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研究成果の概要（和文）：　少しずつアミノ酸配列が異なるタンパク質を提示したファージのライブラリーの中
から、特定の特性を持つタンパク質を提示したファージを、蛍光強度を手がかりに選別する手法を創出すること
で、新規タンパク質のデザイン方法の確立を目指した。当初用いたファージでは十分な蛍光強度が得られなかっ
たため、100倍以上の蛍光強度をもつファージを作製した。また、蛍光観察装置の感度を上げるために光学系の
全面的な改良を行った。これらの努力により、ファージ一個体ごとに蛍光強度を測定し、選別した後に大腸菌培
地に回収し、コロニーを作らせることに成功した。

研究成果の概要（英文）：We planned to develop a new method of protein design by displaying a library
 of mutated fluorescent proteins on the surface of phages, and selecting phages displaying desired 
proteins by monitoring their emission properties. We constructed M13 phages displaying C-terminal 
fragment of GFP on g8p, and reconstituted GFP on the phage by adding the N-terminal fragment. We 
could create strongly emitting phages by displaying GFP on g8p proteins. We improved the sensitivity
 of the single phage detecting system. We were successful in selecting the fluorescent phages and 
examining the number of the collected phages by colony assay method.

研究分野： 生物物理学
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１．研究開始当初の背景 
 タンパク質は、多様な構造と驚異的な機能
を持つ生体高分子である。これらの特性を活
かした新しいタンパク質をデザインするこ
とで、新規の工業反応の触媒や薬剤として応
用することが望まれていた。 
 新規タンパク質のデザインについて、主に
二つの方法により、集中した取り組みが始ま
ろうとしていた。第一の方法は、既存のタン
パク質を鋳型として改変する進化工学的な
手法である。この手法は多数の成功例がある
が、鋳型タンパク質から大きくデザインを変
更することが難しい。第二の方法は、新しい
構造や機能を持つタンパク質を一からデザ
インする方向性である。このアプローチは困
難であると思われてきたが、米国の Baker
らなどの努力により現実的な方法論となり
つつある。このように、タンパク質デザイン
を行う研究は、世界的な動きとなっていた。 
 本研究は、日本発の新しい方法論を開発す
ることで、タンパク質デザインの方法に新し
い選択肢を確立するために立案した。 
  
２．研究の目的 
 本研究は、タンパク質デザインの新しい手
法を開発するために、独自の傾向観察技術を
応用する。すなわち、蛍光観察に基づく一分
子選別装置とファージディスプレイ法を組
み合わせることで、新規タンパク質のデザイ
ンを実現する。具体的には、ファージ表面に
ランダム化配列を提示させ、この配列に蛍光
色素をラベル化し、一分子蛍光観察により構
造を判断して選別を行う。これにより、ファ
ージを個別に調べることによる新しいタン
パク質デザイン方法を可能とする。 
 
３．研究の方法 
（１）タンパク質を一分子分別するための光
学系の高感度化と流路系の高速化  
 本研究で重要な位置を占める一分子の蛍
光を観察し分子の分別を行う装置について、
高感度化と選別速度の向上を目指す。 
（２）蛍光性ファージの作製  
 二種類の方法により、ファージを発光させ
る方法を検討する。第一の方法は、ファージ
に提示させた配列に、CCPGCC という配列
を組み込み、ReAsH と呼ばれる色素にてラ
ベル化することである。第二の方法は、フ
ァージ表面に分割型 GFP の C 末端断片を
提示させ、そこに GFP の N 末端断片を再
校正することで、ファージ上に GFP を結
合させることである。 
（３）蛍光ファージの選択実験  
 上記の準備の後に、発光性のファージを
選別する実験を実施する。 
 
４．研究成果 
（１）タンパク質を一分子分別するための光
学系の高感度化と流路系の高速化  
 研究を開始した当初の一分子蛍光観察装

置は、蛍光検出の感度が大きく劣ることが判
明した。そのため、装置の感度を上げるため
に光学系の全面的な改良を行った。特に、感
度低下の主要因が背景光にあることを見い
だし、自家蛍光の少ない石英対物レンズを用
いることとした。これらの努力により、背景
光を劇的に減らしながらも、蛍光観測の感度
を向上させることに成功した。 
（２）蛍光性ファージの作製 
 始めに、M13 ファージに CCPGCC 配列を
提示させ、ReAsH によりラベル化すること
でファージを発光させることを試みた。し
かし、この手法によりラベル化したファー
ジの蛍光強度は弱く、一分子観測に向かな
いことが判明した。 
 次に、GFP を 5 分子提示したファージを作
成した。ファージの外殻タンパク質である
g3p に GFP の C 末端断片を提示し、さらに、
別に精製した GFPの N末端断片と混合するこ
とで、発光性のファージを作製した。GFP を
再構成させたファージが大腸菌に対する感
染能や増殖能を維持することを確認した。ま
た、混合する N末端断片の種類を変更するこ
とで、緑色以外の蛍光を発するファージの作
製にも成功した。 
 さらに発光強度の高いファージを作製す
る目的で、別の外核タンパク質である g8p へ
の C末端断片の提示も行った。ヘルパーファ
ージを用いる手法により、100 個弱の GFP を
提示した発光性ファージを作製することに
成功した。 
（３）蛍光タンパク質の選択実験  
 GFP を再構成したファージを一分子選別装
置に流し、一個体ごとに観察しながら選別す
る実験を実施した。始めに、GFP を五個提示
したファージを用いて、選別実験を試みた。
しかし、装置を使って蛍光シグナルとして観
測されるファージ数と、回収したファージを
培養することで計測されるファージ数が一
致しなかった。これについて、作成したファ
ージの中に、数十個のファージが凝集するこ
とで強い蛍光を発するファージが存在する
可能性が示唆された。また、個別のファージ
の蛍光信号を十分に検出していない可能性
も示唆された。すなわち、5 個の GFP では十
分な蛍光強度が得られないことが判明した。 
 そのため、100 個の GFP を提示したファー
ジを使った選別実験に切り替えた。さらに、
蛍光観察装置のデザインを徹底的に見直す
ことで、装置の感度も向上させた。 
 新しく改良した装置と発光強度を増大さ
せたファージを用いることで、一分子ソータ
ーに流し回収するための手法の確立に努め
た。ファージの導入時の試料の流速やバルブ
制御のタイミング、さらに、流路への圧力を
コントロールすることで、ファージを回収す
ることに成功した。さらに、ファージ一個体
ごとに選別し、その多くを大腸菌培地に回収
し、コロニーを作らせることに成功した。一
方で、ファージが装置のチューブ等に吸着す



ることが原因で、選別後の回収効率が大きく
低下していることが判明した。 
 今後、ファージの吸着防止のためのフロー
セル内面のコーティング等を検討し、選別実
験を成功させるべく継続した実験を続けて
いる。 
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