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研究成果の概要（和文）：安定な生体システムを有する超好熱菌 Thermococcus kodakaraensisに

由来する成分を用いて、全生命に共通する基本システムである転写（DNAから RNA合成）系

と翻訳（RNAからタンパク質合成）系を in vitro（試験管内）で再構成した。また転写系と翻訳

系をカップリングさせ、in vitroで DNAを鋳型とするタンパク質合成反応を行った。さらに複

数遺伝子から構成されるオペロンからの複数タンパク質の合成にも成功した。 

 
研究成果の概要（英文）：Transcription (RNA synthesis from DNA) and translation (Protein synthesis 
from RNA) are ubiquitous systems in all living organisms. An in vitro transcription system and an in 
vitro translation system were developed using stable cell components of a hyperthermophilic 
archaeon,Thermococcus kodakaraensis. A system for in vitro transcription and translation-coupled 
reactions was also constructed which enabled in vitro protein production from a DNA template. 
Furthermore, production of proteins from an operon, a cluster of genes transcribed as a single 
transcriptional unit, was also achieved. 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2005 年度 19,000,000 0 19,000,000 

2006 年度 19,000,000 0 19,000,000 

2007 年度 19,000,000 0 19,000,000 

2008 年度 19,000,000 0 19,000,000 

2009年度 15,200,000 0 15,200,000 

総 計 91,200,000 0 91,200,000 

 
研究分野：生体関連化学 
科研費の分科・細目：マルチスケール操作によるシステム細胞工学（領域番号：455） 
キーワード：超好熱菌、in vitro転写系、in vitro翻訳系、再構成系、ゲノム 
 
１．研究開始当初の背景 
（１）超好熱菌は進化系統学的解析などから、
進化の源流に位置する生物であり、生命誕生
当時のシンプルな生命維持システムが存在
すると考えられる。加えて超好熱菌の生体分
子が高度の耐熱性・安定性を示すことから、
超好熱菌は生命システムの再構成実験に適

した生物であると言える。 Thermococcus 
kodakaraensisは研究代表者（今中）らにより
単離された超好熱始原菌であり、研究開始当
初、その全ゲノム塩基配列（2.09 Mb）の決定
を完了し、また超好熱菌では唯一となる遺伝
子交換系の開発にも成功していた。 
（２）近年、生細胞に代わる遺伝子発現法と
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して、in vitro翻訳系が注目を集めている。研
究開始当初、研究代表者らは安定性の高い超
好熱菌の生体分子を基盤とした in vitro 翻訳
系の開発に着手した。その結果、 T. 
kodakaraensisの無細胞抽出液を用いて単一遺
伝子(ChiA∆4)の in vitro 翻訳反応に成功して
いた。 
 
２．研究の目的 
（１）本研究では、超好熱菌由来の細胞構成
成分を素材とし、単一遺伝子の in vitro転写・
翻訳系の最適化、および Operon や特定代謝
系の全遺伝子が発現可能な in vitro転写・翻訳
系の開発を進める 
（２）これらの成果を基盤とし、最終的にゲ
ノム断片や全ゲノム上の遺伝子を in vitro で
転写・翻訳できる技術を開発することを目標
とする。 
 
３．研究の方法 
（１）T. kodakaraensisを用いた in vitro翻訳系
の反応生成物量を向上させるために、反応系
の最適化を行った。具体的には、無細胞抽出
液（S30 画分）作成法の改良、反応溶液成分
の最適濃度の検討、および遺伝子組換えによ
る T. kodakaraensis細胞の改良を行った。 
（２）本系において外来種由来タンパク質を
含む幅広い種類のタンパク質生産が可能で
あることを確認するために、モデルケースと
して Green fluorescent protein (GFP)の合成を
試みた。特に GFPの耐熱性を考慮して、50°C
でも立体構造を保持し蛍光を発することが
できる GFP Cycle3変異体を使用した。なお実
験に使用する GFP遺伝子は、生物種間のコド
ン使用頻度の違いを考慮し、T. kodakaraensis
の codon usage に合わせた人工遺伝子を合成
し、使用した。 
（３）本系により同一オペロン上の複数遺伝
子の翻訳が可能であるかを確かめるために、
T. kodakaraensis由来 TrpE、TrpGの合成を試
みた。TrpE、TrpGはトリプトファン合成経路
の初発段階であるアントラニル酸合成に関
わる酵素であり、両者をコードする遺伝子は
オペロンを形成している（trpEG）。TrpE と
TrpGは会合体を形成し、これによりグルタミ
ンをアンモニア供与体としてコリスミ酸か
らアントラニル酸が合成される（AS 複合体
活性）。trpEG オペロンに相当する mRNA を
別途調製し、trpE欠損株由来の S30画分を用
いて、in vitro翻訳反応を行った。 
（４）リポソーム内空間を反応場とする無細
胞タンパク合成を試みた。リポソーム内でタ
ンパクの合成が可能であれば、膜タンパクを
有するリポソーム等、特定機能を付加したリ
ポソームの構築が可能となる。そこで
1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphatidylcholine 
(DOPC)を成分とし T. kodakaraensis 由来 in 

vitro 翻訳系を内包するリポソームを界面通
過法により作製し、リポソーム内部で GFP合
成を試みた。 
（５）T. kodakaraensis 由来成分を用いた in 
vitro 転写系を開発し in vitro 翻訳系と組み合
わせて in vitro転写・翻訳カップリング反応系
の構築を試みた。本カップリング反応系では
mRNAの調製プロセスが不必要となり、生体
内での反応と同様に DNA から直接タンパク
質の合成が可能となる。始原菌の転写開始に
必要な、RNA polymerase (RNAP)、TATA-box 
binding protein (TBP)、Transcription factor B 
(TFB)の３つの因子の調製を行った。TBP 
(TK0132)と TFB (TK1280)は大腸菌を用いて
組換えタンパク質を大量発現し、精製を行っ
た。一方、複雑な構造をもつ RNAP は T. 
kodakaraensis 細胞より精製した。この際、
RNAPのサブユニット Lの C末端に対応する
DNA 配列に(His)6-tag 配列を組込んだ遺伝子
組換え株（KUWL株）を作製し、その細胞抽
出液よりニッケルカラム等を用いてRNAPを
高効率で精製した。テンプレート DNA は、
転写を強力に誘導する T. kodakaraensis 由来
の glutamate dehydrogenase遺伝子(gdh)のプロ
モーター配列の下流に ChiA∆4 遺伝子と gdh
ターミネーター配列を組込んだ DNA を作製
した。 
 
４．研究成果 
（１）まず in vitro翻訳に用いる無細胞抽出液
（S30画分）の作成法について検討を行った。
その結果、菌体破砕に使用するフレンチプレ
スの圧力や回数を穏やかにし、またプレイン
キュベーション過程を廃止することで、S30
画分のタンパク質合成活性が約４倍増加し
た。続いて反応溶液中の各添加物（S30画分、
Mg2+、 K+、 NH4+、 phosphoenolpyruvate、 
PEG8000、amino acid mixture）の濃度の最適
値を個々に検討した。その結果、それぞれの
成分の最適濃度は 16µg/mL、3mM、250mM、
75mM、10mM、2%、3mM(each)であった。他

 
図１．In vitro翻訳系の最適化 



 

 

の系と比べた本系の特徴はカリウム濃度が
高いことであるが、これは超好熱菌の細胞内
カリウム濃度が高いことを反映していると
思われる。これらの成分濃度の最適化により、
本系のタンパク質合成量がさらに 20 倍増加
した。さらに翻訳反応を長時間行うと S30画
分が熱失活している様子が見られたことか
ら、細胞内の熱ショックタンパク質含量を増
加させるために、熱ショック応答転写制御因
子の遺伝子(TK2291)破壊株を作成した。本破
壊株を用いて S30 画分の調製を試みた結果、
タンパク質合成量が約 13％増加した。これら
の全条件を組合せた系で実験した結果、反応
最適温度である 65°C におけるタンパク質合
成量は反応開始後 15分で 100µg/mLを突破し、
合成量の最大値は115.4µg/mLに達した（図１, 
Batch No. 6）。 
（２）T. kodakaraensisの in vitro翻訳系を用い
て GFPの合成を試みた。主に以下の３点の工
夫により、活性型 GFPを合成することに成功
した。1)遺伝子コドンの最適化、2)mRNA の
3’末端へのステムループ構造の導入、3)反応
系へのシャペロニン(HSP60)の添加。まず遺
伝子コドンを T. kodakaraensis における使用
頻度に合わせて作り直した結果、それ以前は
検出限界レベル付近であった合成量が、100
程度上昇した。続いて、細胞抽出液内のヌク
レアーゼによる分解を避けて mRNA が安定
に存在できるように、その 3’末端にステムル
ープ構造を導入したところ、さらに約３倍の
タンパク質生産量の上昇が見られた（図２）。
しかしながら生産された GFP 中で活性（蛍
光）をもつタンパク質の割合は約 30%程度に
留まっていたため、続いてタンパク質の折り
たたみを促進するシャペロニンを系に加え
た。その結果、正常に折りたたまれた GFPの
割合は約 50%にまで上昇した。 

（３）T. kodakaraensisのin vitro翻訳系を用いて
、アントラニル酸合成酵素をコードするtrpEG
オペロンの翻訳反応を行った。ウエスタンブ

ロット解析によりTrpEおよびTrpG両タンパク
質の合成が確認できた（図３）。さらに、溶液

内にAS複合体活性が検出されたことから、無

細胞合成されたTrpEは無細胞抽出液内でTrpG
と複合体を形成していることが判明した。こ

の結果から、本系によりヘテロ複合体を形成

するタンパク質など、より広範囲なタンパク

質合成が可能であることが示された。 

（４）T. kodakaraensis由来in vitro翻訳系を内包
するリポソームを作製し、その内部でのGFP
合成実験を行った。反応終了後のリポソーム

を共焦点レーザー顕微鏡下で観察した。その

結果、GFP由来と考えられる蛍光が観察され
たことから、実際にリポソーム内でタンパク

質合成反応が進行することが示された（図４

）。本結果は、将来的な機能性リポソームの構

築に向けた基盤となる結果であると言える。 
（５）T. kodakaraensisの生体成分を用いたin 

vitro転写系を構築した。テンプレートDNAに
RNAP、TBP、TFBの各因子を加え、Tris-酢酸
緩衝液 (pH8.0), Mg2+, K+, DTT, NTPの存在下、
85℃で反応を行った結果、mRNAの合成が確
認された。本系の最適な転写反応溶液組成、

反応温度および反応時間の検討を行った後、

本菌のin vitro翻訳系と組み合わせた。具体的
には、テンプレートDNAを添加し、転写反応
を80℃、20 min行った後、翻訳反応に必要な
成分（S30画分、buffer、基質、塩類）を加え
て翻訳反応の最適温度である65℃でさらに1
時間反応させた。その結果、RNAPの添加濃度

図２．ステムループ導入の効果 

 
図３．trpEGオペロンの合成実験 

 
図４．リポソーム内での GFP合成反応 



 

 

に応じて活性を持ったChiA∆4タンパク質の
合成が確認された（図５）。以上の結果より、

T. kodakaraensisのin vitro転写系とin vitro翻訳
系を組み合わせ、one tube内でのDNAを鋳型と
したタンパク質合成に成功した。 
（６）構築した in vitro転写・翻訳反応系を用

いて、ゲノム断片からの転写・翻訳反応を試
みた。しかしながら S30画分内に多量の DNA
断片が混入していたため、添加ゲノム断片に
由来する転写産物や翻訳産物を確認するこ
とは困難であった。 
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