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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 

【支援】 
 タンパク質の発現、精製、結晶化、性状評価等に関する高度な技術等を提供し、採択された 39 件の支

援課題の全てで、当初目的の支援を行うことができた。その内、約半数（特に創薬関連）について、研

究の進展に伴う追加支援を行った。全ての支援は、平成 28 年度中に完了した。 
 これらの支援の成功は、我々の開発・高度化した技術の有用性に基づく。特に、大腸菌細胞抽出液を

用いる無細胞タンパク質合成法は、ヒトなどの哺乳類由来のタンパク質ヘテロ複合体に適し、高難度な

構造解析に活用したことに加えて、膜タンパク質生産技術としての高度化（後述）に成功したことより、

GPCR 等の多数回膜貫通型タンパク質に極めて有用であった。膜内在性タンパク質の調製が、抗原作製

や機能解析を含め、急速に増大しており、採択された支援課題のうち、12 件が膜タンパク質である。非

天然型アミノ酸部位特異的導入法は、天然型の翻訳後修飾（エピジェネティックなリジン修飾、リン酸

化）の導入、光架橋など、タンパク質の機能解析や高機能化に関して成果をあげた。 
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【高度化】 

 我々は、多数回膜貫通型の膜タンパク質や高分子量ヘテロ複合体等の高難度タンパク質を標的とする

創薬開発を支援することを目指して、タンパク質調製のための新たな技術の高度化を行ってきた。当初

計画に、本年度の本事業の支援・コンサルテーション等を通じて明らかになった新たなニーズを反映さ

せて、高度な基盤的汎用技術の開発を進めて大きな成果をあげることができた。これにより、支援を目

指した技術の高度化は、当初計画のとおり目的を達成したと考えられる。 
＜タンパク質合成技術の高度化＞ 支援では質・量・コスト的に優れる無細胞合成によって大量調製を

行った。そのための様々なニーズに合わせた大腸菌無細胞発現系を整えた。ヒトの多数の膜貫通領域を

もつ膜内在性タンパク質を対象に、無細胞合成の自由度を活用して技術の高度化を行い、動物由来脂質

と界面活性剤の量比を調整して脂質二重膜の小断片に膜タンパク質を組み込む「S-MF 法」を開発した（特

許出願）。実際、GPCR、イオンチャネル、膜内在性酵素、膜タンパク質複合体等で有用性を確認した。 
＜非天然型アミノ酸部位特異的導入技術の高度化＞ 大腸菌の RF-1 遺伝子をノックアウトした菌株に

より、UAG への非天然型アミノ酸の導入を 100%にまで高め、生産効率を著しく改善するとともに、複

数部位への導入も可能になった。そこで RF-1 遺伝子を破壊した大腸菌株（RFzero 株等）から活性の高

い無細胞系を構築した。これにより、膜タンパク質を含む高難度タンパク質に非天然型アミノ酸を導入

する基盤が構築できた。アセチルリシン、メチルリシン等のエピジェネティックスに関わる修飾リシン

を複数の部位に導入する細胞系および無細胞系の手法を確立し、修飾ヌクレオソームの再構成を可能に

した。アミノアシル tRNA 合成酵素による「tRNA アイデンティティー決定因子」の識別機構を構造解

析等により解明し、非天然型アミノ酸に特異的な酵素と tRNA の設計に応用した。ピロリシル tRNA 合

成酵素（PylRS）の結晶構造解析を行い、それに基づいて、多種類の非天然型アミノ酸の部位特異的で効

率のよい導入法を確立した。非天然型アミノ酸としては、光架橋性、クリックケミストリーによる特異

的反応部位（アジド、アルキン）、重原子等、有用な特性をもつアミノ酸の導入が可能になった。 
＜タンパク質試料の結晶化に関わる要素技術の高度化＞ 脂質メソフェーズ法を利用した膜タンパク質

の結晶化の体制を整えた。脂質メソフェーズ法と上記の S-MF 法による高品質膜タンパク質の調製とを

組み合わせることにより、合成、精製、結晶化を全て脂質二重膜環境で行うことが可能になり、界面活

性剤による可溶化で構造を損なうことなく、結晶化ができることになった。 
 
英文 
[Supporting Drug Discovery and Life Science Researches] 
  By providing advanced technologies of protein synthesis, purification, crystallization, and quality 
assessment, the thirty-nine approved projects have been successfully supported. In particular, the 
cell-free protein synthesis methods utilizing extracts of Escherichia coli cells have been established 
as the major technologies for production of heteromultimeric protein complexes and integral 
membrane proteins. In fact, twelve out of the thirty nine projects are on membrane proteins. The 
technologies for site-directed incorporation of non-canonical amino acids into proteins have been 
successfully applied for natural post-translational modifications, such as epigenetic lysine 
modifications, photo-crosslinking, functional analyses of proteins. 
[Technology Developments] 

  Technologies necessary for production of integral membrane proteins and high-molecular mass 
heteromultimeric complexes in drug discovery have been developed.  
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<Development of protein production technologies> The protocols of cell-free protein synthesis in a 
large scale have been established for a variety of needs in supporting drug discovery and life science 
researches. A novel powerful techonology, the S-MF method, has been developed targeting human 
integral membrane proteins with multiple transmembrane domains, in which the product membrane 
proteins are prepared in soluble membrane fragments. In fact, this novel method is useful for GPCRs, 
ion channels, membrane-integrated enzymes, and membrane protein complexes.  
<Development of technologies for site-directed incorporation of non-canonical amino acids> By using 
Escherichia coli cells with the RF-1 gene disrupted, the efficiency of non-canonical amino acid 
incorporation in response to the UAG codon has been increased up to ca. 100%, and the cell-free 
protein synthesis systems prepared from these RF-1-disrupted E. coli cells have enabled high yield 
and multiple-site targeting. Thus, the planned technology platform for incorporating non-canonical 
amino acids into highly difficult proteins including integral membrane proteins has been established. 
By using this platform, epigenetically modified lysine derivatives, such as acetyl lysine, methyllysine, 
etc., have been incorporated into multiple sites in histones for reconstitution of epigenetically 
modified nucleosome core particles. On the basis of structural studies on the mechanisms of strict 
recognition of the tRNA identity elements by aminoacyl-tRNA synthetases, mutants have been 
designed for incorporation of non-canonical amino acids. Crystallographic analyses of 
pyrrolysyl-tRNA synthetase (PylRS) have been performed, and the results have been used for 
efficient incorporation of a variety of non-canonical amino acids, including photo-crosslinkers, those 
having specific reactive groups (azide & alkyne) for click chemistry, heavy atoms, etc.  
<Development of protein crystallization technologies> The lipidic mesophase methods have been 
established with novel host lipids, and applied for membrane protein samples prepared by the S-MF 
method, which has enabled membrane protein crystallization with no detergent solubilization. 
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