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§１ 研究実施の概要 
 

（１）実施概要 

進化分子工学の「考え方」と「技術」にナノバイオテクノロジーの「考え方」と「技術」を融合するこ

とにより，酵素反応などの複雑な生化学反応における生体分子機能（弱い分子間相互作用）を効

率良く大量にスクリーニングし，進化させることが可能な世界初のシステムの実現を目指し，高集積

マイクロアレイ技術を中核とする新たな高速分子進化システムの開発を進めた。 

東大の一木グループは、25 メガ DNA ビーズマイクロアレイ技術、オンチップ無細胞合成系を用

いた一括タンパク質合成、マイクロインタリオプリント法の開発によるマイクロアレイプラットフォーム

上でのセントラルドグマの再構築、cDNAディスプレイマイクロアレイ作製技術やcDNAディスプレイ

への光開裂機能の組込等の研究開発を鋭意行った結果、107～8規模の変異体ライブラリーを 1 枚

のチップ上に集積化することが可能になった。特にcDNAディスプレイマイクロアレイの実現に不可

欠な cDNA ディスプレイ用リンカーの開発は埼大の根本グループが中心になって行い、安定かつ

効率のよいリンカーとその機能改変体を複数開発した。 

さらに，東大の一木グループは、マイクロアレイをプラットフォームとする分子進化を実施するた

めに必要な高効率スクリーニングシステム、具体的には高効率蛍光アッセイ用イメージャー、高活

性分子選択のための自動画像解析ソフトウェア、マイクロピペットによるビーズ回収機構、あるいは

紫外線の局所照射による光開裂型DNA回収機構を統合した装置システムの開発を行った。 

これらの基盤要素技術を統合して運用し、緑色タンパク質ＧＦＰの変異体ライブラリーをモデル

に用いて、蛍光イメージングにより評価、ランク付けした優性分子種（発蛍光性ＧＦＰ）の遺伝子情

報をビーズの選択的ピックアップにより回収し、これをＰＣＲ増幅して第 2 世代ＤＮＡライブラリーを

構築した。すなわち、マイクロアレイフォーマット上の変異体ライブラリーを利用して分子進化サイク

ルを進められることの原理実証に成功した。 

続いて、スクリーニングする変異体ライブラリーの大規模化に向けた諸要素技術の高度化を進め

るとともに2糖分解酵素βグルコシダーゼ（BGL）の分子進化に向けて変異体cDNAライブラリーの

作製、酵素の蛍光アッセイに用いる人工基質の開発などの準備を進めた。前者では、チップ上で

の無細胞合成の際に用いる高額試薬の使用量の低減とマイクロウェルへ内への試薬導入におけ

る再現性の課題を克服するため、マイクロ流体デバイスを利用する試薬の自動導入法を開発した。

一方、後者の変異体 BGL ライブラリーの作製においては、当初、野生の cDNA 配列のままでは

我々が用いる無細胞合成系を用いて BGL を有効に合成できなかったため、東大の船津グループ

がコドンユーセージ（種によってコドンの使用頻度が異なる問題）を検討し、本研究で使用可能な

BGLの cDNAが得られた。また、活性部位付近のアミノ酸をコードする配列に変異を導入して変異

体 BGL ライブラリーを作製した。また、発蛍光基質の開発、合成は埼大が担当した。 

さらに、実際の有用分子の取得においては、マイクロアレイのプラットフォーム上で進化サイクル

を回して（１次スクリーニング）得られた候補有用分子について、その単位量当たりの活性を定量評

価して確認する２次スクリーニングの実施が必要である。通常、この作業は大腸菌等を用いて相当

量の酵素を合成し、活性評価を行うため 1 週間程度が必要となる。東大の船津グループはナノホ

ールアレイを用いた 1 分子酵素アッセイ法を研究し、1 時間程度の測定で 1 分子酵素の活性を正

確に評価できる 2次スクリーニング技術を確立した。 

以上のように，本プロジェクトは、マイクロアレイチップをプラットフォームとする新規の分子進化

システムを提唱し、その実現に必要な基盤要素技術の総合的開発を達成し、世界初のチップ上で

の酵素分子進化にいよいよ手の届く段階まで来ている。 

 

（２）顕著な成果 

＜優れた基礎研究としての成果＞ 

１． マイクロインタリオプリンティング法の開発 

論文： Appl. Phys. Express, 4, 047001 (2011), Appl. Phys. Express, 6, 087001 (2013) 
 

概要：凹版印刷の微細化により、核酸やタンパク質等の生体分子を任意の形状で基板上に固
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定する技術を開発した。本法と大規模DNAビーズアレイ技術を組み合わせることで、マイクロア

レイのプラットフォーム上で生命のセントラルドグマ（DNA⇔RNA⇒タンパク質に至る物質合成、

情報伝達の流れ）を再構築することが可能となった。本技術は、変異体プロテインライブラリー

アレイや mRNAディスプレイマイクロアレイを簡便かつ効率よく作製することを可能にするもので

あり、機能プロテオミクス研究の強力なツールとなりうる。 

 

２．マイクロアレイ化ライブラリーを用いる革新的分子進化手法の提唱と原理実証 

概要：従来、多くの研究者が機能タンパク質や酵素の機構解明のために、細胞を用いて手

作業でミューテーションをかけている。また、効率のよい分子進化手法として知られる

ファージディスプレイは、アプタマーなどの強い分子親和性の機能向上にしか適用でき

ない。マイクロアレイを用いる分子進化手法はこれらの課題を克服するものであり、ま

た、従来、不可能であった変異体ライブラリーの機能適応度の分布状態とその変遷を俯

瞰しながら進化サイクルを進めることを可能にする斬新な方法論である。 

 

＜科学技術イノベーションに大きく寄与する成果＞ 

１．大規模DNA ビーズアレイ作製装置の開発 

概要：磁気ビーズ自動配置装置を開発し、大規模マイクロウェルアレイ上に 99％の高い充填効

率でDNA固定化ビーズを迅速に配置することが可能になった。この手法を、エマルション PCR

法を用いて１つの磁気ビーズ上で 1 種類の配列をもつ DNA を増幅し、固定する技術と併用す

ることにより、25メガ、114メガ規模の変異体DNAライブラリーのマイクロアレイ化が達成された。 

 

２．大規模集積マイクロアレイスクリーニングシステムの開発 

概要：マイクロアレイのプラットフォーム上で、有用生体分子の高効率スクリーニングを可能にす

るためのスクリーニングシステムの試作機を開発した。本システムは、高速高解像蛍光アッセイ

用イメージャーと画像処理ソフトウェア、リンカー分子の光切断による DNA 回収機構から構成さ

れる。イメージャーは 60mm 角チップを約 5 分で全域スキャンし，分解能～1μm で蛍光画像を

取得可能で、これに比肩する装置は存在しない。本システムの開発により、我々が開発したマ

イクロアレイ化した変異体ライブラリーに対して、分子進化を行うことが可能になった。 
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§２．研究構想 

 
（１）当初の研究構想  

本研究が目指した目標は「セル型分子進化リアクター技術を用いる高速酵素分子進化」の達成

であり、そのために必要な基盤技術を開発するべく、大きく以下の４つのサブテーマを掲げ、一木

グループ（東大院工）、根本グループ（埼玉大･工）、船津グループ(東大院薬)がそれぞれの独自

技術、専門分野を深く追求するとともに、相互の有機的かつ強力な連携により、最終目標であるセ

ル型分子進化リアクターの実現を目指した。 

（サブテーマ１） セル型分子進化リアクタープラットフォームの開発 

（サブテーマ２） cDNA ディスプレイ技術の拡

張･高機能化 

（サブテーマ３） タンパク質機能の１分子イメー

ジングによる高感度スクリーニング法の開発 

（サブテーマ４） マイクロアレイチップを用いた

精密分子移送技術／分子増幅技術 

 

なお、プロジェクト開始当初は、各グルー

プがサブテーマを担当する形で要素技術の

開発を開始したが、グループ間の枠を超え

た密接な連携が不可欠と判断し、共同研究

の進め方を修正した。特に（サブテーマ２）

と（サブテーマ４）においては「変異体ラ

イブラリーのマイクロアレイ化技術の開

発」を重要な共通テーマに設定し、一体と

なって共同研究開発を進めた。大規模 DNA ビーズアレイ技術を達成した後は、マイクロイ

ンタリオプリント技術の開発へと加速的に発展し、多くの有用基盤技術の開発に繋がった。

また、プロジェクト開始後に、企業との良好な協力関係を構築する機会を得て、スクリー

ニングシステムのハードウェア開発は当初の想定を（予算、技術の両面において）超える

水準で進めることができた。 

 

（２）新たに追加・修正など変更した研究構想 

① 中間評価で受けた指摘や助言、それを踏まえて対応した結果について 

当初の研究構想をほぼ達成し、順調に進捗しているとの評価をいただくとともに、中間

評価ではシステムの動作検証の段階までであったが、求められているのは「より良いもの」

を分子進化により「造り出す」、「見つけ出す」ことにあるので、どのような「尺度」「評価

基準」で選別を行うかが重要となる。これをシステムに組み入れる、それにより予想外の

機能タンパクが見つかってくる、といったパフォーマンスを上げる、というような方向も

視野にいれるようにとのご意見をいただいた。それを踏まえて、スクリーニングシステム

には、温度による淘汰圧制御の機能を組み込み、蛍光アッセイにより測定する酵素機能を

自動で解析するソフトウェアの開発を進め、分子進化のためのスクリーニングシステムの

構築を行った。また、中間評価時点での我々の分子進化技術のコンセプト実証においては、

細かなスキルを必要とし、再現性に課題のある工程が含まれているという課題があった。

これは、実際に分子進化実験を行う上では、時間、経費、労力のいずれの面でも大きな障

壁になることから、中間評価以降は、それらの工程の再現性向上、さらなる効率化のため

の技術開発を進めた。さらに、本プロジェクトでは、分子進化の対象として酵素を想定し

ていることから、酵素の専門家との共同研究も考えるようにとのご助言をいただいた。こ
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図 1 セル型進化リアクターシステム概要 
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れに対しては、東京大学大学院農学系研究科の鮫島正浩先生、五十嵐圭日子先生に共同研

究をお引き受けいただき、セロビオース分解酵素β−グルコシダーゼ（BGL）の cDNA のご提

供を受けるとともにその構造や機能、活性評価技術等について詳細な情報をいただいた。

現在までに、我々のプラットフォーム上で BGL の変異体ライブラリーの分子進化を実施す

る準備がほぼ整っている。 

 

② 上記①以外で生まれた新たな展開について 

酵素分子の活性を正確に定量する 2 次スクリーニングためのナノホールアレイによる酵

素活性評価技術の準備検討において、BGL の 1分子解析を行う過程でグルコースによる反応

阻害機構が明らかになった。 
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§３ 研究実施体制 

 
（１）研究チームの体制について 

① 「一木」グループ  

研究参加者 

氏名 所属 役職 参加時期 

一木 隆範 東京大学大学院工学系研究科 准教授 H20.10～H26.3 

赤木 貴則 東京大学大学院工学系研究科 
特任助教、 

特任講師 
H20.10～H26.3 

Manish Biyani 東京大学大学院工学系研究科 特任助教 H21.1～H26.3 

倉持 宏実 東京大学大学院工学系研究科 特任研究員 H24.4～H26.3 

上野 真吾 東京大学大学院工学系研究科 特任研究員 H24.4～H26.3 

齋藤 敬 東京大学大学院工学系研究科 特任研究員 H20.10～H22.3 

毛利 秀平 東京大学大学院工学系研究科 M2,D1～D3 H20.10～H26.3 

大澤 輝恒 東京大学大学院工学系研究科 M2 H20.10～H21.3 

津田 晋 東京大学大学院工学系研究科 B4,M1～M2 H20.10～H24.3 

小野 尭生 東京大学大学院工学系研究科 D1～D2 H21.4～H23.3 

森安 純平 東京大学大学院工学系研究科 M1～M2 H21.4～H23.3 

佐藤 秀介 東京大学大学院工学系研究科 
M1,M2,D1～

D3 
H21.4～H26.3 

藤田 孝紘 東京大学大学院工学系研究科 M2 H22.4～H24.3 

田中 陽子 東京大学大学院工学系研究科 M1～M2 H23.4～H25.3 

小林 遼 東京大学大学院工学系研究科 M1～M2 H23.4～H25.3 

Subhashini Raji 

Kumal 
東京大学大学院工学系研究科 M1～M2、D1 H23.4～H26.3 

平井 辰典 東京大学大学院工学系研究科 M1～M2 H25.4～H26.3 

福田 拓海 東京大学大学院工学系研究科 M1 H25.4～H26.3 

 

研究項目 

· マイクロアレイを用いる分子進化プラットフォームの開発 

1. 変異体ライブラリーのマイクロアレイチップ化技術 
2. 蛍光アッセイ、選択的分子回収装置技術の開発 
3. 小規模ライブラリーをモデルとする進化サイクル実施可能性の検証 
4. 開発した分子進化プラットフォームの酵素分子への応用 

 

② 「根本」グループ   

研究参加者 

氏名 所属 役職 参加時期 

根本 直人 埼玉大学理工学研究科 准教授 H20.10～H26.3 

眞塩 由佳 埼玉大学理工学研究科 技術員 H24.4～H26.1 

松岡 浩司 埼玉大学理工学研究科 教授 H20.10～H26.3 

望月 佑樹 埼玉大学理工学研究科 M1～2,D1～3 H20.10～H26.3 

熊地 重文 埼玉大学理工学研究科 M1～2、D1 H23.4～H26.3 

河野 文昭 埼玉大学理工学研究科 B4,M1～2 H22.4～H26.3 
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澤田 貴宏 埼玉大学理工学研究科 B4,M1～2 H23.4～H26.3 

吉川 祐紀 埼玉大学理工学研究科 B4,M1～2 H23.4～H26.3 

長谷川 敦 埼玉大学理工学研究科 M１ H25.4～H26.3 

Naimuddin 

Mohammed 

埼玉大学理工学研究科 
雇用研究員 H21.4～H21.8 

上野 真吾 埼玉大学理工学研究科 雇用研究員 H22.4～H24.3 

木村 真之介 埼玉大学理工学研究科 B4,M1～2 H20.10～H23.3 

小林 省太 埼玉大学理工学研究科 M1～2 H22.4～H24.3 

谷垣 保幸 埼玉大学理工学研究科 M1～2 H22.4～H24.3 

福島 貴之 埼玉大学理工学研究科 M1～2 H22.4～H24.3 

四本 勇也 埼玉大学理工学研究科 M1～2 H23.4～H25.3 

鈴木 美穂 埼玉大学理工学研究科 助教 H22.4～H26.3 

 

研究項目 

· cDNAディスプレイ技術の拡張･高機能化 

 

③ 「船津」グループ  
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船津 高志 東京大学大学院薬学系研究科 教授 H20.10～H26.3 

角田 誠 東京大学大学院薬学系研究科 講師 H20.10～H26.3 

岡部 弘基 東京大学大学院薬学系研究科 助教 H20.10～H24.9 

飯塚 怜 東京大学大学院薬学系研究科 助教 H21.3～H26.3 

杉野 弘和 東京大学大学院薬学系研究科 Ｄ３ H20.10～H21.3 

鮫島 知哉 東京大学大学院薬学系研究科 Ｄ２～３ H20.10～H22.3 

増田 智彰 東京大学大学院薬学系研究科 M２ H21.4～H22.3 

有森 千穂子 東京大学大学院薬学系研究科 M２ H21.4～H22.3 

近藤 将司 東京大学大学院薬学系研究科 M2 H21.4～H22.9 
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田原 健太郎 東京大学大学院薬学系研究科 M1～２ H23.4～H25.3 

岡田 はるか 東京大学大学院薬学系研究科 M1 H25.4～H26.3 

 

研究項目 

1. タンパク質機能の１分子イメージングによる高感度スクリーニング法の開発 

 

（２）国内外の研究者や産業界等との連携によるネットワーク形成の状況について 

進化工学技術を基盤とする研究開発事業である埼玉バイオプロジェクト（都市エリア圏

央・地域イノベーションクラスタープログラム）と連携し、cDNA ディスプレイ技術を基盤

にその発展に寄与した。 
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§４ 研究実施内容及び成果  
 

４．１ 酵素分子進化リアクターのためのプラットフォームの開発（東京大学 一木グループ） 

(1)研究実施内容及び成果 

１．オンチップ高速分子進化システムとその基盤要素技術 

高集積マイクロアレイチップ技術に基づく高速分子進化システムとその運用スキームの一例を図

１に示す。まず，①エラープローン PCR(ポリメラーゼ連鎖反応)法などを用いて，進化させたいタン

パク質あるいはペプチドをコードする DNA に人為的に変異を導入したライブラリーを作製し，②こ

れらを並べて高集積マイクロアレイ化する。次に，③DNAアレイチップに無細胞合成系を作用させ，

プロテインアレイチップに一括変換する。続いて，④ハイスループット顕微蛍光イメージング技術を

用いてタンパク質の機能（例えば酵素活性など）を蛍光アッセイにより超並列で評価し，着目した機

能についてランク付けを行い，⑤優れた機能を示したタンパク質の遺伝子情報を選択的に回収す

る（人工淘汰）。ここで，一種のマイクロリアクター技術が応用され，変異体タンパク質は個別に封入

された状態で合成，あるいは機能評価される。このため，我々が開発しているシステムはセルアレ

イ型分子進化リアクターと呼ぶこともできる。⑥選択的に回収された DNA を増幅，また，必要に応

じて変異導入して第 2 世代 DNA ライブラリーを構築する。このような「変異導入→淘汰→増幅」の

サイクルを繰り返すことにより，タンパク質ライブラリーの所望の機能を定方向進化させる。 

このようなマイクロアレイチップ上での分子進化を装置システムとして実装するためには数多くの

挑戦的な課題を新たな技術で克服する必要がある。しかも，トータルなシステムを構築するために

各要素技術間の整合性を得ることが不可欠であり，総合的な技術開発が進められてきた。以下に，

具体的な技術の概要を説明する。 

④スクリーニング

DNA ライブラリ

③変異体タンパク質
マイクロアレイチップ

変換 ⑤回収

優性分子種の遺伝子

⑥増幅＆変異導入

①変異DNAライブラリ 高機能タンパク質
創出

転写・翻訳

1対1対応付け

変異体タンパク質機能
の可視化と選択

変異DNAマイクロアレイチップ

配列化

 
図 1 マイクロアレイ技術を用いた高速タンパク質分子進化システムの概略図. ①変異 DNA ライブラリーの作製、

②高集積変異 DNA マイクロアレイの作製、③変異体プロテインマイクロアレイの作製、④タンパク質の機能の評価、

⑤合目的機能を有するタンパク質の選択と遺伝子情報の回収、⑥回収したDNAの増幅と変異導入、⑦ ②から⑥

の繰り返しによる高機能タンパク質の創出 
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２．チップ上での変異体ＤＮＡライブラリー、変異タンパク質ライブラリーのマイクロアレイ化技術 

 DNA アレイチップやプロテインアレイチップの製造では、予め合成した構造既知の生体分子を

逐次、スポッティング技術等によりチップ上の特定の位置にアレイ状に固定する方法がよく用いら

れる。このように「位置情報」と分子種を「1対 1対応付け」する方法論は、チップ上に搭載する分子

種が高々104 個の通常の DNA アレイチップやプロテインアレイチップの製造には適用できるが、

108 個を超える分子種数を扱う進化分子工学に利用するチップでは、もはや時間的にも経済的に

も適用できない。そこで、本研究課題では、大規模数の変異体 DNA ライブラリーをランダムにアレ

イ状に配置するDNAアレイチップの製造技術と、このDNAアレイチップからプロテインアレイチッ

プへと一括変換する技術、ならびにこの変換の過程で分子の構造情報（遺伝子型）と機能（発現

型）の「1 対 1 対応付け」を行い、変異タンパク質のスクリーニングに必要な機能評価と構造同定を

高効率で行うことを可能にする。 

 

２－１．大規模ＤＮＡビーズマイクロアレイ技術の開発 

進化分子工学に用途を特化して考案された高集積 DNA マイクロアレイチップの作製方法を図

2 に示す。本法は大別して 2 つの工程から成る。まず，BEAMing (beads, emulsions, 

amplification and magnetics) と称される技術を転用して，変異 DNA ライブラリーの 1分子ず

つを個別に増幅し，直径数 μｍの磁気ビーズの表面に DNAを固定化する。次に，DNAの担体と

なった磁気ビーズを操作し，自己整合の原理により短時間でアレイ状に一括配置して，大規模な

変異 DNA ライブラリーを搭載したマイクロアレイチップを得る。 

BEAMing法はデジタル PCR法の 1つであり，元々は希少な変異遺伝子の検出とその存在率

を高精度に計測するための技術として考案されたものである。水/油エマルションの限られた反応

空間中で鋳型 DNA を増幅させるエマルション PCR 法において１つのエマルションあたり 1 分子

程度が含まれるように希釈されたDNAを増幅し，且つ，PCRプライマーを表面に多数固定した磁

気ビーズを用いることにより個々のビーズ担体表面上に数 1000個の複製されたDNA分子を固定

することができる。 

他方，自己整合の原理により磁気ビーズをチップ上に一括配列させる技術は，筆者らが生体分

子の迅速なマイクロアレイ化を可能にする技術として考案したものである。多数のマイクロウェルを

アレイ状に形成したチップ上に磁気ビーズの分散液を展開し，チップ裏面から近づけた複数の小

型磁石を機械的に x,y方向に走査する。すると，磁気ビーズは集団となってチップ表面上を流れる 

ように移動しながら，マイクロウェ

ルアレイの凹部に自動配列してゆ

く。マイクロウェルアレイの直径を

磁気ビーズよりもわずかに大きく，

且つ，2 つ以上のビーズが入るこ

とができないように設計することで

磁気ビーズは１つのウェルに必ず

１つしか配置されず，比較的短い

数 10 分の時間で 107～108個の

ビーズを 99%以上の非常に高い

充填率でアレイ状に配置できる。

本法により，60 mm×60 mmの面

積内に 2.8 μm径の磁気ビーズを

用いて 2,500 万個（25 メガ)の，

1μm 径の磁気ビーズを用いて 1

億 1,400 万個（114 メガ）の DNA

担体ビーズを集積したチップの作

製が達成されている。 

 

エマルションＰＣＲ法による
１分子種ＤＮＡの増幅固定

水/油エマルション

磁気ビーズ担体の自己整合に
よるランダム・アレイ状配置

20µm

3µm

磁気ビーズ

25メガＤＮＡビーズアレイ

図 2  1分子エマルション PCRにより 1種類のDNAを増幅し、表面

に固定化した個々の担体ビーズを自己組織化により配列した DNA

アレイチップ．メガ・ギガスケールの変異 DNA ライブラリーのアレイ化

に対応可能な技術である．右上図は自動ビーズ配列装置試作機． 
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２－２．チップ上での無細胞合成による変異体タンパク質ライブラリーアレイ作製技術 

上記の技術開発により、変異 DNA ライブラリーを高密度に集積したマイクロアレイが達成された

が，我々の目標はタンパク質の機能向上である。そのためには変異体タンパク質ライブラリーをマ

イクロアレイ化することが必須である。そこで，DNA ビーズマイクロアレイ上に存在する遺伝子から

コードされているタンパク質を超並列的に合成する技術が検討され，114 メガのDNAビーズマイク

ロアレイを用いてプロテインマイクロアレイに一括変換できることが示された。 

図 3 に示すようにマイクロアレイチップの素材であるポリジメチルシロキサン（PDMS）の疎水性と

DNA 担体であるビーズ表面の親水性を巧みに利用したオイル封止法により，磁気ビーズの自己

整合配置で用いた多数のマイクロウェル構造を，タンパク質合成のための個々に隔離された反応

容器としても利用する。DNA 固定ビーズが配置されたマイクロアレイチップ上に無細胞翻訳液を

展開し，直後にオイルを薄く展開することで個々のマイクロウェルを独立した反応空間として切り離

す。マイクロウェル内では無細胞合成が進み，ビーズ上の DNA からmRNAが転写され，さらにタ

ンパク質が翻訳される。その結果，チップ上では膨大な種類の変異体タンパク質がアレイ状に並ん

で合成される。図 3右の写真は，緑色蛍光タンパク質（GFP）をコードするDNA（塩基長：約 1,000 

bp）の変異ライブラリーを配置したマイクロアレイチップ上で，無細胞合成（30℃, 120 min）を行っ

て得られた結果を示す。図中の蛍光顕微鏡写真はGFPをコードするDNAが搭載されたDNAビ

ーズマイクロアレイ（固定された DNA は蛍光分子 Cy5で標識されており，赤い蛍光を発している）

からGFPの緑色蛍光がアレイ状に並んで観察されるマイクロアレイが得られたことを示している。こ

のモデル実験では，発光団領域内のアミノ酸 1箇所にランダム置換変異を導入したDNAライブラ

リーが用いられており，緑色蛍光の輝度が「アレイ上の位置」により、異なっているのはGFPの発現

量のばらつきによるのではなく，変異導入に起因して発蛍光性が異なる変異体GFPが合成された

ことによる。 

 

無細胞転写・翻訳系を導入

DNA ビーズアレイ

油薄層により全てのウェルが
独立に分離される 合成油

無細胞
合成系

無細胞
合成系

 
 

図 3  高集積 DNAマイクロビーズアレイチップ上での無細胞合成 
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２－３．マイクロインタリオプリント技術 

 上節では，変異 DNA が集積されたチップ上で無細胞合成系を働かせることにより，一括で変異

体タンパク質ライブラリーを作製できることを述べたが，そこで合成されたタンパク質はマイクロウェ

ル中に浮遊する形で存在しており，分子が基板上に固定されている通常のプロテインマイクロアレ

イチップとは異っている。そのため，チップ単位で一括で行う洗浄や溶液交換などのマイクロアレイ

チップにおいて一般的かつ非常に有用な操作を実施できない。この課題を解決する技術として，

生体分子のパターン状固定技術の１種である「マイクロインタリオプリント法（マイクロ凹版印刷）」が

開発された。これは，図 4 に示すように微細な凹版に生体分子を充填して基板に押し付けることで，

微細なパターン形状に沿って生体分子を基板上に固定する技術である。本法は，①無細胞合成

系を用いた「その場」合成を行いながら，②生体分子をウエットな生理的条件下で，③リンカー修飾

された基板上に分子の配向性等まで制御して固定可能であるなど，他の生体分子パターン形成

技術には無いいくつかの優位性を有する。特に DNA ビーズマイクロアレイから出発して，RNA，

ペプチド，タンパク質などのパターニングに適用できることが既に実験的に示され，図 5 に示すよう

に，セントラルドグマにおける生体分子の合成や情報の流れをマイクロアレイというプラットフォーム

上に再現できるようになっている。マイクロインタリオプリント法と無細胞合成技術の組み合わせは，

様々な生体分子の大規模な変異体ライブラリーを低いコストと短い時間でマイクロアレイ化すること

が可能な汎用性と有用性の高い技術である。例えば，mm から µm のスケールへと微細化した系

で生化学合成を行うことにより，必要な合成試薬の量は単純計算で 1/109 に激減する。さらに，印

刷技術であるがゆえに必然的に生じる印刷版と印刷物の間の鏡像の位置関係が，セントラルドグ

マに存在しないタンパク質から DNA に向かう情報の「対応付け」を可能にしていることも特筆に値

する。このことはプロテオミクスへの応用において重要な意味をもつ。 

 

 

 

生体分子(インク）

固定された生体分子

1

2

4

生体分子溶液

マイクロウェルアレイ

リンカー修飾プレート

3

固定された生体分子

マイクロウェルアレイ
（印刷版）

リンカー修飾プレート

  
 

図 4 マイクロインタリオプリント技術．mRNA アレイチップ，プロテインアレイチップ等の作製を可

能にする．生体分子を乾燥させることなく、生理的条件に近い環境下で固定が可能、マイクロモー

ルドの微小空間内で「その場」生化学合成が可能などの特徴を有する．右図は『RNA』の文字形

状のモールドを用いて RNA分子をプリントした例。 

 

 

２－４．ｍＲＮＡマイクロアレイ 

マイクロインタリオプリント法において mRNA をインクに用いて微細アレイパターンの形成が検

討された。ここで，金を被覆したガラス板にチオール結合を介して自己組織化オリゴヌクレオチドリ

ンカーを修飾した基板が mRNA の捕捉・固定に用いられた。固定用リンカー分子に mRNA を効

率よくハイブリダイズするためには，プリント中の mRNA の 2 次構造を最小化するためのアニール

温度の最適化などが必要であるが，直径約1 μmの微細なアレイパターンも高コントラストで形成で

きることが示された。DNAビーズアレイを印刷版として用い，無細胞転写系によりmRNAをその場

合成しながら印刷を行うとDNAビーズアレイに対して相補的な塩基配列を有するmRNAマイクロ

アレイを鏡像の位置関係を保持してパターニングすることが可能である（図 5）。 

 

２－５．プロテインマイクロアレイ 

マイクロインタリオプリント法と無細胞転写・翻訳系を利用したプロテインマイクロアレイ作製も検
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討された。GFPにヒスチジンタグの配列を付加したDNAを搭載したDNAビーズマイクロアレイが

「印刷版」として用いられた。ニッケル−ニトリロ三酢酸錯体(Ni-NTA)で表面修飾したガラス基板を

用意し，無細胞転写・翻訳系の溶液を挟んでDNAビーズマイクロアレイ表面に密着させた。マイク

ロウェル内ではビーズ上の DNA から転写と翻訳の反応が同時に進行し，合成された GFP はヒス

チジンタグを介して基板上の Ni-NTA とキレート結合する。以上のような簡単な工程により，DNA

マイクロアレイチップ上で合成されたタンパク質が一括で基板上に固定できるようになった（図 5）

(M. Biyani, et al., Appl. Phys. Express 6: 087001, 2013)（特願 2010-191060）。 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

図 5  チップ上でのセントラルドグマの再現による物質合成、情報伝達の流れ 
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２－６．ｃＤＮＡディスプレイアレイ 

前節のmRNAマイクロアレイチップ上で逆転写酵素を働かせると，mRNAの捕捉に用いられた

オリゴ DNA リンカーがプライマーとして働き，cDNA が合成される。また，同様に mRNA マイクロ

アレイチップ上で無細胞翻訳系を働かせるとチップ上でタンパク質が合成される。そこで，マイクロ

インタリオプリント法を利用して，in vitro virus （IVV；インビトロウイルス），あるいはmRNAディス

プレイ，cDNA ディスプレイと呼ばれる核酸（遺伝子型）とタンパク質（発現型）を共有結合で連結さ

せた分子複合体のマイクロアレイの一括形成を行うことも可能である。この場合には，合成されたタ

ンパク質とこれをコードしているmRNA とを連結するために，①mRNAの配列から終始コドンを除

いておき，5’→3’方向にmRNA上を移動して翻訳を終了したリボソームをmRNA上で解離させず

に停滞させること，さらに②mRNAの捕捉に用いられるオリゴDNA リンカーにタンパク質を捕捉す

る機能を付与するために，抗生物質ピューロマイシン（アミノアシル化 tRNAの3’末端のアナログ分

子）を末端に有する分枝鎖構造を予め追加しておくことが必要である。これらにより mRNA に留ま

ったリボソームにピューロマイシンが取り込まれ，合成されたタンパク質の C 末端が分枝鎖と連結さ

れる。図 6 は，マイクロインタリオプリント法で形成した mRNA マイクロアレイに無細胞翻訳系を作

用させて，mRNA ディスプレイマイクロアレイに変換した例を示す(M. Biyani, et al., Appl. Phys. 

Express 4: 047001, 2011)。この報告ではmRNAを基板固定するリンカーはビオチンを介して基

板に固定したストレプトアビジンに結合されているが，このストレプトアビジン―ビオチン結合を介す

るリンカー修飾では生体分子の固定密度の均一性や非特異吸着の抑制に課題があることも分かっ

ている。この解決のため，金‐チオール結合等により基板上に固定される自己組織化単分子膜

（SAM）を利用した cDNAディスプレイ形成用リンカーの開発も行った。 

 

 
 
図 6 「DNA―プロテインチップ」法によるラベル化タンパク質分子のアレイ化配置技術. （上）DNA マイク

ロアレイ（左）からmRNAマイクロアレイ（中央）、mRNAディスプレイマイクロアレイ（タンパク質-mRNA複

合体マイクロアレイ）（右）への変換．（下） mRNA から翻訳されたタンパク質に蛍光標識した抗体を特異

的に結合させ，GFP が固定されていることを確認．  
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２－７．ｃＤＮＡディスプレイアレイ用リンカー技術 

マイクロアレイ上に強固にタンパク質を固定化し、そのタンパク質をコードする DNA を効率よく

回収する為には、共有結合によってタンパク質及び DNA が連結される cDNA ディスプレイをマイ

クロアレイ上で行うことが適していると考えられる． 

従来、リンカーの固相担体との結合はアビジン-ビオチン結合によって行っていたが、アビジンを

介する結合は非特異吸着が多いという問題があった。そこで、金薄膜基板上へ、チオール分子を

介して結合するリンカーを開発した。金薄膜基板は非特異吸着が少なく、チオール含有分子の自

己組織化単分子膜を容易に形成することが出来る。また、mRNAとの連結を可能とする為にリンカ

ーに分岐鎖構造を導入したほか、mRNAとリンカーの連結で用いられるT4 RNA Ligaseやリボソ

ームの活性が立体障害によって抑制されるのを防ぐ目的と、リンカーに標識した蛍光分子の蛍光

が金薄膜によって消光されるのを防ぐ目的で、金薄膜とライゲーション連結部位の距離を自由に調

節できるようなリンカー構造を設計した（特願 2011-242790）。さらに、マイクロアレイ上からタンパ

ク質をコードする DNA を微小スポット特異的に効率よく回収する為、リンカーに光開裂分子である

ニトロベンジル基を導入することで、任意の微小スポットへの短時間の紫外線照射によって容易に

金基板上からDNAを回収することを可能にした(S. Ueno, et al., J. Photopolymer Sci. Technol. 

25: 67-72, 2012)(特願 2011-242789)（図 7）。 

 

長さを調整可能

チオール基の導入

分岐鎖の導入

光開裂分子の導入

 
 

図 7 cDNAディスプレイアレイ用リンカー 

 

 

 

 

 

リンカーとmRNAの連結には T4 RNA Ligase という酵素を用いていたが、基板に固定された

基質に対する酵素反応は、液相での反応と比べ活性が落ちることが予測され、基板全面で反応を

均一に行うには、反応時間の延長や高濃度の酵素の使用など、コストの向上と利便性の低下を招

く可能性が懸念される。そこで、酵素による連結に代わり、光照射により mRNA と連結を行うリンカ

ーを開発した。光照射によって基板上から DNA を回収することを考慮し、365 nm の光照射で架

橋し、312 nm の光照射で解離する可逆性光架橋塩基である 3-cyanovinylcarbazole 
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nucleoside (CNVK)(図 8)をリンカーの構造内に導入した。設計においては、合成費用を安価に抑

える目的で、分岐鎖等の複雑な構造を極力使わずに、基板結合部位、タンパク質連結部位、逆転

写反応開始部位を含む、3鎖複合体構造を考案した。実際に3鎖複合体を合成し、基板上で形成

させた結果、紫外線照射による領域選択的な架橋および解離を確認した（図 9）。また、紫外線照

射によって、リンカーと mRNAを架橋した後、無細胞翻訳系によってタンパク質の提示を行った結

果、基板上でのタンパク質提示の直接観察を初めて確認することができた (図 10) (特願

2013-509936)。 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

図 9 CNVK の光照射による架橋・切断 

 

 
 

図 10 CNVKを含む光開裂型リンカーを用いる DNA 回収 

図 8 3-cyanovinylcarbazole 

nucleoside (CNVK)の紫外線

照射による結合・開裂反応 
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図２ 特異・非特異吸着量
への温度の影響 

２－８．大規模スクリーニングチップ用アミノ基修飾基板の作製 

無細胞合成システムのアレイチップ上で生体分子機能を評価する場合、実際には、マイクロリア

クター中で合成されたタンパク質を基板にプリントして、基板上の分子を評価する。広い領域で局

所的な評価を行い、比較するためには、大面積に亘って表面状態が均一で、特異的に生体分子

を固定できる基板を準備するのが評価の信頼性・再現性の鍵となる。 

固定化基板にはシランカップリング剤 3-aminopropyltriethoxysilane (APTES)でアミノ基修

飾し、さらに N-Hydroxysuccinimide (NHS)を介してマレイミド化したガラスを用いる。修飾プロセ

スにおける APTES の調製には、一般にトルエンなどの有機溶媒が用いられるが、残留溶媒の影

響が懸念される。一方、水を溶媒にするとアミノ基終端表面の均一性と平坦さがトルエン溶媒に及

ばないとされるが、生体分子に無害であり、環境に対して低負荷、疎水性の残留分子による反応

阻害が生じないなどのメリットがある。また、将来的に有機材料を基板とする場合にも対応できる。

しかしながら、有機溶媒と同レベルの表面修飾を行うには複雑な反応を制御する必要があり、現時

点では水系溶媒での修飾条件の詳細な検討が不足している。水中でのシランカップリング剤の吸

着・結合は複雑で、APTES は加水分解されてシラノールとなり、部分的に縮合したオリゴマーとし

て基板表面のヒドロキシル基に水素結合で吸着する。その後、脱水縮合反応してヒドロキシル基と

共有結合を形成し、表面に固定される。加水分解と縮合反応の速度は溶液条件に大きく左右され

ることが知られており、pH や温度などの作製条件を選ぶことにより、表面状態をコントロールできる。

大規模スクリーニング基板としては、凹凸のない平坦な表面のほうが適していると考えられるため、

単層膜の作製条件を検討した。原子間力顕微鏡(AFM)、アミノ基反応性蛍光試薬、X 線光電子

分光を用いて、表面の均一性・平坦さ、アミノ基の分布と活性を比較した。更に thiol-DNA-Cy5及

びDNA-Cy5をアミノ基修飾表面に作用させ、Cy5の蛍光強度からチオール-マレイミド結合を介さ

ない非特異吸着の割合を求めた。まず、APTES 修飾反応液の pH を変えると分子末端の極性が

変わり、加水分解と縮合の反応速度が変化する。pH4-4.5 の範囲であれば、凝集が小さく全面に

広がっており、平坦性が高く、活性アミノ基の量も多いことが分かった。再現性が良く、活性アミノ基

量が多く、非特異吸着が少ない修飾反応温度は、60-70℃であった（図 1１）。反応液の昇温速度

が速くなると、凝集物は大きくなり、縮合反応に大きな影響を及ぼすことが分かった。また、検出可

能な表面アミノ基の密度を得るには、0.5%以上の APTES 水溶液濃度、60℃以上の反応温度が

必要であった(図 12)。これらを総合して最適条件を求め、分子レベルで平坦なアミノ単分子膜を作

製した（図 13）。 
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３．マイクロアレイスクリーニングシステムの開発 

2 節では変異体ライブラリーをチップ上にアレイ集積する技術について述べた。本節では，高集

積マイクロアレイのプラットフォーム上で変異体ライブラリーを淘汰するための方法論と装置につい

て述べる。変異体ライブラリーの淘汰は，着目する機能について個々のタンパク質を評価し、続い

て優れた機能を有するタンパク質の構造情報をもつ DNA を選択的に回収することで実践される。

マイクロアレイスクリーニングシステムは耐熱性分子獲得に必要な淘汰圧を負荷する為の 100℃ま

図11 APTES修飾反応温度とDNAの

表面吸着の関係． DNA へのチオー

ル修飾の有無を SH(+),SH(-)で示す。 

図 12 APTES 濃度と DNA の表面

吸着の関係． DNA へのチオール

修飾の有無を SH(+),SH(-)で示す。 

図 13 分子レベルで平坦

なアミノ基単分子膜（AFM

像） 
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で昇温可能な温度制御ステージ、分子機能の高効率解析のための蛍光顕微イメージャーならび

にチップ上での選択的な分子回収システムで構成される(図 14、15)。以下、分子機能の高効率解

析のための蛍光顕微イメージャーならびにチップ上での選択的な分子回収技術について述べる。 

 

  
 

  
 
図 15 アレイスキャンシステム構成図（左）、酵素活性解析ソフト（右） 

 

 

３－１．蛍光顕微イメージング 

従来のプロテインマイクロアレイやペプチドマイクロアレイにおいては，基板上に多数配置された

タンパク質やペプチドに対して標的分子（低分子化合物あるいはタンパク質等）を反応させた後に

チップを洗浄し，標的分子が結合しているスポットの位置を特定することで，標的分子に対して強

い親和性（アフィニティ―）を有する分子を見出す。標的分子が結合しているスポットを検出するた

めに予め標的分子を蛍光分子で標識しておくことが一般的であり，マイクロアレイの蛍光イメージを

取得し，解析するための専用装置はマイクロアレイリーダーと称され，市販されている。一方，μm

級のマイクロウェルアレイを用いると酵素反応を非常に高感度に計測できる。具体的には，マイクロ

ウェルにより個々の分子に与えられた独立した反応空間内で，反応の進行に伴う pH 変化を電気

的に計測する，あるいは，発蛍光性基質分子の消費量を光学的に計測することで，ごく微量の酵

素分子の反応を定量的に評価できることが報告されている。 

つまり，マイクロアレイチップ上の生体分子の分子特異的な結合能や酵素機能は，いずれも光

図 14 マイクロアレイスクリーニングシステムの概観 
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学的に定量評価することが可能であり，高集積マイクロアレイ上での変異体タンパク質ライブラリー

の機能スクリーニングにおいても蛍光イメージングは最も有用な方法である。ただし，現在市販され

ているマイクロアレイチップリーダーの性能では，筆者らが開発したような高集積チップ（107-8 個/チ

ップ）の迅速な読み取りが困難なため，従来の装置を超えるマイクロアレイリーダーの開発が必要

である。そこで，高効率・高感度な顕微蛍光イメージング方式のマイクロアレイリーダーの実現可能

性を検討するために，ステップ＆リピート型，スキャナー型のマイクロアレイリーダーの試作機開発

が行なわれてきた。装置の基本構成は倒立顕微鏡を用いた顕微光学系，撮像系，励起用レーザ

ー光源，マイクロリアクターアレイチップを固定する調温可能な電動ステージ，機器制御ならびに

データ解析のためのコンピューターから成る。TDI (Time Delay Integration)読み出し型の背面

照射型 EM-CCD(電子増倍型 CCD)を用い、検出器のライン読み出し速度とチップの物理的移動

速度を同期させて，蛍光イメージを取得する蛍光顕微イメージャーでは，60 mm角チップを約5分

で全域スキャンし，25 メガのマイクロアレイチップの解析に利用可能な解像度を有する蛍光画像を

取得できた。例えば，酵素反応の活性の評価では，基質消費量の時間変化を計測する必要があ

るため，一定の時間インターバルで全ての変異体を複数回イメージングするタイムラプス計測が必

要であるが，本試作機による技術検討の結果は，107-8 のライブラリー規模でこれが可能であること

を示している。上記マイクロアレイリーダーで取得した画像は、専用に開発した画像解析ソフトに取

込み、各スポットの酵素活性を解析する。本ソフトでは、高活性酵素を有するスポットをソーティング

し、順位付けする。さらに高活性酵素を有するスポットの座標と顕微鏡ステージを連動することによ

って、DNA 回収装置の直下に高活性酵素含有スポットを移動することが可能である。 
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３－２．分子回収技術 

マイクロアレイチップ上で選択されたタンパク質の遺伝子型情報（DNA）を回収する技術につい

て述べる。筆者らが開発した高集積マイクロアレイチップ技術においては，タンパク質の遺伝型情

報は①マイクロインタリオプリント法の鏡像関係により「アレイ番地」を介して DNA ビーズマイクロア

レイと対応付けられている。もしくは，②cDNA ディスプレイ（IVV）アレイチップではタンパク質と同

一のチップの同じアレイ位置に DNA が物理的に結合して存在している。したがって，マイクロアレ

イからの選択的なDNA回収技術には 2つのアプローチが考えられる。①の場合には，図 16（上）

に示すようにプロテインマイクロアレイチップ上で分子機能の評価を行った後，DNA ビーズマイク

ロアレイチップ上の対応する「アレイ番地」に存在する担体ビーズを個別に回収することで遺伝子

型情報を選択的に回収できる。②の場合には、cDNA ディスプレイ（IVV）アレイチップ上でのタン

パク質の機能評価に引き続き，選択したアレイ位置に直接連結されている DNA を回収する技術

が必要になる。そこで，cDNA ディスプレイ形成用リンカーに光開裂機能を付与し，局所的なレー

ザー照射により任意の位置の cDNA を基板から切断し，回収する技術が開発された。図 16（下）

は cDNA合成を行ったmRNAマイクロアレイチップ上で行われた選択的な cDNA回収のモデル

実験の例を示す。光を用いてチップ上の分子を選択的に回収するアプローチは，光を用いて酵素

活性を評価する工程と整合性が高く，自動装置による高効率化にも適していると考えられる。 

以下、光を用いる DNA 回収の原理検証実験の詳細を記す。前述したニトロベンジル基を付与し

た光開裂型のピューロマイシンリンカーを根本グループと一木グループの共同で考案し合成した

（p15 参照）。このリンカーで修飾した基板上にマイクロインタリオプリント法により mRNA をパター

ン固定した。ここで用いたmRNAはCy5修飾してあり、基板上に固定されていれば顕微鏡下で存

在が確認できる。また、Cy5は光切断に用いた 377 nmの光をほとんど吸収しないため、レーザー

照射実験において光退色は問題にならないことを確認した。図 16に示すようにレーザー照射部で

はリンカーの切断が確認され、mRNA 固定基板の直上にアミノ基修飾したガラスを配置した状態

で光開裂を行うと、切断された分子が緩衝液中を拡散して、アミノ基修飾ガラスに吸着される。これ

を高イオン強度のバッファーで洗浄すると吸着分子が回収される。 

 

 

マイクロマニピュレーターによる
DNA担体（ビーズ）の回収

マイクロアレイチップ
の顕微イメージング

PCR増幅

50 cycles

 
 

図 16  マイクロアレイチップ上での選択的 DNA回収技術．(上）ビーズ担体上の DNAの回収． 

（下）光開裂リンカーで連結された DNAのレーザー照射による回収 
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３－３．マイクロウェルアレイチップへの送液システム 

シリコーン製マイクロウェルアレイ上に配列した磁気ビーズ上固定化DNAを元に、タンパク質を

合成するが、その際、無細胞転写・翻訳反応液を、DNA 固定化磁気ビーズを配列したアレイ上に

展開した後、オイルで無細胞反応液をウェル内に封入し、各ウェルを隔離反応空間とする作業が

必要となる。この操作は手作業で行うことも可能ではあるが、再現性や時間、コストの面から手作業

で行うことは現実的ではない。そこで、上記作業を簡便に低コストで実行することが可能な送液デ

バイスを用いたシステムの開発を進めている。 

送液デバイスの素材として、耐有機溶媒性の高いポリカーボネートをベース素材とし、顕微鏡で

の観察部位に関しては、自家蛍光を持たず光学的観察に適した透明性を有するシクロオレフィン

ポリマーを採用する複数素材の組み合わせとした(図 17右下)。 

流路は切削加工機を用いて作製した。送液方法はデバイス流路内に導入した各溶液を真空ポ

ンプで吸引する方法を採用した。送液する溶液の内容および送液順序は、1. 疎水性表面を持つ

ウェル内を親水化し無細胞転写・翻訳反応液をウェル内に導入しやすくするため、及びウェル内に

導入した無細胞反応液に蓋をしてウェル外への漏出を防ぐリン脂質溶液、2. 無細胞転写・翻訳反

応液、3. 無細胞反応液をウェル内に封入する高粘度シリコンオイル（シリコーン製マイクロウェルア

レイへの吸収抑制を目的として動粘度 1000 cstの高粘度オイルを採用した）で行うことが最適であ

ることを条件検討の結果導いた(図 17上)。 

シリコーン製マイクロウェルアレイとポリカーボネート製デバイスとの接着が不十分な場合、溶液

の漏れや大気の混入が生じる。デバイス上でタンパク質を発現させ、活性解析を行った後、DNA

固定化磁気ビーズを回収する為にこの接着は再度剥がす必要があり、脱着可能な接着方法が求

められる。そこで、送液流路周辺に真空吸引用の流路を形成させ、真空チャック方式を採用した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

図 17 送液システム 
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４．小規模ライブラリーをモデルとする進化サイクル実施可能性の検証 

チップ上に集積したマイクロリアクター内で変異体 DNA から変異タンパク質を無細胞合成し、ラ

イブラリー中から選別したタンパク質の遺伝子情報を回収して、次世代のライブラリーを作製する工

程を繰り返し、チップ上で高効率に分子進化を行う方法論の実施可能性を小規模のGFPライブラ

リーを用いて検証した。 

GFPuv4 の発色団の一部である 65 番目のアミノ酸（スレオニン）のコドンをランダム塩基配列で

置換した変異体 DNA をライブラリーのモデルとして作製した。この DNA を 1 分子種ずつ増幅し

て固定したビーズアレイチップを作製した後、チップ上の各リアクター内に無細胞合成系を導入す

るとともにオイルを用いて各リアクターを独立した「セル」にし、30℃で 120 分間保持し、発蛍光性

の異なるGFPを合成した。その後、顕微鏡下で蛍光を発したセル中の遺伝子情報であるDNA担

体ビーズをマニュピレーターでピックアップして回収し、ビーズごと PCR 増幅を行い第 2 世代の

DNA ライブラリー作製用の DNA を得た(図 18)。 

 

 
 

図 18 チップ上での進化サイクルの実施可能性検証の工程 

 

図 19は変異体DNAアレイチップと無細胞合成を行った後に得られる変異GFPアレイの顕微

鏡像を示す。エマルジョン PCR を行う際に用いるプライマーの末端に Cy5 を修飾してあるため、

DNAはCy5修飾されており、全てのビーズにほぼ均一にDNAが固定されていることが赤い輝点

がほぼ均一であることから分かる。一方、合成された GFP は発色団にランダム変異を導入したこと

から 488 nmのレーザー光で励起すると蛍光を発するものと、発しないものが生じている。なお、磁

気ビーズと無細胞合成系からも自家蛍光が生じるため、全ての点から蛍光が検出されるが、輝度

の違いは明確に認められる。 

チップ上の各アレイからビーズを個別に取り出すことで、そのアレイの遺伝子情報が得られる。

各ビーズに固定されているDNA分子数の定量的評価はまだであるが、１個のビーズを採取した場

合にも 50サイクルの PCR増幅により十分な量の DNAが回収できることが確認された。 

最後に発蛍光性の GFPのDNAのみを用いて、DNAビーズアレイチップを作製し、GFPを再

度発現させると図 20のように全てのアレイ位置で蛍光を発することが確認された。以上をまとめると、

以下のようになる。 

（１） 4 μm級微小ウェルアレイに変異DNAライブラリーを配置，さらに無細胞合成系を用いて転写，

翻訳を行い、変異体 GFP ライブラリーを一括作製． 

（２） 顕微イメージングで選別した優性種の DNA を回収し、PCR増幅． 
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（３） 増幅した DNAから第 2世代ライブラリーをチップ上に作製． 

（４） セル型進化リアクター上での人工淘汰による優性種エンリッチメントを確認． 

 

つまり、本モデル実験により、セル型進化リアクター上で生体分子の操作・合成・評価を行い、分子

進化サイクルを進めることが可能であることが示された。 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

５．オンチップ分子進化に向けて（GFP、酵素分子（BGL）を例に） 

５－１．ライブラリー作製 

進化分子工学における人工分子進化実験を成功させるには変異体ライブラリーの設計が重要

である、一般的に、生体高分子は進化が進行するにつれ、活性が向上する変異体が出現する可

能性は低くなるものと考えられる。すなわち、ある程度進化した分子は、変異体ライブラリーの構成

分子数を一定とした場合、変異導入率を上げるほど活性が低下する変異体の割合が上がり、活性

が向上する変異体の割合は下がるものと考えられる(図 21)。 

 
 

 

 

 

 
図 21 進化の進行度による変異導入度と適応度分布の関係の概念図．変異体ライブラリーの構成分子数を一定

にした場合での分子の適応度分布を示す。横軸を適応度（分子の触媒活性等）、縦軸をその適応度を持つ分子の

頻度とする。分布の面積がライブラリーの構成分子数を示す。変異導入度 d が大きいほど、変異導入前のオリジナ

ルの分子(d=0)から遠く離れた適応度を持つ変異体の出現率が上がり、分布の分散が大きくなる。全く機能を有し

ていない未進化の分子に変異を導入した場合、適応度が上がる変異体と下がる変異体の出現率はほぼ等しいと推

測できるため、より適応度の高い変異体を得るために高い変異導入度を採用する戦略がとられる。しかしながら、自

然淘汰によって既に進化している分子は適応度地形の山頂付近にいる（これ以上進化する余地が限られている）と

想定でき、その場合変異導入度が高いほど適応度が下がる変異体の出現率が増加する。そのため、適応度が上

昇する変異体の出現率を上げるためには、低い変異導入度で変異体ライブラリーを作製する戦略が採られる。 

即ち、既に自然淘汰によってある程度進化が進行している既存の酵素を元に変異体を作製す

る場合、出来るだけ低い変異導入率で、実験で扱える変異体数をカバーする変異体ライブラリー

図 19 変異体 GFP アレイ作製と蛍光イメージング． 図20 高輝度GFPの人工淘汰． 変異体G

FPライブラリーの淘汰後、高輝度GFPのみ

が選択的回収されていることがわかる 
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を作製することが得策であると考えられる。モデル実験で扱う GFP の遺伝子の場合、DNA1 塩基

の置換によってアミノ酸置換が発生する確率は 0.58 であり、その置換によって発生するアミノ酸の

多様性は平均 2.31 種である。従って、GFP 遺伝子 237 アミノ酸長における変異体発生量は、1

遺伝子あたりの置換塩基数 3 の場合、(0.58×2.31)3×237C3 = 5.27×106。置換塩基数 4 の場合、

(0.58×2.31)4×237C4 = 4.13×108となり、本プロジェクトで扱う 2500万種 (2.5×107種)の変異体ラ

イブラリーを作製するには、1 遺伝子あたりの塩基置換数が 4 の変異体ライブラリーを作製すれば

よいことが分かる。 

DNA に塩基置換変異を行う際、ある特定の狙った位置に集中的に変異を導入する方法と、配

列全体にランダムに変異を導入する方法がある。GFP に関しては既に発色団形成やフォールディ

ング能に関与する変異体が得られており、その変異箇所も判明しているが、既存の改良GFPの高

機能化を目的として、発色団形成やフォールディング能に関して未だ発見されていない変異箇所

を探索するために、配列全体にランダムに変異を導入する方法を選択した。変異導入方法として、

ポリメラーゼの塩基取込みの正確性を下げて PCR を行うエラープローン PCR 法を採用した。エラ

ープローンPCRの条件を検討することにより、1遺伝子あたりの平均塩基置換数が 4となる実験条

件を決定し、GFP の変異体ライブラリーを作製した(図 22)。現在このライブラリーを用いて実際に

人工進化の実験を進めている。p.18「３．マイクロアレイスクリーニングシステムの開発」で述べた温

度制御ステージによって高温環境を用意し、新規耐熱性 GFPの獲得を目指している。 
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図 22 GFP 変異体ライブラリー作製結果．(左)塩基置換発生数、(右)塩基置換発生個所 

 

進化させる酵素として β-グルコシダーゼ(BGL)を考えているが、BGLに関しては優れた変異体

がまだ得られていないことから、上記エラープローン PCR によって作製したライブラリーに加えて、

活性部位アミノ酸近傍に変異を加えることで活性向上が示唆される文献 (Appl. Biochem. 

Biotechnol. 161: 301-312, 2010)を元に、インバース PCRを用いて、部位特異的に変異導入を

行ったライブラリーの作製も行った(図 23)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 23 BGL 活性部位アミノ酸近傍への変

異導入結果．BGLに 2 カ所存在する活性

部位のアミノ酸の両隣、計4カ所にランダム

変異を導入した。 



 

 - ２４ - 

５－２．マイクロウェル内壁固定型酵素マイクロアレイの作製 

1 分子エマルション PCR によって DNA を磁気ビーズ上に固定化する技術である BEAMing

は本来、変異遺伝子の検出や、次世代シーケンサーでの使用を目的とした技術であり固定化する

DNAの鎖長は100 bp程度を想定している。本プロジェクトでは、1000 bp以上になる酵素遺伝子

の全長配列を固定化する必要があるが、鎖長が長くなるほど体積排除効果により固定化量が減少

することが考えられた。そこで、DNA の鎖長と磁気ビーズ上への固定化量の検討を行った。

10-3000 bp の DNA をエマルジョン PCR によってビーズ上へ固定化し、DNA 蛍光染色試薬

SYBRGoldを用いてDNAを蛍光染色、ビーズの蛍光強度を測定することで相対的なDNA固定

化量を見積もった。その結果、DNAの固定化量はDNAの鎖長にほぼ反比例し、ポリマーの体積

排除効果から見積もった固定化DNA分子数の理論値
2

2

)4.1(4

g

g

R

Rm



   , Rg = N0.588×b, Rg: 慣性

半径、N: セグメント数、b: Kuhn length (dsDNAの場合100 nm/290 bp) とほぼ一致し(図24)、

長鎖 DNAの磁気ビーズ上への固定化を確認した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

続いて、磁気ビーズ上に固定化した BGL遺伝子(非翻訳領域も含む 1648 bp)から BGL を発

現させその活性を観測したところ、触媒活性を有する BGL が発現できていることが確認でき(図

25)、磁気ビーズ上に固定化したDNAから活性を有する酵素を発現することが可能であることを確

認した。 

マイクロウェルアレイを用いて酵素の進化実験を行う場合、マイクロウェルアレイ上で無細胞転

写・翻訳反応液を用いて酵素を発現した後、ウェル内の溶液を酵素反応解析用溶液に交換する

必要があるが、そのためには、溶液交換を行っても酵素がウェル内に留まる必要がある。そこで、ウ

ェル内で発現した酵素がウェル内部表面に結合することで、溶液交換を行ってもウェル内に留まる

ような実験系を設計した。 

具体的には、石英ガラスをドライエッチングすることによってマイクロウェルアレイを作製し、石英

ガラス製マイクロウェルアレイ表面に Ni-NTA を修飾した。このマイクロウェル中で無細胞転写・翻

訳反応を行 う こ と で 、 DNA か ら BGL を合成した 。 その際 、 BGL の 3’ 末端に

Histidine-tag(His-Tag)を付加しておくことで、合成されたGFPがHis-TagとNi-NTAの親和力

を介して、マイクロウェルの表面に結合するようにした(図26左)。翻訳反応後の溶液交換後もBGL

がウェル内に固定化されて残存していることを蛍光標識した BGL を用いることで確認した(図 26

右)。 

 

 

図 24 磁気ビーズ上に固定された

DNA量と DNA 鎖長との関係 

図 25 磁気ビーズ上に固定された

DNAから発現したBGLの酵素活性 
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図 26 酵素マイクロアレイ． (左)作製法 (右)アレイに固定化された BGLの蛍光像 

 

次に、BGL が固定化されたウェルに BGL の蛍光基質(Resorufin-β-glu)(図 27a)を含む活性

測定溶液を封入し、固定化 BGL の酵素活性を観測した。その結果、時間経過とともに、基質分解

によって生じる蛍光の輝度が上昇することを確認し、ウェル表面に固定化された BGL が酵素活性

を保持していることを確認した(図27b,c)。本研究成果によって、本プロジェクトにおいて作成したマ

イクロウェルアレイシステムが酵素の活性測定にも適用できることが示された(特願 2013-180693)。 

 

    
 

図 27 アレイに固定化されたBGLの酵素活性． (a) Resorufin-β-gluのBGLによる

分解反応  (b) Resorufin 封入後の観測結果 (c)Resorufin 蛍光強度の推移 

 

 

 

 

 

 

４．2 cDNA ディスプレイ技術の拡張･高機能化（埼玉大学 根本グループ） 

(1) 研究実施内容及び成果 

 進化分子工学における cDNA ディスプレイ (J. Yamaguchi, et al., Nucleic Acids Res. 37: 

e108, 2009) のようなウイルス型の遺伝子型－表現型対応付け技術は抗体医薬等に応用され大

きな成功を収めた。しかしながら、もう一つの応用分野である産業用酵素分野においては大きな進

展が得られていない。これはディスプレイ技術が膨大なライブラリサイズを利用できる技術にもかか

わらず、そのライブラリサイズの酵素機能評価系と結びつけることが困難であったことによる。近年

の微細加工技術や１分子イメージング等のいわゆるナノテクノロジーはこの状況を一変させた。ミク

ロンサイズの“小さな試験管”を用いて少数の分子で機能評価することができれば cDNAディスプレ

イで扱うライブラリサイズでも機能評価が可能になり、従来の数 103レベルから 107レベルと飛躍的

に効率を向上させることが可能になる。そのためには従来の親和性による選択を目的とする cDNA

ディスプレイ自体も酵素のような触媒活性を評価可能とする形態に適合するようデザインを変更す

る必要がある。本研究では cDNAディスプレイ技術のピューロマイシン・リンカーに様々な工夫をす

ることでナノテクノロジーにより可能となった酵素機能評価系に応用できる形態を完成させた。 

 

(c) 



 

 - ２６ - 

1．プロセス簡略化のための cDNA ディスプレイの One-pot 調製法 

マイクロサイズの小スケール空間においては粘性や表面張力の影響で従来のような cDNA ディ

スプレイの調整のための多段階の溶液交換は不可能である。溶液交換なしに材料を加えるだけで

cDNA ディスプレイを合成する方法論を確立した。新規リンカーはビオチン部分の切断に必要な

酵素を制限酵素 Pvu IIから RNA 分解酵素 RNaseT1に変更した（図１）。これにともない制限酵

素認識部位の代わりに DNA中に rG塩基がビオチン部位を挟む形で近接して２箇所に導入すれ

ばよいため合成に要する長さは半分になった。この結果、収量がほぼ 2倍、コストは半分になり、複

数のステップで反応効率を数倍以上向上させることができた。次に新規リンカーを用いてチップ上

でタンパク質を固定化するプロセス全般を検討した。その結果、１）mRNA とリンカーのハイブリダ

イゼーション ２）ｍRNA とリンカーの連結 ３）精製 ４）無細胞翻訳 ５）mRNA-タンパク質連結 

６）RNAカラム精製 ７）逆転写の各ステップで効率化し、従来すべてのステップには 3時間を要し

ていたが、これを 25分で行うことが可能になり実用化に向けて大きく前進した。特に今回プロトコー

ルを綿密に検討したところ従来必須と考えられていた６）の RNA カラム精製が図２のように割愛で

きることを見出した（精製しなくても mRNA-タンパク質連結体の合成量は同じ） (特願

2009-219348, Y. Mochizuki, et al., ACS Comb. Chem. 13: 478–485, 2011) 。また、最近は

さらに収率も大幅に改善された(Y. Mochizuki, et al., Biol. Proced. Online: 15, 7, 2013) 。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. RNA 分解酵素を用いない安定かつ効率の良いリンカーの開発 

マイクロリアクターアレイ上でタンパク質を発現・固定化する際に重要なピューロマイシン・リンカ

ーの改良を行った。すでにビオチン部分の切断に使用する酵素を制限酵素 Pvu II から RNA 分

解酵素 RNaseT1 に変更し、配列設計を最適化することによって cDNA-タンパク質連結体の作製

時間を大幅に短縮することが出来たが、RNA 分解酵素の実験系への残留・混入によって、

cDNA-タンパク質連結体作製過程で用いる RNA 分子が分解されてしまう懸念があった。また、リ

ンカー配列中にRNAが挿入されていることから、翻訳反応液中に存在しているRNA分解酵素に

よってリンカー自体が分解される可能性もある。そこで、切断酵素として損傷 DNA の修復酵素 

Endonuclease Vによって特異的に認識・切断されるデオキシイノシン(dI)をRNAの代わりに挿入

したリンカー（図 3）を考案し、その効果を検証した。その結果、今回作製したリンカーは、以前もの

と同様の切断効率、タンパク質連結効率を有しつつ、RNase 耐性を持っていることが確認できた

(図 4)。これにより、ハイスループットスクリーニングが可能で、かつ化学安定性も向上したリンカー

を作製した。このリンカーは、耐熱性酵素等を獲得する上で必要となる厳しい実験条件での使用が

可能であることから、重要な技術であるため特許出願した。(特願 2011- 608, S. Ueno, et al., J. 

図 2 cDNA ディスプレイの One-pot合

成 

図 1 RNaseT1 を用いる新規リンカーの構造 
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Biotechnol. 162: 299–302 (2012)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. マイクロリアクター用 cDNA ディスプレイリンカー 

 マイクロアレイリアクターに向けた実用的なリンカーとして、回収に必要な光切断及びビオチン・ア

ビジン以外の固定化（金基板にチオール基により結合）を検討した。特に、リボソームや酵素との立

体障害や光学特性を考慮し基板とライゲーション連結部位を自由に調節できるようなリンカーデザ

インを一木グループと共同で考案した（P16, 図 9 参照）（特願 2011-242789、特願

2011-242790）。 

 

 

4. 酵素進化用リンカーの開発とそれを用いた進化モデル実験系の確立 

セルラーゼ等の分解酵素の高速進化を目標に新しい酵素進化用リンカーを開発した（図 5）（特

願 2011‐177076）。このリンカーの特徴はリンカーそのものに酵素の基質を導入したことである。

cDNA ディスプレイにより翻訳された分解酵素が近傍にあるリンカー内部の基質に作用し切断する

ことで遺伝子部分（cDNA）が切り出される。 

今回はモデルとしてより扱いやすいプロテアーゼを用いた。活性の高いプロテアーゼほど早く基

質を分解するため cDNA が溶出される。このため短い時間で PCR される遺伝子をスクリーニング

することで活性の高いプロテアーゼを取得できる（図 6）。しかしながら、通常の試験管中では溶出

されたプロテアーゼがランダムに他の固定化されている基質を分解するため、本研究テーマである

マイクロリアクター型のチップ内でスクリーニングすることが望ましい。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3 新規リンカーの構造 

固相結合部位であるビオチンを挟んでデオキシイノシンが配置

してあり、Endonuclease V によって切断される。 

図４ 新規リンカーの RNase 耐性 

従来のリンカーは分解されるが新規リンカー

は分解されない。 

図５ 酵素進化用リンカーの概略図 図６ 酵素進化用リンカーを用いた進化サイクル 
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まず、本研究で明らかにしたことは、基質であるペプ

チドはタンパク質を合成後、ハイブリダイゼーションによ

って連結させる必要があるということであった。これは酵

素が合成後、すぐに活性を持つ場合特に重要である

（図 7）（特許出願準備中）。これらの改良の後、具体的

に世界最小の メタ ロプロテインである Matrix 

metalloproteinase-7(MMP7), Matrilysinのドメイン

を用いてモデル実験を行った（図 8）。ネガティブコント

ロ ー ル と し て プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 の な い

Pou-domain(PDO)を用いて、比較実験を行った。この

結果、図 9 にあるように Mini-MMP7 の遺伝子が時間

経過とともに磁気ビーズから遊離されることが、回収溶

液中に存在する遺伝子の PCR 増幅によって確認され

た。これはこの型の酵素スクリーニングが世界で最初に

確認されたことになる。今後、実際にMini-MMP7に変

異を加えた酵素ライブラリーを作製し、世界最小の活性

の高いメタロプロテアーゼの取得を進める予定である。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

４．３ タンパク質機能の１分子イメージングによる高感度スクリーニング法の開発（東京大学 

船津グループ） 

(1)研究実施内容及び成果 

1 次スクリーニングは、いかに効率よく目的の変異体酵素の候補を選別するかが最大の課題で

ある。これに対し、2 次スクリーニングは候補として選別した変異体酵素の活性をいかに正確に求

めるかに主眼がおかれる。通常 2 次スクリーニングでは、精製した変異体酵素を用い、その活性の

再評価を行う。しかしこれは膨大な時間と労力を有する作業であり（各変異体につき、1-2 週間程

度）、進化の速度を人工的に飛躍的に向上させることを目指す本研究課題において看過できない

問題である。そこで、無細胞タンパク質合成系および 1 分子計測技術を組み合わせ、酵素活性を

迅速に定量する 2 次スクリーニング法の開発を試みた。無細胞タンパク質合成系を用いれば、変

異体酵素を数時間程度で調製することができる。これまでに行われてきたように、変異体酵素を大

腸菌で大量に組換え発現させ、何本もカラムを通して精製する必要はない。また酵素 1 分子のタ

ーンオーバー計測が実現できれば、数時間程度で定量的なデータを得ることが可能となる。 

図 7 酵素進化用リンカーの改良 

図 9 Mini-MMP7 を用いたモデル実験 

ネガティブコントロールの PDO タンパク質の遺伝子

に比べ、Mini-MMP7 の遺伝子が時間とともにより早

く溶液中に遊離してきた。 

図 8 酵素進化のモデル実験 
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1..GFP のスクリーニング法の開発 

分子進化のパイロット実験として、GFP の分子進化を計

画した。そこで、1分子イメージングを利用したGFPの蛍光

強度・蛍光スペクトル・発色団の形成速度に関するアッセイ

法を開発した。1分子の GFPをイメージングすることで、発

現量・発色団形成効率に依存しない蛍光強度の定量解析

を実現した。また、顕微鏡の光路に屈折率の異なる 2 枚の

プリズムを貼り合わせた素子を挿入することにより 1 分子の

GFP スペクトルを得ることに成功した（図 1）。GFP は 3 次

元構造を形成するや否や蛍光を発するのではなく、蛍光

性を獲得するまでにある程度の時間を要する。この時間は、

分子内に発色団が形成される過程に相当する。無細胞タ

ンパク質合成系を用いて酸素濃度が低い状態で GFP を

合成し、その後で酸素濃度を上げ、蛍光性になるのに必要

な時間を測定することに、1分子（Iizuka et al., Methods 

Mol. Biol. 778: 215-228, 2011）および多分子の系で成

功した（Iizuka et al., Anal. Biochem. 414: 173-178, 

2011）。特に発色団の形成速度を調べるアッセイ法の有用

性は高く評価されており、その論文は頻繁に引用されてい

る。 

 

2.β-グルコシダーゼのスクリーニング法の開発 

本研究開発の最終目標である高機能の β-グルコシダーゼのスクリーニングに必要なアッセイ法

を、2 種類開発した．アッセイ法の開発には、白色木材腐朽菌 Phanerochaete chrysosporium

由来 β-グルコシダーゼ（BGL1B）を用いた。 

 

(1) BGL1Bの調製 

アッセイ法の確立に必要なBGL1Bは、大腸菌で組換え発現させることで得た。全長のBGL1B

は大腸菌での組換え発現が困難であったが、特定の構造を持たないと思われるC末端の 63残基

切除することで可溶性画分に大量発現させることに成功した（以下、この変異体をBGL1BΔC63と

呼ぶ）。また BGL1BΔC63 の C 末端にビオチン付加配列（AviTag）を付与し、大腸菌内で

BGL1BΔC63 をビオチン化させることに成功した。精製した BGL1BΔC63 は、既報の野生型と同

様のセロビオース分解活性を有することを確認した。 

また、無細胞タンパク質合成系を用いた BGL1B の調製の検討も行った。無細胞タンパク質合

成系（PURE system）に Cy5 およびビオチンを結合させたピューロマイシンを添加することで、C

末端に Cy5 およびビオチンを有する BGL1BΔC63 を合成することに成功した。その際、

BGL1BΔC63の C末端に RGAA配列を付与すると、合成量が増大させることができた。 

 

(2) マイクロチャンバーを用いた β-グルコシダーゼ活性の光学的高感度アッセイ法の開発 

本アッセイ法は、直径・深さが数 μm（体積は fL程度）のマイクロチャンバー内に β-グルコシダー

ゼと分解されると蛍光を発する基質（発蛍光性基質）を封入し、その反応を蛍光顕微鏡下で検出

するというものである。β-グルコシダーゼが無蛍光の基質を 1分子加水分解すると蛍光色素が 1分

子遊離するため、酵素反応をマイクロチャンバー内の蛍光強度の増大として測定することができる。

チャンバー内に封入する β-グルコシダーゼを数分子程度にすれば、1 分子あたりの活性を定量的

に測定することが可能となる。このアッセイ法により、BGL1BΔC63 の酵素活性を 1 分子レベルで

高感度に測定することを試みた（一木グループとの連携）。 

まず、チャンバーの材質として PDMS（Polydimethylsiloxane）とガラス、発蛍光性基質として

TokyoGreen-βGluとResorufin-β-D-glucopyranosideを比較検討した。PDMSチャンバーを用

いた場合、酵素反応の結果生じる蛍光色素（TokyoGreen, Resorufin）が PDMSに染み出してし

図 1 GFP1 分子の蛍光スペクトル 
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まい、酵素活性の測定には適していなかった。ガラスチャンバーの場合、溶液をガラスチャンバー

アレイの上に載せ、ミネラルオイルで蓋をして BGL1BΔC63 をマイクロチャンバーに封入した（図

2）。脂溶性の高い TokyoGreen はミネラルオイルに溶け出すという問題が起こったが、Resorufin

は水溶液中に留まりBGL1BΔC63の酵素活性を 1分子レベルで測定することに成功した（図 3）。

またこの測定に要した時間は、1 時間程度であった。以上より、迅速かつ定量的に β-グルコシダー

ゼ 1 分子の酵素活性を計測することができることが、実験的に証明された。 
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(3) ナノ開口を用いた β-グルコシダーゼ活性の１分子イメージング法の開発 

分子進化させたβ-グルコシダーゼの性質をより詳細に理解するためには、β-グルコシダーゼによ

る酵素反応のターンオーバーを 1 分子レベルで解析することが望ましい。これを実現するため、β-

グルコシダーゼを基板上に固定し、蛍光標識セロビオースが結合・解離する様子を追跡することを

考えた。BGL1BΔC63のセロビオースに対するミカエリス定数（Km）は約200 µMであり、一般的な

1 分子蛍光イメージング法（全反射照明法）ではその反応を観察することは困難である。そこで、ナ

ノ開口基板を用いた 1分子蛍光イメージング法を適用した。 

 
蛍光標識セロビオースの調製 

1 分子イメージングに先立ち、蛍光標識セロビオースを調製した。

β-グルコシダーゼは、基質の非還元性末端の構造を厳密に認識

するのに対し、還元性末端の構造に対する認識は甘い。そこで根

本グループと連携して、セロビオースの還元性末端を伸長し、アミ

ノ 基 を 導 入 し た も の を 合 成 し た 。 こ れ に

5-carboxytetramethylrhodamine succinimidyl ester を反応さ

せ、TMR-セロビオースを調製した（図 4）。このTMR-セロビオース

は、セロビオースと同様の速度で BGL1BΔC63 により加水分解さ

れた。 

 

ナノ開口の形状の検討・作製プロセスの改良 

シミュレーションおよびその検証実験により、ナノ開口の石英ガラスを 60 nm エッチングすること

でエッチングを施していない基板に比べて S/N 比を大きく向上させることができることを見出した
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図 4 TMR-セロビオースの構造 
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図 2 ガラス製マイクロチャンバーを用いた β-グルコシ

ダーゼ活性のアッセイ法 

酵素・基質溶液をチャンバー上に添加した後、ミネラ

ルオイルを重層し、余分な溶液・ミネラルオイルを取り

除く。これにより、酵素・基質溶液をチャンバー内に封

入することができる。 

図3 マイクロチャンバーを用いた β-グルコシダーゼ活

性の光学的高感度アッセイ 

各チャンバーの蛍光強度の分布は量子化されており、

左から 0 個、1 個の β-グルコシダーゼ分子を含むチャ

ンバーに由来するピークに相当する。ここで、0個の場

合の分解はResorufin-β-D-glucopyranosideの自発

的な分解を示している。 
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（Tanii et al., Phys. Rev. E Stat. Nonlin. Soft Matter Phys. 88: 012727, 2013）。これを利用

し、大腸菌のシャペロニンGroELとその補因子GroESの結合・解離反応の 1分子イメージングを

行い、生理的な条件下では形成されないと考えられていた複合体（フットボール型複合体）が反応

サイクル中に存在することの直接観察に成功した（Sameshima et al., J. Biol. Chem. 285: 

23159-23164, 2010）。これは、従来のシャペロニン反応サイクルのモデルに修正を迫る発見であ

る。 

ナノ開口基板は作製に電子ビームを用いるため、大量に生産できないことが問題であった。この

問題を解決するため、ナノインプリントと紫外線露光を組み合わせることによりナノ開口基板の量産

化を実現した（Wada et al., Jpn. J. Appl. Phys. 50: 06GK07-06GK07-5, 2011）。 

 
β-グルコシダーゼ活性の 1分子蛍光イメージング 

ビオチン化 BSA、ストレプトアビジンを介して掘り下げ型

ナノ開口内にビオチン化 BGL1BΔC63 を固定し、観察溶

液中に存在する TMR-セロビオース（1 μM）の結合・解離を

観察した（図 5）。溶液中をブラウン運動する TMR-セロビオ

ースは輝点として検出できないが、BGL1BΔC63 に結合し

た TMR-セロビオースは輝点として観察された。すなわち、

酵素-基質（ES）複合体の直接観察が可能となった。 

図 6Aに、開口内の蛍光強度の経時変化の一例を示す。

輝点が出現してから消失するまでの時間を結合時間（ES

複合体の寿命）と定義し、統計解析を行った。その結果、

ES複合体は主として速い反応（τ1 = 24.0 ms）あるいは低

頻度で起こる遅い反応（τ2 = 237 ms）を経て消失することが

分かった（図 6B）。反応阻害剤であるグルコース存在下に

おいて同様の実験を行ったところ、グルコース濃度増加とと

もに ES 複合体の形成頻度・加水分解反応の割合が低下

するとともに、加水分解反応が 

遅延した（図 6C）。この結果から、グルコースは非競合的に反応を阻害する（BGL1BΔC63の基質

結合部位とは別の部位に結合し、セロビオースの代謝回転速度を低下させる）ことが示唆された。 

以上より、このアッセイ法では β-グルコシダーゼの反応の各過程を定量的に評価することができ、

次スクリーニングに非常に有用であると言える。 

 

 
図 6 （A）開口内の蛍光強度の経時変化、（B）結合時間の累積度数分布、（C）グルコース存在下・非存在下にお

ける BGL1BΔC63 の τ1（エラーバーはフィッティングエラー） 

 

図 5 実験系の模式図 
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Conference on Thin Films 2011 

受賞日：2011年 11月 11日 

受賞内容：Microintaglio printing of mRNA via hybridization with DNA 

self-assembled monolayers on gold surfaces 

受賞者：Ryo Kobayash 

 

3. 賞名：第 21回日本MRS学術シンポジウム奨励賞 

受賞日：2011年 12月 19日 

受賞内容：高速進化分子のための超大規模 DNA マイクロアレイチップを用いた変異体

タンパク質一括合成 

受賞者：佐藤 秀介 

 

4. 賞名：第 21回日本MRS学術シンポジウム奨励賞 

受賞日：2011年 12月 19日 

受賞内容：1分子イメージングのためのポリマー製ナノホールを用いた局所照明デバイス 

受賞者：小野 尭生 

 

5. 賞名：第 21回日本MRS学術シンポジウム奨励賞 

受賞日：2011年 12月 19日 

受賞内容：PLIC-VOF法によるマイクロリアクターへの水溶液自動封入シミュレーション 

受賞者：藤田 孝紘 

 

6. 賞名：第 21回日本MRS学術シンポジウム奨励賞 

受賞日：2011年 12月 19日 

受賞内容：マイクロインタリオプリンティング法による mRNAの微細パターニング 

受賞者：小林 遼 

 

7. 賞名：東京大学生命科学シンポジウム ポスター賞 

受賞日：2012年 6月 30日 

受賞内容：マイクロアレイチップを用いた変異体タンパク質の人工進化 

受賞者：佐藤秀介 

 

8. 賞名：東京大学生命科学シンポジウム ポスター賞 

受賞日：2012年 6月 30日 

受賞内容：ポリマー製ナノホールアレイデバイスと 1分子イメージングへの応用 

受賞者：小野尭生 

 

9. 賞名：応用物理学会講演奨励賞 

受賞日：2012年 9月 12日 
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受賞内容：ポリマー製ナノホールアレイデバイスを用いた光の回折限界を越えた 1 分子

イメージング 

受賞者：小野尭生 

 

10.  賞名：東京大学工学系研究科長賞 

2013年 3月 25日 

受賞者：小林遼 

 

11.  *賞名：応用物理学会 ポスター賞 

受賞日：2013年 3月 29日 

受賞内容：ハイブリダイゼーションを精密制御した mRNA のマイクロインタリオプリンティ

ング 

受賞者：小林遼，倉持宏実，一木隆範 

 

12.  賞名：第 13回東京大学生命科学シンポジウムポスター賞 

受賞日：2013年 6月 8日 

受賞内容：タンパク質のハイスループット解析を目的とした cDNA ディスプレイマイクロ

アレイ 

受賞者：上野真吾 

 

13.  *賞名：Journal of Photopolymer Science and Technology, Best Paper Award 

2013 

受賞日：2013年 6月 27日 

受賞内容：Photoassisted recovery of DNA molecules for on-chip directed 

evolution 

受賞者：Shingo Ueno, Aiko Ono, Ryo Kobayashi, Yoko Tanaka, Shusuke Sato, 

Manish Biyani, Naoto Nemoto, and Takanori Ichiki 

 

② マスコミ（新聞・ＴＶ等）報道 

1. 日経産業新聞、進化分子工学の研究進む―人工的に遺伝子淘汰、2012 年 10 月 12日 

 

(６)成果展開事例 

①実用化に向けての展開 

· 本成果として出てきた発明のうち 10 件について、民間企業に独占的実施許諾、さらに近日中

に 1件の独占的実施許諾契約を締結予定（一木グループ）。 

・ 平成２５年度戦略的基盤技術高度化支援事業（サポイン事業）に採択され、現在、実施中。課
題名「新規バイオ医薬（医薬候補ペプチド）探索・発見技術の高度化」（根本グループ） 

・ セミナー「ペプチドアプタマー研究会」などで、研究者に対し本研究で開発した cDNA display

法について紹介した（根本グループ）。 

 

②社会還元的な展開活動 

・ 本グループの研究成果は、ITC や医療をはじめ広い分野の公開講座や研究会において情報

発信された。 

・ オープンキャンパス、ラボ見学会などにより、学部学生や高校生向けにナノバイオの先端研究
を紹介し、ナノテクノロジーの啓蒙、教育を行った。 
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§６ 研究期間中の活動 

 
６．１ 主なワークショップ、シンポジウム、アウトリーチ等の活動 

年月日 名称 場所 
参加 

人数 
概要 

2009 年 8 月

17日 

JST  SPP(サイエンス

パートナーシッププロジ

ェクト) 

 

さいたま市

浦和市立中

等高等学校 

50名 中学生・高校生を対象に

CREST の成果を含む最先

端バイオナノテクノロジーに

ついて紹介した。 

2009 年 7 月

１４日 

高校出前講義 

 

東京都立東

大和南高等

学校 

36名 高 校 生 を 対 象 に し て

CREST の成果を含むバイ

オナノテクノロジーについて

紹介した。 

2010 年 2 月

19日 

ナノ ICT シンポジウム

2010 

東京ビッグ

サイト 

100人 「～ナノとバイオの融合が切

り開く未来型 ICT～」をテー

マにしたシンポジウムにて、

「ナノ・マイクロ製造技術の

バイオデバイス応用」につい

ての招待講演を行った。 

2010 年 7 月

21日  

熊本県真和高等学校の

生徒への出張講義 

熊本県私立

真和高等学

校 

100人 熊本県真和高等学校の生

徒にナノテクノロジーを利用

するバイオデバイス技術に

ついての講義を行った。 

2010 年 7 月

22日 

熊本県文徳高等学校の

生徒への出張講義 

熊本県私立

文徳高等学

校 

100人 熊本県文徳高等学校の生

徒にナノテクノロジーを利用

するバイオデバイス技術に

ついての講義を行った。 

2010 年 12

月 2日 

高校出前講義 

 

神奈川県立

大磯高等学

校 

30名 高 校 生 を 対 象 に し て

CREST の成果を含むバイ

オナノテクノロジーの紹介を

行った。 

2011 年 1 月

24日 

応用物理学会 Si テクノ

ロジー分科会第 130 回

研究会 

東京大学 40人 「バイオ・医療診断デバイス

の最前線」をテーマにした研

究会を企画・開催し、ナノ製

造技術のバイオ応用につい

て議論した。 

2011 年 7 月

7日 
高校出前講義 

茨城県立日

立北高校 
64名 

高校生に対して CREST 研

究の成果を含むバイオナノ

テクノロジーについての講義

を行った。 

2011 年 8 月

31日 

日本バイオイメージング

学会公開講座 

千歳市民文

化センター 

260人 高校生、大学生、社会人を

対象に、１分子イメージング

に関する講演を行った。 
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2012 年 6 月

27-28日 

第 29回フォトポリマーカ

ンファレンス 

千葉大学 200人 「Nanobiotechnology」およ

び「panel session」を企画・

開催し、世界トップクラスの

研究者を招待してナノバイ

オテクノロジーに関する研究

成果を発表した。 

2012 年 9 月

11日 

第 73 回応用物理学会

学術講演会シンポジウ

ム 

松山大学 

 

 

80人 「ナノバイオセンシングの新

たな挑戦」をテーマにしたシ

ンポジウムにて招待講演を

行った。 

2012年10

月 18日 

高校出前講義 

 

栃木県立矢

板東高等学

校 

60名 高校生 を対象に し て 、

CREST の研究成果を含む

最先端バイオナノテクノロジ

ーの紹介を行った。 

2013 年 3 月

15日 

応用物理学会 Si テクノ

ロジー分科会第 159 回

研究会 

  

 

東京大学 50人 MicroTAS2012 国際学会

で発表された各国の最先端

ナノバイオデバイス技術に

ついての研究会を企画・開

催した。 

2013 年 6 月

15日 

高校出前講義 

 

栃木県私立

國學院大學

栃木高等学

校 

33名 國學院大學栃木高等学校

の生徒に CREST 研究の成

果を含むバイオナノテクノロ

ジーについて紹介した。 

2013 年 8 月

8日 

東京大学オープンキャ

ンパス 2013 

東京大学 180人 高校生を対象にしたオープ

ンキャンパスにて、スマート

ヘルスケア時代に向けたナ

ノバイオデバイスに関する講

義を行った。 

2013 年 9 月

14日 

日本バイオイメージング

学会公開講座 

東京大学 １６０人 高校生、大学生、社会人を

対象に、バイオイメージング

に関する講演会を企画・開

催した。 
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§７ 最後に 
 

研究の目標等から見た達成度 

本プロジェクトでは、従来の進化分子工学が不得手としてきた酵素分子を進化させることさえも

可能な世界初のシステムの実現を目指し，高集積マイクロアレイを中核とする新たな高速分子進化

技術の構築を進めてきた。複数の新規技術を整合性を持って開発することが求められたが、世界

に類を見ない技術であるがゆえに、多くの製造装置、評価装置を一から作り出すことも度々

となる困難さに直面した。結果として、変異体ライブラリーの大規模集積化から、cDNA デ

ィスプレイのマイクロアレイ化技術、高効率スクリーニングシステムの開発まで基盤要素

技術をほぼ全て開発できたことは、当初の目標を達成できつつあると言える。今後、試作

したシステムを運用して有用生体分子の取得を達成することで、開発したシステムの革新

性を明確に示す所存である。 

 

得られた成果の意義等の自己評価 

まず、大局的には生物特有の複雑さへの対応と同時に、微細・精密が求められる本プロ

ジェクトの技術開発は、バイオと半導体精密技術の融合がなければ到底不可能であり、ま

さにナノバイオテクノロジーのオリジナルの成果であると自負している。酵素分子進化シ

ステムの実現は学術的にも産業応用的にも大きインパクトをもつが、マイクロインタリオ

プリント法を軸とするチップ上でのセントラルドグマの再構築技術や高速顕微イメージャ

ーのように、各要素技術のレベルでも、機能プロテオミクスなどの生命科学研究に様々な

形で貢献できると期待している。 

 

今後の研究の展開 

 本プロジェクトで我々が提唱し、開発した新しい分子進化技術は汎用性が高く、酵素、抗体、ア

プタマー等多くの有用タンパク質、ペプチドの進化に適用可能である。企業との共同研究を展開し、

実用化に向けて、成功事例の積み上げとともに、要素技術、装置システムの機能向上を目指して

いく予定である。変異体ライブラリーの機能分布の全貌を俯瞰しながら、淘汰サイクルを進めること

のできる分子進化システムはこれまで未踏の技術であり、情報工学との連携を図ることなどにより、

進化分子工学にさらに新たな進展をもたらす可能性に期待している。 

 

研究代表者としてのプロジェクト運営について 

 プロジェクトが目指す達成目標を明確に提示すること、ならびに、毎月の定例ミーティングにより

グループ間の情報共有、進捗状況の把握、課題の議論を密に行うことにより、チームが一体感を

持ってプロジェクトを進めることができた。研究費は年度毎に研究代表者が裁量し、必要に応じて

柔軟にメリハリをもって配分し、有効に研究開発に資することができたと考えている。 

また、多くの学生、若手の研究員が熱意をもって参画し、学会等で多くの表彰を受けることができ

たことも本プロジェクトの重要な成果であったと考える。 


