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研究成果の概要（和文）：本研究では無細胞タンパク質合成のバイオインフォマティクス手法を開発した。この手法は
無細胞系を用いた実験科学的なタンパク質発現データと計算機上で予想されるポリペプチドの諸性質との比較検証デー
タを解析する基盤を提供する。発現レベル低下と可溶性発現度の上昇がタンパク質の構造不全を起こすことが明らかと
なった。この傾向は構造不全領域に特異的な諸状態（疎水性の低下、表面アクセシビリティの上昇、ユビキチン化モチ
ーフやPEST配列の露出などが関係することも明らかとなった。また、リン酸化、グリコシル化、アセチル化が構造全領
域で高頻度に見られること、逆にメチル化は低頻度であることも明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：In the present study, a bioinformatics approach for identification of multiple 
physicochemical and structural properties associated with cell-free soluble protein expression was 
developed. It is based on categorical data analysis of correlations between experimentally observed 
expression scores and multiple features of amino acid sequences calculated/predicted by bioinformatics. 
Using this approach, we found that protein disorder is associated with low propensity for detectable 
cell-free protein expression and elevated ratio of soluble expression. These tendencies are rooted in the 
distinct features of intrinsically disordered regions, such as low hydrophobicity, elevated surface 
accessibility and high abundance of sequence motifs for proteolytic degradation. We also found that the 
eukaryotic PTMs, such as phosphorylation, glycosylation and acetylation, display a clear preference for 
occurrence in disordered regions of plant proteins, whereas methylation tends to avoid disorder.

研究分野： 生物学
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１．	 研究開始当初の背景 
(1) 構造的・機能的ゲノミクス研究の分野で
無細胞タンパク質合成系が多用されはじめ
ている。この系が、生細胞抽出液をベースと
するハイスループットなタンパク質合成・生
産のニーズにかなったものであるからであ
る。しかしながら、無細胞タンパク質合成系
メカニズムにはまだ未解明の部分が多く、こ
れまでにこの系によって大量生産されたタ
ンパク質の種類も生体内の全タンパク質の
ほんの一部にすぎない。 
 
(2) 大腸菌を宿主として可溶性のタンパク質
を生産する場合、そのアミノ酸配列にともな
う様々な物理化学的性状、すなわちポリペプ
チドの長さ、電荷、等電点、アミノ酸残基の
種類、その他諸々が収量に影響する。問題は、
これら様々な性状を正確に計算・予想してタ
ンパク質の合成とフォールディングをうな
がす方法論がまだ確立していないというこ
とである。 
 
(3) これまでの研究で私たちは、原核生物シ
ステムを使った無細胞タンパク質合成に対
してもっとも影響のあるアミノ酸配列上の
物理化学的および構造生物学的性状のリス
ト化をおこなった（Kurotani et al. 2010）。
また、タンパク質合成の収量と予想される翻
訳後修飾反応（PTMs）の有無とのあいだに統
計学的に有意な相関がある例を多く見いだ
すことに成功した（Tokmakov et al. 2012）。 
 
２．	 研究の目的 
(1) 本研究の目的は、無細胞抽出液系におけ
るタンパク質発現と当該タンパク質のアミ
ノ酸配列から予想される各種性状パラメー
ターとの相関を明らかにするバイオインフ
ォマティクス手法を確立し、良好な発現を示
すタンパク質グループの特徴を特定するた
めのアルゴリズムを明らかにすることであ
る。この研究の成果はタンパク質フォールデ
ィング研究の新たな展開に貢献することが
期待される。 
 
(2) 大腸菌をつかった以前の研究課題と同様
に、今回の真核生物細胞を使った無細胞タン
パク質合成系のバイオインフォマティクス
研究においても、アミノ酸配列がもつ物理化
学的および構造生物学的性状がタンパク質
の良好な発現とフォールディングにどう影
響するかを明らかにするための実験計画を
立案した。  
 
(3) 構造機能予測のためのバイオインフォマ
ティクス手法を使い、タンパク質構造とアミ
ノ酸配列上の特定の性状、たとえば翻訳後修
飾反応の有無、の２つの事項の相関をゲノム
ワイドに解析する。 
 
(4) 本研究ではさらに、本研究者がこれまで

に研究・構築してきたアフリカツメガエル
Xenopus laevis 卵母細胞・未受精卵のタ
ンパク質無細胞発現系および細胞内発現系
を用いた実験を続行し、その生物学的意義の
解明や機能改善に取り組む。  
 
３．研究の方法 
(1) 無細胞タンパク質合成は以前報告した方
法にもとづき、PCR増幅させた DNA断片を用
いるプログラムによりおこない（Kurotani 
et al. 2010）、最終容量 20-50 mklのタ
ンパク質合成反応液を得た。反応液中には可
溶化促進剤や分子シャペロンを加えなかっ
た。可溶性および不溶性のタンパク質は
10,000 g、10分間の遠心分離により分離し、
5-mkl に分注した分離前試料と遠心分離上
清とを 12.5%分離ゲルを用いて SDS-PAGE
で解析した。泳動後の SDS-PAGE ゲルは
Coomassie Brilliant Blue染色と抗 His
タグ抗体をつかった免疫ブロッティングに
より分析し、得られたデータからタンパク質
の発現レベルと可溶性を評価した。その結果、
解析対象としたタンパク質の発現傾向を次
の３つのカテゴリに分類した：可溶性、不溶
性、および発現不良性である。タンパク質は
個々にこれら３つのカテゴリのどれかに分
類され、その他のカテゴリの性質を示すこと
はなかった。そのため、これから説明するカ
テゴリ別のデータ解析を行うこととした。 
 
(2) 既存のバイオインフォマティクス手法を
用い、発現タンパク質がもつ様々な性状を計
算 ・ 予 測 し た 。 Grand average of 
hydropathy（GRAVY）と等電点は、Expasy 
サーバ（http://cn.expasy.org/）が提
供する無料ソフトを使い計算した。二次構造
(DSC_EH%ftp://ftp.dcs.aber.ac.uk
/pub/users/rdk/dsc/) や 破 綻 構 造
［ regional order neural network 
(RONN) parameter ：
http:://www.strubi.ox.ac.uk/RONN］
の割合も、それぞれにオンライン供与されて
いる手法を使い計算した。Low-complexity 
regions の割合は SEG アルゴリズムにより
計算した。オンライン供与されている既存の
ツールにより、このほかシグナル配列
（http://www.cbs.dtu.dk/services
/SignalP/ ）、 膜 貫 通 配 列 （ TM ：
http://bp.nuap.nagoya-u.ac.jp/s
osui/sosuisignal/sosuisignal_sub
mit.html）、PEST配列（プロリン、グルタ
ミン酸、セリン、トレオニンに富む配列
http://emboss.bioinformatics.nl
/cgi-bin/emboss/ pestfind）、コイル
ド コ イ ル 構 造 （ pepCoil ：
http://emboss.sourceforge.net/a
pps/cvs/emboss/apps/pepcoil.html
）、ドメイン間リンカー配列（DomCut：
http://www.bork.embl.de/suyamad
omcut/）、ジスルフィド結合部位（Dipro： 



 

 

http://contact.ics.uci.edu/brig
e.html）、さらには溶媒に対するタンパク質 
の ア ク セ シ ビ リ テ ィ （ Acc_ProE ：
ftp://ftp.dcs.aber.ac.uk/pub/us
ers/rdk/dsc/）も計算した。以上あげた
以外のタンパク質性状については、
ProteoMix ソフトウェアを使い計算・予測
した。リン酸化、グリコシル化、アミド化、
Asxヒドロキシル化、硫酸化、プレニル化な
どの翻訳後修飾反応の予想は PROSITE スキ
ャ ニ ン グ ツ ー ル PS_SCAN 
(http://www.hpa-bioinfotools.org
.uk/cgi-bin/ps_scan/ps_scanCGI.pl
)を用いておこなった。ユビキチン化と SUMO
化の予測は UbPredと SUMOsp2.0を使いそ
れぞれおこなった。 
 
(3) 個々のタンパク質がもつ性状と発現スコ
アの相関は、YES/NO、離散変数、連続変数
の３通りで示した。３カテゴリ性質（可溶性、
不溶性、および構造不良性）の度合いは、タ
ンパク質それぞれで調べたパラメータごと
に確定した。得られた描画データはエクセ
ル・チャート・スムージング・アルゴリズム
を使い直線形化し、データセット中のタンパ
ク質の各種パラメータ値に基づく分布を解
析することで、情報を整理統合した。  
 
(4) 上記説明した３つのカテゴリに基づく解
析データを使い、実験的に得られたタンパク
質の各種性状データと無細胞系発現の従順
性の相関における統計学的な有意性を３カ
テゴリ性質（可溶性、不溶性、および構造不
良性）ごとに評価した。YES/NO型の評価軸
で統計学的な有意性を検証するときは、二方
向性分割表を用いた。オンライン供与されて
いるツール
（http://statpages.org/ctab2x2.ht
ml）を使い、フィッシャー直接検定法も計算
に用いた。得られる値が限られる離散変数型
および連続変数型の評価軸で統計学的な有
意性を検証するときは、ピアソン対積率相関
係数を求めた。積率相関係数の系統学的優位
性を検証するときは、積率相関係数の実験値
（r）と試料サイズを計算式に与えた上で片
側確率値を計算した。積率相関係数と p値の
計算は、ともにオンラインで供与された統計
計算ソフトを用いた
（http://www.danielsoper.com/stat
calc3/）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4. 研究成果	 
(1)	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１ 本研究で開発・運用した解析手法のフ
ロー図データ解析手法を時系列順に示す	 
Tokmakov et al. 2014）。 
	 
図１に本研究で開発し実験作業に用いたバ
イオインフォマティクス手法、すなわち無細
胞タンパク質発現とその物理化学的・構造生
物学的性状の解明をカップルさせた研究プ
ラットフォームのフローを示す。この手法は
以下の５つの要素を含んでいる。(１) 同一
タンパク質の小スケール無細胞系発現実験、
(２) タンパク質発現結果のカテゴリ分類、
(３) コンピュータ計算・予測による様々な
物理化学的・構造生物学的性状の特定、(４) 
個々のタンパク質が示した発現状況と前述
のコンピュータ解析結果の対応づけ、(５) 
実験的に得られた相関データの統計学的有
意差の検証。これら各要素の詳細については、
すでに査読付きの英文学術論文にて発表済
みである（Tokmakov 2014; Tokmakov et 
al. 2014）。 
 
(2) 3.(2)で説明したバイオインフォマティ
クス手法を用いて、単子葉植物および双子葉
植物由来のタンパク質の構造不良と主な翻訳
後修飾反応（セリン/トレオニン/チロシンの
リン酸化、プロリンのＯグリコシル化、アス
パラギンのＮグリコシル化、リジンのアセチ
ル化、リジン/アルギニンのメチル化）との関
係についてプロテオームスケールで解析した。
その結果、リン酸化、アセチル化、およびＯ
グリコシル化の三者は、タンパク質の構造不
良領域に起こりやすい傾向にあることがわか
った。逆に、メチル化は同領域に起こりにく
いこともわかった。Ｎグリコシル化は、この



 

 

ような傾向性のどちらもが見られなかった以
上の結果をまとめたのが図２である。 
 

 
図２ シロイヌナズナのヨード酢酸―アミノ酸
ヒドロラーゼの三次元構造およびその翻訳後
修飾反応部位。図の右上に示す項目と数値は、
各翻訳後修飾反応がタンパク質構造の不良化
または正常化の出現頻度に与える影響の度合
いを示している（Kurotani et al. 2014）。 
 
(3) 本研究では真核生物タンパク質の無細胞
系での発現を新たに開発したバイオインフォ
マティクス手法により解析することを目的と
した。そのため、真核生物に加え原核生物も
対象に、それぞれにおける内在性タンパク質
構造不良と無細胞系タンパク質発現とを比較
検証した。その結果、構造不良は可溶性発現
の度合いが高いことと同調的に高頻度となる
こと、一方で検出レベルを超えたタンパク質
発現がある場合には構造不良の度合いが減少
することが明らかとなった。さらには、これ
らの傾向の元となる要因として、低疎水性、
ユビキチン化やPEST配列のようなタンパク
質分解シグナル配列モチーフの表面アクセシ
ビリティや含有率の上昇が構造不良を示すタ
ンパク質領域に見られることが重要であるこ
とも明らかとなった（図３）。 

 
図３ ユビキチン化やPEST配列があると、タ
ンパク質に構造不良が起こる傾向が高くなる
（Tokmakov et al. 2015）。 
 
 
 
 
 

 
 
 
(4) 真核生物タンパク質の無細胞発現系およ
び細胞を用いた発現系をより高性能化し生物
学研究に資するものにするため、アフリカツ
メガエルの卵母細胞と未受精卵をつかった１
細胞遺伝子発現のモニタリング解析（細胞質
サンプリング、定量的RT-PCRを含む）をおこ
なった。ルシフェラーゼ遺伝子をT7プロモー
タ駆動性のプラスミドでT7-RNAPタンパク
質と共発現させる実験をおこない、ルシフェ
ラーゼを十数時間にわたり発現し続ける卵母
細胞システムも構築に成功した（図４）。  
 

図４ アフリカツメガエルの単一卵母細胞に
おけるルシフェラーゼ発現のモニタリング
mRNA発現（A, B）およびタンパク質発現（C, 
D）の時間推移を示す（Tokmakov et al. 
2014）。 
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