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研究成果の概要（和文）：蛋白質・核酸などの機能分子創製技術は、生命科学・工学、あるいは医療等の産業において
、最重要な研究課題のひとつであるものの、これらは精密な分子設計が不可能であるため、膨大なライブラリーを構築
し、機能によるスクリーニングする系の開発が欠かせない。本研究では、容積1pL程度の微小液滴中で様々な生化学・
分子生物学的反応が可能な系を構築し、酸化還元酵素や、トランスグルタミナーゼ、RNAポリメラーゼなどの酵素を対
象として、ギガ（１０の９乗）スケールの分子スクリーニングが可能なシステムを構築した。さらに本システムの効率
向上を目的として、均一にかつ高速に水／油エマルジョンを作製できる装置も合わせて開発した。

研究成果の概要（英文）：Creation of bio-macromolecules such as proteins, DNA and RNA is important 
technology both for bio-industries and bioscience, however, functional design of these molecules are 
generally impossible due to these complexities. In this research, we have developed a high-throughput 
library construction and screening system enabling giga-scale screening of such molecules using pL volume 
droplets in emulsion as reaction chamber for these molecules based on biochemical functions such as 
manganese peroxidase, horseradish peroxidase, and the substrate peptides and promoter sequences of 
transglutaminase and RNA polymerase, respectively.
In addition, hand-made device for making uniform droplets in emulsion formation in a short-time has been 
also developed to improve the screening efficiency.

研究分野：生物工学
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１．研究開始当初の背景 
 近年の蛋白質機能スクリーニング技術は、
従来の生細胞を基本として ml スケールのア
ッセイ系を用いる方法から、ファージディス
プレイや細胞表層ディスプレイのような、極
微量で非常に多数の候補分子を高速にスク
リーニングできる手法の登場により、大きな
変化を遂げている。また自然界由来の DNA
資源をそのまま利用するだけでなく、さらに
選りすぐれた分子に“進化”させる「進化分
子工学」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。この高速スクリ
ーニングのプラットフォームとして、生細胞
を用いる生細胞系と、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。我々はこれまで主に無細胞系を用
いた新規なシステムの開発と、応用研究に取
り組んできた。DNA一分子から PCRにより
増幅し、無細胞蛋白質合成系により発現させ
て、蛋白質分子ライブラリーをプレート上だ
けの反応により発現する技術を確立し、これ
を用いて単鎖 Fv のアフィニティーの向上
(Rungpragayphan, et al. 2004)、リパーゼの
光学選択性の反転 (Koga, et al.J. Mol. Biol. 
2003)、マンガンペルオキシダーゼの対過酸
化水素耐性の向上(Miyazaki-Imamura, et al. 
Protein. Eng. 2003)など蛋白質工学の分野に
応用してきた。 
 これらの成果をふまえ、 w/oエマルジョン
を用いた pL スケールでの極微細空間中で、
マイクロビーズに固定化したプライマーを
用いた DNA一分子からの PCR反応、および
タンパク質合成反応を行わせ、DNA 分子お
よび蛋白質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
開発し、転写因子のターゲット配列の解析に
応用した (Kojima et al. Nuc.Acid Res. 2005, 
J. Biosc.Bioeng. 2006) 。さらに申請者らは
ビーズ上にエマルジョン PCR で増幅した
DNA がコードする蛋白質を同じビーズ上に
ディスプレイし、ペプチドや蛋白質のスクリ
ーニングに用いるシステムを開発し、セルソ
ーターを用いたハイスループットスクリー
ニングに成功した(Gan et al., 2008,2009)。 
 
２．研究の目的 
 生命科学・工学、あるいは医療等の産業に
おいて、最重要な研究課題のひとつである蛋
白質・核酸などの機能分子創製技術の革新を
目指し、容積 1pL 程度の微小液滴中でギガ
（１０の９乗）スケールの分子スクリーニン
グが可能で、かつ様々な生化学・分子生物学
的反応が適用可能な系の構築を目指した。 
 
３．研究の方法 
 無細胞系での新規な高速スクリーニング
が可能なシステム構築を目指し（図１参照）、
エマルジョン作製手法の検討、エマルジョン
を用いた培養スクリーニング法の開発、エマ

ルジョン中での無細胞蛋白質合成系の最適
化、エマルジョン中での酵素アッセイ法の開
発、ビーズディスプレイ法を用いた結合配列
解析等を中心に行った。 
 またスクリーニング効率の向上のため、短
時間で均一な水滴径を有するエマルジョン
作製装置の開発も合わせて行った。 
 
４．研究成果 
  
（１） エマルジョン培養法の開発：水/油
系エマルジョンを用いて、水滴中で個別に微
生物を培養し、スクリーニングする系の構築
を行った。酵母分泌シグナル配列のランダム
ライブラリーを作製し、LacA と融合して酵母
に導入した。１滴のドロップレット中に１菌
体以下になるよう分配し、培養を行った。
LacA が分泌する場合にのみラクトースが資
化でき、酵母は増殖できる（図２参照）。 
 数回の培養を繰り返すことで、効率的に
LacA を分泌させることができる、シグナル配
列を取得することができた（発表論文⑦）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 無細胞系スクリーニングシステム概略 

図２ エマルジョン培養法による酵母の選別的
増殖 



（２） 無細胞タンパク質合成系の効率
化：本研究で用いている無細胞タンパク質合
成系は、開放系であることから、様々な条件
や因子などを加える事ができる。活性中心に
ヘムを含む酸化還元酵素は、産業利用上有用
なものが多いものの、大腸菌での活性体発現
は困難である。白色腐朽菌の産するマンガン
ペルオィシダーゼもそのような酵素の一つ
である。我々は無細胞タンパク質合成系にお
いて低温発現、分子シャペロンの添加などに
より本酵素の可溶性発現の効率化に成功し
た（発表論文②）。さらにビーズ上でのアッ
セイ法を確立した。また以上の知見を踏まえ、
大腸菌生細胞における可溶性発現にも取り
組み、シャペロン高発現宿主を用いること、
発現時の温度を最適化することなどより、可
溶性発現を可能にすることに成功した。この
成果により今後の本酵素のタンパク質工学
的改良等大きく進展すると期待される。 
（３） 西洋わさびペルオキシダーゼの無
細胞発現およびビーズディスプレイによる
スクリーニング法構築：西洋わさびペルオキ
シダーゼ（HRP）は、免疫染色、検査試薬な
どのバイオ分野だけでなく、フェノールの除
去などの環境分野への利用なども可能な産
業上重要な酵素である。しかしながらそれを
活性体として大腸菌により合成させること
は困難であった。我々はまず本酵素を無細胞
タンパク質合成系により、活性体として合成
させることに成功した。さらにその反応をエ
マルジョン中での無細胞タンパク質合成系
で行うことに成功し、ビーズ上に活性体とし
て提示することができた（図３参照）。 
 一方ビオチン化チラミドを化学合成し、
HRP の酵素活性によりチラミドが酸化されて
活性化状態になり近傍に存在するチロシン
残基に結合するという性質を利用して、タン
パク質をビオチン化し、その後に蛍光アビジ
ンを添加することで FACS スクリーニングに
対応したアッセイ系を構築し、モデルライブ
ラリーを用いたスクリーニングに成功した
（発表論文①）。本手法は HRP のハイスルー
プットスクリーニングを可能にする画期的
な技術であり、産業上重要な本酵素のエンジ
ニアリングに役立つことが期待される。 

（４）DNA 結合タンパク質を用いたビーズデ

ィスイ効率化：これまでタンパク質をビーズ
上に提示させるために、目的タンパク質
（POI）にペプチドタグを付加し、そのペプ
チドに対する抗体を用いて提示させていた。
しかしながら抗体分子の不安定性などによ
り、高温や低 pH などでのスクリーニングは
困難であった。そこで pMオーダーの Kd 値で
ターゲットDNAと結合することが報告されて
いる、一本鎖 Cro タンパク質をタグとして用
いることを想起した。この scCro タグの利用
により、抗体を介した従来法より約１０倍近
くビーズ上へのタンパク質の提示量を増大
させることに成功した。さらに Mnp やペプチ
ドを同じタグを用いて提示し、その活性評価
をビーズ上で行うことに成功した（Kojima et 
al. 論文投稿中）。 
（５）DNA 提示と転写因子結合 DNA 配列解析：
ランダム配列のDNAライブラリーをマイクロ
ビーズ上にディスプレイさせ、Aspergillus 
nidulans 転写因子 AmyR に特異的に結合する
配列を取得し、その結合配列を明らかにした
（発表論文 ⑤、⑥）。 
（６）RNA ポリメラーゼプロモーター配列ス
クリーニング系の構築：マイクロビーズ上に
プロモーター配列を提示しておき、エマルジ
ョン中での転写反応によりリボザイムを転
写し、その転写数に応じてマイクロビーズ上
の蛍光シグナルが増大する反応系を構築し
た。この系を用いて RNA ポリメラーゼの DNA
特異性検討が可能であること、さらに大規模
ライブラリースクリーニングが可能である
ことを示した（発表論文⑤）。 
（７）ハンドメイド高速エマルジョン作製装
置の開発と応用：ライブラリースクリーニン
グの効率を高めるため、高速にかつ均一なエ
マルジョンを作製する装置を開発した。いわ
ゆるフローフォーカシング法を用いて、直径
20μｍから 50μｍ程度の均一なエマルジョ
ンを一秒間に数千個の速度で作製させる装
置を開発した。その時の写真を図４に示す。 
 さらに本装置を用いて、RNA ポリメラーゼ
のアッセイ系などに適用し、より効率的なス
クリーニングが可能であることを示した。 

図３ HRPの FACSによる機能スクリーング 

図 4 作製したフローフォーカシング法装置（上）
および作製したエマルジョン（A，B）とボルテ
ックスを用いたエマルジョンとの比較 
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