
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成２３年 ６月 ７日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）： 

DNAをマイクロビーズ上にエマルジョン PCRを用いて提示し、さらにそれがコードするペプチド

および蛋白質を同じビーズ上に提示させる、新規な無細胞系分子ディスプレイシステムを開発

した。この手法はフローサイトメーターを用いた高速なスクリーニングに適応可能である。例

としてペプチドの進化工学、酵素のハイスループットスクリーニング、転写因子結合配列の解

析に応用し、その有効性を実証した。 

                  

研究成果の概要（英文）： 

A novel biomolecule selection system named ‘Bead Display’  that displays DNA and its 

encoding protein on the surface of the beads has been developed．Since the system can 

utilize cell sorter that can analyze and select samples,  ultra high-throughput assay 

at most 10 million samples per an hour can be theoretically possible. As an example, 

selection of peptides, enzyme, or analysis of DNA binding motifs were successfully 

demonstrated.  
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１．研究開始当初の背景 

 近年、DNA,RNA,タンパク質などの生体高分

子の新たな機能を自然界から取り出してく

るだけでなく、試験管内で０から作り出すあ

るいは自然に存在する分子を元に選りすぐ

れた分子に“進化”させる「進化分子工学」
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がめざましく発展しつつあり、抗体工学、タ

ンパク質工学、RNA 工学など様々な分野で応

用されつつある。この進化分子工学のプラッ

トフォームとして、生細胞をもちいる生細胞

系と、生きた細胞は用いずに細胞抽出液、あ

るいは酵素を用いる無細胞系とがある。 

 英国の Griffithsらの研究グループではエ

マルジョン中で DNA一分子をビーズに固定化

し、無細胞タンパク質合成を行わせタンパク

質を提示する方法を既に開発し、ホスファタ

ーゼの進化工学に用いている(1)。しかしな

がらその方法では、ビーズ１個あたりのタン

パク質量は極僅かしかなく、アッセイ系が高

感度な方法に限られるという欠点があった。 

 申請者らはエマルジョン中の界面活性剤

に注目し、95℃という高温にしても安定なエ

マルジョンの作成に成功し、エマルジョン中

で PCRを行うことを可能にした。数千分子の

同一 DNA断片をビーズ上に固定することに成

功し転写因子のターゲット配列の解析に応

用した(2)。 

 エマルジョン中での一分子 PCRについては、

我々のグループ以外に、最近になって米国の

グループも報告している(3)。全く生細胞を

用いずに、DNA 一分子からの増幅反応により

ライブラリーを構築するため、原理的には無

限ともいえる膨大な数の分子ライブラリー

をマイクロビーズ上に作製できる画期的な

手法として、世界的な注目を浴びている。 

 

２．研究の目的 

 無細胞の反応系のみで構築された、進化分

子工学のためのシステム（ビーズディスプレ

イ）を開発し、新規タンパク質の創製に応用

する。 

３．研究の方法 

申請者らが以前に発表したエマルジョン

PCR(図1)参照技術によりDNAをビーズ上に

提示させ、さらにそれをw/oエマルジョン中

の水相に内包した無細胞蛋白質合成系によ

り、DNAにコードされる蛋白質をビーズ上に

提示した（図２参照）。 

 

４．研究成果 

1)蛋白質のビーズディスプレイ法の開発 

 エマルジョンPCRによりDNAをビーズ上に

ライブラリー化し、さらにエマルジョン中

で無細胞蛋白質合成反応を行うことで、ビ

ーズーDNA—蛋白質複合体を形成した。モデ

ルとしてランダムタグ配列を生じさせ、抗6

×HisTag抗体により、結合能を有するペプ

チドが迅速にスクリーニングできることを

示した。 

2) ビーズディスプレイによる新規機能分

図１ エマルジョン PCR 

図２ DNA-蛋白質のビーズディスプレイ 

図１ エマルジョン PCR 概要 



 

 

子のスクリーニング 

 ビーズディスプレイ法によりアンギオテ

ンシン結合ペプチドを提示し、蛍光標識し

たアンギオテンシンとの結合を、フローサ

イトメーターで検出することに成功した。

さらにこれらの結合ペプチドにランダム変

異を導入したペプチドライブラリーを作製

し、結合活性を指標としてセルソーターに

よりスクリーニングを行った。その結果元

のペプチドより高い結合活性を有するペプ

チドが得られた。 

3）ビーズディスプレイによる転写因子結合

配列の解析 

 本手法を援用して、転写因子の結合配列解

析に用いることを試みた。モデル転写因子と

して、糸状菌のアミロース代謝系に関わる

AmyRを取り上げた。ランダム DNA配列をビー

ズ上にエマルジョン PCRによりディスプレイ

させ、そこにタグ配列を付加した転写因子の

結合領域を加え、抗タグの蛍光標識抗体を加

え、FACSにより蛍光標識されたビーズを選択

した。その結果 AmyRの DNA 結合のコンセン

サス配列として知られている CGGN8CGGのな

かで、N×８の部分は恐らく何でも良いわけ

ではなく、そこには明確な「好み」があるこ

とが判明した。 

 また得られた配列の中には、ゲノム中に存

在し、この転写因子の制御を受ける配列と全

く同じものが得られた。これはこの手法が転

写因子の網羅的解析方法として有効である

ことを示している。 

4) 糖鎖結合蛋白質解析への応用 

 大腸菌無細胞系での発現系最適化し、

糖鎖結合タンパク質の一つである

siglec7 を活性体、すなわちシアル酸結

合能を有する形で合成することに成功し

た。さらにビーズディスプレイさせ、結

合能を指標としたスクリーニング系を確

立した。 

5) キナーゼ基質スクリーニング法の開

発 

 ペプチドライブラリーをビーズ上に提

示し、キナーゼ基質をハイスループット

に検出する手法を確立した。 

6) 微生物リパーゼのビーズディスプレイ法

の確立 

 Burkholderia cepacia 由来リパーゼを、活

性型でマイクロビーズ上に提示させることに

成功した。さらにダブルエマルジョンを用い

ることで、リパーゼの加水分解活性を指標と

したハイスループットアッセイ法を確立し

た。 

7) 安定化ビーズディスプレイ法の開発 

 これまで開発されたビーズディスプレイ法

は、抗原-抗体反応により蛋白質をビーズに固

定化しているため、高温や低PHなどの極限的

環境下では、結合が外れてしまい、スクリー

ングすることができない。そこで架橋剤を用

いて結合を安定化させ、酵素の耐熱化アッセ

イに対応したビーズディスプレイ法の確立を

試みた。 

その結果、熱に対して安定なディスプレイ系

を確立することができた。 

8）マイクロチャネル乳化を用いた分子セ

レクション法の開発 

 マイクロチャネルを用いて均一なエマ

ルジョンを作製し、酵母の分泌酵素のス

クリーニングシステムに応用した。 
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