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研究成果の概要（和文）：多くの蛋白質は複合体を形成することで制御された機能発現が可能となるが、細胞内の複合
体の形成プロセスはほとんど未解明である。本プロジェクトでは、再構築型無細胞蛋白質合成系PURE systemを用いて
、ポリペプチドの合成反応と複合体形成を試験管内で再構築を行った。その結果、細胞膜上の２２のポリペプチドから
形成されるATP合成酵素、および３つのポリペプチドからなるトランスロコンの合成に成功した。また16SrRNAと20種類
の蛋白質からなる超分子複合体であるリボソームの小サブユニット（３０Ｓ）の効率の高い再構築を、さまざまな生合
成因子の共存により成功した。

研究成果の概要（英文）：Most of proteins are able to  express function by forming a complex of subunit.How
ever, the formation process of a complex in the cell is only poorly understood. In this project, using a c
el-free translation system constituted with purified  translation factors, PURE system, complex formation 
processes were reconstructed in the test-tube. As a result, we succeeded in the synthesis of the ATP synth
ase, which is formed from22 polypeptides and translocon composed of three polypeptides onto the cell membr
ane.  the reconstruction of small subunit of the ribosome (30S)  with high efficiency was also successfull
y achieved form a 16SrRNA and of 20 ribosomal proteins in the presence of the factors involved in biosynth
esis of 30S ribosome subunit.
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１．研究開始当初の背景 
リボソームによる上での蛋白質合成系

は、単にアミノ酸の重合反応にすぎない。
研究代表者は、蛋白質合成に必須な因子
のみから構成された無細胞蛋白質合成系
PURE system を開発し、大腸菌の全蛋白
質(4274 個)の合成を行った（Niwa et al. 
PNAS, 2009）。合成された蛋白質の凝集
特性を解析したところ、正常な構造形成
をしている可能性のある蛋白質は、1000
にも満たないことを明らかにした。つま
り、蛋白質の大半のものが、Anfinsen の
ドグマには従わず、構造形成に何らかの
成熟プロセスを必要とすることが示され
た。この解析は、従来の蛋白質の変性状
態からの構造回復過程の解析ではなく、
蛋白質の誕生過程での Anfinsen のドグ
マの妥当性を検証した最初の実験である。
数千種類の分子が共存しブラックボック
ス化されている細胞や夾雑物を含む細胞
抽出液などでは明確な結論を導き出せな
い問題点を、PURE system では解決でき
ることが示された。また、PURE system
にシャペロンを添加することで、蛋白質
のシャペロンの要求性を明確に結論でき
る。実際、700 以上の大腸菌の細胞質蛋
白質について、必要なシャペロンを明ら
かにすることに成功した。以上のように
ポリペプチドのフォールディング解析に
PURE system という合成生物学的手法
が有効であることが受け入れられはじめ
られている。 
 
２．研究の目的 
リボソーム上で合成されたポリペプチドは、
個々の蛋白質に固有の加工プロセス（フォー
ルディング、複合体形成、翻訳後修飾、輸送
など）を経て生理活性を有する蛋白質分子と
なる。本研究では、この翻訳後のプロセスの
中で未だ不明な点の多い複合体形成の過程
について、研究代表者らが開発した翻訳必須
因子のみから再構築された無細胞蛋白質合
成系 PURE system を用いて、合成生物学的
なアプローチによって解明する。ヘテロなサ
ブユニット構造を持つ RNA ポリメラーゼ、
膜蛋白質複合体である ATP 合成酵素、超分
子複合体であるリボソームを対象として、成
熟プロセスを融合させた PURE system を基
盤とした生合成システムを試験管内で再構
築する。この再構築系により、これらの複合
体の形成メカニズムを明らかにする。素過程
の解析には迫ることが困難な遺伝学的手法
の問題点を、超分子複合体生合成マシナリー
を組み立てる合成生物学的な手法を用いる
ことで克服する。 
 
３．研究の方法 
（１）膜蛋白質複合体の生合成システムの構
築と素過程解析 
大腸菌では三割の蛋白質が膜蛋白質もしく

は分泌蛋白質であると考えられている。膜蛋
白質の膜への輸送・挿入系を試験管内で再構
築する。すでに、PURE system で一本のポ
リペプチドの膜蛋白質の膜挿入に成功して
いる。このシステムを基盤として、より複雑
な膜蛋白質複合体であるトランスロコン
（SecYEG）と Fo-F1 ATP 合成酵素の合成を
行い、膜蛋白質複合体の複合体形成のメカニ
ズムを明らかにする。トランスロコンは膜蛋
白質の膜への挿入に関与する蛋白質複合体
である。ATP 合成酵素は、細胞質の F1 部分
（α3β3γδε）と膜（ab2c10）から構成される。
まず、F1 部分の各サブユニットを PURE 
system により共発現させる。F1 のサブユニ
ットのフォールディングと自己集合プロセ
スへのシャペロンの関与を明らかにする。ま
た、Fo については、SRP 存在下で、トラン
スロコンを組み込んだプロテオリポソーム
へのターゲッティング、トランスローケーシ
ョン、膜内での自己集合について、詳細に解
析をする。 
（２）リボソーム生合成システムの構築 
1960 年代から 70 年にかけて野村のグループ
やWittmannのグループなどによってリボソ
ームの再構成実験がなされ、リボソーム蛋白
質のアセンブリーマップが作成された。しか
し、これらの実験では高い塩濃度や低いｐH
での条件であり、生理的とは言えず、細胞内
のリボソームの生合成過程を反映している
とは言えない。その後、リボソームの生合成
経路には多数の蛋白質が関わる複雑な過程
であることが示された。30S サブユニット関
して、リボソーム蛋白質の他に、リボソーム
蛋白質修飾酵素、rRNA 修飾酵素、生合成関
連因子、シャペロン蛋白質、rRNA 転写制御
因子、プロセシング酵素などの、20 種以上の
因子が関わる。３０S サブユニットのリボソ
ーム蛋白質を個別に発現させ調製後、これら
の生合成因子などの補助因子の存在で再構
成することを試みる。 
 
４．研究成果 
多くの蛋白質は複合体を形成することで制
御された機能発現が可能となるが、細胞内の
複合体の形成プロセスはほとんど未解明で
ある。本プロジェクトでは、再構築型無細胞
蛋白質合成系 PURE system を用いて、ポリペ
プチドの合成反応と複合体形成を試験管内
で再構築を行った。その結果、細胞膜上の２
２のポリペプチドから形成されるATP合成酵
素の PURE system による DNA からの合成に成
功した。リポソーム共存下の PURE system に
より合成したＡＴＰ合成酵素は、プロトンの
プロトンポンピング活性とＡＴＰ合成活性
の両者ともに、天然のＡＴＰ合成酵素とほと
んど同等の比活性を有していることが示さ
れた。またミュータントも作製に、その機能
解析にも成功した。また同様に、３つのポリ
ペプチドからなるトランスロコン（ＳｅｃＹ
ＥＧ）の合成に成功した。合成したトランス



ロコンは ompＡの膜透過や膜蛋白質の膜挿入
をする活性を有していた。これらの膜蛋白質
はリポソームへ自発的に挿入されたもので
あり、ある意味リポソームはこうした膜蛋白
質へのシャペロンということもできる。 
16SrRNA と 2１種類の蛋白質からなる超分子
複合体であるリボソームの小サブユニット
（３０Ｓ）の効率の高い再構築を、試み成功
した。このプロセスは高塩濃度で熱での処理
をしたものである。また、３０Ｓの生合成に
関与する、さまざまな生合成因子を精製し、
これらの因子の存在下で３０Ｓサブユニッ
トの効率のよい再構成が可能であった。この
再構成条件は低塩濃度、中性 pH の生理的も
のであり、細胞内での生合成を反映したアセ
ンブリーと考えられる。現在は、調製したリ
ボソーム蛋白質を用いているが、これらのリ
ボソーム蛋白質を生合成因子の共存した
PURE system で発現させながら、30S サブ
ユニットのアセンブリーするシステムの構
築へとつながるものと期待できる。 
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