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論 　 文 　 内 　 容 　 の 　 要 　 旨

本論文は，超好熱菌の一つである超好熱始原菌Thermococcus kodakaraensis を無細胞抽出液のソースとして用い，これ

までに報告例がなかった高温で反応可能な無細胞タンパク合成系を構築した。さらに，本系を用いた応用についての実験も

行った。その成果についてまとめたものであり，序論，本論２部４章，結論から構成されている。

序論では，無細胞タンパク合成システムの説明と先行研究の現状，超好熱菌の進化的な位置づけ，本研究に用いたT.

kodakaraensis の諸性質に関して，および本研究の意義などがまとめられている。

第１章では，T. kodakaraensis を用いた高温でも機能する無細胞タンパク合成系の構築について述べている。レポータ

ータンパクとして本菌由来キチナーゼChiAΔ4を用いた。大腸菌の系で用いられている無細胞抽出液の調製方法を元にして，

T. kodakaraensis 無細胞抽出液（S30画分）を調製した。ChiAΔ4をコードするmRNAを系に添加してタンパク合成反応

を行ったところ，40～80℃（最適温度60～65℃）とこれまでにない高温において活性型ChiAΔ4の合成が可能であること

を明らかにした（最大合成量約1.3μg/mL）。さらに，T7 RNA polymeraseを添加して２段階の反応（40℃～60℃）を行う

事で，DNAからの転写・翻訳カップリング反応系の構築が可能であることを示した。

第２章では，T. kodakaraensis 無細胞タンパク合成系のタンパク合成量を増加させる方法について述べている。実際に

は，以下の改良を行った。①S30画分の調製方法の改良（細胞破砕条件の最適化，プレインキュベーション操作の廃止），

②反応溶液組成の最適化（系に添加する各因子の最適濃度の決定），③遺伝子組換え技術を用いた宿主の改良（ヒートショ

ック転写抑制因子である phr 破壊株の作製）。その結果，本系のタンパク生産能力を約90倍に増加させることに成功し，

ChiAΔ4の最大合成量として約115μg/mLを達成した。また，このときのタンパク生産速度は約100μg/mL/15minであった。

これらの数値は，現在実用化されている大腸菌などの系と同程度であり，本系が非常に高速かつ強力なタンパク合成システ

ムであることを示した。

第３章では，本系の応用に関する試みとして，異種タンパク質の合成実験について述べている。実際の実験では，耐熱性

を有するThermostable GFP（tGFP）の合成を試みた。その結果，本系を用いて活性型tGFPの合成が可能であることを示

し，その際に以下の手法が有効であることを示した。①コドン使用頻度の最適化による翻訳効率の上昇，②mRNAの3’末

端にstem- loop構造を付加することによるmRNAの安定性の向上，③chaperoninタンパクの添加よる合成タンパクの

folding効率の向上。

第４章では，一本のポリシストロニックなmRNAからの複数のタンパク合成実験について述べている。実験には本菌由

来TK0944-TK0943オペロンを用いた。TK0944-TK0943はacetyl-CoA synthetaseの大小サブユニットをコードし，本酵

素はα2β2から成るヘテロ４量体を形成する。本オペロンをコードするmRNAを用いてタンパク合成反応を行い，ウェス

タンブロット解析により解析を行った。その結果，TK0944とTK0943タンパクの合成が共になされていることを確認し，
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本系を用いた複数遺伝子産物の合成が可能であることを示した。

結論では本論文で得られた成果について要約している。

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

本論文は，超好熱始原菌Thermococcus kodakaraensis に由来する無細胞抽出液を用いた高温でも反応可能な無細胞タン

パク合成系の開発，およびその応用に関する成果をまとめたものである。得られた成果は次の通りである。

（１）T. kodakaraensis の培養菌体より無細胞抽出液を調製し，本菌由来のキチナーゼChiAΔ4をコードするmRNAを用

いた無細胞タンパク合成反応を行った。その結果，反応の最適温度が60－65℃という，これまでにない高温下で機能する無

細胞タンパク合成系の構築に成功した。続いて，無細胞抽出液の調製方法・反応溶液組成・使用菌株などの検討を行うこと

により，本系のタンパク生産能力を100μg/mL以上に向上させることに成功した。この生産能力は現在実用化されている大

腸菌の系と同程度であり，本系が非常に強力な無細胞タンパク合成システムであることを示した。

（２）本系の応用を目的として，異種タンパク質であるtGFPの合成を行った。その結果，活性型tGFPの合成が可能である

ことを示し，この過程で以下の３つの手法（遺伝子コドンの改変，mRNAへのステムループ構造の付加，反応系へのシャ

ペロニンの添加）が効果的であることを見出した。さらに，本系を用いて一本のポリシストロニックなmRNAから，実際

に複数タンパクが合成可能であることを示した。

以上，本論文では，これまでに報告例がない高温環境で機能する無細胞タンパク合成系の開発を行い，さらにその応用の

可能性を示した。本系の開発は，これまでのシステムでは生産が困難であったタンパク質や，新規な耐熱性タンパク質など

の新たな合成手段に成り得ると考えられ，学術上および実際上寄与するところが少なくない。よって，本論文は博士（工学）

の学位論文として価値あるものと認定した。また，平成20年１月30日，論文内容とそれに関連した事項について試問を行っ

た結果，合格と認めた。




