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研究成果の概要：蛋白質の成熟過程のメカニズム解明することを目標として、再構築した蛋白

質合成系 PURE system によって大腸菌ゲノム上の全蛋白質(4132 個)の合成を行い、各蛋白質

の凝集特性を遠心分離により可溶性を評価した。PURE system により合成可能また電気泳動

可能であった 7 割についての評価したところ、凝集しやすさは二峰性を示すことが示された。

分子量が小さい蛋白質、等電点が低い蛋白質は可溶性が高いことが示された。また、細胞質の

凝集傾向のある蛋白質 792 個について、シャペロン存在下の PURE system で合成を行い、そ

の可溶性の向上から、シャペロン依存性を評価した。以上の解析結果を e-Sol データベースと

して公開した（http://tp-esol.genes.nig.ac.jp/）。 
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１．研究開始当初の背景 

ポストゲノム時代において、蛋白質の研究
の発展が最重要課題であることは言うまで
もない。蛋白質の研究の進展がゲノム解析の
ように急速に進展しない理由は、蛋白質分子
が機能や構造において多様であり、DNA の
ように画一的な方法論ではアプローチでき
ない点にある。蛋白質の生産と精製の手段に

おいては、遺伝子組み換え技術により、飛躍
的に向上がみられたものの、試行錯誤に依存
しており、DNA のクローニングや塩基配列
決定のようなルーティンワークにはなり得
てはいない。特に、大量発現系における凝集
の問題、構造の不均一さの問題といった発現
系自体の持つ問題点については、理論的な解
決のアプローチが乏しい。またポリペプチド
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のリボソームでの合成後のフォールディン
グや翻訳後の修飾といった蛋白質の成熟プ
ロセスについての知見が集積されていない。
つまり、ポリペプチドの合成すなわち蛋白質
であるという安易な考えは、蛋白質研究の進
展を妨げている大きな要因と言える。この課
題を解決する有効な実験的手段の 1 つが、試
験管内で再構築した蛋白質の合成・成熟シス
テムである。 

 

２．研究の目的 

研究代表者は、大腸菌の蛋白質合成の関与
する可溶性因子(開始因子、伸長因子、終止因
子、アミノアシル tRNA 合成酵素)などを、
大量に発現させ、数百 mg のオーダーで精製
することに成功している。さらにリボソーム
などについても高純度な標品を精製してい
る。これらの因子から抽出液と遜色のない蛋
白質合成活性を有する蛋白質合成系を再構
築することに成功した。この新規の生体外蛋
白質合成システムを、組み換え DNA 技術に
より大量発現された因子から再構成された
システムであることから、PURE(Protein 

synthesizing system Using Recombinant 

Elements)  system と名付けた。PURE  

system はポリペプチドを合成するのみであ
り、翻訳後の蛋白質の成熟過程に関与するシ
ステムは全く含まれない。しかし、PURE  

system をベースとして、生産する蛋白質に
対応した成熟プロセスを融合させることに
より、目的蛋白質の機能発現を最強にするよ
うな生産システムを、テーラーメイドで構築
が可能である。このことは、高い生理活性を
有する蛋白質を得られるということのみな
らず、蛋白質の成熟プロセスについての知見
を得るためにも、有効なシステムとなること
が期待される。 

 

３．研究の方法 

蛋白質を合成する場合に遭遇する困難は、
そのフォールディングの問題である。PURE 

system に、さまざまの分子シャペロンのサ
ブシステムを共存させ、フォールディングの
制御を行う。時に、凝集の抑制することはき
わめて重要である。すでに、蛋白質の新生ペ
プチドに結合することが知られている DnaK

関連のシャペロンの共存システム構築に成
功している。また、他の分子シャペロンをす
でに精製しており、これらのシャペロンの組
み合わせにより、より立体構造の均一な蛋白
質の生産システムを確立する。大腸菌の全蛋
白質遺伝子 (ASKA  library) を、 PURE 

system で合成し、その蛋白質のシャペロン
存在下での可溶性や活性発現の解析を進め
る。この解析を進め、各々のシャペロンの基
質を同定し、大腸菌での蛋白質の生合成過程
におけるシャペロンネットワークの全貌を

明らかにする。 

有用な蛋白質の多くのものは、分泌蛋白質
である。これらの蛋白質は分泌装置により膜
を通過し、細胞内とは異なった酸化的な条件
で折り畳まれる。従って、PURE systemこれ
らに膜関連要素を付加し、分泌蛋白質の蛋白
質合成プロセスを再現することが理想的で
ある。通常の細胞抽出液では、これらの分泌
システムが損傷された状態で混入している
ため、こうしたアプローチはきわめて困難で
ある。すでに、分泌装置(Secマシーナリー)

をもつ膜小胞を大腸菌より単離することに
成功しており、PURE   systemと組み合わせ
たシステムに構築し、いくつかの分泌蛋白質
の膜透過と膜蛋白質の膜挿入に成功してい
る。また、膜画分を尿素処理し、より精製さ
れた膜画分を用いても、同様の効率で膜への
ターゲティングがおきることを見いだして
いる。分泌装置支援型PURE   systemを発展
させて、リポソームにSecYEGを組み込んだ
プロテオリポソームを作製し、このプロテオ
リポソームに、膜蛋白質を挿入可能なシステ
ムを構築する。すでに、ATPaseのF0部分の一
部のサブユニットを、PURE   systemでプロ
テオリポソーム上に活性を有する形で、挿入
することに成功している。このSecYEGと蛋
白質合成系の因子以外の蛋白質を含まない
膜蛋白質合成系は、合成蛋白質の機能解析に
きわめて有効であろう。大腸菌ゲノム上の約
1000個の膜蛋白質を、リポソーム上での合成
を行い、その膜への局在とその生理活性を評
価する。 

 

 ４．研究成果 
私たちは、翻訳過程に必須な因子のみ構成さ
れた試験管内遺伝子発現系 PURE system を
再構築し、蛋白質の誕生プロセスを無細胞化
した。このシステムの発展型として蛋白質成
熟プロセスに関与する因子群を PURE 

system に共存させた複合型無細胞システム
を開発し、蛋白質の成熟過程のメカニズム解
明することを本研究の目標としている。 

まず、 PURE system によって大腸菌ゲノム
上の全蛋白質(4132 個)の合成を行い、各蛋白
質の凝集特性を遠心分離により可溶性を評
価した（図１）。PURE system により合成可
能また電気泳動可能であった 7割についての
評価したところ、凝集しやすさは二峰性を示
すことが示された。分子量が小さい蛋白質、
等電点が低い蛋白質は可溶性が高いことが
示された。立体構造と凝集特性の相関を解析
したところ、SCOP データベースの fold の階
層で、相関が認められた。例えば、c94 とい
う foldでは8割以上が凝集するが、c47の fold

では 7 割以上が可溶性であった（図２）。ま
た、細胞質の凝集傾向のある蛋白質 792 個に
ついて、シャペロン存在下の PURE system



 

 

で合成を行い、その可溶性の向上から、シャ
ペロン依存性を評価した。Trigger factor は
単 独 で の 凝 集 抑 制 効 果 は 低 い こ と 、
GroEL/ES は分子量 20-50kDa に対して効果
があること、DnaK/DnaJ/GrpE では高分子
のものに効果があることが示された。また塩
基性蛋白質には、 DnaK/DnaJ/GrpE が効果
のあることが示された。この結果は、ポリペ
プチド固有の特性を初めてゲノムワイドに
明らかにしたものである。また以上の解析結
果 を e-Sol デ ー タ ベ ー ス
（http://tp-esol.genes.nig.ac.jp/）として公開
した。 

PURE system にリポソームを付加因子とし
て加えることによって、活性を持った膜タン
パク質をリポソーム膜上に合成することに
成功した。具体的には 5 回膜貫通型蛋白質で
あるグリセロールアシルトランスフェラー
ゼ(GPAT)と、内膜にアンカリングしているペ
リプラズム蛋白質(LPAAT)、さらに FoF1 の
Fo部分を構成する cサブユニットと aサブに
ニットについて成功している。特に c サブユ
ニットについては、プライベートシャペロン
として UncI がその構造形成に必要であるこ
とが示された。 
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