
１０Sコンホメーション形成に重要な役割を果たす可能性が

示唆された．７８―８１残基領域には Lys残基が二つ含まれて

おり（ホタテ貝 ELCではMetと Cysになっている），こ

れらが例えば S２の負電荷領域と相互作用することによっ

て頭部が尾部側に向き，露出した頭部・尾部連結部に尾部

が結合して１０Sコンホメーションが形成されるのかもし

れない．

４． 終 わ り に

長い間はっきりしていなかった ELCの機能が少しずつ

明らかになり，ELCも平滑筋ミオシンのモーター活性の

リン酸化依存調節やコンホメーション変換・フィラメント

形成において重要な役割を果たしていることがわかってき

た．詳細な相互作用部位の解明がまだ残されているが，平

滑筋ミオシンに見られた ELCが導く活性化機構と同様の

機構が軟体動物であるホタテ貝のミオシンの調節機構にも

存在する可能性もある．また，脊椎動物の骨格筋ミオシン

ではどうなのだろうか．今後の進展が期待される．
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ヒト細胞由来無細胞タンパク質合成システ
ムの魅力

は じ め に

無細胞（セルフリー）タンパク質合成システムは組換え

タンパク質を合成するための有用な手段であり，大腸菌や

コムギ胚芽の抽出液をベースにしたシステムはすでに商品

化され多くの研究者に利用されている．一方，哺乳類細

胞，特にヒト細胞由来のセルフリータンパク質合成システ

ムも大腸菌やコムギ胚芽に無い特徴を生かしながら急速に

発展してきている．本ミニレビュウにおいてはヒト細胞抽

出液由来のセルフリータンパク質合成システムの有用性に

ついて，そしてその魅力について解説したい．

１． なぜ動物細胞由来無細胞システム？

リコンビナントタンパク質を手に入れたい場合，まず生

きた大腸菌を考えるであろう．うまくいかない場合は，酵

母，昆虫細胞そして動物細胞で発現させることを考える．

それでもうまくいかない場合セルフリー系を使う，という

のが一般的な順序であろう．生きた細胞での発現がうまく

いかない理由は，［１］毒性があり細胞内で一定量を超える

と細胞死に至る，または増殖が阻害される，［２］分解され

やすい，などが考えられる．セルフリー系は細胞を一度殺

し，液体として都合よく生き返らせた系であり，発現させ

るタンパク質が生きた細胞にとって毒性があってもセルフ

リー系で合成できる場合がある．また，工夫次第では分解

を避けながらタンパク質を合成できる．セルフリー系の価

値はこれだけではない．［１］放射性同位元素や修飾アミノ

酸の取り込みが容易であり，X線や NMRによるタンパク

質の解析のための試料調製に威力を発揮する，［２］タンパ

ク質のスクリーニング，例えば cDNAライブラリーから

タンパク質を発現させて，cDNA産物を網羅的にスクリー
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ニングする場合に有用である．大腸菌１）やコムギ胚芽２）のセ

ルフリーシステムはこれらの価値を背景に確立されてき

た．

では，なぜより経費のかかる動物細胞を使いセルフリー

システムを立ち上げるのか？ それはまずその細胞種の多

さにある．神経系，免疫系，内分泌系細胞などそれぞれに

分化した細胞が株としてセルバンク（例えば理化学研究所

BRC）に保存されている．それをうまく利用すれば特徴あ

るセルフリー系を樹立することができる．例えば糖タンパ

ク質をセルフリー系で合成したい場合，ハイブリドーマを

選択する．ハイブリドーマはモノクローナル抗体（糖タン

パク質）を大量に産生するため，この細胞から作製したセ

ルフリーシステムは効率よく糖タンパク質を合成すること

ができる３））．また，動物細胞は一般的に比較的大きなタン

パク質を合成することができるため，工夫次第ではセルフ

リー系で生きた細胞を使うよりも遥かに簡単に大型タンパ

ク質を合成できるようになる４）．動物細胞由来セルフリー

システムのもう一つの利点は医学，薬学への応用に直結さ

せることができる，という点である．例えば RNAウイル

スの試験管内合成である．RNAウイルスは核酸・タンパ

ク質超高分子複合体であり，細胞内では複雑な工程により

構築される．この過程を HeLa細胞由来セルフリーシステ

ムで再現することができ，感染性のあるウイルスを合成す

ることができる５）．このような系を利用すれば抗ウイルス

薬のセルフリースクリーニングシステムを樹立できる．そ

して，ヒトに感染するウイルスを合成するためにはヒトま

たは哺乳類由来のシステムを利用する必要がある．以下の

セクションでこれらのヒト細胞由来セルフリータンパク質

合成システムの利点をより詳しく解説する．

２． 糖タンパク質のセルフリー合成

タンパク質の多くには糖鎖が付加されている．糖鎖の付

加は小胞体（N -結合型）やゴルジ体（O -結合型）で行わ

れ，細胞外に分泌されるタンパク質やリセプターなど細胞

表面に局在するタンパク質の大部分が糖鎖付加の対象とな

る．糖鎖はホルモンとリセプターとの結合，細胞間の認

識，タンパク質や細胞の保護に重要な働きをしている．ま

た，小胞体における糖鎖付加は，その過程自体がタンパク

質のフォールディングにおいて決定的な役割を演じてい

る．ヒトのタンパク質の実に３分の１は糖タンパク質であ

ることを考えると，益々糖タンパク質の研究が重要である

ことがわかる．

糖タンパク質をセルフリー系で合成するのは２０年以上

も前から行われてきた．主に，ウサギ網状赤血球から作ら

れたセルフリータンパク質合成系にイヌの膵臓から得たミ

クロソームを添加する系である６）．しかし，これは異種の

動物組織の抽出液を混ぜ合わせたちぐはぐな系であり，い

くつかの問題点がある．まず，市販されている商品のロッ

ト間に活性のばらつきがあり，中にはほとんど活性を示さ

ないものもある．研究者自身が自らの手で調製するのは簡

単ではなく，動物保護の観点からしても２種類もの動物を

殺傷するのは好ましくない．しかしながら，このような問

題点は，培養細胞を原料にすれば解決する．ヒト（動物）

培養細胞の中でセルフリーシステムの原料として最も一般

図１ ヒトホルモン（hCGβサブユニット）および HIVエンベ
ロープタンパク質（gp１２０）のセルフリー合成

ハイブリドーマ細胞由来の抽出液で構成したセルフリーシステ
ムによって，各タンパク質（C末にヘマグルチニン（HA）タ
グを付加）をコードした mRNAを翻訳した．各翻訳産物は HA
に対する抗体を用いて検出した．
N -結合型糖鎖が付加した産物を黒塗りの矢印，糖鎖が付加され
ていない産物を白抜きの矢印で示す．
翻訳反応後，ペプチド N -グリカナーゼ（PNGase F）で処理す
ると，分子量が減少することで糖鎖が付加されていたことがわ
かる．
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的である細胞株は HeLa細胞である．しかし分泌細胞でな

い HeLa細胞はそれほど小胞体が発達しておらず，そこか

ら確立されたセルフリー系では糖付加の効率は低い．その

点を克服したのがハイブリドーマ由来のセルフリータンパ

ク質合成系である（図１）３）．ハイブリドーマは糖タンパク

質である抗体を大量に合成するため小胞体がよく発達して

おり，セルフリー系においてもその能力を発揮する．この

システムでは O -結合型糖鎖付加は起こらず N -結合型糖鎖

付加しか起こらないため，均一なサンプルを調製するのに

ちょうどよい３）．また，ヒトのハイブリドーマを使うとヒ

ト型の糖鎖が付加されるためヒトのタンパク質の研究には

好ましい．このシステムを利用して生物活性を持つホルモ

ン複合体 hCG（human choriogonadotropin）を合成できる

ことも証明されている３）．

３． 大型タンパク質のセルフリー合成

生命活動で重要な働きをするタンパク質には大型なもの

（１５０―２００kDa以上）も多い．大概いくつかの機能ドメイ

ンを持ち，それぞれのドメイン機能が一つのタンパク質上

で効率的に結びついている．しかし，各々のドメインの構

造や機能はよく研究されてはいるが，タンパク質全体の研

究となると，精製品調製の困難さ故に進んでいないものが

多い．哺乳類細胞にはもともと大型タンパク質が多く，大

型タンパク質を合成する能力自体は備わっている，と思わ

れる．しかし，生きた細胞を用いた過剰発現系では，細胞

毒性の問題や安定性の問題のため，なかなか量を得るのは

難しい．そこでヒト（哺乳類）細胞由来のセルフリータン

パク質合成系が有用となる．タンパク質合成（翻訳）にお

いては，mRNAの翻訳開始が律速段階であるため，その

障壁を破ることにより，細胞本来の能力を遺憾なく発揮さ

せることができる．そこで，我々が確立したシステムでは

以下のような工夫がされている（図２）．

（A） mRNAの合成と翻訳開始を連動して行えるように転

写・翻訳連動システムを採用している．系には T７RNA

ポリメラーゼが含まれているため，プラスミドの添加後

mRNAが合成され，速やかに目的タンパク質の翻訳開始

に繋がるようになっている．

（B） 翻訳開始促進のため IRES（internal ribosomal entry

site）を利用している．もともと動物細胞の場合，転写と

翻訳は連動しておらず，また，mRNAの５′末端にキャッ

プ構造が存在している．抽出液中で mRNAを合成するに

は T７RNAポリメラーゼとそのプロモーターを有したプ

ラスミドを添加するが，そのままではキャップ構造は付加

されない．キャップ構造を付加するためには高濃度の

キャップアナログを系に添加する必要があるが，キャップ

アナログは極めて高価であり，mRNAに取り込まれな

かったキャップアナログは逆に翻訳開始の阻害剤として働

いてしまう．そこで我々はウイルス由来の IRESを利用す

ることにした．IRESを有する mRNAには，リボソーム・

翻訳開始因子複合体が５′末端ではなく RNAの途中に結合

することができ，翻訳開始にキャップ構造が必要ではな

い．様々な IRESを試した結果，脳心筋炎ウイルス（EMCV）

と C型肝炎ウイルス（HCV）の IRESが有効であることが

判明した４）．

（C） 哺乳類抽出液由来のセルフリータンパク質合成系で

は翻訳開始因子 eIF２（eukaryotic translation initiation fac-

tor２）の αサブユニットが高度にリン酸化されてしまう．
これは添加されている ATPあるいはその原料であるクレ

アチンリン酸が eIF２αキナーゼを活性化してしまうからで
ある３）．αサブユニットがリン酸化されると eIF２は機能低

下を起こし，結果的にタンパク質合成量が低下する．ATP

やクレアチンリン酸はタンパク質合成系の必須コンポーネ

ントであるため高濃度を維持しなければならない．しか

し，そのことが結果的に負の作用をしている．そこで，２

種類のタンパク質，GADD３４と K３Lの添加を行うことに

より解決策を見出した．GADD３４はホスファターゼを

eIF２αにリクルートし，リン酸基の除去を促進する．一
方，K３Lはその構造が eIF２αに似ており，eIF２αキナーゼ
に対し擬似物質として働くためその活性を阻害する．この

二つの因子を翻訳系に添加することにより懸念の問題点は

ほぼ解決された３）．更に合成量を上げたい場合はインキュ

ベーションの方法を閉鎖系（バッチ法）でなく透析法を選

択すればよい７）．透析法ではアミノ酸や ATPの持続的供

給，そして老廃物の速やかな除去が可能になり，セルフ

リーでのタンパク質合成量は更に上昇する．

以上の工夫により翻訳開始のバリアーが破られ，比較的

大きなタンパク質でも持続的に合成できるようになった．

実際この系で合成され，精製された大型タンパク質の機能

解析が進んでいる４）．

４． RNAウイルスのセルフリー合成

ウイルスは核酸とタンパク質の複合体であり，その複製

過程を分子レベルで解析することは抗ウイルス剤の開発に

は不可欠である．そのためには，細胞を使わずに試験管内

でウイルス複製の過程を忠実に再現できる系を構築する必

要がある．ウイルス粒子をゲノム RNAから試験管内で合
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成することに最初に成功したのはWimmerのグループで

ある．彼らはポリオウイルスのゲノム RNAを HeLa細胞

抽出液とインキュベーションし，ポリオウイルス粒子を合

成した８）．その後 Svitkinらが脳心筋炎ウイルス（EMCV）

のゲノム RNAから感染性 EMCV粒子を試験管内で合成す

ることに成功した９）．しかし，総じてウイルスの合成量が

低く，効率のよい系の開発が待たれていた．そこで我々は

自分たちが開発してきたヒト細胞抽出液由来セルフリーシ

ステムを試したところ，EMCVの試験管内合成量が従来

の１０倍に跳ね上がった５）．EMCV RNAは一つの大きなポ

リプロテイン（２３００アミノ酸）をコードしており，翻訳

後，自分自身がコードするプロテアーゼにより様々なウイ

ルス由来タンパク質へと切断されていく．その中の一つが

RNA依存性 RNA合成酵素（RdRp）である．RdRpは他の

図２ 大型タンパク質のセルフリー合成
本文中で述べたシステムを HeLa細胞由来の抽出液で構成し（A），各タ
ンパク質を発現（B），および精製（C）した．いずれも CBB染色で検出．
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ウイルス性タンパク質と共役することにより

ウイルスゲノム RNAを複製する．複製され

た RNAはカプシドタンパク質と結合し，ウ

イルス粒子を形成する（図３）．このプロセ

スを試験管内で再現するには，まず，大型タ

ンパク質であるポリプロテインを効率よく合

成しなければならない．大型タンパク質合成

に焦点を合わせた我々のセルフリー系はこの

目的に適合していたわけである．更に，透析

法を用いることで持続的なウイルス合成も可

能になった５）．また，転写・翻訳連動システ

ムを導入することにより直接プラスミドから

試験管内で EMCVを合成できるようにも

なっている（小林ら，未発表）．大腸菌やコ

ムギ胚芽抽出液を用いた系ではヒトに感染す

るウイルス粒子の合成は不可能であり，ここ

にヒト細胞由来セルフリータンパク質合成系の価値が発揮

されている．

お わ り に

以上のようにヒト細胞由来セルフリータンパク質合成系

は新たな価値を生み続けている．しかしながら，抽出液を

使っている限り未知の物質が含まれており，それでは完全

なセルフリー系とはいえない．特にプロテアーゼが常に存

在している限り合成されたタンパク質が損傷を受けること

は免れない．その点，大腸菌由来の PURE（protein synthe-

sis using recombinant elements）システムはこれらの欠点を

克服しており，理想的な系であるといえる１０）．一日も早く

ヒトでの PUREシステムが構築されることが望まれる．

そうすれば，ウイルス複製などのプロセスが精製された因

子だけで再現できるようになり，抗ウイルス剤の開発にも

大きく役立つものと思われる．
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図３ 脳心筋炎ウイルスの翻訳から粒子形成
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