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Ⅰ研究の成果

背景

酵泰は生体 内におけるほぼ全ての化学反応 を触媒してお り、生命活動 の維持 に役立 っ

ている。また、酵 素の持 つ高い特異性 と活性は医薬、工学、分析など多 くの分野 において

応用が期待 されている。従来の、酵素をデザインするという手法を補う1つ の方法として、

近年、酵素を触媒活性 をもとにセ レクションする試みがな されて いる。 ファージディスプ

レイ法は 目的分子 に結合するタンパ ク質 のセ レクショ ンで広 く用い られている手法で あ

り、酵素活性を有するタンパ ク質 のセ レクシ ョンを 目指 したい くつか の報告があるが、有

効な手法はまだ確立されていない。そ こで、本研究では酵素 を選択す る1つ の系を構築、

提案することを目指 した。

実験概要

ファージデ ィスプレイ法を用いた酵 素をセ レクションす る手法 として図に示す ような

モデル系を構築 した。 この系では基質ペプチ ドにビオチ ンを付加す る大腸菌由来の ビオチ

ンプロテイ ンリガーゼ（BPL）を用 い、分泌された ファージがそ の表面に ビオチ ンを提示す

るように設計 した。In vitroで ア ビジンを用いたアフィニティーセ レクシ ョンを行 うこと

で、酵素分子 をフ ァージに提示させ る ことな く酵素遺伝子 の選択が可能 にな る。ファージ

ミ ドベクターにBPL， 及びBPLが 認識するペプチ ドとして報告 のあったペプチ ド（B-tag）

とM13フ ァー ジのキ ャプシ ドタンパク質の融合タ ンパク質 をコー ドした遺伝子 を組み込

み、大腸菌 を形質転換 した。 この大腸菌を、 ビオチ ンを含む培地中で培養 し、そ こにヘル

パーファージを感染させた。BPLが 大腸菌内でビオチンとB-tagを 認識 し、B-tagに ビオ

チンを結合す ると、分泌されるファージの表面がビオチン化 されることになる。

結果

実際にBPLを 発現させた大腸菌か ら分泌されたファー ジを調べたところ、その表面が

ビオチ ン化 されていることが分かった。BPLを コー ドするファージミ ドを持つ大腸菌 と、

BPLを コー ドしないファージミ ドを持つ大腸菌を混合 し、分泌されたファージをア ビジン

に対 してセ レクシ ョンを行 い、セ レクション前後で ファー ジのゲ ノム を調べたところ、セ

レクションを行 うことで、BPLを コー ドしたファージミ ドが数倍か ら10倍 程度濃縮 され

ることがわかった。この際、大腸菌の内在性のBPL活 性が存在するため、濃縮効率が比較

的低 くなっていると考えられた。
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