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研究成果の概要（和文）：常温で成育するメタン生成アーキアMethanosarcina acetivoransをリットルスケール
で培養し、無細胞タンパク質合成系に使用する細胞抽出液を嫌気的に調製することで、chloramphenicol 
acetyltransferaseをマイクログラムスケールで合成することに成功した。細胞抽出液の不活化要素として、
tRNAの不活化と某かの翻訳因子の酸化が原因であることを明らかにした。またM. acetivoransにベクターDNAを
導入することに成功し、puromycin N-acetyltransferase遺伝子の発現を確認した。

研究成果の概要（英文）：Microgram-scale chloramphenicol acetyltransferase synthesis was successfully
 achieved by using cell-free translation system with the cell extract anaerobically prepared from 1.
5 liters culture of mesophilic methanogen, Methanosarcina acetivorans. However, the extract was 
unstable. The reasons of its instability appeared to be inactivation of tRNAs and oxidative 
disulfide bond formations of translation factors. The author also successfully introduced a vector 
DNA into M. acetivorans cells and confirmed the expression of 
puromycin N-acetyltransferase gene in the cells.

研究分野： 遺伝子工学

キーワード： 無細胞タンパク質合成系　遺伝子工学　メタン生成アーキア　翻訳　tRNA

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒトには多くの機能未知タンパク質が存在する。機能未知タンパク質の機能を調べることが現代の課題だが、そ
のためには天然の状態に近いタンパク質が必要となる。ヒトの全塩基配列がわかっているので、大腸菌に遺伝子
を導入してタンパク質を生産させることが多いが、大腸菌細胞内で沈殿してしまうことも多い。アーキアは見た
目が大腸菌に似ていても細胞の成分は真核生物に近いと考えられるので、天然に近い状態のタンパク質が得られ
る可能性がある。この技術は、タンパク質を生産するための選択肢の一つとなりうる。

※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、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 タンパク質は代謝を触媒したり、細胞の情報伝達など細胞の応答に関わったり、免疫に働いた
り、生物機能の中心的な役割を果たす重要な物質である。研究対象となるタンパク質の機能に迫
るためには、その活性を調べたり、その構造を解析したりする必要があるが、そのためには、精
製された品質の高いタンパク質が必要である。標的タンパク質を試料から直接精製することは、
非常に手間のかかる作業であるが、現代は、あらゆる生物のゲノム情報が蓄積されている時代で
あり、たいていの標的タンパク質遺伝子の塩基配列は容易に入手できる。そこで、標的タンパク
質遺伝子から標的タンパク質を産生させる手法が広く行われている。 
 その手法については、宿主細胞に過剰産生させる手法 (in vivo の系) と、無細胞タンパク質合
成系を用いる手法 (in vitro の系) に大別できる。生物種によって分類すると、In vivo の系では、
大腸菌、酵母、カイコなどが、in vitro の系では、大腸菌、コムギ胚芽がよく用いられている。
また、in vivo の系は、多量の標的タンパク質を得るために、in vitro の系は、多種類の標的タン
パク質を得るために用いられることが多い (図１)。目的に合致する高品質のタンパク質を得る
ためには、in vivo、in vitro いずれの系を用いるのか、どの生物種を用いるのかを正しく選択す
る必要がある。 

図１ 現在、利用できるタンパク質産生系 
 
 ファーストチョイスとしては、大腸菌の in vivo の系が用いられる場合が多いと思われるが、
バクテリア以外の生物種のタンパク質を産生しようとすると不溶化する場合も多い。タンパク
質が不溶化した場合、リフォールディングすることで、標的タンパク質を得ることもできるが、
本来のタンパク質と同等の活性があるのか、同じ構造をしているのか，調べるのが難しい上に、
リフォールディング条件が、タンパク質ごとに異なることも多く、個別に条件を探る必要がある。
真核生物のタンパク質産生系を用いる手法もあるが、一般に、大腸菌に比べてコストが高いとい
う問題点がある。筆者の経験上、品質の標的タンパク質を得るためには、同じ生物ドメインのタ
ンパク質産生系を用いること、ではないかと感じていた。 
 筆者が研究対象としているメタン生成アーキアは、地球規模の炭素循環に関与していると考
えられており、地球温暖化の進行をいかに食い止めるかという問題提起に対して注目されてし
かるべき生物群である。しかし、高い品質のアーキアタンパク質を得ようにも、アーキアのタン
パク質産生系は存在していない (図１)。アーキアでは、バクテリアと同様、１つの mRNA から
複数のタンパク質が合成されるが、タンパク質合成に関与する翻訳因子には、真核生物と相同な
因子が使われている。つまりアーキアは、真核生物の翻訳因子を用いてバクテリアのようなタン
パク質合成を行っている、ということになるが、アーキアは培養困難な種が多く、生化学的には
まだよくわからないことが多い。これまで in vivo の系で他生物種のタンパク質が産生されたと
いう報告はなく、in vitro の系でタンパク質を産生させたという例は、2008年、超好熱性アーキ
ア Thermococcus kodakarensis の抽出液を用いて熱安定な GFP の合成に成功した、という報
告以来、途絶えている。また、T. kodakarensis の抽出液を反応に用いるためには、高温で保温
する必要があり、他生物種のタンパク質を産生させるためには適切ではないと考えられた。 
 そこで筆者は、メタン生成アーキア Methanosarcina acetivorans が常温で成育すること、ア
ーキアのタンパク質合成がバクテリアと真核生物の両方の特徴を兼ね備えていることから、M. 
acetivorans のタンパク質産生系を構築することができれば、すべての生物種のタンパク質を産
生できる系となるのではないか、と期待して研究を行うことにした。 
 
２．研究の目的 
 アーキアのタンパク質合成系は、バクテリアと真核生物の特徴を兼ね備えていることから、興
味深い研究対象ではあるが、アーキアを大量培養するのが難しいために、翻訳にかかわる因子の
生化学的な特徴については詳しく知られていない。酸素がわずかでも存在すると成育しない難
しさはあるが、常温、中性の環境で成育する数少ないアーキアである M. acetivorans の細胞抽
出液を用いて、無細胞タンパク質合成系を構築し、他生物種のタンパク質が産生できる実験系を



 

 

構築することが目的である。少量であってもタンパク質が産生できれば、合成量を増加させるた
めの条件を探る。また、M. acetivorans は、遺伝子工学が報告されている数少ないアーキアなの
で、発現ベクターを開発して、他生物種のタンパク質を in vivo の系で合成させることにも取り
組む。 
 
３．研究の方法 
 一般的にメタン生成アーキアは、わずかでも酸素が混
入すると成育しないため、培養することが難しい。M. 
acetivorans はメタノールからメタンを発生させて生育
できるので、密閉容器内の酸素を除去し、菌体は注射器
で接種することで、酸素雰囲気下でも培養することがで
きる。ただ細胞抽出液を得てタンパク質合成を行うには
リットル培養が不可欠であるが、発生するメタンが密閉
容器内の圧力を高めてしまうために、大量培養は危険で
あった。そこで、筆者は、容量可変嫌気培養装置を自作
することで、安全にリットル培養を行うことを可能にし
た（図２）。 
 まずは、in vitro のタンパク質産生系の構築について記載する。 
 細胞抽出液を酸素に曝すと失活することも考えられたため、菌体の破砕や、細胞抽出液を得る
ために遠心分離を行う際には、できるだけ酸素に触れないよう工夫した。破砕は、窒素ガスを圧
力容器に充填した後、圧力を解放して細胞を破砕できる Parr Cell Disruption Bomb を用いて
嫌気チャンバー内で行い、超遠心用のチューブに充填して遠心を行うことで遠心時の酸素の混
入をできるだけ減らした。細胞抽出液を分注するプラスチックチューブは、あらかじめ嫌気チャ
ンバーに保管し、チューブ内に溶けている酸素を可能な限り除去した。チューブの保管にはガス
バリア性の高い保存袋にチューブを封入して、液体窒素で凍結し、–80℃で保存した。 
 標的には、活性測定が容易な chloramphenicol acetyltransferase (CAT)遺伝子を選択した。
アーキアでは、mRNA の leader 配列が必要ないという報告があるので、T7 プロモーターの転
写開始部位直後に開始コドンを配置するベクター(leaderless)を作製した。コントロールには、
大腸菌のリボソーム結合部位を含む大腸菌用の CAT発現ベクター(+SD)を用いた。CAT が産生
されたか、どうかは、CAT の活性を測定することで行った。活性は、アセチル CoA からアセチ
ル基が転移した後に生じるチオール基を定量することで行った。 
 次に、in vivo のタンパク質産生系の構築について記載する。 
 M. acetivorans の形質転換については、米国の Metcalf のグループからの報告に限られてお
り、国内で成功事例が存在していなかった。まず大腸菌と M. acetivorans のシャトルベクター
を作製するために、pUC19 のマルチクローニングサイトに、M. acetivorans で発現量が多いこ
とがわかっている methyl-coenzyme M reductase のオペロンをプロモーターとターミネーター
を含む形で導入し、遺伝子部分に puromycin N-acetyltransferase (PAC)遺伝子を導入した。作
製したベクターと M. acetivorans のプラスミドである pC2A を融合した DNA を、シャトルベ
クターとした。このシャトルベクターとトランスフェクション試薬(LipoTrustTM EX Gene)を混
合したものを M. acetivorans の菌体に加えて、puromycin耐性を示す菌の出現を三週間待ち、
耐性菌が現れれば、形質転換されたと判断した。 
 
４．研究成果 
(1) In vitro のタンパク質産生系の構築 
 まず mRNA の鋳型 DNA について検討した。鋳型 DNA はすべて T7 プロモーター下に遺伝
子を持つベクターDNA を用い、タンパク質合成の反応に T7 RNA ポリメラーゼを添加するこ
とによる転写と翻訳の共役系を採用した。5’末端直後に開始コドンがある leaderless mRNA が
転写されるベクターを用いた時は、ベクターを加えないときと差がなかったが、意外なことに大
腸菌用の CAT 発現ベクターを用いた時に、CAT の合成が認められた（図３）。このことは、大
腸菌の leader 配列がM. acetivorans の系で機能することを示している。残念ながら、この時は、
細胞抽出液が酸素に曝されると活性を失う可能性を考慮していなかったため、CAT の産生量は
極めて少なく、放射性アミノ酸を用いなければ検出できないレベルであった。 
 その後、細胞抽出液が酸素に曝される機会を減らすことによって、CATの合成量をSDS-PAGE
でタンパク質のバンドが確認できるまでに増加させることができた（図４）。この結果は、M. 
acetivorans の細胞抽出液に含まれる某かの因子が酸素に曝されると失活することを示すもので
ある。CAT の合成量は 1 mL の反応液あたり、およそ 20 µg と大腸菌やコムギの無細胞タンパ
ク質合成系の 100 分の 1 程度で、さらに改善する必要がある。添加する試薬すべてを脱酸素す
ることは困難なので、反応中に翻訳にかかわる因子が失活している可能性が考えられる。 
 本研究で明らかになった問題点は、細胞抽出液のタンパク質合成活性が安定しないことであ
る。活性を失いやすい因子があると考えて、調査したところ、対数増殖期の後期に tRNA がこ
れまでに知られていない機構で不活化される現象が見出された。現在、不活化にかかわる因子を
同定している。 

図２ 容量可変嫌気培養装置 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 その他の要因としては、細胞抽出液の調製手順のどこかで酸素が混入している可能性が示唆
された。できるだけ酸素に触れないように保存していても、細胞抽出液の保存期間が長くなると
細胞抽出液の活性が低下する。そのために、一度使用した細胞抽出液は、二度は使えない状況に
あった。そこで、細胞抽出液に添加する還元剤を検討した。敢えて一度酸素に曝して活性を失わ
せた細胞抽出液に、終濃度 2.5 mM になるように Tris(2- carboxyethyl)phosphine (TCEP)を加
えたところ、細胞抽出液のタンパク質合成活性が復活し、CAT 活性が認められるようになった。
TCEP はジスルフィド結合を還元するので、この結果から、某かの翻訳因子が酸化されて失活す
る場合は、ジスルフィド結合が形成されたためであると考えられた。 
 本研究期間に CAT 以外のタンパク質を合成する実験を行うことはできなかったが、細胞抽出
液を不活化する要因を特定することができたので、今後、さらに合成量を増やすよう条件を検討
し、多様なタンパク質の合成に取り組みたい。M. acetivorans の in vitro の系では、添加する
mRNA の鋳型 DNA に大腸菌用の T7 系発現ベクターをそのまま使えるので、大腸菌では不溶
化してしまうタンパク質が M. acetivorans の in vitro の系では可溶性になる可能性について容
易に調査できる。 
(2) In vivo のタンパク質産生系の構築 
 シャトルベクターを作製して、形質転換することを試行錯誤するうちに、
試薬や用いるチューブから徹底的に酸素を除去すれば、puromycin 耐性
菌が現れる確率が増したと感じている。筆者が知る限り、M. acetivorans
の形質転換に成功したのは、国内では初めてのことである。Puromycin耐
性菌のタンパク質を SDS-PAGE で分析したところ、PAC相当のバンドが
確認された（図５）。この結果より M. acetivorans で他生物種のタンパク
質を産生することには成功したものの、PAC は選択マーカーであり、そ
れ以外のタンパク質を産生するためには、さらに工夫が必要である。作製
したシャトルベクターは 10,000 塩基対に近くベクターとしては大きなサ
イズなので、まずはシャトルベクターの縮小をはかりたい。予想される問
題点としては、アーキアの転写については詳しくわかっていないことも多
く、また大腸菌のような転写誘導の仕組みなどもよくわかっていない。試
行錯誤を重ねて、他生物種のタンパク質を産生できるよう研究を継続した
いと考えている。 

図３ leader 配列の効果 図４ 嫌気調製の効果 

図５ PAC の産生 
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