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無細胞タンパク質合成系の高度化と合成生物学への展開

金森 崇 1，杉本（永池） 崇 2，車 兪澈 3，網藏 和晃 2，上田 卓也 2

細胞抽出液や翻訳因子から再構成したシステムを用いて，無細胞でタンパク質を合成する
手法は，その簡便性からゲノムワイドなタンパク質の機能・構造解析に対応できるハイス
ループット性を有している．タンパク質は膜タンパク質を含め多様な形態を持っており，
単なる簡便性のみならず，こうした多様性に対応できるように無細胞タンパク質合成系は
進歩している．また，無細胞タンパク質合成系は，急速に発達している合成生物学におけ
る中心的な基盤技術として注目されている．合成生物学の最重要課題は，人工細胞の創成
である．無細胞タンパク質合成系によりタンパク質を発現させ細胞様の機能を持たせる試
みがなされているが，増殖するシステムの創出には至っていない．増殖する人工細胞の実
現に求められる無細胞タンパク質合成系の技術開発についての考えを提示する．

1. 無細胞タンパク質合成系の歴史

1） 細胞抽出液を利用した無細胞タンパク質合成系
無細胞タンパク質合成系は，文字どおり生細胞を使用

しないで，配列を制御してアミノ酸を重合し，タンパク質
（ペプチド）を合成するシステムを指す．広義には化学的
な重合手法での合成も含まれるが，一般的には対象とする
タンパク質の配列をコードするDNAもしくはmRNAを，
細胞内の翻訳プロセスの因子を含む溶液に添加してタンパ
ク質を合成する手法を指す．無細胞タンパク質合成系の歴
史は，1950年代の放射性標識されたアミノ酸によって可
能となった in vivoおよび in vitroでのアミノ酸重合反応の測

定研究にさかのぼる．特に1954年のZamecnikのグループ
のラットの肝臓の破砕液がアミノ酸の重合反応活性を有す
るという発見が，実質的な無細胞タンパク質合成系の生化
学研究のはじまりである 1）．彼らは破砕液がリボソーム，
アミノアシル tRNA合成酵素などそののち機能が明らかに
される翻訳因子群を含む画分へと分離できることを示し，
1960年代にセントラルドグマのプロセスの解明に至るま
での生化学的な基盤を形成した．Nirenbergのグループは，
1961年に大腸菌抽出液にRNAとしてポリウリジル酸を添
加すると，フェニルアラニンが重合したペプチドが合成さ
れることを見いだし，UUUコドンがフェニルアラニンに
対応することを明らかにした 2）．この後，さまざまな合成
mRNAと無細胞タンパク質合成系を用いてコドンが解読
され普遍遺伝暗号表が完成した．その後，大腸菌抽出液の
他にもコムギ胚芽，酵母，ウサギ網状赤血球，昆虫細胞，
哺乳類培養細胞などの細胞抽出液を用いた無細胞タンパク
質合成系が開発された．無細胞タンパク質合成系には細胞
毒性を示すタンパク質も合成でき，タンパク質合成反応の
条件を調整しやすいなどの利点があるが，当初は合成量が
低く，放射標識されたアミノ酸を用いて合成タンパク質産
物を検出できる程度だった．そのため，主に翻訳や翻訳後
の反応の分子機構の解析に使用されていた．しかし，1988
年にSpirinが，無細胞タンパク質合成系に連続的にアミノ
酸やATPなどのエネルギー源を供給することで，タンパク
質合成が数十時間継続することを示し 3），組換えDNAに
よるタンパク質発現系に換わるタンパク質生産系として無
細胞タンパク質合成系が注目を浴びるようになった．その
後，横山のグループは大腸菌の抽出液を，遠藤のグループ
はコムギ胚芽の抽出液を改良し，反応液1 mLあたりのタ
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ンパク質合成量が1 mg以上まで増大している 4, 5）．

2） 再構成型無細胞タンパク質合成系
2001年，著者らのグループにより，再構成型無細胞タ

ンパク質合成系（PURE system）が開発された 6）．PURE 
systemは，細胞抽出液を使用した従来の無細胞タンパク質
合成系とは異なり，個別に精製された転写，翻訳，および
エネルギー再生に必要な因子のみからなるユニークな合
成系である（図1）．第一の特長は，ヌクレアーゼなどの
タンパク質合成を阻害する因子や合成に無関係な因子（代
謝系の酵素など）の混入がほとんどない点である．この
ため，合成産物（転写産物および翻訳産物）の分解がほと
んど起こらない．また，合成産物の酵素活性測定や結合
活性測定も，合成反応液をそのまま使用できる場合が多
い．第二の特長は，合成反応液の組成を使用目的に応じて
自在に調節できる点にある．たとえば，特定の因子を含
まない反応液を調製することも容易である．これらの特
長は，後述する非天然型アミノ酸導入タンパク質の合成
や in vitroディスプレイにおいて非常に大きな利点になる．
PURE systemも当初は合成量が低かったが，反応液組成の
改良が進んだ結果，現在では1 mg/mL以上の合成量を得る
ことも可能になっている 7）．PURE systemは大腸菌由来の
翻訳因子から構築されたものが広く知られているが，ヒト
や酵母などの真核生物由来のPURE systemの開発も進んで
いる 8）．今ではPURE systemを含むさまざまな無細胞タン
パク質合成試薬が市販されていて，手軽に使用することが
できる．

2. 無細胞タンパク質合成系と生化学

1） 無細胞タンパク質合成系を用いたタンパク質の立体構
造形成の解析

無細胞タンパク質合成系はタンパク質を合成するシステ
ムであるが，細胞質で機能するポリペプチドはリボソーム
上でアミノ酸が重合した後に構造形成をする必要がある．

細胞内でのフォールディングプロセスには分子シャペロン
が関与することが多いと考えられている．細胞抽出液を用
いた無細胞タンパク質合成系では，内在性のシャペロンが
フォールディングを促進することにより，合成産物が生理
活性を有するような構造へと変換することが期待できる．
また内在性のシャペロンでは不十分と予想される場合は，
外部から添加する試みもなされている．それに対して，再
構成型であるPURE systemでは，分子シャペロンを含まな
いため構造形成が不十分になる可能性がある．これは機能
タンパク質の合成という点では欠点ではあるが，逆に各種
シャペロンを加えることで，各々のタンパク質の構造形成
に関与するシャペロンを同定することが可能である．一例
として，PURE systemで大腸菌の全タンパク質を合成し，
遠心により沈殿する，すなわち凝集するタンパク質を解析
したところ，細胞質タンパク質の約半数が凝集すること，
つまり約半数の大腸菌の細胞質タンパク質のフォールディ
ングにシャペロンが必要であることが示された 9）．さら
にこうしたシャペロンを必要とするタンパク質について，
大腸菌の主要なシャペロンであるGroEL/ES, DnaK/J/GrpE, 
Trigger factorを加えて凝集抑制効果を測定している 10）．こ
れら大腸菌の全タンパク質についての凝集特性とシャペロ
ン依存性はeSOLという形でデータベース化され公表され
ている（http://www.tanpaku.org/tp-esol/）．

2） 無細胞タンパク質合成系を利用した膜タンパク質の合
成
膜タンパク質は細胞質膜などの脂質膜上に局在するタ
ンパク質であり，したがってその活動場所も脂質膜上であ
る．膜タンパク質は大きく膜表在型，アンカリング型，膜
挿入型に分類することができる．膜表在型はリン脂質から
なる膜表面上に付着するタンパク質であり，明確な膜貫通
領域を持たない．これに対しアンカリング型，挿入型は少
なくとも一つ以上の膜貫通領域を持ち，それらは厚さ5 nm
ほどのリン脂質膜を貫通する．膜貫通領域は，約20アミ
ノ酸残基ほどの疎水的なαヘリックス構造からなるのが一
般的である．このような疎水的なペプチド鎖は細胞質中
で凝集体を形成してしまうため，翻訳と同時に新生ペプ
チド鎖を脂質膜に挿入する必要がある．細胞内における
翻訳と共役した膜挿入について，たとえば大腸菌ではまず
翻訳段階初期の新生ペプチド鎖のN末端にある疎水的領域
に signal recognition particle（SRP）が結合し，mRNA‒リボ
ソーム‒新生ペプチド鎖‒SRPという複合体が形成される．
これが膜表在タンパク質であるSRP receptor（SR）を介し
て脂質膜上に誘導され，膜内在性因子であるSecトランス
ロコンに結合した状態で膜タンパク質が合成されるとい
うきわめて合理的な仕組みとなっている（図2）．ちなみ
に，大腸菌型SRPはサブユニットタンパク質であるFfhと
4.5S RNAから構成されており，この複合体がリボソーム
のExit tunnel上で合成途中の疎水的な新生ペプチド鎖に結
合する．これに対して真核生物のSRPは，7S RNAに六つ図1 PURE systemの構成
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のサブユニットタンパク質が結合した複合体であり，原核
細胞のそれよりも大きい構造を持つ 11）．そのため，新生ペ
プチド鎖の疎水部分に結合した後，SRPの一部がリボソー
ムのAサイトに干渉し，翻訳反応を一時的に停止させるこ
とが知られている．原核細胞のSRPにはこれらの構造が
欠損しているため，翻訳を停止させる機能はない．いずれ
にしろ，翻訳と共役した膜挿入のために必要な細胞質因子
はSRPとSRのみであるということは，著者らの部分的再
構築実験によって実証されている 12）．
一方，細胞膜側では，Secトランスロコンというポア

（孔）構造を持った膜タンパク質複合体が，新生ペプチド鎖
の翻訳と共役した膜挿入を制御している 13）．大腸菌の場
合，SecY, SecE, SecGがメインのサブユニットタンパク質
であることが知られているが，SecYとSecEのみでもトラ
ンスロコンとして機能することが知られている 14）．また，
細胞質側に突出したSecYのTM6/7間とTM8/9間のループ
部分がリボソームの大サブユニットタンパク質と相互作用
することが知られている．これにより，翻訳中のリボソー
ムが安定してSecYEGトランスロコンにつなぎとめられる
ことがわかっている 15）．したがって，伸長中の疎水的な
ペプチド鎖は凝集するリスクを負うことなく膜に組み込ま
れる（図2）．
さて，タンパク質の膜挿入に重要なこのSecトランスロ
コンであるが，無細胞タンパク質合成系により人工的に
合成することが可能である 16）．その方法は非常に簡単で，
人工的に調製したリポソームと呼ばれる脂質膜小胞を無
細胞タンパク質合成系に投入し，このリポソーム存在下で
SecY, SecE, SecG3種のタンパク質を同時に合成するだけで
ある．合成されたサブユニットタンパク質は自発的に膜に
挿入し三者複合体を形成する．複合体を形成したSecYEG
はタンパク質膜透過のための分泌孔として機能し，分泌タ

ンパク質であるpOmpA（precursor of outer membrane protein 
A）をモータータンパク質SecA依存的に，膜の反対側へ
透過させた（図3）．さらにこのSecYEGは，膜タンパク質
の膜挿入の際のゲートとしての機能も維持しており，6回
膜貫通型タンパク質であるYidCを，SecA存在下で翻訳と
共役して膜に挿入させた（図3b）．膜挿入反応の基質とし
て用いられたYidCは，1番目と2番目の膜貫通領域の間に
ぺリプラズム側に大きく突出したループ構造を持つ．その
ためYidCを翻訳中のリボソームが正しくSecYEGに結合
し，かつペリプラズムループがSecAにより膜の反対側に
透過されれば，YidCは膜の反対側（ペリプラズム側）に
ペリプラズムループを持った天然型の配向性で膜に挿入さ
れるはずである．しかし，実際の人工膜ではSecYEGを介
さず脂質膜に直接コンタクトし，制御されていない状態で
自発的に膜挿入するものが多い．この場合にはループ部分
が膜の反対側に透過されず，結果，逆向きの配向性で膜
に挿入される（図3b）．人工的な系における膜挿入効率を
上げるためには，タンパク質が自発的に膜挿入しないよう
に，膜の脂質組成を調整する必要がある．

Secトランスロコンのようなヘテロ多量体による膜タン
パク質の合成と複合体形成には機能発現のための細胞膜局
在ヘルパー因子が必要だと考えられていた．しかし，実際

図2 SRPとSRによる翻訳と共役したタンパク質膜挿入

図3 無細胞タンパク質合成系により合成されたSecYEGの膜
透過・膜挿入反応
（a）脂質膜小胞（リポソーム）存在下の無細胞タンパク質合成
系でSecYEGを合成した後，SecA・SecB存在下，非存在下で
pOmpAを合成しproteinase K（PK）処理することで膜透過反
応を観察した．膜透過効率はゲル下に記載．（b）同じくSecYE
（G）合成後，SRP/SR存在下・非存在下，またはSecA・SecB存
在下・非存在下でYidCを合成し，PK処理により膜挿入反応
を観察した．SecYEとSecAを介して膜挿入したものは可溶性
のループ構造がベシクル内側（in）に配向する．そのためPK
処理により矢印（黒）の部位が切断され，約37 kDaのフラグメ
ントが検出される．一方，自発的膜挿入によりSecYE（G）を
介さず膜挿入したものは反対の膜配向性（spontaneous型）で
挿入する．そのため，PKにより矢印（白）の部位で切断され約
50 kDaのフラグメントが検出される．SecYE（G）依存的な（▲）．
SecYEG-PLは細胞から精製したSecYEGを用いてプロテオリポ
ソーム（PL）として再構築したもの．
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には合成されたサブユニットタンパク質が疎水的相互作用
により自発的に膜挿入し，挿入先のリポソーム膜上でパー
トナーのサブユニットと複合体を形成することで，自発的
に機能を持つ状態になることがわかった．この自発的な膜
挿入は実際の細胞内では起こらないと考えられているもの
の，無細胞タンパク質合成系を用いて膜タンパク質を合
成する際には非常に有効である．図4は人工膜であるリポ
ソーム存在下で，6回膜貫通型タンパク質MtlA（mannitol 
permease）を合成し，合成後に膜外に露出した親水部分を
プロテアーゼ（proteinase K：PK）で切断した結果である．
PK切断で小さくなったタンパク質，MtlA-MPF（membrane 
protected fragment）の分子サイズは，大腸菌から調製した
生体膜を使用した場合のそれと同じであった．このことか
ら，人工膜に自発的に膜挿入したタンパク質は，生体内と
同じ膜配向性を維持していることが示唆される．ただし
これには条件があり，タンパク質合成と膜挿入が共役して
起こらなければならない．タンパク質合成終了後に膜を
添加しても，すでに合成産物が凝集体を形成しているため
膜挿入の基質になりえないからである．また，生体内と同
じ膜配向性を維持した自発的膜挿入は，すべての膜タンパ
ク質において起こるわけではない．たとえばYidCのよう
に，膜の反対側であるトランス側の親水部分がタンパク質
の構造上大部分を占めている場合，この親水部分は自発的
に膜を透過することができない．この場合には先に述べた
SecYEGが必要になり，このポアを通して親水部分を膜の
トランス側に出す必要がある．
自発的な膜挿入は脂質膜と新生ペプチド鎖間の疎水的相

互作用で起こると考えられている 17）．通常のリン脂質を

用いた人工脂質膜の場合，脂肪鎖により形成される疎水部
分の密度が，表面の親水部分の密度に比べて低くなるとい
う現象が起こる．このとき，疎水的な分子が膜近傍に接近
すると，ストレスのかかった低密度の疎水部分に取り込も
うとする力が働くため，疎水的なペプチド鎖が自発的に膜
に挿入される．人工膜の脂質に生理的濃度のジアシルグリ
セロール（DAG）が含まれる場合，自発的な膜挿入がブ
ロックされる 18）．同じ現象が40％（mol/mol）以上のコレ
スレロールでもみられる．これらの分子は，親水的な部
分に比べて疎水的な部分が大きいため，低密度の油部分を
埋めるためには都合がいい．そのため，DAGやコレステ
ロールを脂質組成に含む人工膜では親水的な膜表面の密度
と二重膜内部の油の密度が釣り合い，自発的な膜挿入は起
こらないと考えられる（図5）．
細胞内でのタンパク質膜挿入過程を忠実に再現しようと
する場合，自発的な膜挿入が起こらない脂質組成の人工膜
にSecトランスロコンを組み込ませ，SRP/SR依存的に膜
挿入する系を構築しなくてはならない．しかし，実際はこ
れらの因子以外にも，新規の生体分子が膜挿入に積極的
に影響しているという報告がされている．たとえば，西
山らは，MPIase（membrane protein insertase）と呼ばれる糖
脂質が細胞膜の細胞質側に存在し，Secトランスロコンを
介した膜挿入プロセスに積極的に関わっていると報告して
いる 19）．MPIaseはタンパク質性の酵素ではなく，1,2-ジア
シル-sn-グリセロール3-リン酸にピロリン酸を介して糖鎖
が結合している構造を持つ脂質である．糖鎖部分は，水溶
性であり，アセチル基を有した3種のアミノ糖からなるユ
ニットが10回ほど繰り返された構造を持つ．MPIaseの構
造機能相関を調べたところ，脂質部分を欠く水溶性の糖鎖
部分は野生型のMPIaseよりも高い膜挿入活性を持ってい
たこと，この水溶性の糖鎖は新生膜タンパク質と直接相互
作用して水溶性複合体を形成していたこと，さらにこの複
合体は膜挿入活性を保持していることが判明した．この糖
脂質が細胞膜上で数分子密集することで，局所的に水溶性
に富んだ部分を形成し，Secトランスロコンと複合体を形
成することで，膜挿入を優位に進めていると考えられる．
in vitroでの細胞内タンパク質膜挿入系を再構築する場合，

図4 人工膜によるタンパク質の自発的膜挿入
細胞から調製した，Secトランスロコンを含む反転膜小胞（Cell 
mem.），またはSecトランスロコンを含まない人工膜（Vesi-
cles）存在下でMtlAを合成し，PK処理をした結果，MtlA-MPF
（membrane protection fragment）が得られた．また，ナノリポプ
ロテイン（NLPs）と脂質から構成される人工膜の存在下・非
存在下で膜タンパク質を合成した．合成反応開始時に人工膜を
入れたもの（t＝0）と，人工膜非存在下で1時間反応後（t＝1）
クロラムフェニコール（CP）を添加し人工膜を投入したものを
比較した．T：合成した全膜タンパク質，S：合成後遠心処理す
ることにより得られた可溶化した膜タンパク質．図左はPK処
理の模式図．図右は自発的膜挿入と非膜透過，SecYEG依存的
な膜透過を示す模式図．

図5 ジアシルグリセロール（DAG）またはコレステロールに
よる，自発的膜挿入の阻害．DAGまたはコレステロールを含
まないリン脂質膜（A）と，含んだリン脂質膜（B）
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このMPIaseも構成因子として取り入れる必要があるだろ
う．
膜タンパク質合成は，翻訳反応から始まり膜へのターゲ

ティング，膜挿入反応，膜内での立体構造形成・複合体形
成と非常に多くの過程が連続的に起こるダイナミックな反
応である．この一連の反応を包括的に理解するためには，
無細胞タンパク質合成系を基盤とした再構築化が不可欠で
ある．特に膜タンパク質が挿入されている“膜”の中で何が
起こっているのかを詳細に理解することが重要であり，脂
質レベルでの解析と，YidCやMPIase, SecDF，ペリプラズ
ム因子など，膜挿入に関する周辺因子の寄与も明らかにし
ていく必要がある．無細胞タンパク質合成系による再構築
化が達成されれば，生体を用いた系では調製が難しい，複
雑な膜配向性を持つ膜タンパク質の試験管内合成が可能と
なり，創薬研究や，人工細胞研究など多くの研究分野への
応用が期待できる．

3） 無細胞タンパク質合成系と合成生物学
合成生物学は，構成的な手法から生命の原理解明に迫ろ

うとする新たな研究分野である．具体的には，生命を構成
する生体高分子を組み合わせて試験管内で再構成すること
により機能する生命システムを創成するボトムアップ的ア
プローチ，また多数の遺伝子群を導入や組み直すことによ
り細胞機能を大幅に操作改変するトップダウン的アプロー
チにより，生命システムを創ろうとする試みである．前者
のアプローチでは，生命システムを集積して，人工的に細
胞を創ることが大きな目標であり，今までの膨大な分子生
物学的知見の蓄積とバイオテクノロジーの基盤技術の発展
により実現性を帯びつつある．人工細胞の研究では，生命
の基本となるシステムをリポソーム中に組み込み，細胞の
機能を示すシステムを作製することが試みられている．特
に，セントラルドグマを構成する遺伝子複製系やタンパク
質合成系は最も生命の本質に近いシステムと考えられ，リ
ポソームへ組み込む格好のシステムとして盛んに研究され
ている．複製系についてはRNAレプリカーゼを封入して
遺伝情報を複製する人工細胞の構築が進んでいる 20, 21）．ま
た，転写や翻訳反応のリポソーム内での再構築の報告もな
されている 16, 22‒25）．特に，再構成型タンパク質合成系であ
るPURE systemをリポソーム内に封入したシステムは，系
内の分子を把握でき，制御も容易であるため，人工細胞
の実現に最も有利なシステムと考えられている．実際に，
PURE systemを用いることにより，ATP合成酵素を発現さ
せ細胞のエネルギーであるATPを生産するリポソームや，
分泌タンパク質や膜タンパク質の転送装置であるトランス
ロコンを有するリポソームの創出が報告されている 16, 26）．
こうした合成生物学での人工細胞を創る試みにおいて

は，生命の最も重要な特質の一つである「増殖」の特性を
有する生命システムの創出がブレイクスルーになる．生
命システムが遺伝情報に変異を生じながら増殖することに
より，生命にとって重要なもう一つの特質である外界に

対応した「進化」も可能となる．増殖する生命システムの
実現には，PURE system自体の増殖も必要不可欠である．
PURE systemは，開始因子，伸長因子，終結因子などの
翻訳因子と，リボソーム，遺伝暗号の構成に必要な tRNA
セットを含む無細胞タンパク質合成系である．この中で，
翻訳因子はPURE systemでDNAから生産（増殖）可能で
あるが，リボソームと tRNAをDNAから無細胞的に生産
することは現時点では達成できておらず，次の克服すべき
重要課題となっている．本稿ではその実現へとつながる近
年の研究について紹介する．
リボソームについては立体構造こそ解明されたが，その
細胞内での生合成過程についてはまだ十分な理解には至っ
ていない．1960年代から70年代にかけて，細胞から調製
したリボソームからフェノール抽出や密度勾配遠心法を
用いて単離した rRNAと，リボソームから解離させたリボ
ソームタンパク質を試験管内で混合させることでリボソー
ムの再構成が可能であることが示された 27, 28）．それらのリ
ボソームの試験管内再構成実験によって作製されたアセン
ブリーマップは，リボソームの生合成過程の解明に糸口を
与えたものの，非生理的な高塩濃度・高温条件下で行った
実験をもとにしているために，必ずしも生合成過程を反
映しているとはいえない．近年になって，生理的条件下
で，タンパク性因子存在下でリボソームを試験管内で再構
成する試みが行われている．Jewettらは，リボソームを除
いた細胞抽出液（S150）内で転写された rRNAとリボソー
ムから解離させたリボソームタンパク質画分から，翻訳活
性を有するリボソームが生理的条件で再構成できること
を示した（iSAT法）29）．また，このリボソーム再構成系を
リポソームに封入しても動作することも確認している 30）

（図6）．この抽出液中にはリボソームの生合成に関与する
因子，たとえば rRNAの修飾酵素やシャペロン等が含まれ
ている．そのため生理的条件でのリボソームの再構成が可
能となったと考えられる．しかしながら，再構成リボソー
ムを用いたタンパク質合成量は天然のリボソームをそのま
ま系へ添加した場合と比較して顕著に低く，今後のさらな
る改良が必要とされる．より活性の高いリボソームの再
構成を可能とするためには，細胞内での生合成プロセスを
無細胞で再構成することが必要不可欠であろう．著者らは
リボソーム小サブユニットについて，調製された生合成因
子群の存在下，個々に精製したリボソームタンパク質とリ
ボソームから調製した16SrRNAとを混合することで，生
理的条件で活性を有する小サブユニットの再構成に成功し
た（未発表）．大サブユニットについても同様の生合成系
の再構成ができればリボソームの全生合成が可能となり，
PURE systemの増殖の実現につながる．

PURE system中の tRNAの増殖についても実現しなくて
はいけない．PURE systemに含まれる tRNAは，大腸菌か
らフェノール抽出し調製したものである．それらの tRNA
画分の代わりに試験管内転写された tRNAセットでタンパ
ク質合成が可能であれば，DNAとRNAポリメラーゼから
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tRNAセットの増殖が可能となる．現在，研究に広く用い
られているのはT7 RNAポリメラーゼなどの転写酵素を用
いて in vitroで転写合成した tRNAであるが，こうした転写
酵素が入手可能となったのは1980年代後半である．1960
年代から1970年代は tRNAの化学的全合成も可能ではあっ
たが，手法の煩雑さからか広く使用されず，バクテリオ
ファージ等を用いた遺伝学的な手法により tRNAの機能が
研究されてきた 31）．1980年代になると精製されたRNAポ
リメラーゼを用いてDNAから tRNAを試験管内転写させ
る方法が確立され，アミノアシル tRNA合成酵素の tRNA
認識を中心とした機能構造相関の研究が活発に行われる
ようになった．2000年代になると転写された tRNAを用い
て，非天然アミノ酸を含むアミノ酸21種類が割り当てら
れた遺伝暗号や 32），アミノ酸16種類のみがすべてのセン
スコドンに割り当てられた単純な遺伝暗号も構成可能で
あることが示された 33）．近年では，無細胞タンパク質合
成系により，修飾塩基を含まない転写 tRNAを用いた20種
類のアミノ酸の解読が可能な遺伝暗号の再構成が報告さ
れるようになった．2015年にはAlexandrovらが，天然よ
り抽出した3種類の tRNAと試験管内転写した tRNAセッ
トによる無細胞タンパク質合成系を構築し 34），2016年に
は菅らが試験管内転写された tRNAのみを用いて，20種類
のアミノ酸に加え，非天然アミノ酸を含むペプチドを翻
訳可能である遺伝暗号を再構成している 35）．これらの研
究の先にあるのは，すべてのセンスコドンが試験管内転写
された tRNAセットのみで翻訳される遺伝暗号の再構成で
ある．転写 tRNAのセットでタンパク質合成が可能であれ
ば，DNAとRNAポリメラーゼにより tRNAの増殖が可能
となる．しかし，これらの転写された tRNAは修飾塩基を
含まないため，天然 tRNAと比べてタンパク質合成の効率
や正確性の点で大きく劣る．改良するためには，天然の
tRNA配列を単に転写するだけではなく試験管内での修飾
酵素による塩基修飾の導入や塩基配列の一部を変更するな

どの工夫が必要とされるだろう（図6）．
無細胞タンパク質合成系は，ボトムアップ的アプローチ
の合成生物学の基盤的な技術である．合成生物学の大目標
である人工細胞の実現に到達するためには，リボソームの
試験管内再構成系の構築や tRNAセットによる遺伝暗号の
再構成とともに，DNA複製や細胞分裂といった生命シス
テムの再構成も必要であるが，それらは部分的な再構成が
可能となってきている 36）．このようにして，生命の特性
である翻訳・分裂・複製・代謝といった生命システムの再
構成が可能となり，各要素の集積が可能となれば，生命の
多様な機能を有する人工細胞の創成が実現できるであろ
う 37）．そのためには，ここで紹介したような生体高分子を
組み合わせて生命システムを再構成する，ボトムアップ的
な研究の基盤技術の高度化と同時に，ゲノム情報に基づく
トップダウン的な研究も相補的に行っていくことが必要で
あろう 38）．

3. 無細胞タンパク質合成系の応用

1） 創薬ターゲット膜タンパク質の合成とスクリーニング
への利用
膜タンパク質は生体内のタンパク質のおよそ30％を占
め，ヒトでは5000種類以上存在すると考えられている．
その機能はリガンド結合によるシグナル伝達やイオンチャ
ネルなど多岐にわたり生命活動において数多くの重要な役
割を果たしていることから，膜タンパク質の機能不全はさ
まざまなヒト疾患の原因となる．実際，現在の創薬ター
ゲットの半数以上は膜タンパク質であり，膜タンパク質を
対象とした研究は，生理機能の解明にとどまらず創薬に結
びつく可能性が高い．たとえば，ヒトのGタンパク質共役
受容体（GPCR）は800種類以上あり，GPCRの機能を制御
する化合物や抗体は有力な新薬候補となりうる．今後も創
薬ターゲットになる膜タンパク質の数は増加していくと思

図6 増殖を指向したリボソームと遺伝暗号の再構成
リボソームRNA遺伝子から，大腸菌のリボソームを除去した抽出液（S150）を用いてリボソームRNAを転写合成
し，リボソームのサブユニットから調製した全リボソームタンパク質をリポソーム内で混合して再構成する（上
図）．生合成因子はS150に含まれていると考えられる．tRNA遺伝子群から，RNAポリメラーゼとプロセッシング
酵素で，未修飾の tRNAを合成し，別途PURE systemで発現調製した tRNA修飾酵素を用いて，翻訳の効率や忠実度
の高い修飾塩基を持つ tRNAを作製する（下図）．
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われる．
しかし，膜タンパク質の調製は簡単ではない．大腸菌な

ど生体を用いた発現系では細胞毒性がネックとなり大量発
現できないことが多いし，発現できたとしても疎水性ドメ
インを有するために単独では容易に凝集沈殿してしまう．
そこで近年，上述したような無細胞タンパク質合成系を用
いた膜タンパク質の合成系が考案され，これまで取得が困
難であった膜タンパク質の大量合成が可能になった．反
応系にBrij-35やDigitoninのような界面活性剤を加えるか，
リポソームやナノディスクなどの人工脂質膜を共存させる
ことで，膜タンパク質を可溶性タンパク質として発現し，
機能解析や構造解析もできるようになってきた 39）．また，
最近では機能構造解析だけでなく，創薬スクリーニングな
どの応用研究にも用いられるようになっている．
これまでの創薬スクリーニングでは，標的の膜タンパク

質を発現している細胞や膜画分に対して化合物ライブラ
リーを用いたスクリーニングが行われてきた 40）（図7A）．
しかしながら，この手法では標的の膜タンパク質以外にも
多くの膜タンパク質が混在しているため偽陽性が生じるリ
スクが高い．それに対して無細胞タンパク質合成系を用い
て標的の膜タンパク質を合成すれば，標的タンパク質のみ
を含む膜画分を単離することが可能であるため，スクリー
ニング効率が上がることが期待できる．また，GPCRの構
造解析を通してドッキングする化合物のデザインなども可
能になる（図7B）．あるいは，標的のGPCRが挿入された
人工脂質膜をセンサーチップに固定化して表面プラズモン
共鳴（SPR）法による化合物リガンドのスクリーニングも
可能である（図7C）．無細胞タンパク質合成系は，生細胞
を用いた発現系に比べて短時間で多検体の発現が可能であ
ることから，ハイスループットなスクリーニングにも向い
ている．

低分子化合物のスクリーニング目的だけでなく，抗体調
製のための抗原としての膜タンパク質の合成にも無細胞タ
ンパク質合成系は使用できる．たとえば，愛媛大の澤崎ら
はコムギ胚芽抽出液を利用して合成したGPCRが挿入され
たプロテオリポソームを抗原としてマウスやウサギに免疫
を行い，親和性の高いモノクローナル抗体を得ることに成
功している 41）（図8）．リポソームに挿入された膜タンパク
質は，機能を発揮しやすいだけでなく免疫注射後の生体内
における安定性も高いため，抗原として使用するのに有効
である．

2） in vitroディスプレイ
近年，無細胞タンパク質合成系を利用して，1010種類と
いう大きな遺伝子ライブラリーから有用なペプチドやタン
パク質をコードする遺伝子を選択する，リボソームディス
プレイ 42）やmRNAディスプレイ 43）などの in vitroディスプ
レイ法が開発された．in vitroディスプレイは，遺伝子と
その産物であるタンパク質とを1対1に関連づけた後，タ
ンパク質の性質（結合活性，酵素活性など）により選別
し，遺伝子を回収する方法である．たとえば，リボソーム
ディスプレイは，リボソーム上で翻訳反応を一時中断させ
ることにより，mRNA，リボソーム，合成途上ポリペプチ
ド（タンパク質）からなる三者複合体を形成させて遺伝子
とその産物を1対1に関連づけた後，この三者複合体を一
つの分子としてみなして選別するディスプレイ法である
（図9）．リボソームディスプレイは，細胞抽出液を使用す
る無細胞タンパク質合成系を用いて開発されたが，反応液
内に存在するRNaseによるmRNAの分解や複合体の安定
性の問題などがあった．一方，PURE systemにはRNaseな
どの翻訳を阻害する因子や翻訳に関与しない因子はほとん
ど含まれていないため，他の無細胞タンパク質合成系より
も効率よくリボソームディスプレイを実施できることが示
されている 44‒46）．in vitroディスプレイを用いることで，特
定のタンパク質に結合するペプチドや抗体分子を選択する
ことが可能である．たとえば，膜タンパク質のペプチドリ
ガンド同定にも利用できる．ヒトのGPCRのうち，100種
類以上は結合するリガンドが不明のオーファンGPCRであ
る．ペプチドがリガンドであるGPCRについては生体抽出

図7 GPCRを標的にした創薬のスクリーニング手法
（A） GPCRを発現した細胞を用いたスクリーニング．ルシフェ
ラーゼなどレポーター遺伝子の発現レベルを指標にスクリー
ニングする．（B） GPCRの構造情報を利用したバーチャルスク
リーニング．GPCRにドッキングする化合物をコンピュータ計
算により選択する．（C） GPCRと化合物の相互作用解析．単離
したナノディスクに挿入されたGPCRを固定化し，化合物との
相互作用をSPR法により測定する．

図8 コムギ胚芽抽出液によるGPCR発現と抗体作製
透析カップを反応チューブに重ねる透析重層法（アミノ酸など
を連続供給できる）により24～72時間合成反応を行うことに
より，リポソームに挿入されたGPCRを取得する．それをマウ
スあるいはウサギに免疫注射することによりGPCRに対する抗
体を作製する．
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液からペプチドを精製することによりリガンドが同定され
てきたが，この手法では発現量が少ないペプチドリガンド
や安定性が低いペプチドリガンドを同定するのが困難だっ
た．実際，近年は新たなペプチドリガンド同定の報告はほ
とんどない．in vitroディスプレイによりオーファンGPCR
に結合するペプチドを同定できれば，同定した結合ペプチ
ドを代理リガンドとして使用して機能解析やペプチド創薬
につなげることも可能である．
また，リポソームディスプレイという手法は，リポソー

ム内でPURE systemにより合成された膜タンパク質がリポ
ソーム膜上に挿入されて機能を発揮することを利用した in 
vitroディスプレイ法である．阪大の四方，松浦らは，この
手法を用いてα-ヘモリシンという生体膜に穴を開ける活性
を有する膜タンパク質の機能進化を行った．α-ヘモリシン
の遺伝子に変異を入れた100万種類の遺伝子ライブラリー
を作製し，リポソーム内で単一の遺伝子から合成すると，
合成産物の活性に応じてリポソーム膜に穴が生じる．外か
ら蛍光物質を与えると活性の高いα-ヘモリシンはより多く
の蛍光物質を取り込むことを利用して，高機能のα-ヘモリ
シンを発現しているリポソームをセルソーターにより選択
した．その結果，野生型の約30倍の活性を有する進化型
ヘモリシンを取得することに成功している 47）．このよう
に試験管内で膜タンパク質を進化させる手法は将来的に環

境物質や光などさまざまな要因に対する高感度センサーの
開発に応用できる可能性がある．

3） 非天然型アミノ酸を導入した人工タンパク質の合成
1989年に，アンバーサプレッションを利用して，天然
のリボソームでは使用されていない非天然型アミノ酸を部
位特異的に導入したタンパク質を合成する技術が開発さ
れた 48）．この技術は，i）非天然型アミノ酸を導入したい
部位のコドンを終止コドンの一つであるアンバーコドン
（UAG）に置換した目的タンパク質の遺伝子，およびアン
バーコドンに対応させたアンチコドンを持つ tRNAを希望
する非天然型アミノ酸でアミノアシル化したサプレッサー
tRNAを用意し，ii）これらを無細胞タンパク質合成系に添
加して合成することにより，希望する非天然型アミノ酸を
部位特異的に導入したタンパク質を合成することができる
というものである．この技術は，もともと大腸菌などの細
胞抽出液を利用した無細胞タンパク質合成系を使用して開
発された 48）．しかし，野生型の大腸菌の細胞抽出液を用
いた場合，アンバーコドンを認識するペプチド（鎖）解離因
子（RF1）が存在するために，アンバーコドンで翻訳が終
了した短いポリペプチドも合成されてしまう．そのため，
希望する非天然型アミノ酸を含むタンパク質の合成効率が
低下してしまうという欠点があった．一方，PURE system
では，前述のように特定の因子を含まない反応系を容易に
調製することができるため，RF1を含まないPURE system
を利用すれば，アンバーサプレッションも効率よく行うこ
とができる 6）．この技術を拡張すると，本来アミノ酸を指
定している61個のセンスコドンについても，新たなアミ
ノ酸を指定することが可能である．たとえば，菅らのグ
ループは，彼らが開発したアミノアシル tRNA合成活性を
有するリボザイムと，PURE systemを組み合わせることに
よって，特定のセンスコドンに非天然型のアミノ酸を対応
させたペプチドを合成することに成功している 49）．

4. おわりに

セントラルドグマの中心的プロセスであるタンパク質合
成系は，細胞の生命活動維持に必須である．この必須な分
子装置を細胞から抽出し，つまり無細胞化し，解析するこ
とで，分子生物学が始まったということができる．今，シ
ステム生物学や合成生物学のように，解析から構成的な方
向へと生物学は転換しようとしている．再構成型無細胞タ
ンパク質合成系はその嚆矢となったが，同時に構成的アプ
ローチの課題̶̶システム構築の一般的な手法が存在しな
い̶̶に直面している．この問題を解決できれば，生命科
学の中心となると同時に，バイオテクノロジーとしての飛
躍も期待できる．

図9 リボソームディスプレイの概略
1. 用意したDNAライブラリーからRNAポリメラーゼを用い
た転写反応で，mRNAライブラリーを調製する．2. 得られた
mRNAライブラリーから無細胞タンパク質合成反応液で翻訳反
応を行い，mRNA／リボソーム／ポリペプチドからなる三者複
合体のライブラリーを調製する．3. 提示されたポリペプチドの
結合活性などにより三者複合体を選別する．4. 選別した三者複
合体からmRNAを回収する．5. 回収されたmRNAからRT-PCR
により，再度DNAライブラリーを構築する．この一連の過程
を数回繰り返すことにより，目的の結合活性を有したタンパク
質をコードする遺伝子を濃縮した後，クローン化する．
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チャー企業を経て，2010年よりジーンフ
ロンティア（株）にて研究開発に従事．
■研究テーマと抱負 翻訳の反応機構の
解明とタンパク質工学への応用．様々な

ポリペプチドを自在に，かつ大量に合成できる翻訳装置を創り
たい．
■ウェブサイト http://www.genefrontier.com
■趣味 スポーツ全般（見る，する）．特に，サッカー &ラン
ニング．

●杉本（永池） 崇（ながいけ たかし）
東京大学大学院新領域創成科学研究科メ
ディカル情報生命専攻助教．博士（生命
科学）．
■略歴 1976年栃木県に生る．2000年
東京大学工学部卒業．05年同大学院新領
域創成科学研究科メディカルゲノム専攻
修了．05～10年コロンビア大学，10～15
年産総研バイオメディカル研究部門を経
て，15年から現職．

■研究テーマと抱負 ヒトRNAの3′末端プロセシング及び
GPCRなど膜タンパク質の研究．ヒト疾患の発症メカニズム解
明や新たな創薬にもつながるような基礎研究をしたい．
■ウェブサイト http://park.itc.u-tokyo.ac.jp/molbio/index.html
■趣味 スポーツ観戦（テニス，ベースボール，サッカーなど
いろいろ）．

●車 兪澈（くるま ゆうてつ）
東京工業大学地球生命研究所．博士（生
命科学）．
■略歴 2005年東京大学大学院新領域創
成科学研究科卒業．その後05～07年イタ
リアローマ第3大学でポスドク，07～13
年東京大学で特任助教を経て，13年より
現職．
■研究テーマと抱負 無細胞系を用いた
人工細胞の構築と，生命の起源研究を行

なっています．また，無細胞技術を用いた創薬基盤研究も行
なっています．遺伝子発現の帰結として自律的に自己複製をす
る人工細胞が創れるよう頑張ります．
■ウェブサイト http://elsi.jp
■趣味 秘湯中の秘湯めぐり．

●網藏 和晃（あみくら かずあき）
東京大学大学院新領域創成科学研究科メ
ディカル情報生命専攻助教．博士（工
学）．
■略歴 1986年に生る．2009年北里大学
理学部卒業．14年東京工業大学大学院総
合理工学研究科知能システム科学専攻を
卒業．その後，同大学地球生命研究所で
研究員として勤めた後に15年より現職．
■研究テーマと抱負 現在はリボソーム

の試験管内再構成系を主な研究テーマとしています．面白いと
思える研究を続けていきたいです．
■ウェブサイト https://sites.google.com/site/amikura1986/
■趣味 植物の栽培．

●上田 卓也（うえだ たくや）
東京大学大学院新領域創成科学研究科（メディカル情報生命専
攻）教授．博士（農学）．
他は本誌76巻2号，p. 157を御参照ください．


