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2019 年 11 月 29 日 

理化学研究所 

慶應義塾大学医学部 

 

DNA バーコーディングによるタンパク質のデジタル定量法 

－より高感度なタンパク質定量が可能に－ 

理化学研究所（理研）生命医科学研究センター統合ゲノミクス研究チームの矢

崎潤史上級研究員、小原收チームリーダー、理研生命機能科学研究センター  

細胞システム動態予測研究チームの城口克之チームリーダー、慶應義塾大学医

学部の天谷雅行教授らの共同研究グループ※は、新しいタンパク質標識法である

「タンパク質-DNA 複合体作製法（ハロタグ[1]タンパク質バーコーディング法）」

を開発し、次世代シーケンサー[2]を用いたタンパク質の定量に成功しました。 

本研究成果は、医療基礎科学、特に医療プロテオミクス[3]研究に影響を与え、

高精度な予防医学に貢献すると期待できます。 

今回、共同研究グループは、クリックケミストリー反応[4]と結合タグタンパク

質のハロタグを利用して、標的タンパク質に DNA 分子 を 1 対 1 で共有結合

させてタンパク質-DNA 複合体を作製し、この標的タンパク質に結合するタンパ

ク質分子を DNA により定量する新しいタンパク質標識法を開発しました。本手

法は、従来のルシフェラーゼ法[5]よりも 100～1000 倍以上高い感度を持ち、既

報のタンパク質-タンパク質間相互作用の再現にも成功しました。また、自己免

疫疾患[6]の一つである天疱瘡症[7]の抗原であるデスモグレイン3を用いた抗デス

モグレイン 3 抗体の検出では、従来の ELISA 法[8]の 100 倍以上の感度を示しま

した。 

本研究は、英国の科学雑誌『Nucleic Acids Research』のオンライン版（11 月

22 日付：日本時間 11 月 22 日）に掲載されました。 

 

 

 
 

図 タンパク分子の DNA 分子バーコーディングによるデジタル定量 
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※研究支援 
本研究の一部は、住友財団基礎科学研究助成「デジタルタンパクカウンティング技術

の開発とそれを利⽤したタンパク間相互作⽤の絶対定量（代表者：矢崎潤史）」、武⽥財

団ビジョナリー研究助成「DNA バーコーディングによるデジタルタンパク絶対定量（代

表者：矢崎潤史）」による支援を受けて行いました。 

 

１．背景                                   

 

生物の染色体上には、役割が不明な遺伝子が多数存在します。それら遺伝子の

機能を解明する主な方法の一つが、遺伝子から作られるタンパク質の機能プロ

ファイリングです。タンパク質の機能プロファイリングは基礎生物学にとって

大切なだけでなく、例えば自己免疫疾患患者の血液中に存在する抗体の測定な

ど医療現場での診断においても重要です。異なるタンパク質同士の相互作用に

基づいたタンパク質の検出法には ELISA 法、質量分析を用いた親和性測定[9]、タ

ンパク質アレイ[10]を用いた測定などがあり、これらは疾患のバイオマーカー候
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補の探索にも用いられています。  

近年、世界中でゲノム情報解析に盛んに利用されている次世代シーケンサー

は、タンパク質測定においても使用され始めています。次世代シーケンサーを用

いると少量の DNA を容易に検出できますが、DNA の増幅に偏りがあるという問

題がありました。これを解決するために、計測対象の DNA 分子の一つ一つに、

それぞれ異なる配列を持つ DNA 分子（DNA バーコード）を付加する「DNA 分子

バーコーディング法[11]」が開発されました。 

次世代シーケンサーを用いたタンパク質の測定では、タンパク質分子に DNA

分子を連結した「タンパク質-DNA 複合体」が標識として用いられ、抗体測定や

細胞イメージングなどに利用されています。タンパク質-DNA 複合体は、一般的

には試料のタンパク質と相互作用する標的タンパク質と DNA を pH 依存的にア

ミド化反応で結合させて作製されますが、反応に毒性があるという問題があり

ます。一方で、最近多くの生物学分野で急速に進展しているクリックケミストリ

ー反応を利用した結合反応は、pH に依存しない、反応に毒性がないなどの長所

があります。 

そこで、共同研究グループは、クリックケミストリー反応と結合タグタンパク

質の「ハロタグ」を利用した新しいタンパク質標識法の開発を試みました。 

 

２．研究手法と成果                              

 

共同研究グループは、東京医科歯科大学の細谷孝充教授らが開発した新しい

ハロタグ結合分子（以下ハロタグリガンド[12]）注 1）と理研の城口克之チームリー

ダーらが開発した DNA 分子バーコード注 2）を用いて、新しいタンパク質標識法

である「タンパク質-DNA 複合体作製法（ハロタグタンパク質バーコーディング

法）」を開発しました。 

まず、アジド化ハロタグリガンドとアルキン化 DNA バーコードをクイックケ

ミストリー反応によって結合させ、ハロタグリガンドと DNA バーコードが連結

した「DNA バーコード-リガンド複合体」を生成します。次に、標的タンパク質

をハロタグと融合させ、「ハロタグ標的タンパク質」を生成します。このハロタ

グ標的タンパク質と DNA バーコード-リガンド複合体を共有結合させて、標的

タンパク質と DNA バーコードが連結した「バーコード化標的タンパク質」を生

成します。標的タンパク質は、試料中の調査対象となるタンパク質と相互作用し

やすいものが選ばれます。ここまでがハロタグタンパク質バーコーディング法

です（図 1）。 

次に、例えば自己抗体[13]を含む患者血清といった試料に含まれるタンパク質

（自己抗体や病気由来の抗体）の量を測るために、バーコード化標的タンパク質

と試料中のタンパク質を相互作用させることで、対象のタンパク質を捕捉し、そ

の数を次世代シーケンサーで定量します（図 1）。 
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図 1 ハロタグタンパク質バーコーディング法によるタンパク質定量 

(a) ハロタグタンパク質バーコーディング法。まず、ハロタグがアジド化されたアジド化ハロタグリガン

ドと DNA 分子バーコードがアルキン化されたアルキン化 DNA バーコードをクリックケミストリー反

応により結合させて、「DNA バーコード-リガンド複合体」を生成する。それを、標的タンパク質に融

合したハロタグタンパク質と共有結合させて、「バーコード化標的タンパク質」を生成する。 

(b) タンパク質の定量。標的タンパク質と相互作用する調査対象のタンパク質を含む試料（例：自己抗体

を含む患者血清）とバーコード化標的タンパク質を相互作用させ、対象のタンパク質（例：自己抗体、

病気由来の抗体）を捕捉し、その数を次世代シーケンサーで定量する。 

 

ハロタグタンパク質バーコーディング法は、他の主要なタンパク質標識法と

比べてさまざまな点で有利です。ビオチン-アビジン反応[14]により形成される結

合では、一つのアビジンに対し最大 4 個までのビオチンが結合するため、たと

えビオチンに DNA バーコードを結合させたとしても、標的タンパク質と DNA バ

ーコードを 1 対 1 として数えることはできません。これに対して、ハロタグは

ハロタグリガンドが結合した DNA バーコードと 1 対 1 で共有結合するため、そ

の結果生成するバーコード化標的タンパク質の数を容易に数えることができま

す。また、ビオチン-アビジンの大きさはハロタグ-ハロタグリガンドの約 8 倍

もあるため、標的タンパク質が試料のタンパク質と相互作用する際の妨げにな

る可能性があります。 

次に、ELISA 法などの従来法では、高分子ビーズやプラスチック表面などの固

相に標的タンパク質を結合させて対象のタンパク質を測定する必要がありまし

た。しかし、本手法は水溶性条件で行うため、標的タンパク質は固相に妨げられ

ることなく、タンパク質の折り畳みが行われ、対象のタンパク質と相互作用でき

るという長所もあります。 

また、バーコード化標的タンパク質を用いて、化学発光物質によるタンパク質
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測定法であるルシフェラーゼ法と検出感度を比較したところ、標的タンパク質

の種類にかかわらず 100～1000 倍以上の感度を示すことが分かりました。さら

に、バーコード化標的タンパク質を用いて、既報のタンパク質－タンパク質間相

互作用を調べた結果、報告されていた相互作用のうち約 50％が再現されました。 

最後に、実際の病気の患者血清を用いた抗原-抗体反応（タンパク質-タンパ

ク質間相互作用の一種）実験を行いました。慶應義塾大学医学部の天谷雅行教授

らが発見した自己免疫性水疱性疾患の一つである天疱瘡症の抗原であるデスモ

グレイン 3 タンパク質を標的タンパク質として用い、ハロタグタンパク質バー

コーディング法で DNA を付加し、バーコード化デスモグレイン 3 を作製しまし

た。これを用いて、天疱瘡症の患者血清から抗デスモグレイン 3 抗体の検出を

行った結果、従来の ELISA 法よりも 100 倍以上の感度で検出できることが分か

りました。 

 
注 1） Kii,I., Shiraishi,A., Hiramatsu,T., Matsushita,T., Uekusa,H., Yoshida,S., Yamamoto,M., Kudo,A., Hagiwara,M. and Hosoya,T. 

(2010) Strain-promoted double-click reaction for chemical modification of azido-biomolecules. Org. Biomol. Chem., 8, 

4051–4055 

注 2）2017 年 10 月 19 日プレスリリース「DNA 分子バーコード法の新機能」 

https://www.riken.jp/press/2017/20171019_2/index.html 

 

３．今後の期待                                

 
本研究では、ハロタグタンパク質バーコーディング法により感度の高いタン

パク質測定を実現し、タンパク質-タンパク質間相互作用、抗原-抗体反応の検

出を実際に行うことができました。将来的には、複数種の抗原を異なる DNA バ

ーコードでラベルすることで、複数の異なる病気を区別し検出できるようにな

るかもしれません。 

医療診断用に利用できるようにするには、どの程度の測定エラーがあるのか

をこれまでの方法と多数のサンプルで比較する必要があります。 

今後、さまざまな抗体のコレクションを DNA バーコーディングすることで、

多様な種類の細胞やがんの特異性が同定され、病気の診断に貢献すると期待で

きます。 
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５．補足説明                                 

 

[1] ハロタグ 
ハロタグタンパク質。ロドコッカス属バクテリア haloalkane dehalogenase の遺伝子を

改変して得られるタンパク質。ハロタグリガンドと共有結合を形成する。 

 

[2] 次世代シーケンサー 
2005 年ごろに米国で開発された、遺伝子情報を桁違いに大量・高速に検出できる装

置。 

 

[3] 医療プロテオミクス 
医療現場において、例えば病気の診断などで用いられるタンパク質測定技術。 

 

[4] クリックケミストリー反応 
化学分野において、新たな機能性分子を簡単・安定な結合を利用して作り出す反応技

術。 

 

[5] ルシフェラーゼ法 
ルシフェラーゼタンパク質が発する蛍光を利用した分子測定法。 

 

[6] 自己免疫疾患 
何らかの免疫異常によって自分の身体を構成する物質を異物のように認識し、自己抗

体や自己に反応するリンパ球を作り、自分の組織を攻撃する疾患。代表的なものに関

節リウマチなどあるが、根本的な治療法は見つかっていない。 

 

[7] 天疱瘡症 
粘膜・皮膚に水ぶくれを生じる病気で、上皮細胞接着分子（例：デスモグレイン）に

対する抗体が原因で起きる。 

 

[8] ELISA 法 
エライザ法と呼ぶ。試料溶液中の目的抗原または目的抗体を、特異的抗体または抗原

で検出する方法のこと。ELISA は Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay の略。 

 

[9] 質量分析を用いた親和性測定 
質量分析器（分子をイオン化し、そのイオンや分子の質量を測定する分析法）を用い

た相互作用分子の検出法。 

 

[10] タンパク質アレイ 
数千から数万のタンパク質が固相（スライドガラスなど）に固定されているマイクロ

アレイ。 
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[11] DNA 分子バーコーディング法 

 
それぞれ異なる配列を持つ DNA 分子（DNA 分子バーコード）を計測対象の核酸分子

（DNA や RNA）の一つ一つに付加することで、増幅時のバイアスや配列決定のエラー

などを除き、核酸分子の数をデジタル的に正確に数えることができる方法。 

 

[12] ハロタグリガンド 
ハロタグタンパク質に共有結合するクロロアルカン構造を持つ低分子化合物。機能性

部位を持つハロタグリガンドを用いることで、その機能を持つタンパク質を簡便に作

製できる。 

 

[13] 自己抗体 
抗体は、主に細菌やウイルスなどの外来の異物（抗原）を排除する目的で産生される

タンパク質であり、ワクチンや疾患の治療にも使用される。しかし、自分の体由来の

物質を異物として認識する抗体が産生されることがあり、これを自己抗体と呼ぶ。自

己抗体は、関節リウマチをはじめとした種々の自己免疫疾患で認められ、診断や治療

経過のモニターに使用される。 

 

[14] ビオチン-アビジン反応 
低分子化合物のビオチンとタンパク質のアビジンとの親和性を利用した結合反応。 
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