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(論文審査の要旨)  

 学士（工学）、修士（工学）Seaim Lwin Aye 君提出の学位請求論文は、「Compartmentalized 

replication for directed evolution of DNA polymerase and transcriptional regulator（区画化複製

法による DNAポリメラーゼおよび転写制御因子の定向進化）」と題し、全４章から成っている。 

 区画化複製法は、タンパク質の進化工学の手法の１つであり、転写翻訳に関連する特殊な酵素や

制御因子などのタンパク質に適用される。これらのタンパク質の機能をモニターするためのレポー

ター遺伝子として耐熱性 DNAポリメラーゼを用いることで、水／油型エマルションの区画中での

PCR により高い機能をもつ変異体遺伝子を選択的に増幅し、実験室内（定向）進化させることが

できる。しかし、これまで区画化複製法で使用されていた Taq DNAポリメラーゼはこのエマルシ

ョン PCR に最適化されておらず、実際に区画化複製法を適用して定向進化することができたタン

パク質の種類はごくわずかであった。そこで本論文では、区画化複製法に適した DNAポリメラー

ゼ変異体を作製し、改良した区画化複製法をヒ素に対するセンサータンパク質の改良に応用した。 

 第１章は序論であり、区画化複製法の従来の問題点およびその解決策について概説し、本研究の

目的と意義を示している。 

 第２章では、耐熱性 DNAポリメラーゼを合理的デザインおよび進化工学により改良した結果に

ついて記述している。まず、Tth DNAポリメラーゼを配列空間中の新たな出発点として、(i) N末

の 5'-3'エキソヌクレアーゼドメインの代わりに DNA結合ドメイン Sso7dを融合し、(ii) 他の酵素

で個別に報告されていた既知の変異を４つ導入し、(iii) 大腸菌のコドン使用頻度に最適化すること

で、複製の正確性を維持したままエマルション PCR の増幅性が向上した改変体を得ることができ

た。さらに作成した改変体遺伝子にさらにランダム変異を導入して区画化複製法による定向進化を

おこなった結果、元の酵素よりも少ないサイクル数で、DNA 遺伝子断片をエマルション中で効率

よく増幅できる変異体酵素を取得することに成功した。 

 第３章では、改良した区画化複製法をヒ素に対するセンサータンパク質の定向進化に応用するた

めに、ヒ素応答性転写制御因子ArsRの２段階定向進化実験系を開発した結果について記している。

現在、アジア、南米、および、アフリカ地域の数千万人以上の人々の飲料水がヒ素に汚染されてい

ると言われており、水が飲用可能かどうかを簡便かつ安価に検査できるヒ素に対するバイオセンサ

ーの開発が求められている。そこで、まず、ArsRがヒ素存在下で GFP発現を誘導する大腸菌セン

サーを構築し、その感度や安定性、特異性を解析した。次に、第２章で作製した Tth DNAポリメ

ラーゼ改変体をレポーターとした区画化複製法を用いて、より低濃度のヒ素に応答する高感度な

ArsRを定向進化させるための「ON 選択系」を構築した。さらに、この ON選択系だけでは、ArsR

の機能を失った変異体も偽陽性として選択されてしまうため、ヒ素が存在しないときには、ArsR

の抑制活性が維持されている遺伝子を選択するために、レポーターとして自殺遺伝子 SacBを組み

込んだ「OFF選択系」を構築し、２段階の ON/OFF選択系の作動を確認した。 

 第４章では、総括として全体のまとめと今後解決すべき課題、および本研究の将来的な応用につ

いて記述している。 

 以上、本論文では、区画化複製法に適した耐熱性 DNAポリメラーゼ変異体を創出し、この新し

いレポーターを利用した区画化複製法を応用してヒ素応答性転写制御因子のスクリーニング系の

開発を行なった。本論文で開発した手法は、様々な転写制御因子や遺伝子回路の定向進化に応用可

能であり、タンパク質工学や合成生物学分野における発展性がきわめて高い。 

よって、本論文の著者は博士(工学)の学位を受ける資格があるものと認める。 

 

 

学識確認結果 

 

学位請求論文を中心にして関連学術について上記審査会委員で試問を行い、当

該学術に関し広く深い学識を有することを確認した。 

また、語学（英語）についても十分な学力を有することを確認した。 

 

 

brought to you by COREView metadata, citation and similar papers at core.ac.uk

provided by KeiO Academic Resource Archive

https://core.ac.uk/display/161842082?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

