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研究成果の概要（和文）：本研究は、人工ゲノム構築に不可欠である関連遺伝子の追究から、それらの基盤技術
の発展に貢献する研究である。本研究では、無細胞翻訳系中で複数種類のタンパク質が協働することで所望の機
能が発揮される系の開発を行なった。特に、リボソーム関連遺伝子に着目したが、それ以外の遺伝子を用いた系
の開発も行った。リコンビナントタンパク質を用いたリボソームの試験管内再構成系は、生合成因子を用いるこ
とで、よりリボソームの再構成効率が高い系を構築できた。また、リボソームの生合成過程における各因子の機
能について新たな知見が示された。

研究成果の概要（英文）：This study is a research contributing to the development of basic 
technologies for artificial genome construction. In this study, we developed a system which exhibits
 desired function by cooperation of multiple kinds of proteins in cell-free translation system. In 
particular, we were focused on ribosome-related genes and other genes. The in vitro reconstitution 
system of ribosome using recombinant protein was able to construct a system with higher 
reconstitution efifciency of ribosome by using biosynthesis factor. In addition, new findings on the
 function of each factor in the ribosome biosynthesis process were presented.

研究分野： 合成生物学
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１．研究開始当初の背景 
従来の生体の解析を中心とした要素還元

主義的な生物学，生物をシステムとしてとら
え構成要素の相互作用やダイナミクスを解
析するシステム生物学とは異なり，ある環境
の中で目標設定した動作を行える人工生命
システムを合成しようとするのが合成生物
学である。近年では、自己複製を行うゲノム
の全合成にクレイグベンター研究所が成功
した(Daniel GG et al., (2010),Science)。これ
らの合成生物学の最終的な目標の一つは人
工ゲノムの実現である。生命が持つ翻訳シス
テムをボトムアップ的に再構成した無細胞
タンパク質合成系は，増殖する人工ゲノムの
実現のための要素技術として，関連技術のさ
らなる発展が期待されている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、複数の遺伝子の組み合わせか
ら構成される超分子複合体・バイオシステム
を無細胞翻訳系内で再構成する。これらの過
程で得られる知見は、複数のバイオシステム
を集積することで実現される人工ゲノム構
築のための基盤となるだろう。現存する生命
のバイオシステムを単純化し構成される人
工ゲノムから、初期生命が用いていたであろ
うゲノムを構築することも可能となるだろ
う。 
 
３．研究の方法 
 本研究では無細胞翻訳系内にて生体内のバ
イオシステムの再構築を行った。再構築には、
精製されたリコンビナントタンパク質もし
くは試験管内転写された RNA が用いられた。
無細胞翻訳系には、再構成型無細胞翻訳系で
ある PURE system もしくは PUREfrex®を用い
た。 
 リボソームの構成因子であるリボソーマル
タンパク質は、His-SUMO 融合タンパク質とし
て精製した後に、プロテアーゼで His-SUMO
領域を除去することで、天然とほぼ同一のア
ミノ酸配列のリコンビナントタンパク質と
して精製した(図 1)。それ以外の、生合成因
子などのタンパク質性因子は、His-tag 融合
タンパク質として精製した。 

４．研究成果 
無細胞翻訳系内で、精製したリコンビナン

トr-Proteinおよび生合成因子を混合するこ
とで、生理的条件下(Mg2+ 5 mM, K+ 150 mM)で
リボソームの30Sサブユニットを再構成可能

であることを示した(図 2)。また、それらの
リコンビナントr-Proteinを添加した無細胞
翻訳系内で 16S rRNA を転写させることで、
転写共役的にリボソームの30Sサブユニット
を再構成可能であることを示した。さらに、
無細胞翻訳系をリポソームに封入し細胞骨
格因子を発現させることでリポソームを変
形可能であることを示した(Furusato T. et 
al., (2018), ACS Synth Biol)。 

 生合成因子を用いたリボソームの試験
管内再構成 

 30S サブユニットを含まない無細胞翻訳系
内で、リコンビナント r-Portein、16S rRNA
および生合成因子を混合させ、リボソーム
30S サブユニットの試験管内再構成効率をポ
リペプチドもしくはタンパク質合成活性で
評価するPURE Direct Assayを開発した。PURE 
Direct Assay は状況に応じて 1-step 型と
2-step 型を用いた。(図 3) 

 PURE Direct Assay およびスクロース密度勾
配遠心による解析から生合成因子の添加が
生理的条件下でリボソームの30Sサブユニッ
トの再構成を進行させるのに重要であるこ
とが示された(図 4)。また、熱処理がさらに
30S サブユニットの再構成を促進させること
も示された。図 4では今回の研究で用いた生
合成因子 7 種類を全て添加している。今回、
その中でも Era と YjeQ が特に 30S サブユニ
ットの再構成を促進することを確認した。
(国際学術誌に投稿中) 

図 2：研究結果の概要 

図１：タンパク質精製方法 

図３：PURE direct assay 



 

 転写共役的な30Sサブユニットの試験管
内再構成 

リコンビナント r-Protein を添加した無細
胞翻訳系内で 16S rRNA を転写させることで、
転写共役的にリボソームの30Sサブユニット
を再構成可能であることを示した。また、特
定の 1種類のリコンビナント r-Protein が含
まれない 19 種類の r-Protein を添加した場
合は、著しく再構成が行われないことも確認
した。本系への、生合成因子や rRNA/rProtein
修飾酵素の添加は、更なる効率的なリボソー
ム試験管内再構成を構築することを可能と
し、そこで得られる知見は未だに不明瞭なリ
ボソーム生合成過程の解明に役立つだろう。 
 
 リポソーム内での複数遺伝子の発現と

その機能再構成 
 人工膜小胞に分裂機構を付与することを目
的として、細胞骨格因子である(FtsZ, ZipA, 
FtsA)を、無細胞翻訳系を封入した人工膜小
胞内で合成させた。結果、発現させるタンパ
ク質の組み合わせや合成比率、膜小胞内環境
を変動させることで、細胞骨格因子のバンド
ル化、膜への局在、膜の変形を確認すること
ができた(図 5)。これらの系を発展させ、各
因子の時空間的発現制御や他の細胞骨格関
連因子の同時発現を行うことで自発的に分
裂する人工膜小胞の構築も将来的には可能
となるだろう。 
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