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　　　無細胞 タン パ ク質合成
一
小麦胚芽で作 るタ ン パ ク質

一

金田 加奈子

　ヒ トを含めた多数の生物のゲノム解析が進 み，タ ン パ

ク質の立体構造や活性 の 研究が幅広 く行われ て い る中，

活性を持つ タ ン パ ク質を手軽に 合成 で き る技術へ の ニ ー

ズは高 い ．無細胞 タ ン パ ク質合成系は T 鋳型 DNA とRNA

ポリメラ
ーゼ，ア ミ ノ酸 ATP などの翻訳酵素 基質を

試験管内に そ ろ え，生化学的 に タ ン パ ク 質合成 を行 う，
い わば生体内反応と化学的手法の利点を組み合わ せ た タ

ン パ ク質合成法で あり，培養細胞や大腸菌を用 い る組換

え系と比較して，培養の技術や手聞が 不要で，精製な ど

の操作 も比較的容易で ある こ とか ら注目されて い る．無

細胞系の最大の利点は，組換え系で は合成が困難な毒性

タ ン パ ク質　また非天然型 の タ ン パ ク質の 合成すら可能

な点が挙げられる．た とえば，立体構造決定に有用な X

線結晶解析の 多波長異常分散法 （MAD ）に必要なセ レ ノ

メチオ ニ ン （SeMet）導入 タ ン パ ク質合成 の 場合，生細

胞合成系で は，SeMct の 強い 細胞毒性 に よ っ て合成量が

非常に低 くなる場合が多い が，無細胞系では，標識ア ミ

ノ酸 を添加する だけで 容易に 合成 する こ とが可能で あ

る 1｝，また，組換え系 と異な り，バ イオ ハ ザー
ドの リス

クや倫理的問題がほぼク リア に な っ た．

　現在，無細胞系に は大腸菌由来，ウサギ網状赤血球由

来，小麦由来な どの翻訳酵素を使用す る系が知 られ，各 々

合成キ ッ トが市販されて い る が，その 中で もコ ス 1・や産

生物の 質の 高さか ら小麦胚芽抽出液系が注 目されて い

る，小麦胚芽は休眠状態に あ り，大腸菌な どの活動期の

細胞由来抽出液と比較して プ ロ テ アーゼや ヌ ク レ ア ーゼ

などの侠雑物が少ない の が特徴である．小麦胚芽合成系

は古 くか ら知られ て い たが，反応持続時間が短 く （2〜

3時間）収量が低 い とい う欠点が あっ た．しか し近年，リ

ボソ
ー

ム RNA を特異的に脱アデニ ル化し，不活性化する

働きを持つ トリチン な どの 複数の翻訳阻害因子が小麦胚

芽の 胚乳部分 に多く含まれ る こ とが明 らか とされ，こ の

胚乳部分 を徹底的 に 除去す る こ とに よ り，16時間 （基質

などを添加 し続ければ 1週間）以上の翻訳持続が可能 と

な り，発現量は飛躍的 に高ま っ た
2・s），本系に よる lml あ

たりの タ ン パ ク質合成量は，反応時間 1週問で 平均数 mg

で ある 2｝．

　また小麦は真核生物で あるため，特に真核生物の タ ン

バ ク質を正 しい 立体構造で得られ る 可能性が高い ．なぜ

な ら，タン パ ク質の 立体構造 を決定す るフ ォ
ー

ル デ ィ ン

グ機構は原核生物 と真核生物で ま っ た く異な っ て お り，

原核生物では翻訳終結後にフ ォ
ール デ ィ ン グが行われ る

の に対し．真核生物では翻訳 と共役 してフ ォ
ー

ルデ ィ ン

グは進ん で い る，加えて，真核生物は リボ ソーム上 で の

ペ プチ ド合成速度がゆるやか であ り，タ ン パ ク質が正常

に折りたたまれやす くな っ て い ると考えられてい る．詳

しい 機構は 明 らか で は な い が ，真核生物の タ ン パ ク質を

原核生物の 大腸菌系で 発現す る と，翻訳 ス ピー
ドに

フ ォ
ール デ ィ ン グが追い つ かず，凝集 し，い わゆ る封入

体を形成して しまう場合が あ る が，小麦胚 芽系で は，こ

の ようなタ ン パ ク質で も可溶性タ ン パ ク質 として 得られ

た例が多 くあ り4｝，こ の 他 にも活性を持 つ タン パ ク質が

本系に お い て多数合成され て い る．

　もちろん小麦胚芽抽出系に も欠点がある．S・S （ジ ス ル

フ ィ ド）結合が形成されな い こと，膜貫通タ ン パ ク質で

は大部分が不溶化して リフ ォ
ー

ル デ ィ ン グ処理が必要 で

あ る こ と，小胞体で糖鎖修飾などの翻訳後修飾を受ける

タ ン パ ク質の活性型での 合成が困難であることな どが挙

げられる．しか し，これ らの点につ い て は，反応系に共

役的なプ ロ セ シ ン グを行 う ミク ロ ソーム 画分を添加する

ことに よ り，ジ ス ル フ ィ ド結合の形成や コ ア糖鎖の付加

が可能になるなどの改善が図 られ ると言われて い る
S・e）．

　本技術は，現在は まだ限られ た 研究者が使用す る技術

であるが，今後は，前述の よ うな非天然型の標識タ ン パ

ク質合成，cDNA ライブ ラ リを網羅的に翻訳する タ ン パ

ク質の ハ イ ス ループ ッ トス ク リーニ ン グな ど の 多品種少

量生産，また発現困難な病原体の タ ン パ ク質の免疫原性

を保持した まま の合成な どの 用途 で，多 くの研究者が使

用す る技術とな る よ う期待した い．
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