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1.　はじめに

　タンパク質の構造と機能の網羅的な解析が医科学
や産業への応用の主課題となってきているため、十
分な生理活性を有するタンパク質をハイスループッ
トで発現させるシステムの構築が必須である。そし
て、タンパク質の構造解析の研究では、タンパク質
の発現・精製のステップが最大のネックとなってお
り、機能発現に必要な立体構造をもつ高品質のタン
パク質を得るための技術の確立が求められている。
従来の細胞を用いた大量発現系によるタンパク質生
産の手法では、ハイスループット化が要求されるプ
ロテオーム時代に対応できないことが明らかである。
ここで、生細胞を用いた発現系に代わる技術として、
無細胞タンパク質合成系が注目されている。無細胞
タンパク質合成系では、培養などの面倒なプロセス
（図1）が不要なために、プロテオーム時代のハイ
スループット化に適した技術になる可能性が高い。
さらに、細胞内でのタンパク質の合成と翻訳後のプ
ロセスはまだ不明な点が多く、タンパク質のクオリ
ティーコントロールが難しい細胞による発現系と比
べ、無細胞タンパク質合成系では、目的にあわせて
さまざまなシステムを共存させることで、その生産
と品質の向上が容易であるという優れた利点がある。

　現在、主に使用されている無細胞タンパク質合成

系として、大腸菌S30画分抽出液、小麦胚芽抽出液、
ウサギ網状赤血球抽出液などがある。近年これらの
細胞抽出液の調製法の改良が進み、アミノ酸やエネ
ルギー源を供給するシステムが開発され(1, 2)、無
細胞タンパク質合成系の合成効率の向上が進んでい
る。しかし、これらの無細胞タンパク質合成系は細
胞抽出液をベースとしたシステムであり、不明な因
子が含まれているため、システムとしての安定性と
効率化には限界があると考えられる。その中注目さ
れているのは、人工的に再構築した無細胞タンパク
質合成系―PUREシステムである(3)。

2.　PURE SYSTEMを用いた遺伝子の発現

　大腸菌のタンパク質合成系に必須な最小限の構成
要素から再構築された遺伝子発現系は、大腸菌にお
いてタンパク質合成に関与する因子―開始因子
(IF1, IF2, IF3)、伸長因子(EF-G, EF-Tu, EF-Ts)、終
止因子(RF1, RF2, RF3, RRF)、20種類のアミノアシ
ル tRNA合成酵素、メチオニル tRNAホルミル移転
酵素、及びリボソームを再構成し（図2）、遺伝子
の発現を可能にした人工システムである。上記構成
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図2　PUREシステムの模式図

因子は全て精製標品であり、リボソームもショ糖密
度勾配遠心法と高塩濃度で処理することにより、付
着した夾雑物を除去したものである。タンパク質合
成に必須な因子のみを精製し再構成したシステムで
あることから、PURE（Protein  synthesizing sys-
tem Using Recombinant Elements）システムと名
付けた。このシステムを用いて、様々なタンパク質
の合成に成功している（図3）。

　PUREシステムを構成する因子はすべてヒスタグ
が付加されているため、タンパク質発現後の溶液を
Niカラムに通すことによりこれらの因子を簡単に
除去し、タグの付加されていない天然型のタンパク
質のみを簡便に得ることができる。モデル例として、
1ml反応液あたり約160μgのジヒドロ葉酸還元酵
素の合成と精製に成功した (3)。PUREシステムで
合成されたタンパク質は、一時間以内に精製が可能
であるため、プロテオーム時代において重要である
ハイスループット化に適したタンパク質合成システ
ムとして、高い可能性を秘めている。最近の成果で

は、このシステムを用いて大腸菌全遺伝子（ASKA 
library）を発現させたところ、4300 遺伝子のうち
3200個ほどの遺伝子の発現に成功している(4)。こ
れは、プロティンバンクの創出に大いに貢献できる
と思われる。

3.　機能性タンパク質の創出

　機能を持つ多様な成熟型タンパク質は、リボソー
ム上で合成された新生ペプチドから複雑なプロセス
を経て到達するものである。PUREシステムは、こ
のような細胞特有のタンパク質成熟プロセスを取り
除いたシステムであるといえる。ここから、タンパ
ク質成熟過程に関与する因子群をPUREシステム
に共存させた複合型無細胞システムを開発すれば、
ピュアアプローチ(5)でタンパク質の成熟過程のメ
カニズムの解明が可能となり、成熟型のタンパク質
の生産が実現できる(6)。

　遺伝子発現系で遭遇する最大の問題点は、タンパ
ク質のフォールディングである。細胞内による大量
発現系においては、発現タンパク質は封入体を形成
することが多いが、シャペロンの共発現によって、
その可溶化率が向上することが知られている。同様
に、無細胞タンパク質合成系においてもシャペロン
を共存させることにより、新生ペプチドの生理活性
向上が可能である(7)。大腸菌にとって最も重要な
シャペロン：リボソームから出現したポリペプチド
にとって最初の「ゆりかご」として働くトリガーフ
ァクター（TF）、全生物にわたって非常によく保存
された熱ショックタンパク質DnaK、また変性タン
パク質を閉じ込めてフォールディングを助けるGro-
ELをPUREシステムと共に用いて、翻訳とフォー
ルディングネットワークの共役系の構築を試みた。

　まず、工学応用に広く利用されている抗体を合成
対象として検討を行った。単鎖抗体scFvは人工的
にデザインされた抗体タンパク質であるため、試験
管内で発現すると、多くが不溶性になってしまう。
ここで、翻訳中もしくは翻訳を停止したあとにTF、
DnaK、GroELをPUREシステムに投入してそれら
の効果を調べた。その結果、DnaKと TFはそれぞ
れ新生タンパク質の可溶化率とその抗原結合活性の
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図3　タンパク質の合成例



表1　シャペロンの添加による可溶化率の変化

向上に著しく効果的であることを明らかにした(8)。
つまり、これらの因子は合成されたscFvの正確な
折り畳みに有効である。このことから、TF と
DnaKを添加することによって生理活性の高い抗体
の合成が可能となった(9)。

　次に、約20種類の遺伝子を含むミニライブラリ
ーをPUREシステムでそれぞれ合成させ、それら
の合成効率と溶解度を調べた。その中には、GroEL
の添加により、劇的に可溶性およびフォールディン
グ活性が上昇するものがあることがわかった（表1）
(10)。TFと DnaKが co-translational および post-
translational 的に新生タンパク質の凝集を抑えるこ
とが検出され、GroELに特異的に依存してフォー
ルディングする基質タンパク質を明らかにした(10)。
このことから、目的タンパク質の性質に応じて、補
助因子を投入することによって、生理活性の高いタ
ンパク質の創出が可能となる(6)。

　そのほか、secBや SRPなどといった分泌関連因
子の補助によって、膜タンパク質の生産にも成功し
ている(11)。さらに、PUREシステムの各成分濃度
を最適化することにより、高い合成量を誇る“スー
パーPUREシステム”の開発に成功している(12)。
これらの研究は、機能的タンパク質の合成に大いに
貢献できる。

4.　多様な人工的工学システムへの応用

　PUREシステムを利用して、さまざまな人工系に
幅広い応用が展開されている。無細胞タンパク質合
成系と言っても細胞抽出液をベースにしたシステム
がほとんどである。これらの系では、「引き算」で
特定の因子を除くことができても、他の因子の影響
を排除できないため、最適化を必要とする工学的応
用に限界があろう。PUREシステムには、他に余分
な因子はないのであるから、「足し算」的に目的の
成分を目的の濃度で加えて効果を調べたり、反応速
度を調整したりすることが可能である。この特徴を
生かした最も挑戦的な応用は、人工細胞の創出を目
標とした様々な人工反応系の構築である。RNAの
複製反応を触媒するタンパク質をコードする遺伝子
（RNA）を構成濃度の調整されたPUREシステムに

　

投入することにより、RNA―タンパク質の自己触
媒反応を進行させる自己複製システムの創出が実現
している (13)。そして、天然の分泌マシナリーと
融合したPUREシステムを使って、膜透過の可能
な人工的生産輸送システムが開発されている(14)。

　PUREシステムの最初の人工的応用は、非天然タ
ンパク質の合成であった。サプレッサーtRNAに結
合させた非天然アミノ酸をORF中に導入したアン
バーコドンに対応させて、非天然アミノ酸を導入す
るのが一般的な方法である。従来の抽出液をベース
にした合成系では、終結因子が存在するため、アン
バーコドンで終結した不完全な蛋白質が副産物とし
て合成される。PUREシステムにおいては、終結因
子を加えないことで、アンバーコドンに対応させた
非天然アミノ酸の導入を高効率で行うことが可能で
ある。バリンを付加したサプレッサーtRNAを用い
て、アンバーコドンへのバリンの導入を100％の効
率で行えることが報告されている (3)。さらに、
PUREシステムを応用することによって、非天然タ
ンパク質を創出するための新規tRNA修飾法が開発
されている (15)。これらの手法により、20種類以
外のアミノ酸を組み込んだ新たな機能を持つポリペ
プチドを生産することが可能となっている。

　そして、新規機能をもつタンパク質のスクリーニ
ング方法にもPUREシステムはすぐれたツールに
なると考え開発を進めている。リボソームディスプ
レー法 (16) を始めとする多様な生体外選択法が開
発されつつある。PUREシステムは、終結因子を存
在させないことで、より簡便かつ安定性の高い
mRNA―リボソーム―タンパク質の複合体を形成
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させることができる (17)。機能性ポリペプチドを
高収率でスクリーニングできるシステムの構築が可
能である(18)。

5.　おわりに

　細胞内合成されたポリペプチドは、フォールディ
ング、サブユニット形成、糖鎖付加をはじめとした
翻訳後修飾などのステップを経て、機能を発現する
成熟型タンパク質となる。こうした生産プロセスに
関与する各々のシステムを再構築し、PUREシステ
ムと連結させることによって、遺伝情報を忠実にポ
リペプチドへ変換するのみにとどまらず、タンパク
質の成熟過程を試験管内で解析することが可能な系
を創出可能である。こうして、人工再構築した
PUREシステムを利用すれば、基礎的なタンパク質
の研究だけではなく、より生理活性の高いタンパク
質の生産にも結びつくであろう。
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