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研究成果の概要（和文）：本研究は、ガラス基板上に印刷したDNAから、無細胞タンパク質合成系を用いてタン
パク質デバイスを構築する技術を開発することを目的としている。タンパク質は通常、その不安定性から保存が
効かず、商業利用が困難であるが、本技術では遺伝情報を無機材料に印刷することで、タンパク質デバイスの長
期保存を可能とし、必要時にタンパク質を合成しデバイスとして機能させることができる。本研究では、微小動
力である生体分子モーター系（細胞骨格/モータータンパク質）を無細胞合成する系を確立した。運動性を有す
るモータータンパク質の合成に成功し、ガラス基板に印刷したDNAからモータータンパク質を合成し機能させる
ことを実現した。

研究成果の概要（英文）：This study aims to develop a technology for constructing protein devices 
using a cell-free protein synthesis system (CFPS) from DNA printed on glass substrates. Typically, 
proteins are difficult to store due to their instability, making commercial use challenging. 
However, this technology allows for long-term storage of protein devices by printing genetic 
information on substrates, enabling protein synthesis and functionalization as devices when needed. 
 This study successfully demonstrated that CFPS synthesized motile motor proteins, which are part of
 biomolecular motor systems (cytoskeleton/motor proteins), from DNA printed on glass substrates.

研究分野： 合成生物学

キーワード： 合成生物学　マイクロデバイス　モータータンパク質　細胞骨格　無細胞タンパク質合成系　DNAナノテ
クノロジー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
モータータンパク質は古くからマイクロナノデバイスの動力系として応用する研究が行われている。しかしなが
ら、これらのモータータンパク質は古典的な遺伝子組み換え生物を用いて入手する必要があった。本研究によ
り、優れた動力系である、モータータンパク質を無細胞タンパク質合成系により、簡単に入手できるようになっ
た。また、ガラス基板に結合させたDNAの遺伝情報に基づいて、モータータンパク質を合成し、機能させること
も実証した。従来壊れやすいタンパク質を、安定なＤＮＡの遺伝情報としてデバイスに組み込むことで、タンパ
ク質デバイスの長期保存を可能にし、商業利用のハードルを下げることができるかもしれない。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
生体システムを構成するタンパク質は、多種多様な機能を持つ超小型の生体分子機械である。

タンパク質の多くは生体外でもその機能を維持することから、酵素など我々の社会でも幅広く
使われている。さらに、タンパク質はその微小なサイズゆえに、マイクロ・ナノテクノロジーの
分野でも利用されている。例えば、生体分子モーター系（細胞骨格/モータータンパク質）は、化
学エネルギーであるアデノシン三リン酸(ATP)を高効率に消費し自己駆動する生体分子機械であ
り、筋収縮や細胞内物質輸送、染色体分離、繊毛運動などに必要な生体の動力を構成する。この
ことから、マイクロ・ナノデバイスや超小型ロボット（分子ロボット）のアクチュエーターへの
応用が期待されている 1)。しかしながら、デバイスを構成する細胞骨格やモータータンパク質を
精製することは容易ではなく、製造したデバイスを長期保存できないことも大きな課題である。 
従来、目的のタンパク質を得るためには、大腸菌や細胞に、タンパク質遺伝子を含む DNA を

導入し、長時間の培養の後、目的タンパク質の抽出・精製を含む長いプロセスが必要である。ま
た、多くのタンパク質は常温では不安定であるため、フリーザーなどで凍結保存するのが通常で
あるが、凍結・融解や冷凍保存中の酸化により、その機能が失われるリスクがある。一方、近年、
細胞抽出液と DNA を用いて、試験管内でタンパク質を生成する無細胞タンパク質合成系が注目
されている 2)。この系の利点は、大腸菌や細胞を用いないため、特殊な設備や長時間培養を必要
とせず、DNA 遺伝子テンプレートと必要な試薬類のみでタンパク質を容易に獲得できる点であ
る。 
そこで本研究では、ガラス基板上に、デバイス構築に必要なタンパク質遺伝子をコードする

DNA をプリントする。DNA は安定な化合物であるため、デバイス構築に必要なタンパク質の情
報を基板上の DNA として記録しておくことで、デバイスの長期保存が期待される。無細胞タン
パク質合成系により、タンパク質を DNA から発現し、それらのタンパク質を自己集積させるこ
とで、デバイスを構築する技術の確立を目指す。 
 
２．研究の目的 
本研究は、ガラス基板上に DNA を印刷し、無細胞タンパク質合成系を用いてタンパク質デバ

イスを構築する技術を開発することを目的としている。タンパク質は通常、その不安定さから工
業的に応用し、商業利用することが難しいが、この技術では遺伝情報を基板に印刷することによ
り、タンパク質デバイスの長期保存を可能にし、必要時にタンパク質を合成してデバイスとして
機能させることができると期待される。上記の目的を達成するために、本研究では、微小な生体
動力系であり、以前からマイクロデバイスの構成材料として用いられてきた生体分子モーター
系(細胞骨格/モータータンパク質)を無細胞合成することに挑戦する。 
具体的には、細胞骨格であるアクチン繊維や微小管を駆動するコア動力となるキネシン、ダイ

ニン及びミオシンモータータンパク質を無細胞合成する。さらに、モータータンパク質の遺伝子
をコードする DNA をガラス基板上にプリントし、この DNA の遺伝情報を基に、モータータン
パク質を基板上で合成し、細胞骨格を駆動させる実証実験を行う。 
 
３．研究の方法 
本研究では、生体分子モーター系を構築するモータータンパク質及び細胞骨格の無細胞合成

に挑戦した。無細胞タンパク質合成系には、多様なタンパク質の合成に対応し、合成量も多く、
低コストであることから、セルフリーサイエンス社のコムギ胚芽抽出を用いた合成系を選択し
た。このシステムを用いて、以下の研究課題に取り組んだ。 

 
【課題 1】 コムギ胚芽抽出液を用いたモータータンパク質の無細胞タンパク質合成系の確立 
本研究では、モータータンパク質の合成を試みた。対象としたのは、微小管と相補的に結合す

るモータータンパク質（キネシン 1、キネシン 5、キネシン 14、ダイニン 1）及びアクチン繊維
と結合するモータータンパク質（ミオシン II、ミオシン VI、ミオシン X、ミオシン XI）である。
これらのモータータンパク質は、微小管及びアクチン繊維のそれぞれに存在する分子内極性に
基づき選択された。キネシン 1、キネシン 5、ミオシン II、ミオシン X、ミオシン XI は各細胞骨
格のプラス端に動く順行性のモーターであり、キネシン 14、ダイニン 1、ミオシン VI はマイナ
ス端に動く逆行性のモーターである。ミオシン XI は植物由来のミオシンであり、シャジクモ類
の高速ミオシンを選択した。各モータータンパク質の詳細は表 1 に記載した。 
 
 

 

 

 



表 1. 合成したモータータンパク質の種類とその詳細 

 
 

モータータンパク質の遺伝子は、キネシン 1 遺伝子を pEU ベクターに導入し、その他のモータ
ーは PCR で作成した遺伝子テンプレートを使用し、コムギ胚芽抽出液による無細胞タンパク質
合成系で合成した。モータータンパク質の運動活性を、予め精製された微小管及びアクチン繊維
を用いて、モータータンパク質を固定したガラス基板上で、ATP 依存的に各細胞骨格を運動させ
る In vitro gliding assay により確認した。 
 
 
【課題 2】 細胞骨格の無細胞タンパク質合成系の確立 
  モータータンパク質のパートナータンパク質である細胞骨格の無細胞合成も試みた。細胞骨
格である微小管やアクチン繊維はそれぞれ、αβチューブリンヘテロダイマー及び G-アクチンと
よばれるタンパク質から構成されている。北海度大学大学院農学研究院の高須賀太一准教授の
協力の下、α チューブリンと β チューブリンの遺伝子が挿入された pEU ベクターを作成した。
また、G-アクチンに関しては、産業技術総合研究所生物プロセス研究部門の貴嶋紗久研究員、名
古屋大学大学院理学研究科 佐々木武馬助教、小田祥久教授の協力の下、アクチンをコードする
Act1 及び Act7 遺伝子の配列を有する遺伝子テンプレートを作成して、コムギ胚芽由来の無細胞
タンパク質合成系を用いて合成した。 
 
【課題 3】 ガラス基板上に印刷した DNA 遺伝子テンプレートからのタンパク質合成系の確立 
 課題１で合成されたモータータンパク質のうち、キネシン１-GFP およびミオシン VI-GFP に
ついて、DNA 遺伝子テンプレートを 3-アミノプロピルトリエトキシシラン（APTS）を気相蒸着
させたガラス基板に結合させた。この基板に対して、GFP 抗体を吸着させた後、コムギ胚芽抽出
液由来の無細胞タンパク質合成キット（Premium One expression kit, セルフリーサイエンス）を
用いて、キネシン１及びミオシン VI のワンステップ無細胞合成をガラス基板上で試みた。合成
したモータータンパク質の運動活性を、課題１で使用した In vitro gliding assay によって評価し
た。 
 
４．研究成果 
【課題 1】 本研究において、合成した複数のモータータンパク質の内、キネシンは全て運動活性
を有していた。特にキネシン 1 およびキネシン 14 については、PCR テンプレート作成時にアフ
ィニティタグとして FLAG タグの配列を PCR プライマーに挿入し、それぞれモータードメイン
とは逆側の尾部（キネシン 1: C 末端、キネシン 14: N 末端）に拡張配列を導入した。これらのキ
ネシンを無細胞合成後、FLAG タグ抗体をコートしたガラス基板に固定し、キネシンの結合量が
抗体存在下で増加することを、融合した蛍光タンパク質の蛍光強度の増加から確認した。これに
より、無細胞タンパク質合成系を用いることで、キネシンの N および C 末端に様々な拡張配列
を導入することが可能であり、キネシンの分子デザインが容易になることが示された。 
一方、微小管と相補的に結合する逆行性モーターであるダイニン 1 の合成においては、運動性

を示すダイニン 1 は得られなかった。国立遺伝学研究所の斎藤慧助教の協力により取得したダ
イニン 1 の透過電子顕微鏡像からは、ダイニンモータードメインの AAA+モジュールと見られ
る環状構造体が観察され、さらに、これらのタンパク質は二量体を形成していることも確認され
た。また、SDS-PAGE の結果から、目的タンパク質の分子量に該当するバンドが得られたことか
ら、ダイニン 1 は無細胞合成系で発現されている可能性が高い。一般に、無細胞タンパク質合成
系は高分子量のタンパク質の発現には不向きとされるが 2)、本研究で使用したダイニンのモータ
ードメインは分子量が 380,000 にも及ぶにも関わらず、コムギ胚芽由来の無細胞タンパク質合成

モータータンパク質 極性 詳細

キネシン1 順行性
緑色蛍光タンパク質(GFP)を融合したものを使用（北海度大学大学院農学研究院の高須
賀太一准教授の協力の下で作成）

キネシン5 順行性
四両体を形成するキネシンであり、C末端尾部に赤色蛍光タンパク質のDsRed2を導入
したものを合成（金沢大学がん進展制御研究所の木下健助教より提供）

キネシン14 逆行性
N末端に赤色蛍光タンパク質であるmCherryを導入したものを合成（Addgene Plasmid
#120169）

ダイニン1 逆行性
モーター活性を有する部位のみを選択し、その尾部側にGSTタグを導入することで二量
体化するものを使用（国立遺伝学研究所遺伝メカニズム研究系・細胞建築研究室の鳥澤
嵩征助教、木村暁教授から提供）

ミオシンII 順行性 筋肉を構成するミオシンであり、Ｃ末端にSNAPタグを融合したものを作成
ミオシンVI 逆行性 GFP融合型及びSNAPタグ融合型のものを使用(Plasmid #82714, Plasmid #82716)
ミオシンX 順行性 GFP融合型のものを使用(Plasmid #87256)

ミオシンXI 順行性
モータードメインにMycタグが導入された単頭のものを使用(千葉大学大学院理学研究
院の原口武士助教及び伊藤光二教授より提供)



系では合成できることが確認された。 
今回、運動活性を有するダイニンが得られなかった理由として、タンパク質が正しく折りたた

まれ立体構造を形成するために必要な分子シャペロンが不足している可能性が挙げられる。事
実、ダイニンにも特異的な分子シャペロンの存在が確認されている 3)。このため、ダイニンの合
成系を確立するには、正しい立体構造の形成に必要な分子シャペロンを特定し、それらをコムギ
由来の無細胞タンパク質合成系に導入する必要があると考えられる。 
ミオシンに関しては、植物由来のミオシン XI のみがコムギ胚芽由来の無細胞タンパク質合成

系で合成可能であった。また、ミオシン XI を用いた In vitro gliding assay において、原口らが昆
虫細胞で発現させたミオシン XI と同等の運動速度でアクチン繊維が並進運動することが確認さ
れた 4)。他方、ミオシンには特異的分子シャペロンである UNC45A の存在が知られている 5)。
UNC45A を無細胞合成し、ミオシン II、ミオシン VI、ミオシン X の合成時に導入すると、これ
ら全てのミオシンにおいてアクチン繊維との結合が向上した。特にミオシン VI は In vitro gliding 
assay において、アクチン繊維が並進運動を発現することが観察された。一方、ミオシン II 及び
ミオシン X では、アクチン繊維の運動は観察されなかった。 
これらの結果から、ミオシンの合成において、分子シャペロンが不要なタイプ、1 つの分子シ

ャペロンを必要とするタイプ、複数の要素が必要なタイプの存在が明らかになった。過去の文献
によれば、ミオシン II の立体構造形成にはシャペロニン（CCT）と呼ばれる 8 種類のサブユニ
ットから構成される大型の分子シャペロンが必要である可能性が示唆されている 6)。これを踏ま
え、CCT を合成反応系中に導入することで、ミオシン II やミオシン X においても運動性を有す
るタンパク質が得られる可能性が期待される。この知見は、ミオシンの機能発現における分子シ
ャペロンの役割と重要性を示し、今後さらに取り組むべき課題である。 

 
【課題 2】 コムギ胚芽由来の無細胞タンパク質合成系を用いて、細胞骨格を構成する αβ チュー
ブリンや G-アクチンの合成を試みたものの、いずれも重合活性を示すものが得られなかった。
この理由として、これら細胞骨格タンパク質の立体構造形成に複数の分子シャペロンが必要で
あることが示唆されており 7)、これらのシャペロンがコムギ胚芽抽出液に含まれているか否かは、
研究の初期段階では不明であった。研究を進める過程で、共同研究者である北海道大学の高須賀
准教授らの研究により、コムギの胚芽抽出液には必要な分子シャペロンが一部含まれているも
のの、多くが断片化または欠損していることが判明した 8)。このため、課題２に関しては、上記
の分子シャペロンを獲得する手段を模索する必要があり、今後解決すべき課題とした。 

 
 
【課題 3】 課題１で合成したモータータンパク質の中から、運動性を示したキネシン１とミオシ
ン VI を選択し、ガラス基板に固定した DNA から無細胞合成を行った結果、これらのモーター
タンパク質がガラス基板上でも運動性を有することが確認された。当初、DNA の固定に用いら
れた 3-アミノプロピルトリエトキシシラン（APTS）は正電荷を有しており、合成したモーター
タンパク質や細胞骨格繊維と静電的に相互作用し、その運動を阻害する可能性が懸念されてい
た。しかし研究結果から、APTS により固定された DNA 基板上でも、生体分子モーター系を構
築し、機能させることが可能であることが明らかとなった。 
 
以上より、課題 3 の結果から、DNA 固定ガラス基板から目的のタンパク質を合成し、機能さ

せるという本研究課題の主要目的の大部分が達成されたと考える。今回の研究では、モータータ
ンパク質を目的のタンパク質として使用したが、この技術は他の商業的に有益な酵素などにも
応用可能であると期待され、ユーザーがオンサイトでタンパク質デバイスをその場構築できる
可能性が示された。 
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