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発現施設では，PCR増幅した DNA断片を鋳型に用いる無細胞タンパク質合成法によって，1
年に数万コンストラクトの cDNAや遺伝子断片 DNAに対して，タンパク質合成量と可溶性を
チェックする発現スクリーニング・ロボットシステムを構築した。これまでに，GSC遺伝子構
造・機能研究グループによって調製，シークエンス，アノテーションが行われたマウス完全長
cDNA（FANTOM等）の約 2万クローンから，ORFを特定可能な約 7,500クローンを選択し，
無細胞タンパク質合成による発現スクリーニングを完了している。（約 15,000コンストラクト）
引き続き，基本構造（ドメイン）に対応する部分タンパク質（1万コンストラクト以上）の発現
スクリーニングも実施した。次に，それらのタンパク質について，1mgスケールでタンパク質を
合成し，精製して，可溶性，NMRスペクトルの性質など，立体構造解析の適性を調べ好適なも
のを選び出した。これらを，15N/13C二重標識または非標識試料として大量に調製し精製して，
NMR構造解析・機能解析用のタンパク質試料とした。
解析高度化施設としては，NMRによる構造解析の自動化手法の研究を進めるとともに，新た
な構造・機能解析手法の開拓を目指して，非天然型アミノ酸（ヨウ素など重原子を含むものな
ど）をタンパク質に部位特異的に導入する基本技術の開発を進めた。また，タンパク質の可溶性
を上げるような化学修飾方法の検討を進めた。
なお，当施設は平成 13年 4月に発足し，平成 14年 4月 1日よりタンパク質構造・機能研究
グループと一体化して研究を実施する運びである。

1. タンパク質合成技術の高度化（平尾，三井，木賀，原
田，佐藤，横山）
タンパク質合成技術高度化チームの研究目的の 1つは，人
工塩基対を用いて遺伝暗号を拡張し，非天然型アミノ酸を
含むタンパク質の合成系を確立することである。本年度に
おいては，既に開発済みの人工塩基対である 2-アミノ-6-(2-
チエニル)プリン（s）とピリドン-2-オン（y）を用いた転
写-翻訳カップル系によりタンパク質中へ非天然型アミノ酸
を導入する系の簡便化に取り組んだ。特に，非天然型塩基
（s）をアンチコドンに含む tRNAの転写による簡便な調製
法と tRNAに非天然型アミノ酸を結合させるアミノアシル
合成酵素についてそれぞれ検討し，新たな可能性を見いだ
した。また，さらに新たな人工塩基対の開発も行い，塩基
対のデザインに今まで試みられていなかった概念を導入し
た塩基とそのヌクレオチド誘導体の化学合成に成功した。

2. タンパク質の多種発現・精製
（1）タンパク質の多種発現・精製（木川，田仲，青木，矢
吹，沈，布川，関，松田（貴），松田（夏），元田，宮田，小
林（敦），斎藤（み），山崎，犀川，井上（み），中島（理），
藤倉，平川，廣安，立木，鞆，曽和，碇，渡辺，津金沢，葛
西 ＊1，前田（健）＊1，北村 ＊1，児玉 ＊1，横山；野田，田
代（工学基盤研究部））
タンパク質多種発現・精製チームでは，遺伝子資源が確
保できた多数のタンパク質ないしはタンパク質ドメインか
ら，ハイスループットな構造・機能解析に適したクローン
を，実験的な手法を用いて選択するシステムを構築し，調
製タンパク質の発現量・可溶性情報の網羅的な解析パネル

を作成している。本情報は，今後のタンパク質構造・機能
研究グループのプロテオーム研究の基盤情報となる。
さらに，発現量・可溶性の高かった試料を選択し，中量ス
ケールで発現して部分的に精製した試料を調製して，NMR
の HSQCスペクトルの測定や，結晶化のスクリーニングを
行い，構造解析試料としての適性を調べる。この二段階の
選択により，多数の試料候補から，効率良く，構造解析適
性の高い試料を解析対象として選択する。各発現過程では，
多数試料を同時に迅速に発現調製することが必要となるた
め，発現系としては無細胞タンパク質合成系を利用する。
本年度は，まず，マウスPhaseIクローンおよびFANTOM
クローンのうち，発現用プライマーが合成されていた約7,500
クローンにコードされているタンパク質に関して，His-tag
およびGST-tag融合型での発現解析を行った。現在は，ヒ
ト，マウス，アラビドプシスの cDNA約 50,000クローンに
コードされた 150以上のタンパク質ドメイン（10,000コン
ストラクト以上）に関して発現解析を進めており，すでに，
30以上のドメイン試料が NMRを用いた構造解析適性の高
い試料として選択されている。
また，無細胞タンパク質合成系の効率化や適応範囲の拡
大を目指した技術の開発・改良を進めるとともに，スルー
プットの向上を目指した自動化技術の開発にも着手した。
（2）小麦胚芽無細胞タンパク質合成系を用いたハイスルー
プット NMR構造解析候補タンパク質のスクリーニング法
の開発（長谷川，金，松原，濱田（白水），堀（弘）＊2，澤
崎 ＊2，遠藤 ＊3，木川，矢吹，元田，横山）
小麦胚芽（真核型）無細胞系を用いたハイスループット
な発現スクリーニング法の開発を行った。今回は，コムギ
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もシロイヌナズナも同じ植物であるという点から，植物ゲ
ノム機能情報研究グループ（プロジェクトディレクター：
篠崎一雄）により単離されたシロイヌナズナ完全長 cDNA

クローン（RAFL clone）から NMR構造解析しやすい 578

クローンを候補とし，その中からランダムに 288クローン
を選定した。スクリーニングをハイスループットに進める
ため，全クローンについて PCR法で Authentic proteinと
GST fusion proteinの 2種類の発現形の鋳型 DNAを作製
した。小麦胚芽無細胞タンパク質合成法の常法（透析法，反
応時間 2日間）によりタンパク質を合成後，CBB染色で目
的タンパク質のバンドが確認できたクローンは，それぞれ
約 70%，85%であった。また，合成タンパク質の 50%以上
が可溶化したクローンは 50%，85%であり，特に GST を
融合したタンパク質はほとんどが可溶性を示した。
同一の 288クローンについて，GST fusion proteinとし
て，現行の大腸菌由来無細胞タンパク質合成法を用いて，簡
便法であるバッチ法（反応時間 1時間）でのタンパク質発
現率を検討したところ 76%であった。50%以上が可溶化し
ていたクローンは 60%であった。
これらのことから，小麦胚芽無細胞系は大腸菌由来無細
胞系と同じように解析候補タンパク質の発現状態のハイス
ループットスクリーニングに有用であることが示された。

3. タンパク質の大量発現・精製
（1）タンパク質の大量発現・精製（濱田（白水），寺田，石
塚，野村，シータ山口，牛越，龍口，宇田，亀割，濱名，速
水，平藤（山口），大林，亀山，津金沢，遠藤＊1，石井＊1，
石谷 ＊1，上西 ＊1，勝木 ＊1，桂 ＊1，岸田 ＊1，栗本 ＊1，岡
部＊1，仙石＊1，進藤（秀）＊1，横山（史）＊1，木川，横山）
タンパク質大量発現・精製チームでは NMR解析用のサ
ンプルについては，13C，15Nラベルのタンパク質を大量ス
ケールの無細胞タンパク質合成系にて合成し，Niアフィニ
ティカラムおよびイオン交換カラムクロマトグラフィー等
により精製を行っている。
X線結晶解析用のサンプルとしては，高度好熱菌Thermus

thermophilus HB8のタンパク質を中心に，発現・精製を行っ
ている。大腸菌で発現させた高度好熱菌タンパク質は，菌
体を超音波破砕後，熱処理を行い，その後，イオン交換カ
ラムクロマトグラフィー，疎水性クロマトグラフィー，ゲル
濾過クロマトグラフィーなどのカラムクロマトグラフィー
を用いて，タンパク質を精製している。また，SeMetラベ
ル化した高度好熱菌タンパク質を調製する場合は，主に無
細胞タンパク質合成系を用いて合成している。精製方法は，
大腸菌内での発現の場合とほぼ同様で，合成後の反応液を
熱処理してからカラムクロマトグラフィーで精製している。
すでに幾つかのタンパク質については，無細胞タンパク質
合成系により合成した SeMetタンパク質を使用して，立体
構造解析に供した。
（2）膜タンパク質の発現方法の確立（濱田（白水），石原，
安田，田島，五島，佐伯，木川，横山）
無細胞タンパク質合成系において，疎水性の高い領域を
有するタンパク質は不溶性の沈殿となる傾向がみられる。
そこで，膜タンパク質を不溶化させることなく合成するこ
とを目的とし，数種類の界面活性剤を用いて，膜タンパク
の合成量や可溶性に与える影響について検討した。その結

果，反応液に特定の界面活性剤を添加した場合にのみ，合
成されたタンパク質は遠心上清画分に検出された。また，
合成阻害が認められる界面活性剤も決定した。したがって，
いくつかの界面活性剤を添加した無細胞タンパク質合成系
により，膜タンパク質を系統的に，不溶化させることなく，
合成することが可能であることが示された。

4. NMR解析技術の高度化（山崎，吉川）
NMRを用いてより多くのタンパク質試料のハイスルー
プットな構造解析が可能であるようにするために，タンパ
ク質の溶解度を上げ，NMRでの測定を容易にする必要があ
る。そのために NMR解析技術高度化チームではタンパク
質の修飾による可溶化の研究を行った。以前の研究で，タ
ンパク質の表面のリシンのアミノ基へ還元的アルキル化の
化学反応を利用して，親水基や電荷を付加することによっ
て溶解度を大きく変化させられることを明らかにした。多
くの場合数倍の溶解度が得られることが分かった。本年度
は，更なる溶解度の改善のために，多電荷を付加すること
を検討した。その 1つは付加する多電荷分子を設計合成す
ること，もう 1つは酵素によってペプチドなどの多電荷分
子を付加することである。両方とも現時点では成功してい
ないが，成功の可能性は高いと期待している。
NMR解析の自動化のためのソフト開発を行った。主鎖信
号の帰属は推論の問題に一般化される。優先順序付けされ
た全検索のアルゴリズムを使うことによって，人間が行え
るより場合の数の多い場合の推論を可能にしようとしたも
のである。特にデータが不完全な場合，場合の数が増える
が，多数解を示すことができるようにしたものである。ど
のくらい長い配列のどのくらい不完全なデータから正解を
探し出せるかという性能評価を行っているところである。

＊1 研修生，＊2 共同研究員，＊3 客員主管研究員
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Dr. Koki NODA (Advanced Engineering Cen.)

Trainees

Mr. Makoto ENDO (Grad. Sch. Sci., Univ. Tokyo)

Mr. Ryohei ISHI (Grad. Sch. Sci., Univ. Tokyo)

Mr. Ryuichiro ISHITANI (Grad. Sch. Sci., Univ. Tokyo)

Mr. Tatsuya KAMINISHI (Grad. Sch. Sci., Univ. Tokyo)

Mr. Takuma KASAI (Grad. Sch. Sci., Univ. Tokyo)

Mr. Takeo KATSUKI (Grad. Sch. Sci., Univ. Tokyo)

Mr. Yasuhiro KATSURA (Grad. Sch. Sci., Univ. Tokyo)

Mr. Hiroyuki KISHIDA (Grad. Sch. Integr. Sci., Yoko-

hama City Univ.)

Ms. Aya KITAMURA (Grad. Sch. Sci., Univ. Tokyo)

Mr. Kouichirou KODAMA (Grad. Sch. Sci., Univ.

Tokyo)

Mr. Kazuki KURIMOTO (Grad. Sch. Sci., Univ. Tokyo)

Mr. Takeshi MAEDA (Grad. Sch. Sci., Univ. Tokyo)

Ms. Mayuko OKABE (Grad. Sch. Sci., Univ. Tokyo)

Mr. Toru SENGOKU (Grad. Sch. Sci., Univ. Tokyo)

Mr. Hideyasu SHINDO (Fac. Sci., Univ. Tokyo)

Ms. Fumika YOKOYAMA (Fac. Sci., Jpn. Women’s
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誌　上　発　表 Publications

［雑誌］
（原著論文） ＊印は査読制度がある論文誌
Ito N., Nureki O., Shirouzu M., Yokoyama S., and Hanaoka

F.: “Crystallization and preliminary X-ray analysis of a

DNA primase from hyperthermophilic archaeon Pyro-

coccus horikoshii”, J. Biochem. 130, 727–730 (2001).＊
Kigawa T., Yamaguchi-Nunokawa E., Kodama K.,

Matsuda T., Yabuki T., Matsuda N., Ishitani R., Nureki

O., and Yokoyama S.: “Selenomethionine incorporation

into a protein by cell-free synthesis”, J. Struct. Funct.

Genom. 2, L87–L104 (2001).＊
Kimoto M., Shirouzu M., Mizutani S., Koide H., Kaziro

Y., Hirao I., and Yokoyama S.: “Anti-(Raf-1) RNA ap-

tamers that inhibit Ras-induced Raf-1 activation”, Eur.

J. Biochem. 269, 697–704 (2002).＊
Kitanaka C., Kato K., Ijiri R., Sakurada K., Tomiyama

A., Noguchi K., Nagashima Y., Nakagawara A., Momoi

T., Toyoda Y., Kigasawa H., Nishi T., Shirouzu M.,

Yokoyama S., Tanaka Y., and Kuchino Y.: “Increased

Ras expression and caspase-independent neuroblastoma

cell death: Possible mechanism of spontaneous neurob-

lastoma regression”, J. Natl. Cancer Inst. 94, 358–368

(2002).＊
Hirao I., Ohtsuki T., Fujiwara T., Mitsui T., Yokogawa

T., Okuni T., Nakayama H., Takio K., Yabuki T.,

Kigawa T., Kodama K., Yokogawa T., Nishikawa K.,

and Yokoyama S.: “An unnatural base pair for incorpo-

rating amino acid analogs into proteins”, Nat. Biotech-

nol. 20, 177–182 (2002).＊
（総　説）
木川隆則, 白水美香子, 胡桃坂仁志, 倉光成紀, 横山茂之:
“構造ゲノム科学研究の流れと成果：RIKEN Structural
Genomics Initiative (RSGI)”, 実験医学 19, 945–949
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(2001).

［単行本・Proc.］
（総　説）
Trakhanov S.: 白水美香子:(訳) “タンパク質結晶解析と強
力シンクロトロン放射光”, 大規模ゲノム解析技術とポス
トシーケンス時代の遺伝子機能解析, 品川朗, 鈴木治和
(編), 中山書店, 東京, pp. 189–195 (2001).
木川隆則, 横山茂之: “タンパク質の高次構造決定（NMR
法）”, 大規模ゲノム解析技術とポストシーケンス時代の
遺伝子機能解析, 品川朗, 鈴木治和 (編), 中山書店, 東京,
pp. 196–202 (2001).

口　頭　発　表 Oral Presentations

（国際会議等）
Fukai S., Sekine S., Nureki O., Shimada A., Terada T.,

Shirouzu M., Vassylyev D., and Yokoyama S.: “Struc-

tural basis for the amino acid and tRNA recognition by

class-I aminoacyl-tRNA synthetases”, 66th Cold Spring

Harbor Symp. on Quantitative Biology: The Ribosome,

New York, USA, May–June (2001).

Kigawa T., Yabuki T., Terada T., Shirouzu M.,

Hayashizaki Y., and Yokoyama S.: “Structure and func-

tion analyses of proteins using the cell-free synthesis”,

15th Symp. of the Protein Soc., Philadelphia, USA,

July–Aug. (2001).

Shirouzu M., Terazawa Y., Enomoto R., Kurumizaka H.,

Inoue Y., Shibata T., Kuramitsu S., and Yokoyama

S.: “Comprehensive analysis of the interactions among

Thermus thermophilus HB8 proteins”, 4th ORCS Int.

Symp. Ribosome Engineering, Tsukuba, Oct. (2001).

Wang H., Yamaguchi H., Hori C., Kaminishi T., Terazawa

Y., Enomoto R., Shirouzu M., Terada T., Kurumizaka

H., Inoue Y., Shibata T., Kuramitsu S., and Yokoyama

S.: “Crystallization and X-ray diffraction determination

of the structure of Thermus thermophilus nitrogen reg-

ulatory protein P-II”, 4th ORCS Int. Symp. Ribosome

Engineering, Tsukuba, Oct. (2001).

Kigawa T., Matsuda T., Nunokawa E., Yabuki T.,

Matsuda N., and Yokoyama S.: “Development and ap-

plication of the protein production system using the cell-

free synthesis”, 4th ORCS Int. Symp. Ribosome Engi-

neering, Tsukuba, Oct. (2001).

Yabuki T., Motoda Y., Matsuda N., Hayashizaki Y.,

Kigawa T., and Yokoyama S.: “High-throughput and

high-yield production of protein fragments using PCR

and cell-free synthesis”, 4th ORCS Int. Symp. Ribosome

Engineering, Tsukuba, Oct. (2001).

Terada T., Shirouzu M., Kigawa T., Inoue M., Goto

M., Ishizuka Y., Kubota K., Ushikoshi R., Tatsuguchi

A., Kamewari Y., Hamana H., Hayami N., Kuramitsu

S., Shibata T., Inoue Y., and Yokoyama S.: “Large-

scale preparation system of ribosome-binding proteins

for structual analysis of Thermus thermophilus HB8

ribosome-protein complexes”, 4th ORCS Int. Symp. Ri-

bosome Engineering, Tsukuba, Oct. (2001).

Hori C., Nakayama H., Kaminishi T., Shirouzu M., Shibata

T., Inoue Y., Kuramitsu S., Hirota H., Takio K., and

Yokoyama S.: “Proteomic analysis of the ribosomal and

its associated proteins of Thermus thermophilus HB8”,

4th ORCS Int. Symp. Ribosome Engineering, Tsukuba,

Oct. (2001).

Kaminishi T., Hori C., Wang H., Kato M., Nureki O.,

Terada T., Shirouzu M., Sekine S., Vassylyev D., Shibata

T., Inoue Y., Kuramitsu S., and Yokoyama S.: “X-ray

crystallographic study of Thermus thermophilus HB8

70S ribosome and its complex with protein Y”, 4th

ORCS Int. Symp. Ribosome Engineering, Tsukuba, Oct.

(2001).

Yokoyama S.: “Structural genomics and proteomics”, 3rd

Korea-Japan Science and Technology Forum, (Ministry

of Science and Technology, Korea and others), Seoul,

Korea, Oct.–Nov. (2001).
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