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2020 年 4 月 1 日 

理化学研究所 

大陽日酸株式会社 

 

難発現タンパク質の合成法を開発 

－低い温度での試験管内タンパク質合成を可能に－ 

理化学研究所（理研）生命機能科学研究センター細胞構造生物学研究チームの

樋口佳恵技師、木川隆則チームリーダー、大陽日酸株式会社メディカル事業本部

SI 事業部 SI イノベーションセンター開発課の矢吹孝担当課長（理研生命機能科

学研究センター客員研究員）らの共同研究チーム※は、従来の無細胞タンパク質

合成系[1]を改良し、「難発現タンパク質[2]」を低温で効率良く発現する技術基盤の

開発に成功しました。 

本研究成果は、難発現タンパク質に関する基礎研究はもとより、それらを活用

した分子診断法や医薬品などの開発研究にも貢献すると期待できます。 

細胞や細胞由来の因子を用いて特定のタンパク質を合成する手法は、生命科

学の研究開発で広く用いられています。生きた細胞を用いるタンパク質発現法

に対して、細胞由来の因子を用いる無細胞タンパク質合成系は、試験管内で簡便

にタンパク質を合成できる点で優れています。一方、無細胞タンパク質合成系は

タンパク質の凝集・変性を防ぐための低温反応条件では発現量が低く、これらの

条件を要する難発現タンパク質への応用が課題でした。 

今回、共同研究チームは、メッセンジャーRNA（mRNA）の構造をほぐす作用

を持つ低温ショックタンパク質（CSP）[3]に着目し、CSP が目的タンパク質の低

温（特に 16～23℃）での発現量を著しく増加させることを見いだしました。こ

の発見により、無細胞タンパク質合成系に CSP を添加することで、難発現タン

パク質を効率良く発現する方法を開発しました。 

本研究は、科学雑誌『Biotechnology and Bioengineering』のオンライン版（3 月

12 日付）に掲載されました。また、理研および大陽日酸株式会社は「タンパク

質の製造方法及び無細胞タンパク質合成系キット」として特許を出願中です。 

 

 
 

無細胞タンパク質合成における温度の影響と低温ショックタンパク質（CSP）の効果 
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※共同研究チーム 
理化学研究所 生命機能科学研究センター 細胞構造生物学研究チーム 

 技師                樋口 佳恵 （ひぐち かえ） 

 テクニカルスタッフ  伊東 優拡 （いとう まさひろ） 

 チームリーダー      木川 隆則 （きがわ たかのり） 

大陽日酸株式会社 メディカル事業本部 SI 事業部 SI イノベーションセンター 開発課 

 担当課長            矢吹 孝   （やぶき たかし） 

 （理研 生命機能科学研究センター 細胞構造生物学研究チーム 客員研究員） 

 

１．背景                                   

 

タンパク質を研究するためには、実験材料としてのタンパク質を得なければ

なりません。かつては、生体組織や細胞から天然のタンパク質を抽出・精製する

のがほぼ唯一の手法でした。現在では、組換え DNA 技術[4]による生きた細胞で

の発現系、あるいは細胞由来の因子を用いた無細胞タンパク質合成系が、生命科

学分野の研究開発に欠かせない手法となっています。しかし、医薬品開発で研究

対象とされる真核生物由来のタンパク質には凝集・変性しやすいために発現し

にくいものが多く、これら「難発現タンパク質」はこれまでその機能解析もまま

なりませんでした。難発現タンパク質に対しては、低温で発現させることが有効

です。 

生きた大腸菌を用いるタンパク質発現系では、低温移行時に発現誘導される

低温ショックタンパク質（CSP）遺伝子群の一つである cspA 遺伝子のプロモー

ター[5]と 5’非翻訳領域[6]を利用したタンパク質発現系が用いられます。これらの

系は、専用の発現コンストラクト[7]を必要とするなど、手間がかかりました。 

一方、大腸菌抽出液を用いた無細胞タンパク質合成系は、一般的な発現実験で

用いられる T7 プロモーター[5]を、低温での発現にもそのまま用いることができ

ます。このことから無細胞タンパク質合成系は簡便で自由度が高く、多くの試料

の処理や自動化にも適します。そのため、基礎研究だけでなく、分子診断や医薬

品標的の発見など応用研究にも利用されています。しかし、発現量が低いという

問題がありました。 

cspA 遺伝子の産物である CspA タンパク質は、RNA に結合してその二次構造

の形成や解消を促進する RNA シャペロン[8]としての機能を持つと考えられてい

ます。そこで共同研究チームは、大腸菌由来の無細胞タンパク質合成系に CspA

タンパク質を加えることで、低温でも有効な発現量が得られるのではないかと

考えました。 

 

２．研究手法と成果                              

 

共同研究チームはまず、通常 30～37℃で反応させる無細胞タンパク質合成系

と同じ構成の反応系に対して、CspA タンパク質添加の効果を調べました。発現

させるタンパク質を GFP タンパク質[9]として、その発現量を蛍光強度から測定

したところ、4～30℃の広い温度範囲において、GFP タンパク質の発現量は添加
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した CspA 濃度に依存して増加することが分かりました（図 1 上）。その効果は、

8～23℃でより著しく、特に CspA を十分量添加したときの 20～23℃での発現

量は、通常の（CspA 非添加）構成での 30℃における発現量とほぼ同じでした

（図 1）。 

 

 
   

図 1 各反応温度における CspA タンパク質添加濃度と GFP タンパク質発現量の関係 

上： GFP タンパク質発現用の無細胞タンパク質合成反応液に、5 種類の濃度の CspA タンパク質を添加し、

さまざまな温度で一晩反応後、GFP 蛍光強度を測定した。CspA タンパク質を添加しない場合と比べ

て、GFP タンパク質の発現量は添加した CspA 濃度に依存して増加した。縦軸は相対蛍光単位を示す。 

下： CspA タンパク質非添加に対する GFP タンパク質の発現量の変化。30℃では CspA を添加してもほと

んど変わらないが、23℃以下の反応で CspA を添加すると、非添加の 1.5 倍（23℃）から 8 倍（12℃）

の発現量に達した。 

 

次に、CspA 以外の CSP が同様の効果を持つか調べるために、大腸菌から 8 種

類、大腸菌以外の細菌から 2 種類と、シロイヌナズナおよびヒトの CSP 類縁タ

ンパク質を１種類ずつ（合計 12 種類）について、23℃での GFP タンパク質発

現量への影響を調べました。すると、細菌由来 CSP の多くは、CspA と同様に低

温での GFP タンパク質の発現量を増加させましたが、一部は逆に発現量を低下

させたり、シロイヌナズナおよびヒトの CSP 類縁タンパク質は発現量にほとん

ど影響を与えないことが分かりました（図 2）。 

また、発現増加作用を持つ CSP は互いに相補的な効果を示し、例えば、CspA

を 1μg/μL 添加した場合と、他の 5 種類の CSP を 0.2μg/μL ずつ添加して合
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計 1μg/μL とした場合の発現量はほぼ同じでした。CSP やその類縁タンパク質

は、低温ショックドメイン（CSD）[3]と呼ばれる配列を持ちます。興味深いこと

に、立体構造上の共通性が高いと予測される CSD を持つ CSP は発現増加作用を

持ち、共通性が低い CSD を持つものは効果がないか、発現量を低下させる作用

を持っていました。 

 

 

 
   

図 2  23℃における CSP 添加濃度と GFP タンパク質発現量 

GFP タンパク質発現用の無細胞タンパク質合成反応液に CSP を添加し、23℃で一晩反応後、GFP 蛍光強度

を測定した。hCSDE1-CSD1（ヒト由来）や AtCSP3（シロイヌナズナ由来）を添加しても GFP タンパク質

の発現量ほとんど変わらないが、CspA CspB, CspC, CspE, CspG, CspI（以上大腸菌由来）, SliCspC, BsuCspB

（以上非大腸菌細菌由来）を添加すると増加し、CspD や CspH（以上大腸菌由来）については減少したこと

が分かる。 

 

さらに、凝集・変性しやすいタンパク質への効果を確認するため、難発現タン

パク質であるヒト由来のアデニル酸キナーゼ 1（hAK1）[10]の無細胞タンパク質

合成系に CspA を添加しました。hAK1 を通常の反応系で合成させると、30℃で

は凝集したタンパク質沈殿物の割合が多く、20℃では凝集が抑制されるものの

可溶性タンパク質の合成量は多くありませんでした。しかし CspA を添加する

と、20℃での可溶性タンパク質の合成量が増加し、酵素活性のある hAK1 の収量

増加に寄与することが分かりました（図 3）。 
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図 3 ヒト由来難発現タンパク質の発現量と可溶性に対する CspA 添加の効果 

反応後の無細胞タンパク質合成液を上清画分と全画分に分け、それぞれを SDS-ポリアクリルアミドゲル電

気泳動することでタンパク質を大きさごとに分離し、ヒト由来タンパク質のアデニル酸キナーゼ 1（hAK1）

のバンドを定量的に可視化した。hAK1 は、CspA 非添加での 30℃合成反応では可溶性が低く沈殿したが、

20℃合成反応では可溶性が高くなった。CspA を添加して 20℃で合成反応させることで、高い可溶性を維

持しながら発現量は増加し、タンパク質収量が増加した。 

 

CspA タンパク質は、低温において形成されやすいメッセンジャーRNA（mRNA）

の二次構造を解きほぐす RNA シャペロン活性を持つ注)といわれています。今回

調べた大腸菌由来 CSP と RNA の相互作用を調べたところ、程度に差はあるもの

の、いずれも mRNA との結合能と RNA シャペロン活性を持っていることが分か

りました。したがって、CSP によって mRNA の構造がほぐされ、翻訳が進むよう

になることにより、低温でも高い発現量を実現している可能性があります。 

 
注) Yan Zhang, David H. Burkhardt, Silvi Rouskin, Gene-Wei Li, Jonathan S. Weissman, and Carol A. Gross (2018), A Stress 

Response that Monitors and Regulates mRNA Structure Is Central to Cold Shock Adaptation. Mol. Cell, 70: 274-286 

 

３．今後の期待                                

 
今回開発した技術は、より多くのタンパク質を解析できるため、タンパク質の

機能や作用機構の解明につながり、基礎研究の加速はもとより、応用研究にも役

立つと期待できます。また、合成可能なタンパク質の種類が多い、安定して使い

やすい商品価値の高いタンパク質合成キット開発につながると考えられます。 

さらに、本技術はタンパク質合成をより身近にする可能性を秘めています。室

温やそれ以下の温度でのオンデマンドなタンパク質合成反応が可能となること

から、生化学向け研究機材の整わない環境、例えば学校教育、屋外フィールド、

砂漠、密林、山奥といった未開地など、従来とは異なる分野・現場においてタン

パク質合成の新しい用途が開けることも期待できます。 
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５．補足説明                                 

 

[1] 無細胞タンパク質合成系 
大腸菌などの生きた細胞を使用せず、代わりに大腸菌などの各種細胞内に存在する酵

素や基質などを利用してタンパク質を合成する方法。転写（DNA から mRNA 合成する

段階）と翻訳（mRNA からタンパク質を合成する段階）を同時進行する方法と、翻訳

のみを行う方法がある。 

 

[2] 難発現タンパク質 
細胞が自ら合成するタンパク質は、発現量や立体構造が適切に制御され、正しく機能

するようになっている。一方、ヒトやマウスのタンパク質を大腸菌で発現させるなど、

異種タンパク質を細胞系や無細胞系で発現させた場合は、本来は可溶性であるタンパ

ク質が凝縮したり、正しい立体構造をとれず機能しないタンパク質がしばしば出現し

たりしてしまう。このようなタンパク質は生産が困難であることから、難発現タンパ

ク質と呼ぶ。 

 

[3] 低温ショックタンパク質（CSP）、低温ショックドメイン（CSD） 
大腸菌が低温環境に適応するときに最も著しく発現される遺伝子 cspA が作るタンパ

ク質 CspA とその類縁体を低温ショックタンパク質と呼ぶ。より広く、CSP と相同な

配列領域を低温ショックドメインと呼び、ヒトを含む高等生物までよく保存されてい

る。CSP は cold shock protein、CSD は cold shock domain の略。 

 

[4] 組換え DNA 技術 
目的とする遺伝子を細胞に導入し、発現させる技術。 

 

[5] プロモーター、T7 プロモーター 
プロモーターは、転写の開始に関与する遺伝子の上流領域。T7 プロモーターは、バ

クテリオファージ T7 由来のプロモーターで、生きた大腸菌を用いる発現系に広く使

用されている。 
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[6] 5’非翻訳領域 

mRNA の翻訳領域の上流にあり、タンパク質には翻訳されない領域。タンパク質発現

を調節する部位を含む。翻訳領域の下流にある領域は、3’非翻訳領域と呼ぶ。 

 

[7] 発現コンストラクト 
目的タンパク質のアミノ酸配列をコードする遺伝子のほか、さまざまな遺伝子やプロ

モーターを、遺伝子工学的手法を使って組み合わせた DNA 鎖。大腸菌を使って増や

すことができるプラスミド（環状 DNA）や、PCR によって増幅させた直鎖状 DNA が

ある。 

 

[8] シャペロン 
生体分子が正しい折り畳みをして機能を獲得するのを助けるタンパク質の総称。RNA

シャペロンは、RNA の二次構造の形成や解消を促進する。 

 

[9] GFP タンパク質 
オワンクラゲが持つ緑色蛍光タンパク質で、1960 年代に下村脩により発見・分離精

製された。GFP は green fluorescent protein の略。 

 

[10] アデニル酸キナーゼ 1 （hAK1） 
生体内で AMP（アデノシン一リン酸）をリン酸化して ADP（アデノシン二リン酸）を

生成する酵素。hAK1 は Homo sapiens adenylate kinase isoenzyme 1 の略。 
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