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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、新規有用タンパク質を、迅速かつ簡便に探索する手法を確立するこ
とである。その目的に向けて、各種タンパク質の変異ライブラリを構築した。また、それらをw/oエマルション
に内包し、マイクロ流体デバイスを利用して評価することで、高速スクリーニング系の基盤を確立することがで
きた。さらに、スクリーニングで利用する蛍光プローブの性能評価や、取得したタンパク質に関する詳細な解析
を実施することで、数々の有用な知見の獲得にも成功した。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to establish a high-throughput and simple 
method to search for novel useful proteins. To this end, we have constructed mutant libraries for 
different types of proteins. We have also established the basis for a high-throughput screening 
system by encapsulating them in w/o emulsions and evaluating them using a microfluidic device. We 
also evaluated the performance of the fluorescent probes used in the screening, performed detailed 
analysis of the acquired proteins, and succeeded in obtaining a lot of useful findings.

研究分野：機能生物化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で確立した基盤技術は、様々なタンパク質のスクリーニングに適用可能であり、汎用性が高く、社会的意
義のある研究成果であると言える。また、本研究においては、配列特異的エンドリボヌクレアーゼを変異ライブ
ラリ作製の対象としたが、当該分子はRNA分析技術での利用や、RNAワクチン等の品質管理への応用が可能であ
り、医療・産業への貢献が期待される。その他にも、モデル分子として蛍光タンパク質の変異ライブラリの作製
と評価を行った。様々な分野で利用されている蛍光タンパク質は、新しい性能を持つ分子の創成が望まれてお
り、その新規蛍光タンパク質の探索・開発において本研究成果が威力を発揮すると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 タンパク質は生命現象において様々な役割を担っている。そのため、欲しい機能を有するタン
パク質分子の設計・創成を目指して、多岐にわたる研究が世界中で進められてきた。進化工学的
手法を用いて新規タンパク質を設計・創成する場合、変異ライブラリとスクリーニング系が必要
であるが、いかにして大きな変異ライブラリを作製し、その中から効率良く目的分子を探索する
システムを構築できるか、が鍵となる。しかしながら、従来、探索における反応場として使用さ
れてきた 96 well ないし 384 well などのマイクロプレートでは、数万、数十万という規模のク
ローンのスクリーニングを想定した場合、その処理能力の限界が課題となる。そこで、変異ライ
ブラリと water-in-oil(w/o)エマルション等を利用したスクリーニング系を組み合わせること
で、進化工学的手法をベースとする、目的機能を有するタンパク質を探索・設計する手法の構築
を試みた。w/o エマルションとは、油相の中に水滴が分散している系のことであり、1950 年代
に提唱され始めたが、長らく注目されてこなかった。しかし 1990 年代半ばから急速に研究が進
み、近年は酵素反応デジタル PCR や次世代シーケンサーなどに 10～100 μm 程度のサイズの w/o
エマルションが利用されるようになった。このアイテムを、本研究提案当初（～2018 年）の主
流であった 1 分子 PCR の単なる酵素反応場としてではなく、タンパク質のスクリーニングシス
テムとして上手く利用できないか？という試みに挑戦したいと考え、本研究開始に至った。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、変異ライブラリと、w/o エマルションを利用したスクリーニング系とを組み
合わせ、目的機能を有する有用タンパク質を、迅速かつ簡便に探索する新しい手法を構築するこ
とである。また、その成果として、医療・産業応用を踏まえつつ、多種多様な機能や特性を有す
る新規もしくは改変型有用タンパク質分子を取得し、社会的ニーズに応えることを目指す。さら
に、取得したタンパク質分子を、多角的かつ詳細に解析することで、生体内での作用機序に関す
る知見を獲得し、分子生物学などの研究分野における学術的貢献も目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) ターゲット分子の選択と変異ライブラリの調製 
スクリーニングの対象分子として、研究代表者および研究分担者が以前より研究を進めてい
た MazF タンパクを候補とした。MazF 分子は、微生物において普遍的に存在し、ストレス応答や
プラスミドの維持に関与するとされる Toxin-Antitoxin（TA）システムを構成する Toxin 分子の
一種である。この TA システムは、遺伝子座など dry な解析をベースとする情報は蓄積されつつ
あるものの、wet な実験に基づく分子レベルにおける詳細な作用機序などについては未知の部分
も多い。本研究を通じて取得した MazF（Toxin）分子を、精密かつ多角的に解析することで、微
生物におけるストレス適応や生存戦略に関する興味深い知見が得られると考えた。また、MazF は
配列特異的エンドリボヌクレアーゼとしての側面を持つ。そこで、学術的価値だけではなく、医
療・産業応用などを考慮してターゲット分子を選定した。さらに MazF と並行して、機能評価や
変異効果の検出が比較的容易と考えられる蛍光タンパクもモデル系構築のためのターゲット分
子として選定し、発現ベクターの設計・作製を進めた。蛍光タンパク質はバイオイメージング分
野を始め、様々な研究分野において利用されており、新しい性能や特徴を有する分子の開発や既
存分子の機能改変に対する需要は極めて大きい。このようにして選定した分子について、各 DNA
配列を出発配列（鋳型）とし、Error-prone PCR や部位特異的変異導入法などの技術を利用して、
十分な大きさの変異 DNA ライブラリを作製した。 
 
(2)  ライブラリのコンパートメント化とアッセイ系の構築 
(1)で作製したライブラリについて、w/o エマルション等のコンパートメントに封入し、実験
の進行状況や、後述のアッセイ系との相性も鑑みて、無細胞タンパク質発現系あるいは大腸菌発
現系などを用いてタンパク質を発現させ、蛍光検出を利用してライブラリ中のクローンの活性
や機能を評価した。例えば、蛍光タンパク質の場合であれば、形質転換体である大腸菌が発する
蛍光を直接的に検出することが可能である。Toxin 分子の場合は、両末端を蛍光色素で標識し、
内部を任意の RNA 配列に設計した基質 RNA 蛍光プローブを共存させ、コンパートメント内で切
断活性を進行させることで、蛍光上昇ポジティブクローンの選別を試みる。このような方法で、
目的機能を有するタンパク分子を迅速・簡便に発現・選別するシステムの構築に取り組んだ。 
 
(3) 目的機能を有するターゲット分子の詳細な解析 
(1)(2)で取得した分子の詳細を調べるため、個々のクローンについて、タンパクの発現と精製
を行い、多角的かつ精密な解析を実施し、野生型と異なる特性を持つ新規タンパク分子の創成を
試みた。可能な場合は、構造情報等も組み合わせ、その機能発現のメカニズムや、分子間相互作
用における特異性・親和性創出機構などについて考察していく。さらに、その結果として蓄積さ
れた知見について、将来的には、タンパク質の合理的設計の指針として活用し、タンパク質工学
分野の発展に還元していく。 



 
４．研究成果 
(1)Toxin 分子の変異ライブラリの調製と変異体の機能評価 
前項で記述した通り、Toxin 分子 MazF タンパクについて、変異ライブラリの作製を試みた。
市販のキットを用いたランダム変異導入を実施したところ、野生型クローンの割合が極めて高
く、十分な大きさの変異プールの作製には至らなかった。一方、部位特異的変異導入法を用いて
の MazF 変異体クローンの作製には成功した。それらの変異導入発現プラスミドを使用して無細
胞発現系にてタンパクの発現を試みたところ、その後の詳細な活性評価に十分な純度・量のタン
パクが取得でき、多数の変異体の機能解析にも成功した。その結果、標的 RNA に対する特異性や
親和性創出に対して重要な役割を担う残基を同定し、宿主微生物と Toxin 分子の進化の過程に
関する学術的な理解を深めることができた。また、今回はタンパク発現の反応場としてマイクロ
チューブを使用したが、今後はマイクロドロップレット（w/o エマルション）内でのタンパク発
現にも挑戦していきたいと考えている。 
さらに、一度は失敗に終わったランダム変異導入であるが、新しい別の変異導入用キットの使
用や PCR 条件の再検討などを経て、多数の変異クローンの取得に成功した。現在、DNA に対する
制限酵素は数多く存在し、市販されているが、RNA に相当するものは極めて数が少ない。この配
列特異的エンドリボヌクレアーゼである MazF の変異ライブラリの作製により、様々な配列特異
性を有する RNA 版制限酵素が取得できれば、核酸編集技術のツールとしての利用や、ここ数年で
急速に開発が進んだ RNA ワクチン等の品質管理に資する RNA 分析技術への応用が期待される。
また、本 MazF 分子は、非常に有用であるものの、大量生産が難しいなどの課題点もある。本研
究で作製した変異ライブラリを活用し、安定的に発現するタンパク分子（変異体）の取得を目指
す、などの展開も検討していきたい。 
 
(2) 蛍光タンパク質の変異ライブラリの調製と w/o エマルションを用いたスクリーニング 
(1)と並行して、検出系のモデル構築のためにターゲットとして選定した蛍光タンパクについ
て、発現ベクターの設計・作製を行った。しかしながら、光るはずの組換え大腸菌が全く光らな
い、という想定外の事態が発生し、実験が滞ってしまった。発現ベクターの設計と作製を繰り返
し、宿主大腸菌の種類を変更するなど、試行錯誤を重ねた結果、ようやく当初想定していた蛍光
を発する菌体の取得に成功した。これを出発点として、蛍光タンパクの変異ライブラリの構築を
試みた。ランダム変異を導入して 30 クローンほどサンプリングして配列を確認したところ、多
種多様な変異が導入されており、変異ライブラリの調製に成功したことが確認できた。そこで、
この変異ライブラリを w/o エマルションに封入・培養し、クローンの特性の違い（変異効果）を、
それらが発する蛍光の違いとしてソーティングできるかどうか、について検討を行った。個々の
クローン（菌体）の特性を観察するために、1 エマルション当たりの封入菌体数が 1以下（複数
のクローンが混在しないように、シングルコロニーもしくは空）になるように菌体濃度を調整し
てエマルションに封入した。菌体封入直後のエマルションにおいては、顕微鏡でもソーティング
装置でも蛍光を検出することが出来なかった。培養開始から 2日後に、ようやく蛍光の検出が可
能となった。これらの事実は、菌体 1細胞の状態（封入当日、培養 0日）では蛍光の検出が難し
いことを意味する。そこで、1 エマルションあたりの菌体数を増やしたエマルションを作製し、
2日間培養した後に、ソーティング装置にサンプルを流した。その際、蛍光強度の閾値を設定し、
蛍光強度の違いによるソーティングを実施し、回収したエマルションを顕微鏡で観察した。その
結果、A）蛍光を発する菌体が封入されたエマルション群、B)蛍光を発しない菌体が封入された
エマルション群、C)空のエマルション群、の３つに分離できることが分かった。次の段階として、
変異導入の効果を蛍光強度や蛍光波長の変化として検出可能かどうかの検証を進めたいと考え
ている。 
 
(3)  その他の有用分子の高速スクリーニングに向けた評価系の構築 
 (1)(2)とは異なるタンパク質を新たなスクリーニングの対象分子として、その活性評価のた
めの検出システムの構築に取り組んだ。低分子化合物を基質として認識する酵素をモデルとし
て、評価系のストラテジーの設計、活性検出用の試薬やプローブ類の調査・選定を行い、マイク
ロプレートおよび w/o エマルションを用いた予備検討を実施した。その結果、w/o エマルション
内での試薬・プローブの安定性や活性検出能の持続性、さらに、試薬・プローブ本体や付随する
Buffer、基質など内包物の w/o エマルションからのリーク状況など、その試薬・プローブの特性
およびそれらを用いた場合の活性評価系に関する有用な知見やノウハウを得ることができた。
本評価系は、同様のメカニズムを持つ他の酵素にも適用可能な汎用性が高い技術であるため、本
研究期間終了後も研究を続けていく予定である。 
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