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緒　言

　放線菌由来タンパク質である streptavidin は、ビタミンの一種である biotin と非常に強い親和性（Kd ≈ 1 pM）を
有することから生物学研究の様々な場面において研究ツールとして汎用されている。例えば Perez らは、細胞内に融
合タンパク質として発現させた streptavidin に対してその結合ペプチド（SBP）１）と biotin とを競合的に結合させる
ことで目的タンパク質の細胞内局在を速やかに制御する系の開発を報告している２）。しかしこの実験系においては、
biotin と streptavidin との結合が生理的条件下で事実上不可逆であるため局在変化は一度のみしか引き起こすことが
出来なかった。一方我々は最近、化合物スクリーニングを行うことにより biotin とは異なる骨格を有する streptavidin
リガンド（ALiS）の開発に成功した。ALiS は 100 nM オーダーの解離定数と素早い結合･解離速度（koff > 0.1 s-1）を
有し、かつ適度な脂溶性を持つため細胞内外を自由に行き来できる。従って、細胞内に発現させた streptavidin と SBP
との結合を ALiS の添加および洗浄により繰り返し制御することが可能であった３）。
　特定の化合物または光依存的にタンパク質の細胞内局在や相互作用を制御することで標的分子の活性をコントロー
ルする direct protein control（DPC）法は、生体分子が細胞内で動的に織り成すネットワークを理解し制御するための
重要な研究手法として近年注目されている４）。我々が開発した ALiS と streptavidin を用いるシステムは新たな DPC
法として有用と期待される。しかし、本システムを実用的なものとするにはいくつかの課題が残っている。まず、ALiS
の水溶性は現状不十分であり細胞にロードするためには有機溶媒が必要である。二つ目は、細胞内に存在する biotin
が streptavidin に対して ALiS より強く結合する可能性がある。更に天然の streptavidin は 4 量体であり分子量が大
きいため、融合タンパク質として発現させられるのは細胞の一部に留まる。そこで本研究では、進化工学的手法によっ
て ALiS との親和性が向上した単量体 streptavidin タンパク質を得ること、ならびに ALiS の水溶性を改善することに
より、優れた細胞内タンパク質局在制御システムを開発することを目的とした。

方法、結果および考察

１．親水性が向上した ALiS 誘導体の開発
　化合物ライブラリーからのスクリーニングにより得られた ALiS-1 は Log P = 4.2 と脂溶性が高く、細胞実験におい
て作用させるには最低でも 0.2％以上の有機溶媒（DMSO など）を培地に添加する必要があった。そこで我々は、既に
取得していた ALiS-1 と streptavidin との共結晶構造解析結果（図 1a）を基にドッキングシミュレーションによる分子
設計を行い、図 1b に示す新たな誘導体を設計･合成した。この際、イオン性置換基の導入により分子の水溶性を高く
しすぎると細胞膜を通過しなくなる可能性が高いため、化合物の cLogP = 1～2 程度の範囲を狙った。合成は図 1c の
ように行った。
　合成した各化合物について streptavidin との親和性を評価した結果、スルホンアミド構造を有する ALiS-3 が Kd =
5.6μM かつ 40μM の溶解性を示したため（注：ALiS-1 は同一条件下で 10μM までしか溶けない）有望と考えられ
た。その後の検討により本化合物は細胞においても機能することが分かっている５）。更に、次項で必要となる固相担体
への固定化のためスルホンアミドの先に PEG リンカーを介してカルボキシ基を導入した化合物も合成した。
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図 1． 新規 ALiS 誘導体の設計と合成
a）ALiS-1 と streptavidin の相互作用（PDB: 4Y59）。b）ALiS 誘導体の構造。3-5 は本研究
で新たに開発したもの。括弧内は cLogP 値。c）ALiS-3 の合成スキーム。

２．単量体 streptavidin 変異ライブラリーのセレクション
　Streptavidin の改変についてはこれまでに多くの研究がなされており、例えば Park らは rhizavidin との fusion タン
パク質を人工的に設計することで単量体 streptavidin（mSA）の開発を報告している６）。そこで本研究では彼らの知見
を基に、進化工学的手法により mSA を更に改変することで ALiS との親和性の向上を目指した。具体的には error-
prone PCR によって mSA をコードする DNA にランダム変異を導入することで、平均４アミノ酸程度の変異を有する
と期待される約 1013 種類の DNA ライブラリーを構築した。これを無細胞系で転写･翻訳し、共同研究者である根本ら
により開発された cDNA display 法７, ８）による DNA･ポリペプチド対応付け技術を使ってセレクションを実施した（図
2a）。従来、cDNA display 分子の回収時には biotin･streptavidin 相互作用を利用したアフィニティー精製が行われて
きたが、本研究の場合には翻訳産物である mSA が biotin に親和性を有するため oligo dT25 ビーズを利用した方法へと
変更した。結合標的としては、先述の ALiS-3 誘導体をレジンまたは磁気ビーズに固定化したものを利用した。また担
体への非特異吸着による false positive を防ぐため、誘導体を固定化していない担体を陰性対照として用いた。担体か
らの溶出は ALiS を用いた競合により実施し、溶出した分子を次のサイクルに回した。代表的な泳動結果を図 2b に示
す。セレクションは結合担体･洗浄条件を変えて 6 サイクル実施した。
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図 2． 進化分子工学による streptavidin 変異体のセレクション
a）淘汰実験のスキーム。b）セレクション後の各分画について PCR の後、電気泳動した結
果（代表例）。M: 分子量マーカー。PT: 素通り画分。

３．次世代シークエンサーによる網羅的配列解析
　セレクション後の DNA を回収し、大腸菌にクローニングして配列を確認したが、重複する配列は見られなかった。
そこで次世代シークエンサーによる網羅的解析を試みた。Illumina 社の MiSeq を利用し、初期ライブラリーとセレク
ション後のライブラリーをそれぞれ約 10 万配列読んだが、ライブラリー全体としては期待していた配列の収束は確認
されなかった。しかし、個別に変異箇所を見るとセレクション後のサンプルにおいて出現頻度が増えているアミノ酸は
存在しているようだった（図 3）。現在はこれらの箇所に変異を入れた変異体について ALiS との結合能を確認してい
る。
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図 3． 解析結果の概要
セレクション後に変異頻度が高かったアミノ酸（緑）を mSA-biotin 複合体の立体構造

（PDB: 4JNJ、biotin は CPK モデルで表示）に重ね合わせた。
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