ蛍光イメージン
グが可能であることが示された
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細胞核蛍光イメージング

フローサイトメトリー解析においても、核染色され
た細胞集団解析が可能となった

細胞死解析へのアプローチも可能である可能性
が示唆された

DNA１分子イメージング、シングルセルイメージン

グ、ライブセルイメージング、フローサイトメトリー
解析など多くのアプローチで適用が可能となるこ
とが示された
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想定される用途

• 生命・医薬分野の研究試薬など様々なアプ
ローチに適用可能性が期待される

• また、達成された2本鎖DNA結合タンパク質

の特性に着目すると、素材・材料といった分野
や用途に展開することも可能と思われる



21

実用化に向けた課題

• 現在、2本鎖DNA蛍光タンパク質は特性評価済
み。しかし、保存期間についてが未解決である。

• 今後、熱安定性の蛍光タンパク質を融合した2本
鎖DNA蛍光タンパク質についても実験データを
取得し、保存期間などの条件設定を行っていく。

• 実用化に向けて、細胞毒性評価などを実施する
必要もあり。
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企業への期待

生命・医薬分野の研究試薬についてを想定して
いるが、それ以外のアプリケーション用途が期
待できる企業においても共同研究希望
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本技術に関する知的財産権

• 発明の名称 ：融合ﾀﾝﾊﾟｸ質,2本鎖DNA標識
剤,2本鎖DNA標識用ｷｯﾄ,DNA,及びﾍﾞｸﾀｰ

• 出願番号 ：特願2022-95293
• 出願人 ：東京電機大学

• 発明者 ：高橋俊介、長原礼宗



24

お問い合わせ先

東京電機大学

研究推進社会連携センター 産官学連携担当

ＴＥＬ ０３－５２８４ － ５２２５

ＦＡＸ ０３－５２８４ － ５２４２

e-mail ｃｒｃ＠ｊｉｍ．ｄｅｎｄａｉ.ａｃ.ｊｐ
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