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研究成果の概要 

研究課題 A では、細胞抽出液から DNA ループ複合体の精製と直接観察が可能なアフィニティグリッ

ド (SA グリッド)の再現性を向上させるための検討を行った。また SA グリッドが細胞抽出液中でも機

能できるか検証するために、SA と親和性のある Strep-tag II をフュージョンさせたクライオ電子顕微

鏡観察のコントロール・タンパク質を発現させた大腸菌を調製し、その破砕液を用いて、グリッドの洗

浄条件を検討した。 

研究課題 B では、試験管内再構成した DNA ループが転写に与える影響を評価するために、転写の速

度と DNA に働く張力を一分子レベルで観察することができる C-trap 解析の実験系を立ち上げた。

AZDye 555 で蛍光ラベルした Pol II を DNA にロードして、Alexa488 で蛍光ラベルした RNA プライマ

ーと反応させることで、転写のスピードをリアルタイムで計測することに成功した。また、DNA ルー

プを構成するコヒーシンについて、精製タンパク質を用いた共免疫沈降実験を通じて、DNA 非存在下

でも Pol II と直接結合できることを確認した。このことからコヒーシンは Pol II に作用して転写を制御

している可能性が示唆された。加えて、クロマチンの試験管内再構成系の構築の一環として、セントロ

メア領域特異的なクロマチン構造をターゲットとした立体構造解析を行い、その成果を責任著者とし

て学術雑誌 Genes Cells に発表した。 

研究課題 C では、人工細胞に包埋する Lamin A、Emerin、BAF タンパク質の発現系の構築を行った。

それぞれのタンパク質の全長を大腸菌で発現させると、いずれも発現量が低くフォールドに失敗した

タンパク質が不溶性画分で検出されてしまった。しかし、無細胞合成系 pure system を用いた検討にお

いて Lamin A、Emerin は、ヒト由来のタンパク質であるにも関わらず、可溶性画分に発現させること

ができた。また BAF については、システインのクラスターをアラニンに置換した変異体を作成するこ

とで、大腸菌の不溶性画分からのリフォールディング処理にて、可溶性タンパク質として精製すること

ができた。また、人工細胞中に包埋した pure system を用いて Lamin A と Emerin それぞれを蛍光タン

パク質である BFP と mCherry との融合タンパク質として発現させることができた。 
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