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Abstract

Peptideshaveabigpotentialtobeusedforbiologicallyactivemoleculessuchas

hormone,antibiotics,inhibitorsandotllerS.Therefわre,theyareoneofthemostimportant

substancestargetedbyEvolutionaryMolecularEngineering.Thepossibilityofbuilding

peptide-codingDNAlibraries,beginningfrom20speciesofaminoacid-monomerblocks,by

useofYLBStechnologywasexamined.Three/fourstepsofY-1igationwereperformed,

providingY3〝 4DNAlibrariescorrespondingtopeptidesof8-mers/16-mers,respectively.Y3

wasconfirmedtobereallysuccessfulincontainingthewholesetof8mers.Tenacious

problemsofdeletionandunevenappearanceofblockswerechallengedandfruitfullysolved

byintroducinganoperationwhichdoesnotdependonthesecond-strandcuttingofDNAby

restrictionenzymesorbystartingwithpreferentialblocksforT4RNAligation.
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1.研究の目的

汎用性の高い分子組換え法であるYL

BS法 (Y連結ブロックシャフリング法)
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を利用して､20種のアミノ酸に対応する

トリヌクレオチ ドブロックを出発材料と

して､任意のアミノ酸配列成分を含有す

るペプチ ドライブラリーの作成を目指し

た｡合成されたライブラリーは原理的に

は､終止コドンを含まず､タンパク質合

成系のコドン使用頻度を考慮したものと



しうる長所を持つ｡数 100アミノ酸残基

のタンパク質のライブラリーを迅速合成

できる魅力ももっている｡方法は､ライ

ブラリーではなく単一ポリペプチ ド鎖合

成用にも応用できる｡

2.研究の背景

分子進化の工学において､分子多様性の創

出､分子の淘汰および増幅は基本重要過程で

ある｡とりわけ､初段の多様性分子集団は次

段の淘汰過程 (換言すれば配列空間歩行)の

進め方(歩行法)に重要な影響をもち､進化の速

度を規定している｡工学的には極めて重要な

過程である｡既に,西垣らは点突然変異の集積

としてのランダム配列からなるライブラリー

ではなく､ブロックシャフリングによるライ

ブラリーの重要性とその合成法を提唱してき

た[1-3]｡ここで,呈示されたYLBS法が1ア

ミノ酸を単位とし､20種のアミノ酸全体を原

料とする一般的ペプチ ド配列合成にも有効で

あるか否かの技術点に注目が集められていた｡

今回は､生理活性との関係で多くの関心が寄

せられているペプチ ド研究のためのDNAラ

イブラリー構築を行った｡

3.結果と検討

研究は 20種アミノ酸を出発ブロックと

して用いるためのシャフリング ･デバイス ･

コンス トラクトの検討から始められた｡既に､

楢崎らが検討していた 7.種アミノ酸ブロック

の場合のコンス トラク トを少 し改変したもの

で機能することが確認された (Fig.1参照)0

これらを用いて､3段のY連結と､続いて 4

段のY連結を行ってY 3,Y 4DNAライブラ

リーを得た｡これらを塩基配列解析した結果,

少なくともY3までは全要素を含有するライ

51HalfGGCTCGCGAATACTGCGAAGACCACCATGNNN

3'Half:NNNGATCTCACTCCTTCGCAGTATTCGCG戸IGCC

Fig.1.Shufningdeviceconstructsfb∫20species

aminoacidblocks.Eachhalf(5'and3')contains

theco°ingreglOnShownbyNNN.

ブラリであると推定された｡

さらに,本研究では欠失と出現頻度偏 りの

問題に直面し､これらを解消する方法を検討

した｡欠失問題については､使用する制限酵

素の特性を踏まえた方式(即ち､厳密性のやや

劣る2本鎖DNAの第 2鎖の切断に依存しな

い方式)を採用し,問題を解消した｡偏り問題に

ついても､出発のブロック配列を吟味するこ

とで (それは､選択自由度をさげることにな

り､幾分後退ではあるが)､基本的に回避しう

ることを確認 した｡
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