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１． は じ め に

タンパク質は多様な物質変換や複雑な情報伝達を行う生

体高分子であり，そのアミノ酸配列は DNAで記述されて

いる．したがってどのようなタンパク質であれ，そのアミ

ノ酸配列を合成することは，対応する DNA配列を合成す

ることで可能になる．しかしながらそのアミノ酸配列が形

作るタンパク質の高次構造と，さらにはその機能とを正確

に予測し，設計することは，現時点での我々の知識では困

難である．そこで目的の構造や機能を有するタンパク質分

子を創り出すためには，進化分子工学という手法が有効で

ある．出発分子として自然界に存在するタンパク質を用い

る場合もあれば，全く人工的に作製した分子を用いる場合

もあるが，いずれにせよそのようなスカッフォールド分子

を元にして，それらにランダムな変異を導入したライブラ

リーを構築し，特定の機能を指標としたスクリーニングあ

るいはセレクションを行い，目的とした分子に人工的に進

化させるのである．

この目的のため，DNA分子とそれがコードするタンパ

ク質分子とを，生物的あるいは物理的に関連づけを行う技

術が開発されてきた．生細胞を用いて関連づける技術の代

表的例としては，ファージや細胞の表面にタンパク質分子

をディスプレイするファージディスプレイ，細胞表層ディ

スプレイなどがあり，これまで様々な機能分子の創製技術

として利用されてきている．一方，生きた細胞を用いずに

関連づけを行い，無細胞タンパク質合成系を用いて DNA

が有する遺伝情報をタンパク質に変換する，無細胞系での

ディスプレイ技術が注目されてきており，これまでリボ

ソームディスプレイ，mRNAディスプレイ（in vitro virus），

STABLE, in vitro compartmentalization（IVC），マイクロ

ビーズディスプレイ，SIMPLEXなどが開発されている．

いずれも生細胞系と比べて，取り扱える分子数が大きいこ

とや，細胞の有する様々な制約を外すことができるなどの

様々な利点がある．以下にその原理と応用例を紹介したい．

２． リボソームディスプレイ法

リボソームを介する複合体（リボソーム複合体）を用い

た無細胞系ディスプレイシステムは，まずペプチドライブ

ラリー選択法として１９９４年，Mattheakisらによって初め

て報告された１）．その後，Hanesと Plückthunは，ジスル

フィド結合を保持する単鎖抗体（single-chain variable frag-

ment, scFv）の選択法としてこの手法が応用できることを
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実証し，現在広く用いられているリボソームディスプレイ

システム（図１）を事実上確立した２）．すなわち終止コド

ンを欠く mRNAを用いることにより，試験管内で mRNA―

リボソーム―タンパク質の複合体を形成させ，mRNA（遺

伝子型）とタンパク質（表現型）とを，リボソームを介し

て関連づけるのである．通常，翻訳されたペプチドとリボ

ソームとの解離は，mRNA上の終止コドンに結合する解

離因子群（release factors, RFs）によって触媒される．その

ため，もし翻訳を行う mRNA上に終止コドンが存在しな

いならば，この RFsの結合が起こらず，合成したペプチ

ドを抱えこんだリボソームが mRNA上で「立ち往生」す

ることになる．その結果，mRNA―リボソーム―タンパク質

複合体が形成される．主な手順は以下の通りである．ま

ず，転写反応により終止コドンが存在しない mRNAを作

成する．なお，翻訳産物をリボソームの外側にディスプレ

イするため，転写反応の鋳型となる DNAの３′末端側に

スペーサーと呼ばれるペプチド配列コード領域を付加して

おくのが一般的である．次に mRNAを鋳型とした翻訳反

応を，大腸菌２），ウサギ網状赤血球３），コムギ胚芽４）抽出液

を用いた無細胞系で行う．次いで，生成したリボソーム複

合体に対するアフィニティセレクションを行い，選択され

た複合体から結合したタンパク質をコードする mRNAを

回収し，RT-PCRによって目的とする DNAを獲得する．

なお，このステップにおいて，PCRによる変異導入を行

うことも可能である．以上の手順を繰り返すことで，ある

特定のリガンドに対して高い親和性を有するタンパク質を

得ることができる．解析可能なライブラリーサイズは

１０１２／mlと非常に大きい５）．この手法を用いて，現在まで

に，抗体２，６～８），リガンド結合タンパク質９，１０），ペプチド１１），

酵素４，１２）などを対象とした成功例が報告されている．また

近年，ファージディスプレイを３ラウンド行ったライブラ

リーに対し，error-prone PCRを組み合わせたリボソーム

ディスプレイを用いてさらなるスクリーニングを行い，

ファージディスプレイを用いた場合よりもより親和性の高

い scFv（抗ウシインスリン，Kd＝１５２pM）の獲得に成功し

ている１３）．この結果はリボソームディスプレイを用いたセ

レクション系の有効性，将来性を示す最も端的な例の一つ

と言えよう．

３． mRNAディスプレイ（in vitro virus）法

ピューロマイシンはリボソームで翻訳されているペプチ

ドの末端に結合し，その合成を停止させ，菌の生育を阻害

する抗生物質である．これを利用して mRNA（遺伝子型）

とタンパク質（表現型）をリンクさせる技術が mRNAディ

スプレイ法（in vitro virus法）である．この手法は１９９７

年，二つの研究グループによってほぼ同時期に報告され

た１４，１５）（図２）．基本骨格は先に挙げたリボソームディスプ

レイ法と類似しているが，幾つかの相違点がある．３′末

端にピューロマイシンが結合した mRNAを鋳型とした無

細胞翻訳反応を行うと，そのピューロマイシンがリボソー

ムの Pサイトにあるペプチド鎖と反応し，mRNA―ピュー

ロマイシン―タンパク質の複合体ができる．この複合体は

mRNAとタンパク質が共有結合で直接リンクしているの

でリボソームディスプレイ法に比べて実験条件の制約が少

ないという特徴を有する．さらにこの複合体に対し，逆転

写反応を行うことで cDNAを加えた複合体を形成させる

ことが可能である．mRNAは非常に分解されやすい物質

であるため，遺伝子型を DNAに変換できることにより，

図１ リボソームディスプレイ法
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実験的な取り扱いが簡便になる．

以上の理由から，mRNAディスプレイ法はリボソーム

ディスプレイ法に比べより安定した系であると言えるが，

その反面 mRNAにピューロマイシンを付加させるという

煩雑な操作を要する．ピューロマイシンと mRNAの３′末

端との結合には，当初核酸―ピューロマイシン複合体をラ

イゲーションさせる手法がとられていたが，最近ではより

簡便な UVクロスリンクを利用する手法１６）やプライマーの

ハイブリダイゼーションを利用する手法１７）等も報告されて

いる． 解析可能なライブラリーサイズは１０１４／mlであり５），

ライブラリーサイズの点では先に挙げたリボソームディス

プレイ法よりも優れていると考えられている．この

mRNAディスプレイ法を用いて，現在までにペプチ

ド１８～２０），DNA結合タンパク質２１），等の選択の成功例が報告

されている．Fukudaらは，この手法を用いて Kdが野生体

の約１／３０である抗フルオレセイン scFvの獲得に成功して

いる２２）．またこの手法を用いて，タンパク質間相互作用の

新規網羅的解析を行った報告がなされている２３，２４）．これら

の報告は，mRNAディスプレイ法がプロテオーム解析に

も適用できるというものであり，今後の動向が注目される．

４． in vitro compartmentalization（IVC）法

water-in-oil（以下W／O）エマルジョンを用いた in vitro

compartmentalization（IVC）法は，Tawfikと Griffithsによっ

て１９９８年に報告された２５）（図３）．この手法は，界面活性

剤を加えた油相に水相を加え，撹拌することで形成される

W／Oエマルジョンの水相を無細胞タンパク質合成反応の

場としている．一般的に平均数 µmの水滴として反応場が

区画化されるようエマルジョンを作成する．この際，１区

画あたり平均１分子以下となるように希釈した鋳型 DNA

溶液を無細胞タンパク質合成反応液とともに封入すると，

各区画中で鋳型１分子由来の翻訳産物が合成されることと

なり，遺伝子型と表現型が対応付けられる．現在までにメ

チラーゼ２５，２６），制限酵素２７），DNA結合タンパク質２８），DNA

ヌクレアーゼインヒビター２９）等を対象とし，系の確立及び

有用改変体の獲得に成功している．また近年，この IVC

法と SELEX法とを組み合わせて Diels-Alder反応を触媒す

るリボザイムの獲得にも成功している３０）．また Cohenらは

この手法を用いてメチラーゼ Hae IIIの in vitro 進化を試

み，メチラーゼ Hae IIIのスター活性効率が６７０倍向上し，

かつ元の認識配列を含む種々の類似配列に対する触媒効率

をも向上させた変異体取得に成功した２６）．これらの結果

は，IVC法の有用性を示す顕著な例であろう．

さらに，Bernathらは，W／O／Wエマルジョン（double

emulsion）を利用した IVC法の開発にも成功している３１）．

この手法を用いれば，煩雑なエマルジョン破壊のステップ

を踏むことなく，分画された状態のままセルソーターによ

る選択を行うことが可能である．よってこの double emul-

sion技術は，よりいっそう迅速なスクリーニングを可能に

するだけでなく，従来の IVC法では困難であった酵素活

性や，蛍光タンパク質等のスクリーニングを可能にすると

考えられている．

図２ mRNAディスプレイ（in vitro virus）法

２４１２００７年 ３月〕



５． STABLE（STA-biotin linkage in emulsions）法

１９９９年，Doiらは先に挙げた IVC法とストレプトアビ

ジンとビオチンの結合を利用した STABLE（STA-biotin

linkage in emulsions）を開発した３２）（図４）．その手順は以

下の通りである．まず，ビオチンラベルした鋳型 DNAを

上記のような方法で１区画あたり平均１分子以下になるよ

うに無細胞タンパク質合成反応液と共に封入する．鋳型

DNAには提示したいタンパク質とストレプトアビジンの

融合タンパク質がコードされており，合成される融合タン

図３ in vitro compartmentalization（IVC）法

図４ STABLE法
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パク質は DNAにラベルされているビオチンに結合するこ

ととなる．この複合体に対してアフィニティセレクション

をし，得られた遺伝子型（DNA）の配列解析を行う．DNA

を遺伝子型として用いる STABLE法では，リボソーム

ディスプレイや mRNAディスプレイに比べより安定した

複合体が形成されると考えられている．さらに遺伝子型と

表現型（タンパク質）を直接リンクさせている点が IVC

と異なり，分画を行ったエマルジョンを破壊した後もその

リンクは保持される．現在のところ，この手法を用いた報

告例はペプチド３２，３３），タンパク質（GST）３４）の選択などに留

まっているが，既に述べたように，従来のディスプレイシ

ステムに比べてより有利な点も多いことから今後の進展が

期待される．

６． マイクロビーズディスプレイ法

無細胞タンパク質合成系とマイクロビーズを利用した

ディスプレイシステムは２００２年，先に挙げた IVCを利用

したシステムとして Seppらによって報告された３５）（図５）．

主な手順は以下の通りである．ストレプトアビジンでコー

トされたマイクロビーズにビオチン化した DNA（１ビー

ズあたり平均１分子以下），ビオチン化された抗タグ抗体

をそれぞれ固定化し，このマイクロビーズ複合体を無細胞

タンパク質合成の鋳型として IVCを行う．この際，ビー

ズ複合体を１区画あたり平均１ビーズ以下になるように加

えることによって，エピトープタグを保持する１鋳型由来

翻訳産物がビーズに固定化され，遺伝子型と表現型がリン

クされることとなる．目的の翻訳産物が固定化されたビー

ズ複合体に蛍光標識を施し，セルソーターによる分取

（ソーティング）を行う．この手法の特筆すべき点は，遺

伝子型，表現型をそれぞれマイクロビーズに固定化するこ

とにより，セルソーターを用いたハイスループットスク

リーニングを行えることである．現在用いられているセル

ソーターは機器間で若干の差はあるものの，１秒間に数千

～数万クローンの解析が可能であり，このセルソーターを

用いるシステムは，他のディスプレイシステムに比べ，よ

りハイスループットスクリーニングに適した系であると言

える．また Nordらは，W／Oエマルジョンを用いないビー

ズディスプレイの系も報告している３６）．さらに Griffithsと

Tawfikは，エマルジョン分画を２回行うことで酵素活性

のアッセイを可能にした手法を用いてホスホトリエステ

ラーゼの機能改変を試み，kcatが野生型の６３倍の変異体取

得に成功している３７）．

一方 Kojimaらは，W／Oエマルジョン内固相１分子 PCR

を用いてマイクロビーズ上に１分子由来の DNAを固定化

する技術を開発し，この技術を用いて転写因子結合部位の

ハイスループット同定法を確立している３８，３９）．この手法で

図５ IVC法を用いたマイクロビーズディスプレイ法
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作成される“ビーズライブラリー”は１ビーズに数百分子

以上の DNAが固定化されており，無細胞タンパク質合成

の鋳型として用いることも可能である．よって，このビー

ズライブラリーをマイクロビーズディスプレイシステムに

応用することで，より高効率，高感度なスクリーニングが

可能になることが予想され，今後の進展が期待される．

７． SIMPLEX法

これまでの関連づけ方法は遺伝型と表現型を物理的に固

定する方法であった．これらの方法ではライブラリーサイ

ズは非常に大きくなるものの，可能なアッセイ法が限られ

てしまう．特に酵素において進化分子工学が必要とされる

のは，耐熱性の向上であったり，基質特異性の向上であっ

たりと様々であり，多くの場合プレート上でアッセイする

ことが必要である．そこで中野らの研究グループでは，

DNA１分子を直接 PCRで増幅し，連続的に無細胞タンパ

ク質合成系によりタンパク質ライブラリーをプレート上に

作製する手法（single-molecule-PCR-linked in vitro expres-

sion：SIMPLEX）を考案した．図６にその概念図を示す．

すなわち DNAを希釈し，１ウェルあたり１DNA分子にな

るようにまき，ついで PCRによりその１分子を増幅して，

マイクロプレート上で DNAライブラリーを作製し，次に

無細胞タンパク質合成系を加えることで，タンパク質分子

ライブラリーを構築する．DNA１分子からの増幅過程が

組み込まれているため，アッセイに用いるタンパク質を広

いレンジ幅で用意することができる．しかしながら通常用

いられている９６穴プレートや３８４穴プレートでは，１０の

１２乗もの増幅を行わなければならない．DNA１分子から

の特異的増幅のため，当初は nested PCRとよばれる２段

階の PCRを用いる必要があったが４０），適切な DNAポリメ

ラーゼの使用や１種類のプライマーを用いることで，１段

階の PCRで安定に増幅する技術が確立された４１）．

この手法で取り扱えるライブラリーサイズは PCR装置

の処理能力に依存しており，現状では３８４穴プレートしか

用いることができないことが，大きな欠点である．しかし

将来的にはチップを用いたピコリットル容量の極微量

PCR技術４２）を利用していくことで，１０の６乗から７乗程

度までのライブラリーを取り扱えるようになるのではない

かと期待されている．

実際のスクリーニングにおいては，ライブラリーサイズ

という量的な問題以外に，その均一性という質的な観点も

重要である．すなわち仮に全く同じ遺伝子が存在したと

き，合成量の違いによりそれぞれの検出されるシグナルが

大きく異なるようでは，真に分子あたりの活性が高いもの

を選択してくることは困難だからである．実際 SIMPLEX

法によるライブラリーの均一性は高く，その CV（変動係

数）は８％程度であった４３）．この値はピペッティング精度

の５―１０％とほぼ一致しており，また生細胞を用いるシス

テムより高い均一性を示している．

一方，限られた PCR装置のサンプル処理数を補うため，

平均で５分子／ウェルになるよう分配した PCRが行われ

た．その結果，初発分子の分子種のバラエティは，７０サ

イクルの PCRの後でもほとんど変化しなかった４４）．これ

は２段階のスクリーニングが可能であり，容易にライブラ

リーサイズを増大できることを意味している．

この技術はこれまで種々のタンパク質の機能改変に応用

されており，以下にその概略を紹介する．

Burkholderia cepacia が産生するリパーゼは，耐熱性，

および有機溶媒耐性にもすぐれており，また様々なエステ

ルに対し，高い光学選択性を有する有用酵素である．

Kogaらは本酵素と基質との複合体の構造モデルより，基

質結合領域の疎水ポケット内の４アミノ酸残基に対し，コ

ンビナトリアル変異を導入した変異ライブラリーを SIM-

PLEX法により構築し，（S）および（R）体基質を用いて，

スクリーニングを行った．その結果，野生体と同等な比活

性を有しながら基質に対する光学選択性が反転している変

異体を数種得ることに成功した４５）．

Phanerochaete chrysosprium 由来マンガンペルオキシ

ダーゼは，無塩素パルプ漂白や芳香族系環境汚染難分解性

物質等の分解への応用が期待されているが，反応に必須な

過酸化水素に対する安定性が低く，産業利用を困難にして

いる．そこでMiyazaki-Imamuraらは，本酵素の過酸化水

図６ SIMPLEX法
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素結合ポケットの入り口に位置する３アミノ酸残基をコン

ビナトリアルに置換したライブラリーを SIMPLEXにより

作製し，過酸化水素耐性を指標にスクリーニングを行っ

た．その結果野生体より約９倍耐性の向上した変異体を得

ることに成功した４６）．

また Rungpragayphanらは抗ヒト血清アルブミン結合活

性の相補性決定領域に着目したライブラリーを SIMPLEX

法により作製し，ELISAによりスクリーニングを行い，

野生型より高い親和性を持つ変異体を得ることに成功し

た４７）．

８． SICREX法

Jiangらは B細胞１個から RT-PCRと無細胞タンパク質

合成系により抗体の Fab断片を合成させることに成功し，

これを SICREX（single-cell RT-PCR-linked in vitro expres-

sion）と名付けた（図７）．すなわち免疫したマウスより調

製した B細胞１個を出発遺伝子材料として，L鎖および H

鎖の Hd部分を別々に特別に工夫した逆転写反応と PCR

図７ SICREX法
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により増幅し，それぞれ T７プロモーター配列，RBS，T７

ターミネーター配列を付加し，再び混合したものを鋳型と

して，無細胞タンパク質合成系により Fab断片を合成し，

モノクローナル抗体の取得に成功した４８）．さらにヒトの末

梢血由来の１個の B細胞を材料としても Fabの合成に成

功している．今後ハイブリドーマ法に代わるモノクローナ

ル抗体取得法としての利用が期待される．

９． 終 わ り に

無細胞タンパク質合成系を用いた進化分子工学システム

の利点として，１）ライブラリーサイズが大きい，２）非天

然アミノ酸を含むライブラリーを構築することができる，

３）細胞毒性を持つようなものでも選択可能である，４）細

胞を培養する必要がなく迅速な選択系が構築できる，など

があげられる．すでに米国や日本でもこれらの技術を使っ

たベンチャー企業が誕生しており，今後様々な機能分子が

取得されていくことが期待される．

文 献

１）Mattheakis, L.C., Bhatt, R.R., & Dower, W.J.（１９９４）Proc.
Natl. Acad. Sci. USA ,９１,９０２２―９０２６.

２）Hanes, J. & Plückthun, A.（１９９７）Proc. Natl. Acad. Sci. USA ,
９４,４９３７―４９４２.

３）He, M. & Taussig, M.J.（１９９７）Nucleic Acids Res.,２５,５１３２―
５１３４.

４）Takahashi, F., Ebihara, T., Mie, M., Yanagida, Y., Endo, Y.,
Kobatake, E., & Aizawa, M.（２００２）FEBS Lett .,５１４,１０６―
１１０.

５）Leemhuis, H., Stein, V., Griffiths, A.D., & Hollfelder, F.
（２００５）Curr. Opin. Struct. Biol .,１５,４７２―４７８.

６）Hanes, J., Jermutus, L., Weber-Bornhauser, S., Bosshard, H.R.,
& Plückthun, A.（１９９８）Proc. Natl. Acad. Sci. USA,９５,１４１３０―
１４１３５.

７）He, M., Menges, M., Groves, M.A., Corps, E., Liu, H., Brug-
gemann, M., & Taussig, M.J.（１９９９）J. Immunol. Methods,
２３１,１０５―１１７.

８）Hanes, J., Schaffitzel, C., Knappik, A., & Plückthun, A.（２０００）
Nat. Biotechnol .,１８,１２８７―１２９２.

９）Binz, H.K., Amstutz, P., Kohl, A., Stumpp, M.T., Briand, C.,
Forrer, P., Grutter, M.G., & Plückthun, A.（２００４） Nat.
Biotechnol .,２２,５７５―５８２.

１０）Schimmele, B. & Plückthun, A.（２００５）J. Mol. Biol.,３５２,２２９―
２４１.

１１）Lamla, T. & Erdmann, V.A.（２００３）J. Mol. Biol .,３２９,３８１―
３８８.

１２）Amstutz, P., Pelletier, J.N., Guggisberg, A., Jermutus, L.,
Cesaro-Tadic, S., Zahnd, C., & Plückthun, A.（２００２）J. Am.
Chem. Soc.,１２４,９３９６―９４０３.

１３）Groves, M., Lane, S., Douthwaite, J., Lowne, D., Rees, D.G.,
Edwards, B., & Jackson, R.H.（２００６）J. Immunol. Methods,
３１３,１２９―１３９.

１４）Nemoto, N., Miyamoto-Sato, E., Husimi, Y., & Yanagawa, H.
（１９９７）FEBS Lett .,４１４,４０５―４０８.

１５）Roberts, R.W. & Szostak, J.W.（１９９７）Proc. Natl. Acad. Sci.
USA ,９４,１２２９７―１２３０２.

１６）Kurz, M., Gu, K., & Lohse, P.A.（２０００）Nucleic Acids Res.,
２８, e８３.

１７）Tabuchi, I., Soramoto, S., Nemoto, N., & Husimi, Y.（２００１）

FEBS Lett .,５０８,３０９―３１２.
１８）Keefe, A.D. & Szostak, J.W.（２００１）Nature ,４１０,７１５―７１８.
１９）Wilson, D.S., Keefe, A.D., & Szostak, J.W.（２００１）Proc. Natl.

Acad. Sci. USA ,９８,３７５０―３７５５.
２０）Hammond, P.W., Alpin, J., Rise, C.E., Wright, M., & Kreider,

B.L.（２００１）J. Biol. Chem .,２７６,２０８９８―２０９０６.
２１）Tateyama, S., Horisawa, K., Takashima, H., Miyamoto-Sato, E.,

Doi, N., & Yanagawa, H.（２００６）Nucleic Acids Res.,３４, e２７.
２２）Fukuda, I., Kojoh, K., Tabata, N., Doi, N., Takashima, H.,

Miyamoto-Sato, E., & Yanagawa, H.（２００６）Nucleic Acids
Res.,３４, e１２７.

２３）Horisawa, K., Tateyama, S., Ishizaka, M., Matsumura, N.,
Takashima, H., Miyamoto-Sato, E., Doi, N., & Yanagawa, H.
（２００４）Nucleic Acids Res.,３２, e１６９.

２４）Shen, X., Valencia, C.A., Szostak, J.W., Dong, B., & Liu, R.
（２００５）Proc. Natl. Acad. Sci. USA ,１０２,５９６９―５９７４.

２５）Tawfik, D.S. & Griffiths, A.D.（１９９８）Nat. Biotechnol ., ７,
６５２―６５６.

２６）Cohen, H.M., Tawfik, D.S., & Griffiths, A.D.（２００４）Protein
Eng. Des. Sel .,１７,３―１１.

２７）Doi, N., Kumadaki, S., Oishi, Y., Matsumura, N., & Yana-
gawa, H.（２００４）Nucleic Acids Res.,３２, e９５.

２８）Sepp, A. & Choo, Y.（２００５）J. Mol. Biol .,３５４,２１２―２１９.
２９）Bernath, K., Magdassi, S., & Tawfik, D.S.（２００５）J. Mol.

Biol .,３４５,１０１５―１０２６.
３０）Agresti, J.J., Kelly, B.T., Jaschke, A., & Griffiths, A.D.（２００５）

Proc. Natl. Acad. Sci. USA ,１０２,１６１７０―１６１７５.
３１）Bernath, K., Hai, M., Mastrobattista, E., Griffiths, A.D., Mag-

dassi, S., & Tawfik, D.S.（２００４）Anal. Biochem .,３２５,１５１―
１５７.

３２）Doi, N. & Yanagawa, H.（１９９９）FEBS Lett .,４５７,２２７―２３０.
３３）Yonezawa, M., Doi, N., Kawahashi, Y., Higashinakagawa, T.,

& Yanagawa, H.（２００３）Nucleic Acids Res.,３１, e１１８.
３４）Yonezawa, M., Doi, N., Higashinakagawa, T., & Yanagawa, H.
（２００４）J. Biochem .,１３５,２８５―２８８.

３５）Sepp, A., Tawfik, D.S., & Griffiths, A.D.（２００２）FEBS Lett .,
５３２,４５５―４５８.

３６）Nord, O., Uhlen, M., & Nygren, P.A.（２００３）J. Biotechnol .,
１０６,１―１３.

３７）Griffiths, A.D. & Tawfik, D.S.（２００３）EMBO J .,２２,２４―３５.
３８）Kojima, T., Takei, Y., Ohtsuka, M., Kawarasaki, Y., Yamane,

T., & Nakano, H.（２００５）Nucleic Acids Res.,３３, e１５０.
３９）Kojima, T., Yamane, T., & Nakano, H.（２００６）J. Biosci. Bio-

eng .,１０１,４４０―４４４.
４０）Ohuchi, S., Nakano, H., & Yamane, T.（１９９８）Nucleic Acids

Res.,２６,４３３９―４３４６.
４１）Nakano, H., Kobayashi, K., Ohuchi, S., Sekiguchi, S., &

Yamane, T.（２０００）J. Biosci. Bioeng .,９０,４５６―４５８.
４２）Nagai, H., Murakami, Y., Morita, Y., Yokoyama, K., &

Tamiya, E.（２００１）Anal Chem .,７３,１０４３―１０４７.
４３）Rungpragayphan, S., Kawarasaki, Y., Imaeda, T., Kohda, K.,

Nakano, H., & Yamane, T.（２００２）J. Mol. Biol .,３１８,３９５―
４０５.

４４）Rungpragayphan, S., Nakano, H., & Yamane, T.（２００３）FEBS
Lett.,５４０,１４７―１５０.

４５）Koga, Y., Kato, K., Nakano, H., & Yamane, T.（２００３）J. Mol.
Biol .,３３１,５８５―５９２.

４６）Miyazaki-Imamura, C., Oohira, K., Kitagawa, R., Nakano, H.,
Yamane, T., & Takahashi, H.（２００３）Protein Eng .,１６,４２３―
４２８.

４７）Rungpragayphan, S., Haba, M., Nakano, H., & Yamane, T.
（２００４）J. Mol. Catal. B : Enzymatic ,２８,２２３―２２８.

４８）Jiang, X., Suzuki, H., Hanai, Y., Wada, F., Hitomi, K.,
Yamane, T., & Nakano, H.（２００６）Biotechnol. Prog .,２２,９７９―
９８８.

〔生化学 第７９巻 第３号２４６


