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１．研究目的 
本研究プロジェクトでは、既存のタンパク
質調製法の限界を打破する新規タンパク質合
成法の創成を目的として、生きた細胞を全く
使わず、すべての反応を人工容器内で進行さ
せる無細胞タンパク質合成法の開発を推進し
た。 

 
 

２．研究成果概要 
DNA 上に暗号化された遺伝情報は、mRNA
を介してタンパク質へと変換、翻訳される（図
１）。人工容器内で、この翻訳過程を再現し、
タンパク質を自由自在に合成するためには、
リボソーム、tRNA、各種タンパク質因子など
翻訳因子群を安定化し、かつ、効率的な転写・
翻訳鋳型を構築して、目的に応じて mRNAを
生産するシステムの開発が必須であった（図
２）。 

 
 
まず、翻訳因子群を調製する素材として、

小麦胚芽を選択した。小麦胚芽には、種子が
発芽して爆発的にタンパク質合成を行なうた
めの翻訳因子群が休眠状態で保存されている。
実際に生命活動を行なっている細胞では、タ
ンパク質や RNA の分解酵素も活性化されて
おり、翻訳因子群の調製には不適当であった。
また、胚乳部分を除去することにより、リボ
ソーム不活性化タンパク質（RIP）を完全に取
り除くことにも成功した。これにより、クラ
ゲ蛍光タンパク質（GFP）をモデルタンパク
質とした場合、２週間以上もタンパク質合成
が継続する画期的なシステムが確立された
（図３）。 

 
 
次に、タンパク質合成効率を制御している

mRNA の 5’非翻訳領域に、植物ウイルス由来
のΩ（オメガ）配列を導入することにより、
従来法に比べて、より安価で至適濃度領域の
広い mRNA調製法を確立した。また、この配
列を軸にした汎用プラスミドベクター、pEU
（plasmid of Ehime University）を開発した（図
４）。さらに、本ベクターシリーズは、目的用
途にあわせて、RNAポリメラーゼ・プロモー
ターやマルチクローニング・リンカーが改良
され、グルタチオン-S-トランスフェラーゼや
ヒスチジン・タグを備えたものも開発された。
これにより、タンパク質の大量合成から多検
体処理に至るまで、幅広い用途に対応が可能
となり、タンパク質精製法も簡便化すること



ができた。図５は、本ベクターを用いて、三
種類のモデルタンパク質を合成した例を示し
ている。いずれも、60時間以上合成が継続し、
生産量は 1ml あたり、数 mg に達することが
確認できる。 

そこで、ポストゲノム時代のプロテオーム
解析を視野にいれ、多検体機械化処理技術の
開発に着手することにした。タイタープレー
トで供給される cDNA ライブラリーから、短
工程でタンパク質ライブラリーを構築するた
めには、より効率よく転写鋳型を作成し、タ
イタープレート上で転写から翻訳まで行なう
システムの開発が必要である（図６）。まず、

汎用のプライマーセットを工夫し、二段階
PCR 法により、低分子副産物の生じない鋳型
作成法を開発した。次に、タイタープレート
上で転写から翻訳までをいかにして行なうか
を検討した。この過程で、転写・翻訳一体型
希釈方式や重層方式を比較検討したところ、
重層方式がすぐれていることが確認された。
これにより、DNAからタンパク質まで、すべ
ての工程を一つのタイタープレート上で完了
する多検体同時処理システムが実現した。図
７は、シロイヌナズナライブラリーから無作
為抽出した６４種類の cDNA をもとに合成さ

れたタンパク質の電気泳動分析の結果である。
多くのレーンで、無細胞翻訳系で合成された
目的タンパク質が確認できる。 

 
 

３．結論 
全く新たなタンパク質調製法として、無細
胞タンパク質合成システムを実用化レベルで
開発することに成功した。本法は、生きた細
胞に遺伝子を挿入することによる様々な制約
を受けることがないため、今までは調製が困
難であった様々なタンパク質の合成が可能で
ある。また、生体内では存在しえない、全く
新しい機能をもったタンパク質すら、合成し
うる。さらに機械化処理技術を発展させてい
けば、生産規模を工業レベルまで拡大するこ
とも可能である。新たな産業シーズを発掘す
る上で、工程数が少なく、多検体の同時処理
が可能な無細胞工学技術はオートメーション
化に適しており、強力なツールとなるだろう。 
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図6　無細胞系を用いる cDNA ライブラリーからの
　　　タンパク質ライブラリーの作成


