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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　無細胞タンパク質合成系において、アラニン、アルギニン、アスパラギン酸、システイ
ン、グルタミン酸、グリシン、ヒスチジン、イソロイシン、ロイシン、リジン、メチオニ
ン、フェニルアラニン、プロリン、セリン、トレオニン、トリプトファン、チロシン、及
びバリンからなるアミノ酸混合物を基質として用いてタンパク質を合成することを特徴と
する、タンパク質の製造方法。
【請求項２】
　無細胞タンパク質合成系に、アンモニウム塩を添加することを特徴とする、請求項１に
記載の方法。
【請求項３】
　アンモニウム塩を２０～１２０ｍＭの最終濃度となるように添加することを特徴とする
、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　アンモニウム塩が酢酸アンモニウムである、請求項２又は３に記載の方法。
【請求項５】
　無細胞タンパク質合成系において安定同位体標識タンパク質を製造する方法であって、
該系にアンモニウム塩を添加し、アラニン、アルギニン、アスパラギン酸、システイン、
グルタミン酸、グリシン、ヒスチジン、イソロイシン、ロイシン、リジン、メチオニン、
フェニルアラニン、プロリン、セリン、トレオニン、トリプトファン、チロシン、及びバ
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リンからなるアミノ酸混合物を基質として用い、かつ、前記アンモニウム塩及び／又は前
記混合物中のアミノ酸の少なくとも１種が安定同位体で標識されていることを特徴とする
、上記方法。
【請求項６】
　アンモニウム塩が酢酸アンモニウムである、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　以下の成分：
（ａ）アンモニウム塩
（ｂ）アラニン、アルギニン、アスパラギン酸、システイン、グルタミン酸、グリシン、
ヒスチジン、イソロイシン、ロイシン、リジン、メチオニン、フェニルアラニン、プロリ
ン、セリン、トレオニン、トリプトファン、チロシン、及びバリンからなるアミノ酸混合
物
（ｃ）無細胞タンパク質合成用細胞抽出液
を含み、かつ、前記アンモニウム塩及び／又は前記混合物中のアミノ酸の少なくとも１種
が安定同位体で標識されていることを特徴とする、安定同位体標識タンパク質合成用試薬
キット。
【請求項８】
　アンモニウム塩が酢酸アンモニウムである、請求項７に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
　本発明は、無細胞タンパク質合成系によるタンパク質の製造方法、詳しくは無細胞タン
パク質合成系において多くとも１９種類のアミノ酸を含むアミノ酸混合物を基質として用
いてタンパク質を合成することを特徴とするタンパク質、特には安定同位体標識タンパク
質の製造方法、ならびにその方法を実施するためのタンパク質合成用試薬キットに関する
。
【背景技術】
　無細胞タンパク質合成系は、細胞抽出液を用いて試験管内でタンパク質を合成する系で
ある。無細胞タンパク質合成系はＤＮＡ断片をそのまま発現の鋳型として利用できるため
、従来の大腸菌、酵母、培養細胞などの生細胞を用いる発現系に必要とされた、目的タン
パク質遺伝子のベクターへのライゲーション、トランスフォーメーション、培養、集菌、
溶菌といった時間と手間のかかる工程が一切不要となり、短時間で容易にタンパク質を発
現することができる。
　近年、ゲノムにコードされたタンパク質の構造や機能を網羅的に解明しようとする、い
わゆる構造・機能ゲノム科学研究が急速に発展し始め、解析対象とすべきタンパク質の数
は飛躍的に多くなった。このために、多数のタンパク質試料を迅速に調製できる、ハイス
ループットなタンパク質発現系が必要となってきており、その意味でも無細胞タンパク質
合成系に対する注目が集まっている。
　これまで、無細胞タンパク質合成系においては、タンパク質合成に必要なアミノ酸基質
としてタンパク質を構成する２０種類のアミノ酸を使用している（特開２０００－１７５
６９５号、特開２００２－１２５６９８号など参照）。しかしながら、ＮＭＲ法によるタ
ンパク質の立体構造解析用試料を作成するためには安定同位体標識アミノ酸を用いなけれ
ばならず、コストが高くなるという問題がある。特に、ＮＭＲ測定用試料に用いられるＡ
ｌｇａｌ由来の標識化アミノ酸のうち、システイン（Ｃｙｓ）、トリプトファン（Ｔｒｐ
）、アスパラギン（Ａｓｎ）、グルタミン（Ｇｌｎ）はアミノ酸加水分解の過程で脱落し
てしまうために補充しなければならず、またこれらのアミノ酸は他のアミノ酸に比べて高
いのでコストが上がる原因になっている。
　これまで安定同位体標識タンパク質を製造した例としては、同位体標識アンモニウム塩
の存在下でトランスグルタミナーゼなどの酵素をタンパク質に作用させ、タンパク質のア
ミノ酸残基の官能基を同位体標識アンモニウム塩に由来する同位体標識基で置換すること
によって標識する方法（特開２００２－３３２２９５号）、１３Ｃ、１５Ｎなどの安定同
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位体で標識された標識アミノ酸を基質とし、アミノ酸生合成系・アミノ酸代謝系などのタ
ンパク質合成系以外の酵素活性を低下させた無細胞タンパク質合成系において安定同位体
標識タンパク質を製造する方法（特許第３１４５４３１号）がある。しかしながら、前者
は、タンパク質合成後にタンパク質のアミノ酸残基に酵素を作用させて同位体標識する方
法であるが、そもそも利用する酵素触媒反応が本願発明のものとは異なり、またこの方法
では酵素と接触する位置に存在するアミノ酸は標識されても、タンパク質の内側や、また
表面部分でもポケットの内部に位置するようなアミノ酸については標識することができな
い。また後者はアミノ酸基質として２０種類のアミノ酸を使用しており、また特定のアミ
ノ酸を特異的に標識することについては何ら検討されていない。
　従って、本発明の目的は、タンパク質、特にはＮＭＲ測定用試料となる安定同位体標識
タンパク質を安価に製造するための方法及びタンパク質合成用試薬キットを提供すること
にある。
【発明の開示】
　本発明者らは上記課題を解決すべく鋭意研究を重ねた結果、アスパラギン（Ａｓｎ）及
びグルタミン（Ｇｌｎ）がアスパラギン酸（Ａｓｐ）及びグルタミン酸（Ｇｌｕ）からそ
れぞれ代謝・生成されることに着目し、無細胞タンパク質合成系においてアスパラギン（
Ａｓｎ）及びグルタミン（Ｇｌｎ）を含まない１８種類のアミノ酸を用いてタンパク質の
合成を行ったところ、２０種類のアミノ酸を用いたときと同等な活性を有するタンパク質
を合成できることを見出した。また、同時に、１５Ｎにて標識したアンモニウム塩を無細
胞タンパク質合成系に添加すると、アスパラギン（Ａｓｎ）及びグルタミン（Ｇｌｎ）を
入れなくてもアスパラギン酸（Ａｓｐ）及びグルタミン酸（Ｇｌｕ）からそれぞれ代謝・
生成されたアスパラギン（Ａｓｎ）及びグルタミン（Ｇｌｎ）の側鎖を特異的に標識でき
、また非標識のアンモニウム塩を用いれば、アスパラギン（Ａｓｎ）及びグルタミン（Ｇ
ｌｎ）の側鎖を標識させずに所望のアミノ酸の主鎖のみを標識できることを見出した。本
発明はかかる知見により完成されたものである。
　すなわち、本発明は以下の発明を包含する。
（１）　無細胞タンパク質合成系において、アラニン、アルギニン、アスパラギン酸、シ
ステイン、グルタミン酸、グリシン、ヒスチジン、イソロイシン、ロイシン、リジン、メ
チオニン、フェニルアラニン、プロリン、セリン、トレオニン、トリプトファン、チロシ
ン、バリン、アスパラギン、及びグルタミンから成る群から選択されるアミノ酸を多くと
も１９種類含むアミノ酸混合物を基質として用いてタンパク質を合成することを特徴とす
る、タンパク質の製造方法。
（２）　アミノ酸混合物が、アラニン、アルギニン、アスパラギン酸、システイン、グル
タミン酸、グリシン、ヒスチジン、イソロイシン、ロイシン、リジン、メチオニン、フェ
ニルアラニン、プロリン、セリン、トレオニン、トリプトファン、チロシン、及びバリン
を含む混合物である、（１）に記載の方法。
（３）　アミノ酸混合物が、アラニン、アルギニン、アスパラギン酸、システイン、グル
タミン酸、グリシン、ヒスチジン、イソロイシン、ロイシン、リジン、メチオニン、フェ
ニルアラニン、プロリン、セリン、トレオニン、トリプトファン、チロシン、バリン、及
びアスパラギンを含む混合物である、（１）に記載の方法。
（４）　アミノ酸混合物が、アラニン、アルギニン、アスパラギン酸、システイン、グル
タミン酸、グリシン、ヒスチジン、イソロイシン、ロイシン、リジン、メチオニン、フェ
ニルアラニン、プロリン、セリン、トレオニン、トリプトファン、チロシン、バリン、及
びグルタミンを含む混合物である、（１）に記載の方法。
（５）　無細胞タンパク質合成系に、アンモニウム塩を添加することを特徴とする、（１
）～（４）のいずれかに記載の方法。
（６）　アンモニウム塩を２０～１２０ｍＭの最終濃度となるように添加することを特徴
とする、（５）に記載の方法。
（７）　アンモニウム塩が酢酸アンモニウムである、（５）又は（６）に記載の方法。
（８）　無細胞タンパク質合成系において安定同位体標識タンパク質を製造する方法であ
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って、該系にアンモニウム塩を添加し、アラニン、アルギニン、アスパラギン酸、システ
イン、グルタミン酸、グリシン、ヒスチジン、イソロイシン、ロイシン、リジン、メチオ
ニン、フェニルアラニン、プロリン、セリン、トレオニン、トリプトファン、チロシン、
バリン、アスパラギン、及びグルタミンから成る群から選択されるアミノ酸を多くとも１
９種類含むアミノ酸混合物を基質として用い、かつ、前記アンモニウム塩及び／又は前記
混合物中のアミノ酸の少なくとも１種が安定同位体で標識されていることを特徴とする、
上記方法。
（９）　アミノ酸混合物が、アラニン、アルギニン、アスパラギン酸、システイン、グル
タミン酸、グリシン、ヒスチジン、イソロイシン、ロイシン、リジン、メチオニン、フェ
ニルアラニン、プロリン、セリン、トレオニン、トリプトファン、チロシン、及びバリン
を含む混合物である、（８）に記載の方法。
（１０）　アミノ酸混合物が、アラニン、アルギニン、アスパラギン酸、システイン、グ
ルタミン酸、グリシン、ヒスチジン、イソロイシン、ロイシン、リジン、メチオニン、フ
ェニルアラニン、プロリン、セリン、トレオニン、トリプトファン、チロシン、バリン、
及びアスパラギンを含む混合物である、（８）に記載の方法。
（１１）　アミノ酸混合物が、アラニン、アルギニン、アスパラギン酸、システイン、グ
ルタミン酸、グリシン、ヒスチジン、イソロイシン、ロイシン、リジン、メチオニン、フ
ェニルアラニン、プロリン、セリン、トレオニン、トリプトファン、チロシン、バリン、
及びグルタミンを含む混合物である、（８）に記載の方法。
（１２）　アンモニウム塩が酢酸アンモニウムである、（８）～（１１）のいずれかに記
載の方法。
（１３）　以下の成分：
（ａ）アンモニウム塩
（ｂ）アラニン、アルギニン、アスパラギン酸、システイン、グルタミン酸、グリシン、
ヒスチジン、イソロイシン、ロイシン、リジン、メチオニン、フェニルアラニン、プロリ
ン、セリン、トレオニン、トリプトファン、チロシン、バリン、アスパラギン、及びグル
タミンから成る群から選択されるアミノ酸を多くとも１９種類含むアミノ酸混合物
（ｃ）無細胞タンパク質合成用細胞抽出液
を含み、かつ、前記アンモニウム塩及び／又は前記混合物中のアミノ酸の少なくとも１種
が安定同位体で標識されていることを特徴とする、安定同位体標識タンパク質合成用試薬
キット。
（１４）　アミノ酸混合物が、アラニン、アルギニン、アスパラギン酸、システイン、グ
ルタミン酸、グリシン、ヒスチジン、イソロイシン、ロイシン、リジン、メチオニン、フ
ェニルアラニン、プロリン、セリン、トレオニン、トリプトファン、チロシン、及びバリ
ンを含む混合物である、（１３）に記載のキット。
（１５）　アミノ酸混合物が、アラニン、アルギニン、アスパラギン酸、システイン、グ
ルタミン酸、グリシン、ヒスチジン、イソロイシン、ロイシン、リジン、メチオニン、フ
ェニルアラニン、プロリン、セリン、トレオニン、トリプトファン、チロシン、バリン、
及びアスパラギンを含む混合物である、（１３）に記載のキット。
（１６）　アミノ酸混合物が、アラニン、アルギニン、アスパラギン酸、システイン、グ
ルタミン酸、グリシン、ヒスチジン、イソロイシン、ロイシン、リジン、メチオニン、フ
ェニルアラニン、プロリン、セリン、トレオニン、トリプトファン、チロシン、バリン、
及びグルタミンを含む混合物である、（１３）に記載のキット。
（１７）　アンモニウム塩が酢酸アンモニウムである、（１３）～（１６）のいずれかに
記載のキット。
【図面の簡単な説明】
　図１は、２０種類のアミノ酸混合物、又は１８種類のアミノ酸混合物を基質として用い
て無細胞系タンパク質合成によってそれぞれ得られたＣＡＴタンパク質量の比較を示す。
　図２は、酢酸アンモニウムの添加濃度とタンパク合成量との関係を示す。
　図３は、本発明方法（透析法）にて調製した標識Ｒａｓタンパク質精製試料の１５Ｎ　



(5) JP 4310378 B2 2009.8.5

10

20

30

40

50

ＨＳＱＣスペクトルを示す。
　図４は、２０種類の１５Ｎ標識アミノ酸を用いて透析法にて調製した均一１５Ｎ標識Ｒ
ａｓタンパク質の１５Ｎ　ＨＳＱＣスペクトルを示す。
　図５は、２０種類のアミノ酸混合物、又は１８種類のアミノ酸混合物を基質として用い
、種々の濃度の酢酸アンモニウム存在下で無細胞系タンパク質合成によってそれぞれ得ら
れたＧＦＰタンパク質量の比較を示す。
　図６は、２０種類のアミノ酸混合物、又は１８種類のアミノ酸混合物（Ａｓｐ，Ｇｌｕ
濃度を増量）を基質として用い、種々の濃度の酢酸アンモニウム存在下で無細胞系タンパ
ク質合成によってそれぞれ得られたＧＦＰタンパク質量の比較を示す。
　図７Ａは、２０種類のアミノ酸混合物、又は１８種類のアミノ酸混合物（Ａｓｐ，Ｇｌ
ｕ濃度を増量）を基質として用い、６０ｍＭ酢酸アンモニウム濃度下で無細胞系タンパク
質合成したＧＦＰタンパク質をイムノブロット法により検出した結果を示す（レーン１：
ｐＱＢＩ　Ｔ７－ＧＦＰ無添加（２０種類のアミノ酸混合物による合成のコントロール）
、レーン２：ｐＱＢＩ　Ｔ７－ＧＦＰ無添加（１８種類のアミノ酸混合物による合成のコ
ントロール）、レーン３：２０種類のアミノ酸混合物による合成、レーン４：１８種類の
アミノ酸混合物による合成）。
　図７Ｂは、２０種類のアミノ酸混合物、又は１８種類のアミノ酸混合物（Ａｓｐ，Ｇｌ
ｕ濃度を増量）を基質として用い、６０ｍＭ酢酸アンモニウム濃度下で無細胞系タンパク
質合成したＲａｓタンパク質をイムノブロット法により検出した結果を示す（レーン１：
ｐＫ７－ＮＨｉｓ－Ｒａｓ無添加（２０種類のアミノ酸混合物による合成のコントロール
）、レーン２：ｐＫ７－ＮＨｉｓ－Ｒａｓ無添加（１８種類のアミノ酸混合物による合成
のコントロール）、レーン３：２０種類のアミノ酸混合物による合成、レーン４：１８種
類のアミノ酸混合物による合成）。
　以下、本発明を詳細に説明する。本願は、２００３年５月２２日に出願された日本国特
許出願２００３－１４５３９０号の優先権を主張するものであり、該特許出願の明細書及
び／又は図面に記載される内容を包含する。
１．無細胞タンパク質合成系によるタンパク質の製造方法
　本発明によれば、無細胞タンパク質合成系において、多くとも１９種類のアミノ酸を含
むアミノ酸混合物を基質として用いてタンパク質を合成することを特徴とするタンパク質
の製造方法が提供される。
　本発明における「無細胞タンパク質合成系」とは、ｍＲＮＡの情報を読み取ってリボソ
ーム上でタンパク質を合成する無細胞翻訳系、ＤＮＡを鋳型としてＲＮＡを合成する無細
胞転写系と無細胞翻訳系の両者を包含する。
　本発明における「タンパク質」とは、複数のアミノ酸残基から構成される任意の分子量
のポリペプチドをいい、特にポリペプチドが立体構造を形成したものをいう。
　本発明において「アミノ酸混合物」とは、アラニン、アルギニン、アスパラギン酸、シ
ステイン、グルタミン酸、グリシン、ヒスチジン、イソロイシン、ロイシン、リジン、メ
チオニン、フェニルアラニン、プロリン、セリン、トレオニン、トリプトファン、チロシ
ン、バリン、アスパラギン、及びグルタミンから成る群から選択されるアミノ酸を多くと
も１９種類含むアミノ酸混合物をいい、具体的には、上記のアミノ酸群からグルタミンを
除いた１９種類のアミノ酸混合物、アスパラギンを除いた１９種類のアミノ酸混合物、グ
ルタミン、アスパラギンを除いた１８種類のアミノ酸混合物などをいう。なお、本明細書
において全てのアミノ酸はＬ体のアミノ酸をいう。また、タンパク質を構成する上記のア
ミノ酸群（２０種類）以外の非天然型アミノ酸は、上記の「アミノ酸混合物」には含まれ
ないが、これらを本合成系に添加することもできる。
　本発明の無細胞タンパク質合成系によるタンパク質製造は、アミノ酸基質として上記の
アミノ酸混合物を用いる以外は、従来から知られる無細胞タンパク質合成のための材料、
すなわち無細胞タンパク質合成用細胞抽出液、目的タンパク質をコードする鋳型となる核
酸、エネルギー源（ＡＴＰ、ＧＴＰ、クレアチンホスフェート等の高エネルギーリン酸結
合含有物）等を用いて行うことができる。
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　「無細胞タンパク質合成用細胞抽出液」とは、リボソーム、ｔＲＮＡなどのタンパク質
インビボ合成に関与する翻訳系又は転写系／翻訳系に必要な成分を含む植物細胞、動物細
胞、真菌細胞、細菌細胞からの抽出液をいう。具体的には、大腸菌、小麦胚芽、ウサギ網
赤血球、マウスＬ－細胞、エールリッヒ腹水癌細胞、ＨｅＬａ細胞、ＣＨＯ細胞、出芽酵
母等の抽出液が挙げられる。細胞抽出液の調製は、例えばＰｒａｔｔ，Ｊ．Ｍ．ら、Ｔｒ
ａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｔｒａｓｎｌａｔｉｏｎ－ａ　ｐｒａｃｔｉｃａｌ　
ａｐｐｒｏａｃｈ（１９８４）、ｐｐ．１７９－２０９に記載の方法に従い、上記細胞を
フレンチプレスやグラスビーズにて破砕し、タンパク質成分やリボソームを可溶化するた
めの数種類の塩を含有する緩衝液を加えてホモジナイズし、遠心分離にて不溶成分を沈殿
させることによって行うことができる。
　好ましい細胞抽出液としては大腸菌Ｓ３０細胞抽出液を例示することができる。当該Ｓ
３０細胞抽出液は、大腸菌Ａ１９株（ｒｎａ，ｍｅｔ）から既知の方法（Ｚｕｂａｙら（
１９７３）Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｇｅｎｅｔ．７：２６７－２８７）により調製することがで
き、また市販品（Ｐｒｏｍｅｇａ社やＮｏｖａｇｅｎ社からも入手可能）を用いてもよい
。
　上記無細胞タンパク質合成用細胞抽出液の量は、特に限定されないが、例えば、反応液
全体の１０～４０重量％の範囲が好ましい。
　「目的タンパク質をコードする核酸」は、当該目的タンパク質をコードし、転写及び／
又は翻訳され得る適切な配列を含むものであれば特に限定されず、ＲＮＡ、ｍＲＮＡ、Ｄ
ＮＡ、ｃＤＮＡのいずれをも含む。ＤＮＡを使用する場合、ＲＮＡポリメラーゼなどを必
要とする転写反応が必要となり、収量が低下することから大量合成を必要とする場合は、
ｍＲＮＡを用いることが好ましい。目的タンパク質をコードするＤＮＡ又はＲＮＡは、真
核又は原核生物の細胞若しくは組織からゲノムＤＮＡ、ｍＲＮＡとして周知の方法（フェ
ノール／クロロホルム処理、エタノール沈殿、塩化セシウム密度勾配遠心など）で得るか
、又は、ｃＤＮＡクローニングで合成・単離することができる。あるいは、目的タンパク
質のアミノ酸配列又はそれをコードするヌクレオチド配列が判明している場合には、ＤＮ
Ａ合成機を用いて化学的に合成することもできる。
　上記核酸の無細胞タンパク質合成用反応液（以下、反応液ともいう）への添加濃度は、
無細胞タンパク質合成用細胞抽出液のタンパク質合成活性、合成するタンパク質の種類等
によって適宜設定することができるが、例えば、通常０．１～１０ｎＭ程度とされる。
　上記無細胞タンパク質合成系におけるエネルギー源は、生体内でエネルギー源として利
用される物質であれば特に限定はされないが、好ましくはＡＴＰ，ＧＴＰ，クレアチンリ
ン酸等の高エネルギーリン酸結合を有する物質が挙げられる。また、当該エネルギー源の
反応液への添加濃度は、無細胞タンパク質合成用細胞抽出液のタンパク質合成活性、合成
するタンパク質の種類等によって適宜設定することができる。
　本発明においては、タンパク質合成能を向上させる上で、無細胞タンパク質合成系にア
ンモニウム塩を添加することが好ましい。
　アンモニウム塩としては、例えば酢酸アンモニウム、安息香酸アンモニウム、クエン酸
アンモニウム、塩化アンモニウム等が挙げられるが、酢酸アンモニウムが好ましい。アン
モニウム塩の反応液への添加濃度は、２０～１２０ｍＭ、好ましくは２０～１００ｍＭ、
より好ましくは４０～８０ｍＭである。
　上記反応液には、必要に応じて、ＡＴＰ再生に関与する酵素（例えば、ホスホエノール
ピルベートとピルビン酸キナーゼの組み合わせ又はクレアチンホスフェートとクレアチン
キナーゼの組み合わせ）、各種のＲＮＡポリメラーゼ（Ｔ７、Ｔ３、及びＳＰ６　ＲＮＡ
　ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ等）、タンパク質の三次元構造を形成する働きを持つシャペロン
タンパク質類（例えば、ＤｎａＪ、ＤｎａＫ、ＧｒｏＥ、ＧｒｏＥＬ、ＧｒｏＥＳ及びＨ
ＳＰ７０等）を添加してもよい。
　また、上記反応液には、必要に応じて、非タンパク質性成分を補強することができる。
非タンパク質性成分とは、もともと無細胞タンパク質合成用細胞抽出液中に含まれている
成分であるが、別途添加することでタンパク質合成能を向上させることができる成分であ
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り、例えばｔＲＮＡが挙げられる。
　さらに、上記反応液は、必要に応じて、タンパク質やＲＮＡの保護及び／又は安定化の
ための各種の添加剤を含有させてもよい。当該添加剤としては、例えば、リボヌクレアー
ゼ（ＲＮアーゼ）阻害剤（胎盤ＲＮａｓｅインヒビター等）；還元剤（ジチオトレイトー
ル等）；ＲＮＡ安定化剤（スペルミジン等）；プロテアーゼ阻害剤（フェニルメタンスル
ホニルフルオリド（ＰＭＳＦ）等）などが挙げられる。これらの反応液への添加濃度は、
使用する無細胞タンパク質合成用細胞抽出液のタンパク質合成活性、合成する目的タンパ
ク質の種類等に応じて適宜設定すればよい。
　無細胞タンパク質合成には、従来から知られているバッチ法、透析法のいずれの方法を
用いてもよい。
　例えば、バッチ法を用いる場合、反応液には目的タンパク質をコードする核酸（好まし
くはｍＲＮＡ）、無細胞タンパク質合成用細胞抽出液、目的タンパク質の構成材料となる
前記のアミノ酸混合物、ＡＴＰ（アデノシン５’－三リン酸）、ＧＴＰ（グアノシン５’
－三リン酸）、ＣＴＰ（シチジン５’－三リン酸）、ＵＴＰ（ウリジン５’－三リン酸）
、緩衝液、塩類、ＲＮアーゼ阻害剤、抗菌剤のほか、必要によりＴ７ＲＮＡポリメラーゼ
などのＲＮＡポリメラーゼ（ＤＮＡを鋳型として用いる場合）、ｔＲＮＡなどを含むこと
ができる。その他、ＡＴＰ再生系としてホスホエノールピルベートとピルビン酸キナーゼ
の組み合わせ又はクレアチンホスフェートとクレアチンキナーゼの組み合わせ、ポリエチ
レングリコール（例えば＃８０００）、３’，５’－ｃＡＭＰ、葉酸類、還元剤（例えば
ジチオトレイトール）などを含むことができる。
　ここで、緩衝液としては、例えばＨｅｐｅｓ－ＫＯＨ、Ｔｒｉｓ－ＯＡｃのような緩衝
剤が使用できる。塩類としては、例えば酢酸マグネシウム、塩化マグネシウム、酢酸カリ
ウム、塩化カルシウムなどを用いることができ、抗菌剤としては、例えばアジ化ナトリウ
ム、アンピシリンなどを用いることができる。
　反応条件は、使用する無細胞タンパク質合成用細胞抽出液、合成する目的タンパク質等
によって適宜設定すればよいが、温度は通常２０～４０℃、好ましくは２３～３７℃であ
り、時間は通常１～５時間、好ましくは３～４時間である。
　また、透析法を用いて連続的に目的タンパク質を製造する場合、上記バッチ式の反応液
を透析内液とし、反応液の５～１０倍容量の透析外液に対して透析を行い、生成した目的
タンパク質を透析内液又は透析外液から回収する。透析外液は、透析内液組成から無細胞
タンパク質合成用細胞抽出液、ＲＮアーゼ阻害剤、目的タンパク質をコードする核酸、Ｒ
ＮＡポリメラーゼを除いたものが使用できる。従って、透析外液は、例えば、緩衝液、Ａ
ＴＰ、ＧＴＰ、ＣＴＰ、ＵＴＰ、塩類、目的タンパク質の構成材料となる前記のアミノ酸
混合物、ＡＴＰ再生系としてホスホエノールピルベートとピルビン酸キナーゼ、抗菌剤な
どを含んでいればよい。
　透析内液と透析外液を隔てる透析膜の分画分子量は、３，５００～１００，０００、好
ましくは１０，０００～５０，０００である。透析は、通常２０～４０℃、好ましくは２
３～３７℃にて攪拌しつつ行い、定期的（通常２４時間毎）に新しい外液と交換する。ま
た、新たな核酸（好ましくはｍＲＮＡ）を定期的（通常２４時間毎）に反応液に補給して
もよい。透析外液は反応速度が低下した時点で新鮮なものと交換することが望ましい。
　透析は、透析膜を介して内液と外液とを隔離して含む振とう若しくは攪拌（回転攪拌な
ど）可能な透析装置を用いて行うことができる。小スケール反応用装置としては、例えば
ＤｉｓｐｏＤｉａｌｙｚｅｒ（登録商標）（Ｓｐｅｃｔｒｕｍ社製）やＳｌｉｄｅａｌｙ
ｚｅｒ（登録商標）（Ｐｉｅｒｃｅ社製）等を用いることができる。また、大スケール反
応用装置としては、Ｓｐｅｃｔｒａ／Ｐｏｒ（登録商標）透析用チューブ（Ｓｐｅｃｔｒ
ｕｍ社製）等を用いることができる。また、振とう速度若しくは攪拌速度は低速、例えば
１００～２００ｒｐｍとし、反応時間は目的タンパク質の生成を監視しながら適当に選択
することができる。
　合成したタンパク質の精製は、生細胞からの分離と比べて混在する汚染物質の量及び種
類が格段に少ないため、比較的容易に行うことができる。精製法としては、例えば硫酸ア
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フィー、疎水性相互作用クロマトグラフィー、アフィニティークロマトグラフィー、ゲル
ろ過クロマトグラフィー、ヒドロキシアパタイト、等電点クロマトグラフィー、クロマト
フォーカシング等が挙げられ、精製はこれらの方法を当該タンパク質の性質に応じて単独
に又は適宜組み合わせて行うことができる。また、当該タンパク質に予めタグと呼ばれる
ペプチド配列を付加させておき、タグを特異的に認識し吸着することを利用したアフィニ
ティー精製法を用いることができる。当該精製法は、高純度のタンパク質を得る上で特に
好ましい。当該タグとしては特に限定されないが、６×ヒスチジンタグ（６×Ｈｉｓ）、
ＧＳＴタグ及びマルトース結合性タグ等が一般的である。
　以上のようにして合成・精製されたタンパク質の同定及び定量は、活性測定、免疫学的
測定、分光学的測定、アミノ酸分析などによって、必要に応じて標準サンプルと比較しな
がら行うことができる。
２．無細胞タンパク質合成系による安定同位体標識タンパク質の製造方法
　本発明によればまた、無細胞タンパク質合成系において安定同位体標識タンパク質を製
造する方法であって、該系にアンモニウム塩を添加し、アラニン、アルギニン、アスパラ
ギン酸、システイン、グルタミン酸、グリシン、ヒスチジン、イソロイシン、ロイシン、
リジン、メチオニン、フェニルアラニン、プロリン、セリン、トレオニン、トリプトファ
ン、チロシン、バリン、アスパラギン、及びグルタミンから成る群から選択されるアミノ
酸を多くとも１９種類含むアミノ酸混合物を基質として用い、かつ、前記アンモニウム塩
及び／又は前記混合物中のアミノ酸の少なくとも１種が安定同位体で標識されていること
を特徴とする、上記方法が提供される。
　本方法は、無細胞タンパク質合成系にてＮＭＲ測定用試料となる安定同位体標識タンパ
ク質を合成するための方法であって、アンモニウム塩を系に添加し、アンモニウム塩及び
／又はアミノ酸混合物中のアミノ酸の少なくとも１種が安定同位体で標識されている以外
は、上記１．と同様にして行えばよい。また、合成された安定同位体標識タンパク質は、
ＮＭＲ測定用試料のために前記の各種手段により精製すればよい。
　ここで、アンモニウム塩としては、下記式で表されるアスパラギン酸（Ａｓｐ）、グル
タミン酸（Ｇｌｕ）からアスパラギン（Ａｓｎ）、グルタミン（Ｇｌｎ）への代謝系にお
いてアンモニアのドナーとなり、アスパラギンとグルタミンの側鎖アミノ基に転じる作用
を有する限り、特に限定はされない。例えば酢酸アンモニウム、安息香酸アンモニウム、
クエン酸アンモニウム、塩化アンモニウム等が挙げられるが、酢酸アンモニウムが好まし
い。アンモニウム塩の反応液への添加濃度は、２０～１２０ｍＭ、好ましくは２０～１０
０ｍＭ、より好ましくは４０～８０ｍＭである。また、安定同位体とは、２Ｈ，１５Ｎ等
をいう。
　　　　　　　　アスパラギン酸，グルタミン酸の代謝
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　また、「アミノ酸混合物」とは、前記と同様に、アラニン、アルギニン、アスパラギン
酸、システイン、グルタミン酸、グリシン、ヒスチジン、イソロイシン、ロイシン、リジ
ン、メチオニン、フェニルアラニン、プロリン、セリン、トレオニン、トリプトファン、
チロシン、バリン、アスパラギン、及びグルタミンから成る群から選択されるアミノ酸を
多くとも１９種類含むアミノ酸混合物をいい、具体的には、上記のアミノ酸群からグルタ
ミンを除いた１９種類のアミノ酸混合物、アスパラギンを除いた１９種類のアミノ酸混合
物、グルタミン、アスパラギンを除いた１８種類のアミノ酸混合物などをいう。
　アミノ酸混合物として、例えば１８種類のアミノ酸混合物を用いる場合、１８種類のア
ミノ酸単品をそれぞれ混合したものでもよく、或いは市販のＡｌｇａｌ　ｍｉｘｔｕｅを
用い、これに含まれていないシステインやトリプトファン等のアミノ酸を適宜追加して１
８種類としたものでもよい。また、安定同位体とは、２Ｈ，１３Ｃ，１５Ｎ等をいう。
　蛋白質の構造解析においては、多種類の標識蛋白質が必要となる場合が多い。このよう
な場合には、数種の標識アミノ酸を組み合わせた基質用アミノ酸混合物を用意することが
望ましい。従って、アミノ酸混合物に含まれるアミノ酸は少なくとも１種が標識されてい
ればよく、全種が標識されていてもよい。標識するアミノ酸の数及び種類は、解析対象と
なるタンパク質の種類、解析目的等により適宜選択すればよい。
３．安定同位体標識タンパク質合成用試薬キット
　前述のとおり、安定同位体で標識されたアンモニウム塩は、アスパラギン（Ａｓｎ）、
グルタミン（Ｇｌｎ）を含まないアミノ酸混合物を基質として用いる無細胞タンパク質合
成系によるタンパク質合成においてアスパラギン酸（Ａｓｐ）、グルタミン酸（Ｇｌｕ）
から代謝・生成したアスパラギン（Ａｓｎ）、グルタミン（Ｇｌｎ）の側鎖を特異的に標
識することができ、また非標識のアンモニウム塩を用いればアスパラギン（Ａｓｎ）、グ
ルタミン（Ｇｌｎ）の側鎖の標識を抑え、所望のアミノ酸の主鎖のみが標識された試料も
調製することが可能となる。従って、安定同位体で標識された又は非標識のアンモニウム
塩、好ましくは安定同位体で標識された又は非標識の酢酸アンモニムを、必要に応じて安
定同位体で標識されたアミノ酸混合物とを適宜組み合わせ、無細胞タンパク合成系による
タンパク質製造に必要な他の成分とともに、安定同位体標識タンパク質合成用キットの形
態で提供することができる。
　例えば、本発明の安定同位体標識タンパク質合成用キットは、以下の成分：
（ａ）アンモニウム塩
（ｂ）アラニン、アルギニン、アスパラギン酸、システイン、グルタミン酸、グリシン、
ヒスチジン、イソロイシン、ロイシン、リジン、メチオニン、フェニルアラニン、プロリ
ン、セリン、トレオニン、トリプトファン、チロシン、バリン、アスパラギン、及びグル
タミンから成る群から選択されるアミノ酸を多くとも１９種類含むアミノ酸混合物
（ｃ）無細胞タンパク質合成用細胞抽出液
を含み、かつ、前記アンモニウム塩及び／又は前記混合物中のアミノ酸の少なくとも１種
が安定同位体で標識されていることを特徴とする。
　本キットにおいて、アミノ酸混合物中のアミノ酸の少なくとも１種が安定同位体で標識
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されていてもよい。
　また、アンモニウム塩の種類、アミノ酸混合物の意味については、２．に記載した通り
である。
　また、本キットには、ＡＴＰ，ＧＴＰ，ＣＴＰ，ＵＴＰなどのリボヌクレオチド、基質
溶液のｐＨを調節するための緩衝液などを含めることができる。
【発明を実施するための最良の形態】
　以下、実施例により本発明をさらに具体的に説明する。但し、本発明はこれら実施例に
限定されるものではない。
［実施例１］　１８種類のアミノ酸を用いた無細胞タンパク質合成（バッチ法）
　以下に示す組成の反応液（全量３０μｌ）を３７℃にて１時間インキュベートし、タン
パク質合成反応を行った。なお、下記反応液において、「ｐＫ７－ＣＡＴ」は、Ｋｉｍら
（１９９６）Ｅｕｒ．Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．２３９：８８１－８８６の記載に従って調製
されたＣＡＴ発現ベクターである。
（バッチ法による無細胞タンパク質合成反応液組成）
　ＨＥＰＥＳ－ＫＯＨ（ｐＨ７．５）　　　　　　　　　　　　　　６０ｍＭ
　ジチオスレイトール　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　１．８ｍＭ
　ＡＴＰ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　１．３ｍＭ
　ＣＴＰ，ＧＴＰ，ＵＴＰ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　各０．９ｍＭ
　クレアチンリン酸　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　８０ｍＭ
　クレアチンキナーゼ（Ｒｏｃｈｅ製）　　　　　　　　　　　　　２５０μｇ／ｍｌ
　ポリエチレングリコール８０００　　　　　　　　　　　　　　　４．０％
　３’，５’－ｃｙｃｌｉｃ　ＡＭＰ　　　　　　　　　　　　　　０．６６ｍＭ
　Ｌ（－）－５－フォルミル－５，６，７，８－テトラヒドロ葉酸　３６μＭ
　大腸菌トータルｔＲＮＡ（ＭＲＥ６００、Ｒｏｃｈｅ製）　　　　１７５μｇ／ｍｌ
　酢酸アンモニウム　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　８０ｍＭ
　酢酸マグネシウム　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　１０．７ｍＭ
　２０種類又はＡｓｎ，Ｇｌｎを除く１８種類のアミノ酸　　　　　１ｍＭ
　Ｔ７　ＲＮＡポリメラーゼ　　　　　　　　　　　　　　　　　　６６．７μｇ／ｍｌ
　大腸菌Ｓ３０抽出液（Ｒｏｃｈｅ製）　　　　　　　　　　　　　７．２μｌ
　０．２μｇ／ｍｌ鋳型ＤＮＡ（ｐＫ７－ＣＡＴ）
　反応後、反応液を氷上において反応を停止させ、反応液中に含まれるＣＡＴ（クロラム
フェニコールアセチルトランスフェラーゼ）タンパク質の定量を、Ｓｈａｗ（１９７５）
Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｅｎｚｙｍｏｌ，ｐ．７３５－７５５に従い以下の方法で行った。すな
わち、アセチルコエンザイムＡとクロラムフェニコールを基質としてＣＡＴによるクロラ
ムフェニコールのアセチル化反応を行い、その結果生じた還元型コエンザイムＡを５，５
’－ジチオビス－２－ニトロ安息香酸（ＤＴＮＢ）を用いて発色定量した。３７℃、４１
２ｎｍにおける吸光度の単位時間あたりの増加量よりＣＡＴの活性を定量し、これを指標
としてＣＡＴタンパク質量を決定した。２０種類又は１８種類のアミノ酸を用いて合成し
たタンパク質量を比較したところ、それぞれ０．５５１ｍｇ、０．５２９ｍｇで差がなか
った（図１）。これにより、アスパラギン（Ａｓｎ）及びグルタミン（Ｇｌｎ）を除いた
１８種類のアミノ酸混合物でも無細胞タンパク質合成系におけるタンパク質の合成が可能
であることがわかった。
［実施例２］　酢酸アンモニウム濃度の検討（バッチ法）
　上記のバッチ法による無細胞タンパク質合成反応液において種々の濃度の酢酸アンモニ
ウムを用いる以外は実施例１と同様にしてタンパク質合成を行い、ＣＡＴタンパク質量を
定量した。結果を図２に示す。酢酸アンモニウムの濃度が増加するについてＣＡＴタンパ
ク質量が増加し、８０ｍＭで最高値に達することがわかった。
［実施例３］　１８種類のアミノ酸を用いた無細胞タンパク質合成（透析法）
（１）Ｒａｓタンパク質合成
　下記（ｉ）に示す透析内液に、鋳型ＤＮＡとしてＲａｓタンパク質をコードする遺伝子
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を含む、配列番号１に示す塩基配列からなる１ｍｇ／ｍｌの環状二本鎖ＤＮＡ発現ベクタ
ー「ｐＫ７－ＮＨｉｓ－Ｒａｓ」を０．０１２ｍｌ加えて全量を３ｍｌとし、この透析内
液をＤｉｓｐｏＤｉａｌｙｚｅｒ　ＣＥ（分子量限界１００００若しくは５００００：Ｓ
ｐｅｃｔｒｕｍ社製）に入れ、下記（ｉｉ）に示す透析外液３０ｍｌ中に浮遊させて試験
管振とう培養液で３０℃にて４時間振とうすることによってタンパク質合成を行った。
（透析法による無細胞タンパク質合成反応液組成）
（ｉ）透析内液：
　ＨＥＰＥＳ－ＫＯＨ（ｐＨ７．５）　　　　　　　　　　　　　　６０ｍＭ
　ジチオスレイトール　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　１．８ｍＭ
　ＡＴＰ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　１．３ｍＭ
　ＣＴＰ，ＧＴＰ，ＵＴＰ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　各０．９ｍＭ
　クレアチンリン酸　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　８０ｍＭ
　クレアチンキナーゼ（Ｒｏｃｈｅ製）　　　　　　　　　　　　　２５０μｇ／ｍｌ
　ポリエチレングリコール８０００　　　　　　　　　　　　　　　４．０％
　３’，５’－ｃｙｃｌｉｃ　ＡＭＰ　　　　　　　　　　　　　　０．６６ｍＭ
　Ｌ（－）－５－フォルミル－５，６，７，８－テトラヒドロ葉酸　３６μＭ
　大腸菌トータルｔＲＮＡ（ＭＲＥ６００、Ｒｏｃｈｅ製）　　　　１７５μｇ／ｍｌ
　１５Ｎ標識酢酸アンモニウム　　　　　　　　　　　　　　　　　８０ｍＭ
　酢酸マグネシウム　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　１０．７ｍＭ
　２０種類又はＡｓｎ，Ｇｌｎを除く１８種類のアミノ酸　　　　　２ｍＭ
　アジ化ナトリウム　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　０．０５％
　Ｔ７　ＲＮＡポリメラーゼ　　　　　　　　　　　　　　　　　　６６．７μｇ／ｍｌ
　大腸菌Ｓ３０抽出液（Ｒｏｃｈｅ製）　　　　　　　　　　　　　０．９ｍｌ
　１ｍｇ／ｍｌ鋳型ＤＮＡ（ｐＫ７－ＮＨｉｓ－Ｒａｓ）
（ｉｉ）透析外液：
　ＨＥＰＥＳ－ＫＯＨ（ｐＨ７．５）　　　　　　　　　　　　　　６０ｍＭ
　ジチオスレイトール　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　１．８ｍＭ
　ＡＴＰ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　１．３ｍＭ
　ＣＴＰ，ＧＴＰ，ＵＴＰ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　各０．９ｍＭ
　クレアチンリン酸　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　８０ｍＭ
　ポリエチレングリコール８０００　　　　　　　　　　　　　　　４．０％
　３’，５’－ｃｙｃｌｉｃ　ＡＭＰ　　　　　　　　　　　　　　０．６６ｍＭ
　Ｌ（－）－５－フォルミル－５，６，７，８－テトラヒドロ葉酸　３６μＭ
　１５Ｎ標識酢酸アンモニウム　　　　　　　　　　　　　　　　　８０ｍＭ
　酢酸マグネシウム　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　１０．７ｍＭ
　２０種類又はＡｓｎ，Ｇｌｎを除く１８種類のアミノ酸　　　　　２ｍＭ
　アジ化ナトリウム　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　０．０５％
（２）１５Ｎ標識Ｒａｓタンパク質の精製
　上述のようにして合成した１５Ｎ標識Ｒａｓタンパク質の精製を行った。タンパク質の
精製にはヒスチジンタグとニッケルの親和性を利用し、操作は４℃で行った。まず合成反
応終了後、３ｍｌの反応液を４．２ｍｌの洗浄緩衝液［５０ｍＭリン酸ナトリウム（ｐＨ
８．０）／３００ｍＭ塩化ナトリウム／１０ｍＭイミダゾール］で希釈・回収し、１９６
０×ｇ，５分間遠心して沈殿を取り除いた。次に、得られた上清を０．８ｍｌのＮｉ－Ｎ
ＴＡ樹脂（キアゲン社）に通して吸着させ、９．６ｍｌの洗浄緩衝液を通すことで夾雑物
を除去した。最後に４ｍｌの溶出緩衝液［５０ｍＭリン酸ナトリウム（ｐＨ８．０）／３
００ｍＭ塩化ナトリウム／５００ｍＭイミダゾール］を通すことでサンプルを樹脂から遊
離させた。以上の手順により，０．８８ｍｇの精製サンプルを得た。
（３）ＮＭＲ測定試料の調製
　精製サンプルをＮＭＲ測定に適した溶媒にするために、２０ｍＭリン酸ナトリウム（ｐ
Ｈ６．５）、１００ｍＭ塩化ナトリウム、５ｍＭ塩化マグネシウム、５ｍＭ　ＤＴＴ、０
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．０１重量％ＮａＮ３からなる溶液に置換した。その後、サンプルを０．２５ｍｌ（サン
プル濃度０．２８ｍＭ）まで濃縮した。以上の操作には限外ろ過装置（ビバスピン２；ザ
ルトリウス社）を用いた。最後に０．０３ｍｌの重水を添加し、ＮＭＲ測定用試料とした
。
（４）ＮＭＲ測定
　ＮＭＲ測定用のサンプル管にはシゲミ社の対称型ミクロ試料管（５ｍｍプローブ用）を
用いた。ＮＭＲ測定は、７００ＭＨｚのＮＭＲ装置（Ａｖａｎｃｅ７００；ブルカー社）
で、温度２５℃のもとで行った。判定には、１Ｈ－１５Ｎ２次元ＨＳＱＣスペクトル（以
後１５Ｎ　ＨＳＱＣスペクトルと略記）を用いた。その際の測定条件は、下記表１に示す
通りである。

　ＮＭＲ測定の結果、図３に示すように、１５Ｎ　ＨＳＱＣスペクトルには６．５ｐｐｍ
から７．５ｐｐｍにわたって分離したアミノプロトンのシグナルが認められた。これらの
シグナルの現れ方は、２０種類の１５Ｎ標識アミノ酸を用いて上記の透析法により調製し
た均一１５Ｎ標識Ｒａｓタンパク質の１５Ｎ　ＨＳＱＣスペクトル（図４）と比較し、ア
スパラギン（Ａｓｎ）及びグルタミン（Ｇｌｎ）の側鎖アミノ基に由来するピークに特徴
的である。従って、得られたＲａｓタンパク質においては、合成系に添加された安定同位
体標識酢酸アンモニウムにより修飾されたアスパラギン（Ａｓｎ）及びグルタミン（Ｇｌ
ｎ）の側鎖のみが標識されていることが明らかとなった。
［実施例４］　酢酸アンモニウム濃度の検討（バッチ法）
　以下に示す組成の反応液（全量３０μｌ）を用いてタンパク質合成反応を行った。なお
、下記反応液において、「ｐＱＢＩ　Ｔ７－ＧＦＰ」は、ＧＦＰ発現ベクターであり、Ｗ
ＡＫＯ　Ｐｕｒｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ，Ｌｔｄ．より購入した。
（バッチ法による無細胞タンパク質合成反応液組成）
　ＨＥＰＥＳ－ＫＯＨ（ｐＨ７．５）　　　　　　　　　　　　　　６０ｍＭ
　ジチオスレイトール　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　１．８ｍＭ
　ＡＴＰ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　１．３ｍＭ
　ＣＴＰ，ＧＴＰ，ＵＴＰ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　各０．９ｍＭ
　クレアチンリン酸　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　８０ｍＭ
　クレアチンキナーゼ（Ｒｏｃｈｅ製）　　　　　　　　　　　　　２５０μｇ／ｍｌ
　ポリエチレングリコール８０００　　　　　　　　　　　　　　　４．０％
　３’，５’－ｃｙｃｌｉｃ　ＡＭＰ　　　　　　　　　　　　　　０．６６ｍＭ
　Ｌ（－）－５－フォルミル－５，６，７，８－テトラヒドロ葉酸　３６μＭ
　大腸菌トータルｔＲＮＡ（ＭＲＥ６００、Ｒｏｃｈｅ製）　　　　１７５μｇ／ｍｌ
　酢酸アンモニウム　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　０～１２０ｍＭ
　酢酸マグネシウム　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　１０．７ｍＭ
　２０種類又はＡｓｎ，Ｇｌｎを除く１８種類のアミノ酸　　　　　１ｍＭ
　Ｔ７　ＲＮＡポリメラーゼ　　　　　　　　　　　　　　　　　　６６．７μｇ／ｍｌ
　大腸菌Ｓ３０抽出液（Ｒｏｃｈｅ製）　　　　　　　　　　　　　７．２μｌ
　２μｇ／ｍｌ鋳型ＤＮＡ（ｐＱＢＩ　Ｔ７－ＧＦＰ）
　上記反応液を３７℃のヒートブロック上で１時間静置した。さらに、反応液を４℃にて
２４時間静置した後、ＰＢＳで２０倍希釈し、ＧＦＰの蛍光強度を励起波長４８５ｎｍ、



(13) JP 4310378 B2 2009.8.5

10

20

30

40

50

測定波長５１０ｎｍにて測定した。データは反応液あたりの蛍光量で示した（図５）。
　最大のＧＦＰ合成量が得られた酢酸アンモニウム濃度は２０種類のアミノ酸、１８種類
のアミノ酸のいずれを用いた場合も共に４０ｍＭであった。
［実施例５］　１８種類のアミノ酸を用いた無細胞タンパク質合成（バッチ法）における
Ａｓｐ，Ｇｌｕの濃度、及び酢酸アンモニウム濃度の検討
　以下に示す組成の反応液（全量３０μｌ）を用いてタンパク質合成反応を行った。合成
に用いた１８種類のアミノ酸のうち、アスパラギン酸（Ａｓｐ）、グルタミン酸（Ｇｌｕ
）は通常の１．５倍の濃度（１．５ｍＭ）とした。
　なお、下記反応液において、「ｐＱＢＩ　Ｔ７－ＧＦＰ」は、ＧＦＰ発現ベクターであ
り、ＷＡＫＯ　Ｐｕｒｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ，Ｌｔｄ．より購入
した。
（バッチ法による無細胞タンパク質合成反応液組成）
　ＨＥＰＥＳ－ＫＯＨ（ｐＨ７．５）　　　　　　　　　　　　　　６０ｍＭ
　ジチオスレイトール　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　１．８ｍＭ
　ＡＴＰ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　１．３ｍＭ
　ＣＴＰ，ＧＴＰ，ＵＴＰ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　各０．９ｍＭ
　クレアチンリン酸　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　８０ｍＭ
　クレアチンキナーゼ（Ｒｏｃｈｅ製）　　　　　　　　　　　　　２５０μｇ／ｍｌ
　ポリエチレングリコール８０００　　　　　　　　　　　　　　　４．０％
　３’，５’－ｃｙｃｌｉｃ　ＡＭＰ　　　　　　　　　　　　　　０．６６ｍＭ
　Ｌ（－）－５－フォルミル－５，６，７，８－テトラヒドロ葉酸　３６μＭ
　大腸菌トータルｔＲＮＡ（ＭＲＥ６００、Ｒｏｃｈｅ製）　　　　１７５μｇ／ｍｌ
　酢酸アンモニウム　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　０～１２０ｍＭ
　酢酸マグネシウム　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　１０．７ｍＭ
　２０種類のアミノ酸　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　各１ｍＭ
　又はＡｓｎ，Ｇｌｎを除く１８種類のアミノ酸
　　Ａｓｐ，Ｇｌｕ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　各１．５ｍＭ
　　Ａｓｐ，Ｇｌｕを除く１６種類のアミノ酸　　　　　　　　　　各１ｍＭ
　Ｔ７　ＲＮＡポリメラーゼ　　　　　　　　　　　　　　　　　　６６．７μｇ／ｍｌ
　大腸菌Ｓ３０抽出液（Ｒｏｃｈｅ製）　　　　　　　　　　　　　７．２μｌ
　２μｇ／ｍｌ鋳型ＤＮＡ（ｐＱＢＩ　Ｔ７－ＧＦＰ）
　上記反応液を３７℃のヒートブロック上で１時間静置した。さらに、反応液を４℃にて
２４時間静置した後、ＰＢＳで２０倍希釈し、ＧＦＰの蛍光強度を励起波長４８５ｎｍ、
測定波長５１０ｎｍにて測定した。データは反応液あたりの蛍光量で示した（図６）。
　最大のＧＦＰ合成量が得られた酢酸アンモニウム濃度は２０種類のアミノ酸を用い場合
では４０ｍＭであり、１８種類のアミノ酸を用いた場合（アスパラギン酸（Ａｓｐ）、グ
ルタミン酸（Ｇｌｕ）を通常の１．５倍の濃度（１．５ｍＭ）とした条件下）では６０ｍ
Ｍであった。また、１８種類のアミノ酸を用いた場合のピーク時におけるＧＨＰ合成量は
、２０種類のアミノ酸を用いた場合と同程度であった。従って、アスパラギン酸（Ａｓｐ
）、グルタミン酸（Ｇｌｕ）を通常の１．５倍量添加することにより、従来の方法と同程
度のアミノ酸合成量が得られることが示された。
［実施例６］　２０種類又は１８種類のアミノ酸を用いた無細胞タンパク質合成系（バッ
チ法）におけるタンパク合成量の比較
　２０種類のアミノ酸（各アミノ酸濃度１．０ｍＭ）又は１８種類のアミノ酸（各アミノ
酸濃度１．０ｍＭ、アスパラギン酸（Ａｓｐ）とグルタミン酸（Ｇｌｕ）濃度１．５ｍＭ
）をそれぞれ用い、酢酸アンモニウム濃度６０ｍＭ条件下でＧＦＰタンパク質、Ｒａｓタ
ンパク質の合成をそれぞれ行った。
　反応液組成を下記に示す。なお、下記反応液において、「ｐＱＢＩ　Ｔ７－ＧＦＰ」、
「ｐＫ７－ＮＨｉｓ－Ｒａｓ」は、前述の通りである。
（バッチ法による無細胞タンパク質合成反応液組成）
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　ＨＥＰＥＳ－ＫＯＨ（ｐＨ７．５）　　　　　　　　　　　　　　６０ｍＭ
　ジチオスレイトール　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　１．８ｍＭ
　ＡＴＰ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　１．３ｍＭ
　ＣＴＰ，ＧＴＰ，ＵＴＰ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　各０．９ｍＭ
　クレアチンリン酸　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　８０ｍＭ
　クレアチンキナーゼ（Ｒｏｃｈｅ製）　　　　　　　　　　　　　２５０μｇ／ｍｌ
　ポリエチレングリコール８０００　　　　　　　　　　　　　　　４．０％
　３’，５’－ｃｙｃｌｉｃ　ＡＭＰ　　　　　　　　　　　　　　０．６６ｍＭ
　Ｌ（－）－５－フォルミル－５，６，７，８－テトラヒドロ葉酸　３６μＭ
　大腸菌トータルｔＲＮＡ（ＭＲＥ６００、Ｒｏｃｈｅ製）　　　　１７５μｇ／ｍｌ
　酢酸アンモニウム　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　６０ｍＭ
　酢酸マグネシウム　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　１０．７ｍＭ
　２０種類のアミノ酸　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　各１ｍＭ
　又はＡｓｎ，Ｇｌｎを除く１８種類のアミノ酸
　　Ａｓｐ，Ｇｌｕ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　各１．５ｍＭ
　　Ａｓｐ，Ｇｌｕを除く１６種類のアミノ酸　　　　　　　　　　各１ｍＭ
　Ｔ７　ＲＮＡポリメラーゼ　　　　　　　　　　　　　　　　　　６６．７μｇ／ｍｌ
　大腸菌Ｓ３０抽出液（Ｒｏｃｈｅ製）　　　　　　　　　　　　　７．２μｌ
　２μｇ／ｍｌ鋳型ＤＮＡ（ｐＱＢＩ　Ｔ７－ＧＦＰ又はｐＫ７－ＮＨｉｓ－Ｒａｓ）
　上記反応液を３７℃のヒートブロック上で１時間静置した。ＳＤＳ－ＰＡＧＥにて分離
後、抗ＧＦＰ抗体（ＧＦＰ）、又は抗ＨＡＴ抗体（Ｒａｓ）を用いてイムノブロット法に
よりタンパク質の検出を行った（図７）。両タンパク質ともに１８種類のアミノ酸を用い
た場合でも２０種類のアミノ酸を用いた場合と同定度の合成量が得られた。
　本明細書で引用した全ての刊行物、特許及び特許出願をそのまま参考として本明細書に
組み入れるものとする。
【産業上の利用可能性】
　以上に示したように、無細胞タンパク質合成系においてアスパラギン（Ａｓｎ）及びグ
ルタミン（Ｇｌｎ）を含まない１８種類のアミノ酸混合物を基質として用いてタンパク質
の合成を行っても、２０種類のアミノ酸を用いたときと同等な活性を有するタンパク質を
合成することができた。また、１５Ｎにて標識したアンモニウム塩又は非標識のアンモニ
ウム塩を無細胞タンパク質合成系に添加すると、アスパラギン（Ａｓｎ）及びグルタミン
（Ｇｌｎ）の側鎖への標識を制御できた。従って、本発明は、安定同位体標識タンパク質
を安価に製造することを可能とし、ハイスループットなタンパク質立体構造解析を行う上
で非常に有用である。
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