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　　新機能性核酸 ・ タ ン パ ク質を生 み 出す

コ ン ビナ トリアル ・ バ イオ エ ン ジ ニ ア リン グ

阿部 洋 ・ 和 田 章 ・ 伊藤　嘉浩 ＊

　コ ン ビ ナ トリア ル ・バ イ オ エ ン ジ ニ ア リン グは，化学

とバ イ オ テ ク ノ ジーを 融合 した新しい 手法 として，こ れ

か らの 「もの づ く り」 に な くて は な らな い ．ダ
ー

ウ ィ ン

の 進化論 の 「突然変異」，「自然淘汰」，「増殖」 の サ イク

ル をその まま対応 さ せ た プ ロ セ ス を 分 f’レ ベ ル で 試験管

内で 行 う こ と で，さ ま ざ ま な 新 し い 機能性核酸や タ ン パ

ク質 ・ベ ブチ ドの 合成 が 可能で あ る こ とが わ か っ て き

た．無生物 で 増殖 さ せ る こ と が で き る DNA を有効 に 使

う こ とで ，図 1に 示す よ うな 進 化 分 予工 学 が 可 能 とな る，

試験管 内で 行え る た め，有機合成 した 非天然 ヌ ク レ オ チ

ドや非天然 ア ミノ 酸を組み込 む こ と も可能に な る，こ こ

で は，こ れ ら手法 を用 い た 機能性高分 子創製 の 最前線 を

解説する，

核酸の イ ン ビ トロ セ レ ク シ ョ ン

　核酸 の 試験管内進化法 伽 祕 ザoselection あ る い は sys −

tenlatic　cvolution 　of 　ligands　by　exponential 　enrich
−

ment ；SELEX ）は，ラ ン ダ ム 配列 の 核酸 ラ イ ブ ラ リー

（「突然変異」）か ら出発 し，ア フ ィ ニ テ ィ
ーカ ラ ム に よ る

選別 （「淘汰」） をへ ，「増殖」 に あ た る PGR に よ る核酸

の増幅を行 うこ と に よ り，1 サ イ ク ル が 完 了 す る．この

サ イ ク ル を繰 り返す こ とに より，標的分壬 に 高 い 結合能

を有す る配列 の みが生 き残 り，増殖す る こ と に な る．本

過程 で 得ら れ る 結合性 の 核 酸分 子は aptamcr （ア プ タ

L − 一一一一一＿＿」 L
　 　 　 　 SELEX リボソーム ・ディス プレイ

図 1．核酸 とペ プ チ ドの 進 化 分 子 工 学

マ ー
） と呼ばれ る．現 在 ま で に ，さ ま ざまな タ ン パ ク質

や低分子 化合物に結合する ア プ タ マ
ー

が得 られ て い る

（http；11aptamer．icbm ．utexas ．edu1 ），

　 こ の 試験管 内進 化法 の選 別 の ス テ ッ プをコ「夫す る こ と

に より，現在 ま で に単に結合す るだけ に 限らずさまざま

な機能性分子 が獲得され て い る 12｝．その 中で も と くに興

味深 い もの が 触媒機能 を も つ 核酸 分 子 で あ る．

　触媒機能 を有す る オ リ ゴ核酸を探索す る 方法 に は二 つ

の 方法 が あ る，一
つ は 間接法と呼ばれ，抗体触媒 と 同 じ

よ うに 遷移状態 ア ナ ロ グ を ターゲ ッ ト分 子と して ，こ れ

に結合す る 分子を得 る方法 で あ る．た とえば，抗体触媒

で も試 さ れ た，平面状 の ポル フ ィ リン が少 し歪んだ構造

を と る メ チ ル メ ソ ポ ル フ ィ リ ン を 遷移状態 ア ナ ロ グ と し

て，これ と結合す る RNA や DNA が得られた．こ れらの

メ チル ポ ル フ ィ リン 結合性核酸は，ポル フ ィ リン に 対す

る メ タ レ
ー

シ ョ ン 反 応 を 加 速 しt：　1）．ま た，コ レ ス テ ロ ー

ル とパ ラニ トロ ベ ン ゼ ン ア ル コ ール の リン 酸 ジエ ス テル

を 遷移状態 ア ナ ロ グ と して，獲得さ れ た RNA は，1司基質

の 炭酸 エ ス テ ル の 加 水分解反 応 を触媒 しt：　3）．

　 もう つ の 方法は直接法 と 呼ばれ る．た とえば 基質

を ビ オチ ン で ラベ ル 化 して，ラ ン ダム 配列 の 核酸分子ラ

イ ブ ラ リーと反応 さ せ る．ラ イ ブ ラ リーの 中で 基質 と自

己触媒反応 に よ り結合す る核酸配列 は ビオ チ ン ラ ベ ル 化

され，ア ビ ジ ン 結合担体で 回収さ れ る．こ の 方法 で は，

ア ミ ド結 合や エ ス テ ル 結 合形 成 反 応，さ ら に は Diels−

Alder反応 を触媒す る オ リゴ 核酸な どが 得ら れ て い る．

我 々 の 研究室 で は，こ の 直接法 を用 い て，中性環境下で

の み 活性 の ある リボ ザ イ ム を酸性条件 下 で 活性 を 持 つ よ

うに調整す る こ とに 成功 して い る 1）．

非天然核酸組み込み

　犬然 ヌ クレ オチ ドは 4 種類 に 限 られ て い るが ，新た に

合 成 し た 非天然 ヌ ク レ オ チ ドを用 い て，進化分子工 学 に

よ り新 しい 機能性 オ リゴ 核酸 を 合成す る こ と が で き る 1）．

　非大然核酸 を機能性高分子 に組み込 む に は，二 つ の 方

法が あ る．一
つ は，すで に 機能 が あ る 天然オ リ ゴ核酸 の

一
部を非天然核酸 に 置換す る 方法で，ポ ス ト修 飾法 と い
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え る．Vester ら は，　 DNAzyme に 彼 ら が 開 発 し た LNA

（LOCKcd 　nucleic 　acid ） 構造 に 置換 し，安定 性 の 高 い

LNAzylne を考案 して い る
4）．

　 も う
一

つ は，非天然 ヌ ク レ オ チ ド ア ナ ロ グ を ポ リ メ

ラーゼ の 基 質 と し て ，直接試験管内分子進化 の 過程 に 組

み 込 む 方法 で ある．こ れ まで に も，さ ま ざま な ヌ ク レ オ

チ ドア ナ ロ グを用 い て 本手法 が 適 用 さ れ て きた．た とえ

ば，Ellingtonら は，蛍光基 を導入 した ヌ ク レ オ チ ドを用

い て 類似 の 選別を行 い ，分析対 象物を 分子認識す る と 蛍

光強度 が 変化す る セ ン サ
ー

ア フ タ マ ーを 獲得 し た ’i｝，非

天 然 ヌ ク レ オ チ ドを導入 した核酸触媒 の 最初 の 例 と して

は，イ ミダ ゾ
ー

ル 基 を導 入 した ヌ ク レオ チ ドを 川い た試

験管内進化法 で ，Diels−Aldcr 反 応 を触 媒 す る リボ ザ イム

が 調製 さ れ た 6）．こ れ は，非 天 然 ヌ ク レ オ チ ドを用 い た

進化分子
一
1二学の 最初 の 例で 大 きな イ ン パ ク トを 学えた，

我 々 は，2F位 に 水酸基 の 代 わ り に ア ミノ 基 を も つ ボ ル

フ ィ リン ・メ タ レ
ー

シ ョ ン を触媒す る リボ ザ イム を RNA

の 代 わ りに 得 て．過酸化水素 の還 元 反応を触媒 す る ペ ル

オ キ シ ダーゼ として 働 くこ と を示 した 1）．

　E】lingtonら は，最近，2”OMe リ ボ ヌ ク レ オ チ ドアナ ロ

グを基質 として 効率 よく鎖伸長 で き る変異型 T7RNA ポ

リメ ラ ーゼ を開発 した 7）．さ ら に，Keefb ら は，変異型

T7RNA ポ リ メ ラーゼ を用 い て，す べ て 21−（：）McRNA 骨格

か ら な る ア プ タ マ
ー

を創 出 した S｝．こ の ア プ タ マ
ー

は

VGEF （vascular 　endothelial 　gr〔＞wth 　factor）を標的 と し

て お り．2’−OMcRNA の 高い 生体内安定性 か ら 有望な核

酸医薬 とな り得 る．今後，さ ま ざ ま な 非天然 ヌ ク レ オ シ

ドを含む オ リゴ核酸 ラ イ ブ ラ リーが 調製 さ れ，そ こ か ら

の 選別 が 行 われ る よ うに な れ ば，これ まで 考 えられ な

か っ た新 しい 機能性触媒 も種 々 生 ま れ て くる 可能性があ

る．

タ ンパ ク質 ・ペ プ チ ドの イ ン ビ トロ セ レ ク シ ョ ン

　核酸 の イン ビ トロ セ レ ク シ ョ ン は，PGR な ど に よ る 複

製 と増 1隔が 可能 で あ る こ とか ら飛躍的 に 発展 し て きた，

しか し，機能性タ ン パ ク質を選択す る 場合，こ の 増幅法

が 適応 で きない ，そ れ ゆ え，微 量 の タ ン パ ク質 をい か に

して 回 収 し，どの よ う に ア ミ ノ酸配列 を決定す る かが大

き な 問題 で あ っ た．そこ で，表現型 と し て の タ ン パ ク質

と そ の 情報 を記録 して い る 遺伝 子型 と し て の mRNA ！

DNA を 連結 した 複合体 （対応付け 分 丁）を作製 し，それ

ら を選択実験 に 利月］す る とい う概念が 生 ま れた ．つ ま り，

対応付け分子 の タ ン パ ク 質 部 位 の 機能 に よ り選択 した

後，そ の 核酸部位 を回収 ・解析す る こ とで，目的 の 機能

性生体分子 を同定す る とい う手 法 で あ る．これ に より，
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対応付け分 f の 作製と選択操作以外は，核酸 の 試験管 内

進化サ イク ル の操作を そ の ま ま適応す る こ とが で きる よ

うに な っ た．

　 現在，こ の 原理 を基 礎 と して 開発された試験管内分 子

選択法 9｝ として，リボ ソーム デ で ス プ レ イ法 IIIRNA

デ ィ ス プ レ イ吻 漉 mvirUS （IVXり 法，踟 U 誑 o　compart −

menta 且izatiOll〔IV （：）法が報告 され て い る．こ れ らの技

術 で は，無細胞転写
・
翻訳系を採用 して お り，す べ て の

実験操作 が 試験管内レ ベ ル で 迅速 に 遂行 で きる よ うに 設

計 さ れ て い る，

　 リボ ソーム デ ィ スプレ イ 法 　
一

般 に リボ ソーム は，
タ ン パ ク質 を コ ードす る mRNA 　E を移動 しなが ら翻 訳

を行い ，終iLコ ドン に 出会 う こ とで 遊離 し，翻訳 は終了

す る．しか し，リ ボ ソーム デ ィ ス ブ レ イ法 で は，mRNA

の 終止 コ ド ン を取 り除 くこ と で リボ ソーム の 遊離 を 抑

制し，表現型 と遺伝子型 を結合 させ たタ ン パ ク質！ペ ブ

チ ドーリボ ソーム ーnlRNA 対応付 け分 尸を形成 させ る （図

2−1）．そ して，こ の 対応付 け分子 に 提 示 す る タ ン パ ク質

1ペ プチ ドに ラ ン ダ ム 配列 を導入 した ラ イブ ラ リーを構

築し，標的分子 に 対す る結合性 を条件 に して ス ク リーニ

ン グを行 えば 　目的 の 生体分子 を選択す る こ とが ・∫能 と

な る．た とえ ば，PIUckthumiO ）らは．超可変領域 に ラ ン

1．Ribosome 　display

轡

2．mRNA 　display　1　in　vitro 　virus （IVV ）

轡

51
’ 沿さメ

ン

3・in　vitro 　compartmentalization （IVC ）

31

図 2，試験管 V・1分 子選択法に お ける 対応イ・］け分 子

3tl
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ダム 配列を挿入 した
一

本鎖抗体 scFv ラ イ ブ ラ リー（〜1012

種類）を作製 し，各種抗原 （イ ン ス リ ン fフ ル オ レ セ イン

！GCN4 ペ プチ ド）に 対す る親和性を指標に した ス ク リ
ー

ニ ン グ実験 を行 っ た．そ の 結果 い ず れ の抗原 に お い て

もpM オ
ー

ダ
ー

の 解離定数を有す る高親和性 scFv の 選択

に 成功 し た．

　 mRNA デ ィ ス プレイ1　in　vitro 　Virus（IVV ）法　　こ れ

らの 方法 で は，ビ ュ
ー

ロ マ イ シ ン を mRNA の 3’末端 に

poly （dA ） も し くは PEG リ ン カーを 介 して 結合させ た

後，翻訳 したタ ン パ ク質 の G 末端 と ピ ュ
ーロ マ イ シ ン を

リボソ
ーム 内 に て 反応 さ せ る，そ の結果，リボ ソーム の

解離 に よ り，表現型 と遺伝子型 が 共 有結 合に よ り連結 し

たタ ン パ ク質 一mRNA 対応付 け 分 子が 形成 さ れ る （図 2−

2）．さらに ，高次構造 を取りや す い
一

本鎖 RNA 部分を

逆転写す る こ と に よ り，cDNA −nlRNA の 二 本鎖核酸 へ と

変換す る．こ れ に より，構造的剛直性 の獲得と共 に RNA

ア プタマ
ー

の 選択が抑制 さ れ，よ り信頼度 の 高い 選択実

験 を 行 うこ と が可能 とな っ た．た と え ば，SzostakH 〕ら

は，80 ア ミ ノ酸 の 完全なラ ン ダム ペ プチ ド配列 （6xIO12

種類） の mRNA ラ イブ ラ リ
ーか ら，新た な ATP 結合性

タ ン パ ク 質 の 選択 に 成功 して い る．一・
方．柳川 12）らは，

IVV 法をゲ ノ ム ネ ッ トワーク 解析 に応用 して お り，マ ウ

ス cDNA を元 に 作製 した mRNA ラ イブ ラ リーか ら，　 Fos

タ ン パ ク 質 と相互作用す る 既 知 お よ び候補タ ン パ ク質を

同 定 して い る．

　In　vitro 　compartmentalization （IVC ）法 　 こ の方法

で は，無細胞転写 ・翻訳 に 必 要な 因子 と酵素 を コ ードす

る DNA ライブラリ
ー

をエ マ ル ジ ョ ン （w ！o 型）液滴内に

閉じ こ め る こ とで，表現型 と遺伝千型 を対応付け て い る

（図 2−3a）．つ ま り，1個 の エ マ ル ジ ョ ン 内（直径〜2，6 μ m ）

に 1分子の DNA の み が存在す る よ う に 調整され て お り，

翻訳された酵素を完全 に 区画化 さ れ た 環境 で機能さ せ る

こ とが で き る，こ れ に よ り，液滴内の 基質に対す る反応

性を条件 に して，よ り高 い 触媒機能を発現 す る酵素を 選

択す る こ とが可能 とな っ た．Gl’iffiths　9・1：D ら は，基質か

ら蛍 光性物質 を生成す る 反応 と そ の 反応を触媒す る酵素

（DNA メ チル トラ ン ス フ ェ ラ
ーゼ，β

一ガ ラ ク トシ ダーゼ

な ど）の ライブラ リ
ー

を組み合 わ せ た IVG 選択シ ス テ ム

を数多 く構築 して い る．そ こ で は，ラ イ ブ ラ リーとして

の エ マ ル ジ ョ ン の 調整 → 転写 → 翻訳 〉酵素反応 〔図 2−Sb）

を行 っ た後，FAGS （fluoresccllce　ac 【ivated　cell 　sorthlg ）

312

に よ りエ マ ル ジ ョ ン （w 〆ofw 型） を単離す る．こ の と き，

触媒機能を反映 した 蛍光量 を基準 に し て エ マ ル ジ ョ ン を

分取す る た め，触媒活性が 向上 ・進化 した酵素 の みを選

択す る こ とが 可能 とな る．

非 天 然 タン パク質 ・ペ プチ ドへ

　最近 で は，非天 然 ア ミノ酸 を ラ ン ダム な位置に 導入 し

た タ ン パ ク 質 〆ペ ブ チ ド ラ イ ブ ラ リーの 開発 と選択実験

へ の 応用 も検討 さ れ て い る．た とえば 宍戸 ・芳坂 ら 14）

は，4 塩 基 コ ドン 法 と mRNA デ ィ ス プ レ イ法 〔図 2−2）を

組み合わ せ る こ とに よ り，非天然 ア ミ ノ 酸導入ベ プ チ ド

を提示 し た mRNA ラ イ ブ ラ リー 〔1 × 101：’re類）をf乍製

した．そ して，ス ト レ プ トア ビ ジン に 対す る 結合性を指

標 に して ス ク リーニ ン グ実験を行 っ た とこ ろ ，非 K然 ア

ミノ 酸 と して ベ ン ゾイ ル フ ェ ニ ル ア ラニ ン を含む親和性

ペ プ チ ドを選択 す る こ とに 成 功 した．

　今後，新 た な機能性非天 然 ア ミ ノ 酸の 合成 と試験管 内

分子選択 シ ス テ ム へ の 応 用 に よ り，天然 ア ミノ 酸 で は獲

得 し得 な か っ た 性質 ・機能 （蛍 光性，光感受性，化学反

応性など）を有 す る 人一1：タ ン パ ク質の 創 出が可能 とな る．

そ し て，E記 の 天然
・非天然核酸〆ア ミノ 酸を利用 した コ

ン ビ ナ トリア ル ・バ イ オ エ ン ジニ ア リン グの 更な る 進展

は，高感度 バ イオ セ ン サ ー・ナ ノ抗体 ・人 ［1核酸医薬 な

どをテ
ーラーメ イ ドに創製す る新た な バ イオ技術 の 開発

に お い て ，重 要 な 役割 を 果 た す で あ ろ う．
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