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概要 ＥＡ (600 字～800 字程度にまとめてください。) 

DNA バーコーディング技術は既に核酸分子の絶対定量法として確立されており、この技術と蛋白間相互作用解

析技術を組み合わせることで、蛋白分子の絶対定量が可能となる。この目的を達成するために、予定していた次

の 1-4が終了した。1. アミド結合によるDNAバーコード-リガンド複合体作製、2. タグ蛋白-DNAバーコード複合体

作製、3. DNA バーコードによる蛋白定量とルシフェラーゼ定量との比較、4. NGS を利用した陽性コントロール分

子間相互作用検出。これらの結果、NGS による蛋白分子数測定が既存のルシフェラーゼ蛋白定量より、~10000 倍

ダイナミックレンジが広いことが示され、更に既知の蛋白間相互作用 2 種の検出に成功した。計画した研究がほぼ

終了し、蛋白-DNA バーコード複合体の NGS による蛋白測定が可能となったため、現在はより効率の良い複合体

作製と実際の試料を用いた蛋白定量を目的とし研究を継続中である。上記 2，3 における各複合体の精製と収率

はどちらも 10-30％程度と低く、また、リガンド-DNA バーコード複合体作製におけるアミド結合は水溶液反応ができ

ないので時間的・経済的・実験操作において非効率的であった。そこで新複合体作製法として、アミド結合とは異な

る方法を利用しリガンド-DNA バーコード複合体を作製し、それに蛋白を結合させ蛋白-DNA バーコード複合体を作

製した。新複合体作製方法では精製蛋白を用いた際、蛋白のほぼ 100％が DNA バーコードに結合した。現在、未

精製蛋白を使用しこの新複合体作製法による蛋白-DNA バーコード複合体作製を行っている。新規複合体作製方

法では高価格なリガンド、修飾DNAバーコードをムダにすることなく未精製蛋白に対して使用できるため時間的・経

済的に効果が高く、この複合体作製ステップをほぼ 100％の効率で行えることは画期的である。今後この新規複合

体作製方法を利用して作製された複合体を使用し、分子間相互作用が検出されることを統計的（n>10）に証明し、

実際の生体試料における蛋白絶対定量を行う予定である。 
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欧文概要 ＥＺ 

 
DNA barcoding technologies enable investigation of the amount of the absolute numbers of molecules 

which the DNA barcode are attached using by next generation sequencing (NGS) technology. Using this 

approaches, we developed Protein-DNA barcode assays comprising target ORFs fused with DNA barcode. 

To develop this, we designed DNA barcode oligo, and introducing the modification using NHS Ester 

chemistry. The ester ligand was conjugated with the amine modified DNA barcode and purified by 

reverse phase HPLC. To prepare protein-DNA complex, we incubated purified proteins and the barcode 

as 1:5 in the PBS buffer for more than 1 hour. Then the protein-DNA barcode complexes were purified 

by HPLC anion exchange column. We used these complexes of protein-DNA to measure the dynamic range 

of the assay, and compared the detection sensitivity with the luciferase assay. Then the result 

showed the Protein-DNA barcode method showed up to more 1000 times than the luciferase assays, as 

revealed by direct detection of barcoded proteins using NGS. Barcoded protein query Protein G 

captured with immune globulin G (IgG), in agreement with previous reports as a positive reference 

interactions. Besides of these assays, Protein-DNA barcode can readily applied to other pairs of 

protein-molecule interaction, particularly auto immune systems for which antiserum collections 

already exist. 
 

 


