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研究成果の概要（和文）： 
	 ビーズディスプレイ法は、DNA ライブラリーをマイクロビーズ上に高集積に構築する手
法である。この手法を用いてランダム DNA ライブラリー及びゲノムライブラリーを用い
て糸状菌転写因子 AmyRの結合配列の解析を行い、AmyR結合モチーフの抽出及び種々の
新規 AmyR結合配列の獲得に成功した。さらに、このビーズディスプレイ法とリガーゼリ
ボザイムを用いたプロモーター活性ハイスループット解析法を確立した。 
研究成果の概要（英文）： 
	 Bead	 display	 is	 a	 novel	 library	 construction	 method	 in	 which	 clonal	 DNA	 molecules	 
are	 displayed	 on	 a	 large	 population	 of	 microbeads.	 Comprehensive	 analysis	 of	 DNA	 
binding	 regions	 of	 a	 fungal	 transcription	 factor,	 AmyR,	 was	 carried	 out	 with	 a	 random	 
DNA	 library	 or	 A.	 nidulans	 genome	 library	 by	 using	 bead	 display.	 As	 the	 results,	 the	 
extraction	 of	 AmyR	 binding	 motifs	 and	 the	 selection	 of	 various	 binding	 sites	 of	 AmyR	 
were	 observed.	 In	 addition,	 a	 high-throughput	 screening	 method	 for	 promoter	 activity	 
was	 developed	 by	 using	 bead	 display	 and	 a	 ligase	 ribozyme.	 
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１．研究開始当初の背景 
	 転写因子と呼ばれる DNA 結合蛋白質は、生

体内において特別な役割を果たしており、こ

れらの機能解析は、生体中での遺伝子発現制

御システムの解明に繋がり、非常に注目を集

めている。しかしながら転写因子は、多種多

様であり、どのような配列に結合し、いかな

る遺伝子を制御するかなどその機能の詳細

は解明されていなかった。そこで、これら

DNA-転写因子間相互作用を幅広く迅速かつ

正確に解析する手法が嘱望されていた。	 

	 この状況を踏まえ、w/o エマルジョンを用

いた pL-fL スケールでの極微細空間中で、マ
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イクロビーズに固定化したプライマーを用

いた DNA1 分子からの PCR によって、DNA 分子

ライブラリーをマイクロビーズ上に構築す

る、ビーズディスプレイ法を着想した。この

ビーズディスプレイ法により、数千分子以上

の同一 DNA 断片をビーズ上に固定することに

成功し、バクテリア由来の転写因子(Kojima	 

et	 al.	 Nucleic	 Acids	 Res.	 2005,	 Kojima	 et	 

al.	 J.	 Biosci.	 Bioeng.	 2006)及び糸状菌由

来転写因子(Kojima	 et	 al.	 J.	 Biosci.	 Bioeng.	 

2010)	 の標的配列の解析に応用した（図 1）。

申請者らのグループは、マイクロビーズ上に

固定化された DNA を鋳型として転写翻訳され

るタンパク質を同一ビーズ上へ提示する、全

く新しい遺伝子型-表現型の対応付けシステ

ムの構築にも成功していた（Gan	 et	 al.	 

Biotechnol.	 Prog.	 2008,	 Gan	 et	 al.	 J.	 

Biosci.	 Bioeng.	 2010）。	 

	 この技術は、全く生細胞を用いずに、DNA1

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 
	 本研究では、上記 DNA のビーズディスプレ

イ法を駆使し、糸状菌由来の転写因子結合制

御領域のハイスループット解析、新規結合配

列の獲得を目指した。また同時に、転写活性

に重要な役割を担うプロモーターのハイス

ループット評価法の確立を試みた（図 2）。

最終的に、これらによって得られる基礎的知

見を基にした転写因子遺伝子発現制御機構

の人工的改変による有用物質高効率生産へ

の応用を目的とした。	 

 
３．研究の方法 
1) 転写因子結合部位ハイスループット
スクリーニング  
A. nidulans由来転写因子の結合 DNA のス

クリーニングを行った。本研究でターゲッ

トとした転写因子は、糖代謝に関与する

AmyR を用いた。W/O エマルジョン PCR を用

いてビーズ上に DNA ライブラリー（22 塩基

をランダム化した DNA ライブラリーもしく

は A.	 nidulans ゲノムライブラリー）を構

築し、転写因子及び蛍光標識抗体をこのビ

ーズライブラリーに加え、転写因子を介し

た蛍光複合体[ビーズ-DNA-転写因子-蛍光

標識抗体]が形成させ、高い蛍光強度を保持

するビーズ複合体をセルソーターを用いて

回収することにより目的転写因子結合配列

が優先的に濃縮される（図 1）。得られた

選択クローンの配列解析を行うことにより、

ランダム DNA ライブラリーを用いた場合は

AmyR 結合 DNA 配列モチーフ、ゲノムライブ

ラリーを用いた場合はゲノム上において、

AmyR がどの遺伝子の発現制御を行っている

か、といった知見をハイスループットに獲

得することができる。	 

2)	 プロモーター領域ハイスループッ



トスクリーニング	 

各プロモーターからリガーゼ活性を保持す

る RNA 酵素（リボザイム）が転写されるよう

な鋳型 DNA を、エマルジョン PCR によってビ

ーズ上に固定化し、エマルジョン内にて無細

胞転写反応を行う。この際、転写反応液中に

ビオチン化 RNA 基質を加えておく事により、

転写されたリボザイムは自身の活性によって

ストレプトアビジン・ビーズ上に提示される。

続いて、このビーズに対して蛍光標識プライ

マーを用いた逆転写反応によって蛍光標識を

施し、フローサイトメトリーによる蛍光検出

を行い、特定の RNA ポリメラーゼ・プロモー

ターの組み合わせにおける転写活性を検出す

る（図 2）。プロモーターライブラリーを用い

た本スクリーニングを行うことにより、用い

た RNA ポリメラーゼに対して高い転写活性を

保持するプロモーター配列が優先的に選択さ

れる。	 

４．研究成果	 
1)	 ランダム DNA ライブラリーを用いた
AmyR 結合モチーフ解析	 

	 N22ランダムライブラリー1 分子由来の DNA

をエマルジョン PCR によってマイクロビーズ

上に増幅、固定化したビーズライブラリーに

対し、AmyR を用いた上記スクリーニング操作

を 5回繰り返した。獲得したクローンについ

て AmyR 結合活性解析を行ったところ、AmyR

に対して優意な結合能を有するクローンが

多数みられた（図 3）。そこで、これら陽性ク

ローンをその結合活性に応じて 2種類のグル

ープ分けを行い、それぞれについて配列解析

を行ったところ、AmyR に対して高い親和性を

示したグループ 1 では既知の AmyR 結合モチ

ーフ CGGN8CGG、またより低い親和性を示した

グループ 2では CGG	 triplet のコンセンサス

配列がそれぞれ抽出された（図 4）。これらの

結果は、本手法が転写因子結合配列モチーフ

の同定に大きな力を発揮できることを示す

ものであった。尚、上記研究成果は Biosci. 

Biotechnol. Biochem.において掲載許可を得た

（Wang et al. Biosci. Biotechnol. Biochem. 

2012）。 

2)	 A.	 nidulans ゲノムライブラリーを用

いた AmyR 結合部位のスクリーニング	 

	 平均断片長 100	 bp の A.	 nidulans ゲノム

ライブラリーを作製し、これを鋳型としたエ

マルジョン PCR によってビーズゲノムライブ

ラリーを調製した。このライブラリーに対し、

AmyR を用いた上記スクリーニング操作を２



回行った。この際、FACS による分取の条件を

高い結合シグナルとやや高い結合シグナル

のように AmyR 結合シグナルについて選択圧

を 2種類設けた。各ラウンド及び選択条件に

よって得られたクローンそれぞれについて

配列解析および AmyR 結合活性解析を行った

ところ、 AmyR 結合活性を保持する A.	 

nidulans ゲノム由来の配列が多数獲得され

た。とりわけ、１ラウンド目で高い選択圧か

つ 2ラウンド目で緩やかな選択圧によって得

られたクローン、SL5 は AmyR に対して非常に

高い結合活性を示した(図 5)。この SL5 は

AmyR 結合モチーフ CGGN8CGG と CGGN8AGG をそ

れ ぞ れ 保 持 す る UDP-glucose	 

pyrophosphorylase プロモーター配列を含ん

でいた。このクローンについてさらに詳細な

解析を行ったところ、結合モチーフ CGGN8CGG

のみを含む断片では AmyR に対する結合活性

はほとんど見られない一方、CGGN8AGG を含む

領域に対して AmyR が優先的に結合するとい

う非常に興味深い結果が得られた（図 6）。	 

	 さらに、このSL5が得られた選択プールを鋳

型として3ラウンド目のスクリーニングを行

った。選択されたクローンについて配列解析

及びAmyR結合活性解析を行ったところ、AmyR

に対して優位な活性を保持するプロモーター

領域が多数獲得された（図7）。現在、これら

のプロモーター領域下流に位置する遺伝子の

AmyRによるin	 vivo	 での転写活性化について

リアルタイムPCRを用いた解析を行っており、

これらの成果をまとめた上で論文投稿を行う

予定である。	 

	 以上の結果は、本スクリーニング法が転写

因子結合部位をゲノムワイドに解析できるこ

とを示すものであり、またAmyRが様々な遺伝

子発現制御に深く関わっていることを示すも

のである。本結果より得られた知見を基に今

後、A.nidulansの糖代謝に基づいた転写因子

結合部位の改変を試み、糸状菌バイオプロセ

スデザイン技術の確立を行う。	 

3)	 リガーゼリボザイムを用いた新規 in	 

vitro プロモーター活性ハイスループッ

トスクリーニング法の開発	 

	 まず、各種プロモーターとリガーゼ活性を

保持するリボザイム DSL を用いて図 2に示し

たスクリーニング系の確立を試みた。T7 プロ

モーターとその変異プロモーター2 種類、ま

た T7RNA ポリメラーゼとその変異体 2種類を

用いてそれぞれプロモーター活性を解析し



たところ、特定の RNA ポリメラーゼ・プロモ

ーターの組み合わせのみ、その転写活性を示

す蛍光シグナルが検出された（図 8）。次に、

T7プロモーターとSP6プロモーターをモル比

1:100 で混合し、T7RNA ポリメラーゼを用い

たスクリーニングを 2ラウンド行ったところ、

T7 プロモーター配列の有意な濃縮が確認さ

れ、本系が活性型プロモータースクリーニン

グに有効であることが示された(図 9)。	 

尚、以上の研究成果は J. Biosci. Bioeng.におい

て掲載許可を得ている(Kojima et al., J. Biosci. 

Bioeng. 2012)。 

	 さらに、高いリガーゼ活性を保持するリボ

ザイム、BcI23 を用いて当系の改良を試みた

ところ、DSLを用いた場合ではその活性の低

さから検出が困難であった SP6プロモーター

の活性が、この BcI23を用いることによりそ

の活性を検出出来ることを示した(図 10)。こ

の BcI23 を用いて T7 プロモーター:SP6 プロ

モーター1:1000のモル比で混合したライブラ

リーと T7RNA ポリメラーゼを用いてスクリ

ーニングを行ったところ、２ラウンド後、T7

プロモーター配列の 100倍以上濃縮が確認さ

れた（Data not shown）。現在変異プロモータ

ーライブラリーからの新規プロモーターの

取得を試みており、これらの成果をまとめて

論文投稿を行う予定である。 

	 以上の結果はビーズディスプレイ法がプ

ロモーター領域のハイスループット解析に

大きな力を発揮することを示したものであ

り、今後、本成果を基に A. nidulans核抽出液

を用いた糸状菌プロモーター領域解析技術

の確立を行い、糸状菌プロモーター領域の改

変を試みる。 
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