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生物物理学的アプローチによるがん抑制タンパク質p53の 
DNA認識・結合機構の解明

鎌形 清人 1，伊藤 優志 1, 2

1. はじめに

DNA結合タンパク質はDNAに結合し，転写の調節，
DNAの高次構造の形成，DNAの複製・修復・切断・組
換えなどの機能を持つ．DNA結合タンパク質には，標的
DNA配列に強く結合する配列特異的なタンパク質と，ど
んなDNA配列にもまんべんなく結合できる配列非特異的
なタンパク質がある．たとえば，転写因子や制限酵素は配
列特異的なDNA結合タンパク質であり，ヒストンなどの
DNAの高次構造形成に関わるタンパク質は配列非特異的
なタンパク質である．アミノ酸変異などによるDNA結合
タンパク質の機能の損失はがんなどの疾患に関わるため，
DNA結合タンパク質の機能の解明は創薬の観点からも重
要な課題の一つである．さらに，CRISPR/Cas9などのゲノ
ム編集に関わるDNA結合タンパク質は研究ツールとして
注目されている．
配列特異的なDNA結合タンパク質に共通する機能は，
膨大な長さのDNAから標的DNA配列を探し出し，結合
することである．実際の細胞には106～109塩基のDNAが
あるが，DNA結合タンパク質の標的DNAはわずか5～30
塩基にすぎない．DNA結合タンパク質は数分程度の生理
的な時間内に標的配列の探索を行う必要があるため，“す
ばやく”，しかも，“正確な”標的探索運動があると考えら
れる．これまでに四つの探索運動が提案されている．（1）
 DNAからいったん解離し3次元的に拡散運動しDNAの別
の部位に結合する“3次元拡散”，（2） DNAから離れること
なくDNA上を移動する“1次元スライディング”，（3） DNA

上をぴょんぴょんと移動する“ホッピング・ジャンピン
グ”，（4） DNAの二つの部位間で乗り移る“セグメント間移
動”である．理論的には，以上の探索運動を組み合わせる
ことで，効率的な探索が可能になると考えられる．
実験的に標的探索の仕組みを調べるためには，個々の

DNA結合タンパク質の動きを追跡する必要がある．1993年
に，嶋本らのグループはガラス基板上にDNAを固定し，蛍
光顕微鏡を用いてDNA上を動くRNAポリメラーゼの動き
を単分子レベルで観測することに成功した 1）．この実験を
皮切りに，さまざまな単分子蛍光計測法やDNAの固定化技
術が考案され，さまざまなDNA結合タンパク質の単分子計
測が行われるとともに，標的探索の理解が進んできた．
がん抑制タンパク質p53は，たとえば多量体化する，天

然変性領域を有するなどのDNA結合タンパク質によくみ
られる特徴を持ち，かつがんの抑制という重要な機能を有
することから，我々は，DNA標的配列探索問題を調べる
ためのモデルタンパク質としてp53の研究を行ってきた 2）．
p53は，DNAの標的配列に結合し，細胞周期停止，DNA
の修復，アポトーシスなどを誘導する転写因子である．多
彩な機能を持つことから，ゲノムの守護神とも呼ばれる．
また，さまざまなタンパク質がp53に結合しその機能を
調節するため，p53はタンパク質相互作用ネットワークの
“ハブタンパク質”として働く．ヒトのがんの約50％でp53
遺伝子の変異が見つかっており，p53が標的DNAへ結合で
きなくなると細胞のがん化を防げないため，標的DNAへ
のp53の結合は生理的に重要である．p53はN末端ドメイ
ン，コアドメイン，リンカー，四量体形成ドメイン，C末
端ドメインから構成される．コアドメインと四量体形成ド
メインは特定の構造をとるが，それ以外のドメインは特定
の構造をとらない天然変性領域である 3）．コアドメインと
C末端ドメインはそれぞれDNAと特異的に，または，非
特異的に結合する．p53はこの二つのDNA結合ドメイン
を利用し，効率的な標的配列の探索を行うと考えられる．
本稿では，単分子蛍光観測によって最近明らかにされた
p53のDNA標的探索の仕組みを紹介する．

2. p53の単分子蛍光観測

まず，単分子蛍光計測の詳細を紹介する．全反射蛍光
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顕微鏡を用いて，ガラス基板上に固定されたDNA上を動
く，蛍光色素標識p53をイメージングした（図1a）4）．基板
付近のDNAに結合したp53だけを照明するため，光源と
してレーザーを用いて対物レンズの端に集光することで全
反射蛍光照明をした．また，p53単分子からの微弱の蛍光
を検出するため，微弱の光を電子に変換し増幅できる検出
器EM-CCDを用いた．DNAやタンパク質がガラス基板へ
非特異的に吸着してしまうため，PEGなどのコーティング
剤を用いた．ビオチンPEGでコーティングしたガラス基板
にニュートラアビジンを介して，ビオチン化DNA（p53の
標的配列のないλDNA）を固定した．DNAの固定されたフ
ローセルでは，フローの圧力によりDNAが引き伸ばされる
ことで，その上を動くp53のイメージングが可能になる．

次に，実験に使用したp53サンプルについて説明する．
野生型のp53は不安定で凝集しやすく，in vitroの実験に使
用するには困難という問題があった．そこで，我々は先行
研究 5）に基づき，野生型p53に変異を導入することで疑似
野生型p53を作製した．疑似野生型p53は野生型p53より高
い安定性を持ち，かつがん抑制機能を維持している．以後，
本稿では断りのない限り疑似野生型p53をp53と称する．

p53のコアドメイン（DNA結合に関わらない部位に
K292C変異を導入）に蛍光色素Atto532を修飾し，蛍光修
飾p53サンプルとした．DNA上にあるp53単分子に相当す
る蛍光スポットを選別し，そのスポットの中心を追跡す
ることで，DNA上を動くp53の時系列データを得た（図
1b）．時系列データから平均2乗変位（単位時間あたりの

図1 単分子蛍光顕微鏡を用いたDNA上でのp53の動きの観測
（a）全反射蛍光顕微鏡を用いた単分子計測の模式図．対物レンズの端に入射光を導入し，フローセルのガラス基板
表面付近を照明する．基板にはDNAの末端が固定され，フロー圧で引き伸ばされたDNA上を動く蛍光色素修飾
p53をイメージングする．p53からの蛍光はダイクロイックミラーなどを経て，EM-CCDで検出される．（b） DNA
上を動くp53の時系列データ．（c） DNA整列固定技術“DNA garden”．PDMSスタンプによりビオチンつきBSAをガ
ラス基板へ転写し，そこにニュートラアビジンとDNA（末端にビオチンのついた）を固定化する．フロー圧により
DNAを引き伸ばし，p53を含むDNA結合タンパク質の動きを解析する．ビオチンつきBSAが整列固定されるため，
DNAの末端をそろえて固定できる．（b）の図は文献4を，（c）の図は文献7を改変し使用した．（c）の図は，日本化学
会に使用許可を得て，転載した．
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移動距離の2乗）を計算しプロットしたところ，時間に対
して直線であったことから，p53のDNA上での動きは1次
元拡散運動であることが明らかとなった．p53の拡散係数
の平均値は0.18 µm2/sであり，DNA上を1次元的に移動す
ると仮定して得られる拡散係数よりも低い値だった．し
たがって，p53はDNA上を1次元的に移動するというより
は，DNAの溝に沿って回転しながら移動すると考えられ
る 2）．この結果は，van Oijenのグループで行われた単分子
計測の先行研究の結果とも一致する 6）．このように，単分
子計測はDNA結合タンパク質のDNA上での運動を明らか
にできる．
上記の方法は現在でも複数の研究室で一般的に使用さ

れている．この方法でもデータを取得できるが，ガラス
基板へのDNAやDNA結合タンパク質の吸着（不完全な
コーティング）やガラス基板へ固定されるDNAの“位置”
や“数”の調整の困難さなどのため，得られる単分子データ
の数が少ないことが問題点となっていた．最近，我々は，
DNAやDNA結合タンパク質の単分子計測において一度の
計測で大量のデータを簡便に得る方法として，ガラス基
板上にDNAを整列固定できる“DNA garden”を開発した 7）．
MPCポリマーでコーティングしたガラス基板に，ポリジ
メチルシロキサン（PDMS）スタンプを用いてビオチンつ
きウシ血清アルブミン（BSA）を固定し，そこにニュー
トラアビジンを介してDNAの末端を一列に固定した（図
1c）．類似のDNA整列固定法 8, 9）のように基板の微細加工
の必要性がなく，簡便で再現性の高い方法である．また，
DNA gardenにはフロー圧でDNAの伸び縮みを制御できる
という利点もある．我々は，p53存在下でDNAの伸び縮み
を繰り返す実験を行い，p53がDNAの複数の場所をつか
み，DNAのループ構造の形成によりDNAを収縮させるこ
とを見いだした．DNA gardenは，p53以外のタンパク質の
DNA上のスライディング運動やDNA収縮の観察など，さ
まざまな実験に応用できる．

3. p53の二つのスライディング運動

p53のスライディング運動を注意深くながめると，p53
がすばやくDNA上を移動するときとゆっくりと移動する
ときがあることがわかった．そこで，p53のスライディン
グ運動を定量的に解析するため，p53の時系列データから
単位時間あたりのp53の移動距離の分布を作成した（図
2a）4, 7）．単一の拡散運動の場合，移動距離の分布は単一の
ガウス関数で表される．p53の移動距離分布は二つのガウ
ス関数の和でよくフィッティングできたため，p53は速い
スライディング運動と遅いスライディング運動の両方を持
つことが明らかとなった．DNA結合ドメインのコアドメ
インを欠損させた変異体では遅いスライディング運動が観

測されなかったことから，遅いスライディング運動では
p53のコアドメインがDNAに強く結合した状態であると
考えられる（図2b）．コアドメインがDNA配列を読むこと
ができるため，遅いスライディング運動のときにp53は標
的配列を認識できると考えられる．一方，速いスライディ
ング運動では，p53のC末端ドメインがDNAに結合し，コ
アドメインが弱くDNAに結合した状態である（図2b）．そ
のため，速いスライディング運動では，p53がDNA上をす
ばやく移動し，より長いDNAの標的探索を可能にすると
考えられる．複雑なスライディング運動はp53だけでなく
他のDNA結合タンパク質［lacリプレッサー，レプリソー
ム，DNAグリコシラーゼ，UvrA/UvrB複合体，transcrip-
tion activator-like effector（TALE）］でもみられることから，
複数の役割を持つスライディング運動を組み合わせるこ
とで効率的な標的探索が達成されるのかもしれない．今
後，DNA結合タンパク質の標的探索における複雑なスラ
イディング運動の役割を調べることが重要であろう．

図2 p53の二つのスライディング運動
（a） 165ミリ秒の時間間隔におけるp53の移動距離の分布．実線
は二つのガウス関数の和でベストフィットした曲線を表し，破
線は各ガウス関数の曲線を表す．（b） p53の二つのスライディ
ング運動時の模式構造．N, Core, Tet, CTはそれぞれ，N末端ド
メイン，コアドメイン，四量体形成ドメイン，C末端ドメイン
を表す．（a）の図は文献4を改変し使用した．
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4. p53の低い標的配列の認識率

DNA結合タンパク質は一般に，スライディング運動で標
的配列にたどり着くと，標的配列を通り過ぎることなく結
合できると考えられてきたが，実験による直接的な証拠は
得られていない．この仮説を実験的に確かめるために，p53
の標的配列を含んだDNAをガラス基板に固定し，単分子
蛍光顕微鏡を用いてそのDNA上で動くp53を観測した 10）．
p53はDNAに非特異的に結合し，スライディング運動し，
標的配列にたどり着く．もし，p53が正確に標的を認識でき
れば，p53の動きは標的配列上で止まり，長い時間結合す
ると予測される．実際に，p53の標的結合過程を観測した
ところ，驚くべきことに，大部分のp53は標的配列を認識
できずに通り過ぎることが明らかとなった（図3a）．一方，
残りのp53は結合に成功し，標的配列上により長くとど
まった（図3a）．p53の標的配列との結合を定量的に解析す
るため，p53が標的配列上に滞在した時間を計測し，その
滞在時間の分布を作成した（図3b）．この分布は二つの指
数関数の和で表され，早い減衰が標的配列を認識できずに
通り過ぎることを表し，遅い減衰が標的配列への結合を表
す．p53が標的配列を認識し，結合に成功した割合（標的
認識率）はわずか7％であった．低い標的認識率は，スライ
ディング時の構造から標的認識の構造へ変化する前に標的
を通り過ぎてしまうためであると考えられる．
次に，標的認識と転写活性能の関係を調べるため，翻訳

後修飾を模倣した活性化変異体（S392E）とがん化変異体
（R248Q）を作製し，同様の単分子実験を行った（図3c, 

d）．活性化変異体では標的認識率が18％へ上昇したのに
対し，がん化変異体では標的認識率は0％へ減少した．一
方で，活性化変異体において標的配列への結合時間は疑似
野生型と同じであった．以上より，p53の標的認識率と転
写活性に相関があったことから，標的認識率がp53の機能
に重要であることが明らかとなった．

DNA結合タンパク質の標的探索は効率的であると推測
されたため，標的認識率は100％と考えられていた 11）．し
かし，標的認識率を定量的に計測した研究は，p53と lac
リプレッサーの2例しかない．興味深いことに，lacリプ
レッサーでも標的認識率が50％と報告されている 12）．ま
た，アミノ酸変異による標的認識率の変化と機能の関連性
は今のところp53だけで見つかっている．他のDNA結合
タンパク質でもDNA標的認識率がその生物活性を決めて
いる可能性があり，今後の検証が期待される．

5. まとめと今後の展開

単分子蛍光計測法を用いて，p53の標的DNAへの結合過
程を調べたところ，二つのスライディング運動，低い標的
認識率，標的認識率の制御などが明らかとなった．疾患に
関わるp53のアミノ酸変異は多く見つかっているが，原因
を特定できていないものもある．p53変異体の単分子蛍光

図3 p53の標的認識・結合に関わる単分子蛍光測定
（a）疑似野生型p53の典型的な時系列データ．点線はp53の標的DNAの位置を表す．ピンク色または白色はp53の
DNA上での軌跡を表す．緑色はDNAを表す．（b）疑似野生型p53の標的上の滞在時間分布．（c） p53の活性化変異
体の標的上の滞在時間分布．（d） p53のがん化変異体の標的上の滞在時間分布．（b～d）において，実線は一つまた
は二つの指数関数でベストフィットした曲線を表す．（a～d）の図は文献10を改変し使用した．
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計測により，それらのp53変異による疾患の原因を特定で
きると考えられる．また，p53で発見された“標的DNAの
認識の制御”は他のDNA結合タンパク質でも使われている
可能性があるため，さまざまなDNA結合タンパク質にお
いてその可能性を検証する必要がある．最近，DNA結合
タンパク質はタンパク質固有の標的探索運動を持つこと
が明らかになってきた．たとえば，スライディング運動は
p53だけでなく他のDNA結合タンパク質でも観測される
が，Cas9はスライディング運動せず，3次元探索のみをす
る 13）．さらに，TALEはp53とは異なり，DNAの溝に沿わ
ず1次元的にDNA上を動く 14）．タンパク質の種類によっ
て探索の特徴がなぜ異なるのかは明らかになっていない．
今後，DNA garden法を用いたさまざまなDNA結合タンパ
ク質の計測を通して，DNA結合タンパク質の機能の理解
が進むことを期待している．
近年，James G. McNallyらのグループが，p53の細胞内
での運動と標的配列との結合を単分子蛍光分光法により観
察した 15）．彼らの in vivoでの実験から得られたp53の標的
配列に対する結合時間は，我々が in vitroの実験で求めた
結合時間より10倍ほど長かった．この違いの原因として，
細胞内の混雑環境，p53と他の生体分子との相互作用など
のさまざまな要因が考えられる．in vitroでの生物物理学的
実験を行うことで，混雑環境や他の生体分子がp53の標的
探索に与える影響を一つずつ解明できると期待される．
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