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抄録 
 多細胞生物はマクロスケールの構造化によって単なる細胞の働きの総和を超える洗

練された能力を発揮している。工学的に設計された細胞系においても多細胞構造化に

より、化学人工知能、生体ロボット、人体内で共生する in situ 医薬合成・デリバリー

システムなど、高度で社会的恩恵の大きい技術の開発が可能になると期待されている

が、細胞を人工的に多細胞化させる技術は未成熟である。天然の多細胞生物の発生

は、細胞間の接着、分子コミュニケーション、シグナル分子に対する細胞応答に基づ

いており、人工多細胞システムをボトムアップに構築するためには、それらを可能に

する生物学的機能モジュールが必要となる。 
 本研究では、隣接する細胞間の分子コミュニケーションのための、自発的に集合し

2 つの膜にまたがるナノポアを形成するタンパク質と、人工的なシグナル応答のため

の、直交する 2 つのリボスイッチからなる最小限のシグナル応答機構を設計し、人工

多細胞システムのための新たな分子ツールの開発を目指した。 
  人工多細胞組織の実現へ向けて、様々な研究が報告されている。エマルションベー

ス人工多細胞系では、ナノポアタンパク質で細胞同士を相互に界面で接続して物質が

移動できるようにすることで、シグナル伝達やモルフォゲンによる位置情報の取得が

達成されている。しかし、リポソームベースのシステムでは、人工細胞同士を直接接

続する手法が欠けており、人工細胞間の分子コミュニケーションは溶媒への拡散を媒

介したものに限られていた。そこで本研究では、S.Aureus 由来のタンパク質膜孔形成

毒素α-ヘモリシンをエンジニアリングすることにより、隣接するリポソームベース人

工細胞同士を直接つなぐことのできるナノポアタンパク質の開発を目指した。α-ヘモ

リシン（AH）は、可溶性タンパク質として発現し、リン脂質膜上で７量体となって約

1100 Da 以下の低分子が通過できるナノポアを形成する。AH にタンパク質同士を結合

するドメインである SpyTag/SpyCatcher をそれぞれ融合させ、混合することで自発的に

7 量体同士が結合して２つの脂質二重層間にまたがる 14 量体ナノポアを形成できる

AH-SpyTag/SpyCatcher を設計した。大腸菌で発現・精製した AH-SpyTag/SpyCatcher を
蛍光分子を封入した細胞サイズリポソーム(GUV)に加えると、蛍光分子が漏出したこ

とから、SpyTag/SpyCatcher の融合は、AH のナノポア形成を阻害しないことがわかっ

た。クライオ電子顕微鏡トモグラフィーにより、AH-SpyTag-AH-SpyCatcher 複合体が

設計通りに head-to-head 14 量体構造を取ることを明らかにした。 
 次に、リポソーム人工細胞に内包された無細胞翻訳系において、2 つの物質に応答

するスイッチング可能な翻訳制御システムを設計した。多細胞生物の発生では、モル

フォゲンと呼ばれる濃度によって個々の細胞に位置情報を与える分子に細胞が応答し

て遺伝子発現を変化させることが重要である。天然の細胞は遺伝子発現を緻密に制御

し、エネルギーや物質利用の効率化、タンパク質の機能的な組み立て・外部刺激への
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対応・細胞分化など高度な生物学的機能を実現している。転写制御は、細胞及び人工

細胞において遺伝子発現を調節する最も一般的な段階であるが、RNA 分解系を欠く再

構成型無細胞タンパク質合成（Cell Free Protein Synthesis; CFPS)系を封入した人工細胞

においては、転写制御による遺伝子発現の停止を含むスイッチング可能な制御は複雑

になる。したがって、CFPS を封入した人工細胞においては、翻訳制御による遺伝子発

現制御が有力だと考えられる。しかしながら、CFPS を封入した人工細胞において、リ

ボスイッチを用いて遺伝子発現を制御した例は少なく、２つの遺伝子発現を直交的か

つスイッチング可能に制御した例は存在していなかった。本研究では、膜透過性リガ

ンドである ASP2905 とテオフィリンにそれぞれ応答する互いに直交するリボスイッチ

AC17-5c と Theo-3c が、人工細胞内で GFP と mScarlet-I3 の発現を制御する系を構築し

た。CFPS システムをリポソームで区画化したことで、人工細胞の遠心洗浄によるリガ

ンドの添加と除去が可能になり、リボスイッチ制御下の GFP と mScarlet-I3 の発現を、

それぞれ独立して開始・終了させ、発現順序を制御できることを示した。この技術

は、人工的な形態形成だけでなく、Sec-Translocon を必要とする膜タンパク質の無細胞

発現にも応用可能である。 
 本研究は、人工多細胞系をボトムアップに構築するための生体分子モジュールを新た

に提示し、より高度な人工多細胞系構築技術のためのステップとなる。 
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略称 
PURE system  The protein synthesis using recombinant elements system 

mRNA   messenger RNA 

AH   α-hemolysin 

GUV   Giant Unilamellar Vesicle 

AF647   Alexa Fluor 647 

OA647   Ovalbumin Alexa Fluor 647 

BSA   Bovine Serum Albumin 

FCM   Flowcytometry 

GFP   Green Fluorescent Protein 

Egg-PC   Egg-yolk phosphatidylcholine 

HEPES   2-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl]ethanesulfonic acid 

SDS-PAGE  Sodium Dodecyl Sulfate–PolyAcrylamide Gel Electrophoresis 

chol   Cholesterol 

UTR   Untranslated region 

AmpR   アンピシリン耐性遺伝子 

KanR   カナマイシン耐性遺伝子 

IPTG   isopropyl β-D-thiogalactopyranoside 

PVDF   Poly Vinyli dene Fluoride 

HRP   Horseradish peroxidase 

TBS-T   Tris Buffered Saline with Tween20 

RBS   Ribosome Binding Site 

DTT   dithiothreitol 
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第１章 緒言 

 

1.1  ボトムアップ合成生物学 

 既存の生物システムについての理解が進んだことで、近年ではその知見を応用し新たに

人工的な生物システムを設計する合成生物学が台頭している。比較的容易に製造できる機

械的システムとは対照的に、生物学的システムは人類がボトムアップに構築することが困

難であるため、従来の生物学では生物に関わる巨視的現象からその原因となる微視的メカ

ニズムを探り出す解析的アプローチが取られてきた。解析的生物学によって生物について

の理解が遺伝子・細胞機能・生体分子レベルにまで及んだことで、近年では生物学において

も機械工学と同様に、試行錯誤を繰り返して工学理論体系・技術体系を構築していく構成的

アプローチを取ることが可能になった[1]。このような合成生物学分野では、人工的な生物

システムを設計、製造・評価していくことで、人類社会に資する工学的に設計された細胞の

創出を目指している。 

 

図 1-1. 合成生物学 

図中の画像は biorender による 
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 合成生物学的手法で工学的に設計された細胞は、既存の細胞をベースにしたものと細胞

を含まない生体分子から組み立てられたボトムアップ人工細胞に大別できる。既存の細胞

をベースにしたものとしては、農薬や害虫への抵抗性や収量・栄養価などを高めた遺伝子組

み換え作物[2][3]、細胞医薬などがあり[4]、これらは医療・食品産業分野で既に実用化され

ている。自然淘汰をくぐり抜けてきた天然細胞は高い頑健性を持ち、天然の状態に近い形質

へ向けては比較的容易にエンジニアリングできる利点を持つものの、細胞というブラック

ボックスを含むためそのカスタマイズ性は制限されている[5]。一方で、ボトムアップな人

工細胞の構築技術は発展途上にあり、自然界の細胞のように自律的に作動する実用的な人

工細胞は実現されていない。 

 人工細胞は、生物学的機能の一部を再現した、区画化された人工の細胞様構造体である。

天然細胞はリン脂質からなる細胞膜によって区画化され、遺伝情報を持ち、自己複製すると

いう性質を合わせ持つのに対し、人工細胞は最低限、区画化されているという性質を持つ。

人工細胞の区画としては、リポソーム[6][7][8][9]だけでなく、油中水滴エマルション[10][11]、

プロテイノソーム[12][13]、ポリマーソーム[14][15]などが使われている。これまでに、タン

パク質合成[16][17]、アメーバ型移動[18]、リン脂質の生合成[19]、転写制御[20]、光合成[21]

など多くの生物学的機能が人工細胞に実装されている。 

 ボトムアップ合成生物学では、天然細胞が持つ細胞機能または新規に人工的に設計され

た生物学的機能をボトムアップに実装していくことで、着目する生物学的機能を実現する

ための最小のコンポーネントと動作原理、設計理論を明らかにすることを目指す[5]。完全

に制御可能かつ実用的な生物学的システムの創出のためには、現在までに人工的に実現さ

れていない様々な生物学的機能を１つ１つボトムアップ人工細胞に実装し[22]、人工的な生

物学的システムを自在に設計する技術体系を構築していく必要がある。 
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図 1-2. モジュラーアプローチによる人工細胞の開発 

 

 現状の工学的に設計された細胞の能力は、細胞を人工的に多細胞構造化する技術の不足

によって制限されている。天然の多細胞生物の発生は、細胞間の接着・分子コミュニケーシ

ョン、シグナル分子に対する細胞応答に基づいており、人工多細胞システムをボトムアップ

に構築するためには、それらを可能にする生物学的機能モジュールが必要となる。本研究で

は、未だ人工的に実現されていない細胞機能として多細胞性に着目し、人工的に細胞間の接

着・分子コミュニケーションを行う機構とシグナル分子に応答して遺伝子発現を制御する

機構を設計した。 
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1.2  人工多細胞系  

 

図 1-3. 多細胞組織の例（植物、心臓） 

植物細胞は互いに原形質連絡と呼ばれる 50-60 nm のチャネルで連結されており、 

それによって細胞間のコミュニケーションを可能にしている[23]。 

動物では細胞間にギャップジャンクションと呼ばれる多数のチャネルでつながった構造があ

り、それによって小分子の輸送を行っている。ギャップジャンクションは心臓の鼓動に必要な

電気的シグナルを発生・伝達するために特に重要である[24][25]。 

 

 生物史上の多細胞化は、他の細胞が貪食できる粒子の大きさの上限に由来する選択圧に

よって生じたと考えられている[26]が、多細胞化の利点は、単に細胞同士が接着しているこ

とだけでなく、異なる働きを持つ細胞を空間的に異なる位置に秩序立って配置できること

に由来している。天然の多細胞生物は、多細胞化することでシステムに階層性を持たせ、１

つ１つの細胞の働きの単純な総和ではないマクロスケールの構造化された現象を引き起こ
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すことを可能にしている[27]。植物では、根で水分や養分を吸収する細胞、葉で光合成をす

る細胞、茎で水分や養分を運ぶ細胞などが協調して動作し、全体として個体の生命を維持し

ている。動物では、目の細胞が外界の環境を神経信号に変換し、神経細胞が集まった脳で情

報を処理し、運動神経への出力を制御して骨格筋を駆動することで、食物を探して食べる・

長距離を移動する・自分の住処を作る・社会を形成するなどの、決して単細胞生物では成し

得ない高度なタスクを実行している。合成生物学的手法で設計される(人工)細胞系において

も多細胞化を実現することで、化学人工知能[28]、生体ロボット[29]、人体内で共生する in 

situ 医薬合成・デリバリーシステムなど、高度で社会的恩恵の大きい技術の開発が可能にな

ると期待される。 

 

図 1-4. 人工多細胞システムの開発 

接着・分子通信・分業・遺伝子発現制御などの機能モジュールを人工細胞で利用可能にするこ

とで、任意の形状・機能を持った人工多細胞システムの構築が可能になると期待される。 

 

 

1.3  遺伝子発現制御 

 天然の細胞はタンパク質発現を緻密に制御し、エネルギーや物質利用の効率化、タンパク

質の機能的な組み立て・外部刺激への対応・細胞分化など高度な生物学的機能を実現してい

る。遺伝子発現制御はすべての生物学的存在にとって必須であり、多細胞生物の発生におい

てはとりわけ重要である。多細胞生物の形態形成は、他の細胞が発する拡散性シグナル（異

位置情報を与える分子; モルフォゲン）、隣接する細胞が提示しているシグナル分子、自己
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の内部の状態履歴を元に、１つ１つの細胞が遺伝子発現制御ネットワークによる情報処理

を行い、出力(タンパク質発現)を行った結果として起こる[30]。 

 遺伝子発現は化学的・物理的刺激に基づいて制御され、原核生物では、遺伝子発現は lacI-

lac オペレーター系[31]に代表される転写制御機構により、翻訳後のタンパク質分解による

ものを除くとほとんど転写レベルでのみ制御される。一部の遺伝子は、素早く環境変化に応

答するため転写後に低分子化合物に応答するリボスイッチを用いて制御される場合もある

[32]。真核生物の遺伝子発現は、転写・RNA プロセシング・RNA 輸送・翻訳開始・翻訳後

のそのすべての段階で制御されうる。真核生物においても、マクロスケール・長い時間スパ

ンにおける定常状態では細胞内の転写産物濃度とタンパク質濃度には強い相関があり[33]、

これは転写制御が遺伝子発現制御の最も主要な段階であることを示している。細胞は、新し

い状態に変化または適応するために、発現を開始するだけでなく、特定の細胞機能を停止す

るような遺伝子発現制御を行う必要がある[33]。天然の細胞は高度に制御された mRNA 分

解系およびタンパク質分解系を持ち、転写・翻訳反応が行われながら同時に転写産物・翻訳

産物が制御された形で分解される定常状態を維持することで、転写制御によってほとんど

の遺伝子発現を制御することを可能にしている。 
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図 1-5. 原核生物・真核生物における遺伝子発現制御 

原核生物では化学的・物理的シグナルに応答する転写因子によって主に遺伝子発現が制御され

ている。真核生物においても転写因子・エンハンサー・クロマチンリモデリング・エピジェネ

ティック調節などにより主に転写段階で遺伝子発現が制御されているが、RNA プロセシング、

核外への RNA 輸送、翻訳も遺伝子発現の制御段階である。 
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1.4  本論文の目的及び構成 

 本研究では、人工多細胞系に利用できる細胞機能を拡張するために、リポソーム型人工細

胞を相互に接続するタンパク質ナノポアの構築と、リボスイッチを用いた人工細胞内遺伝

子発現制御の実証を目的とした。 

１章では、研究背景、人工多細胞系、人工細胞における遺伝子発現制御、本論文の目的及び

構成について述べた。 

２章では、ミニマル人工多細胞組織のための相互接続するタンパク質ナノポアα-ヘモリシ

ン-SpyTag/SpyCatcher の構築とその特性評価の結果について述べた。 

３章では、直交する２種のリボスイッチを用いて人工細胞内で２種のタンパク質発現を独

立に制御する技術を実証した。 

４章では、本研究で得られた知見をまとめ、今後の展望について述べた。 
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第 2 章 相互接続するタンパク質ナノポアの構築 

2.1 緒言 

 人工多細胞システムを実現することで、化学人工知能[28]、生体ロボット[29]、人体内で

共生する in situ 医薬合成・デリバリーシステムなど、高度で社会的恩恵の大きい技術の開発

が可能になると期待される。 

 人工多細胞の実現へ向けて、生細胞ベース及び人工細胞ベースの人工多細胞系について

様々な研究が報告されている。細胞から組織・器官を機械的に組み立てるバイオ 3D プリン

ティング[34]によって作製された組織や、各種臓器のオルガノイド[35][36]は、生細胞が持つ

発生プロシージャを流用した半人工多細胞系である。これらの生細胞を組み立てた人工多

細胞系では、多細胞性を構成する細胞機能――(i)細胞同士の接着、(ii)細胞間の分業、(iii)細

胞間コミュニケーションが実現されている。しかし、これらの系は細胞というブラックボッ

クスを含み、(i)～(iii)の機能を真に人工的に再構築して自在に制御することは目的としてい

ない。生細胞に人工的な接着分子を提示させる[37][38][39]ことで、その自発的な多細胞形態

形成を完全に人工的にコントロールする試みも行われている。S.Toda et al., 2018[40]では、

３種類の細胞を相互に認識する synNotch レセプターとそれによって制御されるプロモータ

ー、カドヘリンの組み合わせにより、人工的に形態形成を行わせることで、２層または３層

の色分けされたスフェロイドを形成させることに成功している。また、S.Toda et al., 2020[41]

では、細胞に濃度勾配によって位置情報を与えるモルフォゲンとして蛍光タンパク質

GFP/mCherry、それらを認識するレセプターとして synNotch レセプターを用いることで平

面上で細胞をある程度自発的にパターニングさせることに成功している。細胞ベースの人

工多細胞系では、細胞が元来持つ接着分子、シグナル伝達機能を利用できるため、組織レベ

ルのミニマル構造を構築することは比較的容易であり、器官レベル以上の構造形成を可能

にする形態形成の自在な制御が課題となっている。一方で、人工細胞からなるボトムアップ
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な系では、(i)細胞同士の接着、(ii)細胞間の分業、(iii)細胞間コミュニケーション 多細胞性

を成立させるためのすべての細胞機能を人工的に設計する必要があり、組織レベル構造の

形成も挑戦的である。人工細胞からなる多細胞系として最も成功している形式は、油中水滴

エマルションからなる合成組織[42][43]である。油中水滴エマルションは粘性の高い流動パ

ラフィン中に形成されるため形状を維持しやすく、エマルション間は DIB(Droplet interface 

bilayer)と呼ばれる１枚の脂質二重層となるため膜タンパク質ナノポアによる接続が容易で

ある。よって、マイクロピペットによって機械的にリン脂質が溶解した油中に細胞内液を注

入して液滴を形成していくだけで多細胞様の構造を構築することができる。同様の技術を

用いて、複数の細胞間で１方向のシグナル伝達[44]や、人工モルフォゲンを用いた位置情報

の取得[45]などが達成されている。しかしながら、エマルションベース人工多細胞体では外

部が疎水性溶媒となるため、水中で機能を発揮するタンパク質などの生体分子の特異的相

互作用を細胞表面で利用できない。したがって、外部水性環境から物質を取り込んだり、細

胞同士を自発的に接着させたりすることは困難である。よって、より生細胞に近く、細胞内

から外部環境と容易にアクセスできるリポソーム、ポリマーソーム、プロテイノソームベー

スの人工多細胞体構築技術が応用上より重要だと考えられる。これまでに、ポリマーソー

ム・プロテイノソームベースの人工細胞系において自発的接着を行わせた例[46]、DNA 分

子を用いたシグナル伝達を行った例[47][13][15]や、リポソームを接着分子を用いて自発的

に集合させた例[48][49][50]、複数種のリポソーム間で溶液を介したシグナル伝達を行った

例[51][52]などが報告されている。これらのうちポリマーソーム・プロテイノソームを区画

として用いた系は、その多孔性のために DNA などの巨大な分子の通過が容易であるため、

DNA コンピューティング技術[53]の適用が可能で、複雑なシグナル伝達カスケードを構築

しやすい利点を持つ。一方、外殻が多孔性であることは区画化が不十分ということでもあり、

低分子の内容物を漏出してしまうため、利用できる反応は制限される。リポソーム型人工多

細胞系については、自発的な接着、ナノポアを介して外部溶液に一度シグナル分子を放出す



15 
 

る遠距離型の分子通信は達成されているものの、区画の間に２枚の脂質二重層が存在する

ため、植物における原形質連絡(plasmodesma)[23]あるいは動物におけるギャップジャンクシ

ョン[24]のような最低限の多細胞組織を構築する一般的に確立した技術は存在していない。

多細胞化という生物学的機能を人工細胞に実装する技術体系の構築のためには、リポソー

ム型人工細胞を自発的に多細胞組織化する分子ツールの開発が重要である。 

 本研究では、リポソームベースのミニマル人工多細胞組織の構築を目指して、黄色ブドウ

球菌（Staphylococcus aureus）由来膜孔形成毒素 α-ヘモリシン(AH)[54]にタンパク質同士の結

合ドメイン SpyTag/SpyCatcher[55]を融合したタンパク質 AH-SpyTag/SpyCatcher を構築し、

その性質評価を行った。 

 

図 2-1. 本研究で目指したミニマル人工多細胞の概念図 
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α-ヘモリシン 

 Staphylococcus α-ヘモリシンは、黄色ブドウ球菌（S. aureus）由来膜孔形成毒素タンパク質

であり、天然では黄色ブドウ球菌が細胞外に分泌し、捕食者となるマクロファージなどの細

胞を傷害することで黄色ブドウ球菌の生存に役立っていると考えられている[56]。α-ヘモリ

シンは可溶性タンパク質として発現し、脂質膜に会合して 7 量体プレポアを形成した後に

βバレルからなるナノポアを脂質膜に形成する[57]。 

 

 

図 2-2. α-ヘモリシンおよび AH-K237C 

(a) α-ヘモリシン７量体の X 線結晶構造[54] (b) ポア形成メカニズム[57] 

(c) 先行研究[58]で得られたジスルフィド結合で AH を頭合せに結合できる K237C 変異の位置 

ジスルフィド結合形成により原子レベルで２つの AH が密に近接することが期待された。 
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膜タンパク質でありながら可溶性タンパク質として扱えるため、比較的取り扱いが容易で

ナノポアシーケンサー[59]や油中水滴エマルション型の人工多細胞の研究[44][45]などに用

いられている。本研究では、当研究グループの先行研究の指向性進化実験で得られた高活性

型 α-ヘモリシン(G122S/K147R)変異体を用いた。また、先行研究(S.Mantri, et al., 2013, [58])

で、237 番目のリシン残基をシステインに置換することでジスルフィド結合が形成されて α-

ヘモリシン同士が頭合せにアセンブリした 14 量体構造を取ることがわかっており、このジ

スルフィド結合形成を後述の SpyTag/SpyCatcher と合わせて補助的に用いた。この研究[58]

では形成効率が低いジスルフィド結合のみを利用していたため、14 量体を高収率で得るこ

とができず、あらかじめポリアクリルアミドゲル電気泳動で精製した 14 量体をリポソーム

に加え、電子顕微鏡で撮影することでギャップジャンクション様構造を観察していた。本研

究では、タンパク質のアフィニティを用いてより積極的に α-ヘモリシン同士を結合させる

ために、SpyTag/SpyCatcher システムを利用した。 

SpyTag / SpyCatcher 

 SpyCatcher および SpyTag は、、化膿レンサ球菌(Streptococcus pyogenes)のフィブロネクチ

ン結合タンパク質 FbaB の分子内イソペプチド結合形成ドメイン CnaB2 を分割して得られ

たタンパク質同士の結合ドメインである[55]。SpyCatcher は SpyTag を特異的に認識し、自

身のリシン残基と SpyTag のアスパラギン酸残基をペプチド結合で不可逆的に結合する。 
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図 2-3. SpyTag/SpyCatcher 複合体の X 線結晶構造[60] 

PDB-ID:4MLI 

SpyTag/SpyCatcher の反応は様々な条件下で起こり、pH や温度の変化に比較的敏感ではない

[55] 。本研究では、ヘモリシン同士を水溶液中で積極的に結合させるために

SpyTag/SpyCatcher を改良して得られた SpyCatcher003, SpyTag003 のセット[61]を α-ヘモリ

シンに融合して用いた。 

 

本研究で構築したタンパク質の設計上の構造を以下の図 2-4 に示す。 

 

図 2-4. タンパク質設計 

 

本研究では、７量体ポアを形成したα -ヘモリシンがその単量体それぞれが持つ
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SpyTag/SpyCatcher のアフィニティーにより結合し、図 2-4 に示すようなナノポアが導通し

た 14 量体構造を形成することを期待した。さらに、K237C 変異部分で形成されるジスルフ

ィド結合によりヘモリシンポア同士がさらに密着し、原子レベルで隙間がなく低分子やイ

オンが横から漏出しない構造になることを期待した。 
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2.2 実験材料及び方法 

プラスミド構築 

 本研究で使用したプライマーおよびプラスミドを次の表 2-1, 2-2 に示す。 

 

表 2-1. AH コンストラクト用プライマー 

Primer Sequence(5' → '3) 

T7F TAATACGACTCACTATAGGG 

T7R ATGCTAGTTATTGCTCAGCGG 

K237C-FP ATTACTATGGATAGATGCGCATCCAAACAACAAAC 

K237C-RP GTTTGTTGTTTGGATGCGCATCTATCCATAGTAAT 

AH-NF GCAGATTCTGATATTAATATTAAAACCGG 

AH-NR CATGGTATATCTCCTTCTTAAAGTTAAAC 

AH-CF GGGGGTTCTCATCATCATC 

AH-CR ATTTGTCATTTCTTCTTTTTCCCAATC 

AHST-NF TATCGTGATGGTGGATGCATACAAACGCTATAAAGGATCCAGTGGTAGCG

CAGATTCTGATATTAATATTAAAACCGG 

AHST-NR CATCCACCATCACGATATGCGGAACACCACGCATGGTATATCTCCTTCTTA

AAGTTAAAC 

AHST-CF GTTCCGCATATCGTGATGGTGGATGCATACAAACGCTATAAAGGGGGTTC

TCATCATCATC 

AHST-CR CCATCACGATATGCGGAACACCACGGCTACCACTGGATCCATTTGTCATTT

CTTCTTTTTCC 

SC3-GS-F AGAAGGAGATATACCATGTCGTACTACCATCACCATCACC 

SC3-GS-R ATATTAATATCAGAATCTGCGCTACCACTGGATCCAGTATGAGCGTCACCT

TCAGTTG 
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GS-SC3-F GAAGAAATGACAAATGGATCCAGTGGTAGCTCGTACTACCATCACCATCA

CC 

GS-SC3-R GAGCGGATCCACAATTTAAGTATGAGCGTCACCTTCAGTTG 

pET28b-F TGAGATCCGGCTGCTAACAAAG 

pET28b-R GGTATATCTCCTTCTTAAAGTTAAACAAAATTA 

2fix-to-

pET28b-F 

TAAGAAGGAGATATACCATGGCAGATTCTGATATTAATATT 

2fix-to-

pET28b-R 

GTTAGCAGCCGGATCTCATTAATGATGATGATGATGATGAG 

 

 

表 2-2. 本研究で用いたプラスミド 

Plasmid Description 
Selection 

marker 
Reference 

pIVEX2.3d-AH-6CHis-

2fix 

α-Hemolysin(G122S/K147R)-

6CHis 

AmpR [7] S.Fujii, et 

al., 2013 

pIVEX2.3d-AH-6CHis-

2fix-K237C 

AH-G122S/K147R/K237C 
This study 

pIVEX2.3d-AH-6CHis-

2fix-N-ST 

AH-G122S/K147R-N-terminal 

SpyTag003 
This study 

pIVEX2.3d-AH-6CHis-

2fix-N-SC 

AH-G122S/K147R-N-terminal 

SpyCatcher003 
This study 

pIVEX2.3d-AH-6CHis-

2fix-C-ST 

AH-G122S/K147R-C-terminal 

SpyTag003 
This study 

pIVEX2.3d-AH-6CHis- AH-G122S/K147R-C-terminal This study 
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2fix-C-SC SpyCatcher003 

pIVEX2.3d-AH-6CHis-

2fix-K237C-N-ST 

AH-G122S/K147R/K237C-N-

terminal SpyTag003 
This study 

pIVEX2.3d-AH-6CHis-

2fix-K237C-N-SC 

AH-G122S/K147R/K237C-N-

terminal SpyCatcher003 
This study 

pIVEX2.3d-AH-6CHis-

2fix-K237C-C-ST 

AH-G122S/K147R/K237C-C-

terminal SpyTag003 
This study 

pIVEX2.3d-AH-6CHis-

2fix-K237C-C-SC 

AH-G122S/K147R/K237C-C-

terminal SpyCatcher003 
This study 

pET28b-AH-6CHis-2fix-

C-ST 

AH-G122S/K147R-C-terminal 

SpyTag003 

KanR 
This study 

pET28b-AH-6CHis-2fix-

C-SC 

AH-G122S/K147R-C-terminal 

SpyCatcher003 
This study 

pET28b-AH-6CHis-2fix-

K237C-C-ST 

AH-G122S/K147R/K237C-C-

terminal SpyTag003 
This study 

pET28b-AH-6CHis-2fix-

K237C-C-SC 

AH-G122S/K147R/K237C-C-

terminal SpyCatcher003 
This study 

pET28b Cloning vector  Novagen 

 

 まず、[7] S.Fujii, et al., 2013 で得られていた pIVEX2.3d-AH-6CHis-2fix をテンプレートと

し、互いに相補的なプライマーK237C-FP 及び K237C-RP を用いて, KOD -Plus- Neo(東洋紡)

でインバース PCR―セルフライゲーションによる Site-directed Mutagenesis を行った。増幅

産物を SpeedCut Dpn I (LABTAS+, LT-10-SC-609)で処理して残存テンプレートを消化した後、

XL10-Gold に導入して 100 μg / mL アンピシリン LB 寒天プレートにプレーティングした。

一晩培養後、得られたコロニーを LB 培地で 37℃一晩培養し、プラスミド精製キットを用

いて pIVEX2.3d-AH-6CHis-2fix-K237C を得た。さらにこれと元の pIVEX2.3d-AH-6CHis-2fix
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をテンプレートとし、AHST-NF/AHST-NR, AHST-CF/AHST-CR による Primer Extention で

SpyTag003 がそれぞれ N 末端、C 末端に挿入されたコンストラクトをコードするプラスミ

ド４種を得た。AH-NF/AH-NR, AH-CF/AH-CR を用いて N 末端、C 末端に SpyCatcher003 を

挿入するバックボーン及び AH をコードする DNA フラグメントを得た。Eurofin 人工遺伝

子 合 成 で 委 託 合 成 し た SpyCatcher003 を コ ー ド す る DNA フ ラ グ メ ン ト (5'-

TCGTACTACCATCACCATCACCATCACGATTACGACATCCCAACGACCGAAAACCTGTATT

TTCAGGGCGCCATGGTAACCACCTTATCAGGTTTATCAGGTGAGCAAGGTCCGTCCGGTG

ATATGACAACTGAAGAAGATAGTGCTACCCATATTAAATTCTCAAAACGTGATGAGGACG

GCCGTGAGTTAGCTGGTGCAACTATGGAGTTGCGTGATTCATCTGGTAAAACTATTAGTAC

ATGGATTTCAGATGGACATGTGAAGGATTTCTACCTGTATCCAGGAAAATATACATTTGTC

GAAACCGCAGCACCAGACGGTTATGAGGTAGCAACTCCAATTGAATTTACAGTTAATGAG

GACGGTCAGGTTACTGTAGATGGTGAAGCAACTGAAGGTGACGCTCATACT-3') を (SC3-

GS-F/ SC3-GS-R; N 末端に挿入する SpyCatcher003 のため)及び(GS-SC3-F/ GS-SC3-R; C 末端

に挿入するSpyCatcher003のため)でPCR増幅して得たDNAフラグメントと合わせてGibson 

Assembly Master Mix(NEB, E2611L)を用いたギブソンアセンブリにより、AH・AH-K237C の

N 末端・C 末端に SpyCatcher003 が挿入されたタンパク質をコードするプラスミド４種を得

た。pIVEX2.3d は無細胞翻訳系用 DNA 断片のテンプレートとして最適化されており、Lac 

operatorを持たず IPTGによる発現誘導が適用できないため、大腸菌発現用に、得られたDNA

コンストラクトを pET28b に移し替えた。移し替えは、AH-SpyTag/SpyCatcher をコードする

部分を増幅する 2fix-to-pET28b-F/R プライマーと pET28b を増幅する pET28b-F/R プライマ

ーを用いて DNA フラグメントを作製し、それをギブソンアセンブリによりプラスミド化し

た。それを同様に DpnI 処理・XL10-Gold に導入・プラスミド精製を行い、AH-

SpyTag/SpyCatcher の大腸菌発現用プラスミドを得た。各プラスミド精製は T7F, T7R プライ

マーと SapphireAmp® Fast PCR Master Mix(タカラバイオ)を用いたコロニーダイレクト PCR・

アガロース電気泳動により長さ確認を行い、正しい長さを示したコロニーについて
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NucleoSpin® Plasmid EasyPure(タカラバイオ)を用いて行った。精製後のプラスミドは作製の

都度 T7F, T7R プライマーを用いて Euroifn DNA シーケンスサービスによる配列確認を行っ

た。 

 

無細胞タンパク質合成 

 Western blot および Calcein 漏出アッセイのために、PUREfrex1.0 による無細胞タンパク質

合成を行った。反応に必要なテンプレート DNA は、表 2-2 の pIVEX-AH/AH(K237C)-(N/C)-

SpyTag/Catcher(8 種類)をテンプレートとし、T7F/T7R をプライマーとした PCR 増幅(KOD-

plus-neo)によって得た。増幅産物は NucleoSpin Gel and PCR Clean-up kit (MACHEREY-

NAGEL)で濃縮・精製し、NanoDrop 2000(Thermo Fisher Scientific)で 260 nm 吸光度測定を行

うことで濃度を測定し、超純水で希釈して濃度を 100 nM に調整した。無細胞合成反応は以

下の組成で PCR チューブ内で 37℃、４時間行った。 

 

表 2-3. 無細胞合成反応液の調製 

成分 Volume (μL) 

PURE 1.0 sol. I 10 

PURE 1.0 sol. II 1 

Ribosome (sol. III) 1 

Rnase Inhibitor 0.2 

100 nM linearDNA 1 

超純水 6.8 

Volume / sample 20 
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Western blot 

 SpyTag/SpyCatcher を機能的に AH に挿入できる位置が N 末端か C 末端か決定するため、

それぞれ無細胞合成した各 4 種類の AH-SpyTag, AH-SpyCatcher 合成液 6 μL ずつを混合して

37℃ 3 時間インキュベート後、抗 His×6 抗体を用いた Western blotting を行った。ゲルにア

プライするサンプルは PURE 合成液 2 μL, 超純水 3 μL, 2×SDS-PAGE-Sample buffer 5 μL を

混合して 95℃, 10 分ボイルして調製した。サンプルを 6 μL ずつポリアクリルアミドゲルに

アプライし、200 V, 40 分泳動した。ポリアクリルアミドゲルから、メタノール処理した PVDF

膜に転写装置を用いて 110 mA, 60 分通電してタンパク質を転写した。PVDF 膜を Blocking 

One(ナカライテスク)でブロッキング処理し、TBS-T で洗浄、40000 倍希釈した Anti-6His-

HRP 抗体処理した。検出液(Amercham ECL Western blot detecting reagent)で発光反応を開始

し、イメージング装置で画像化した。 

 

タンパク質発現・精製 

 精製タンパク質を得るために、大腸菌を形質転換してタンパク質発現・Co イオン-ヒスチ

ジンタグアフィニティー精製を行った。まず、４種のプラスミド pET28b-AH-

SpyTag/SpyCatcher を BL21(DE3)-pLysS に導入し、20 mM グルコースを添加した LB 寒天培

地で培養してコロニーを得た。50 μg / mL カナマイシンを含む LB 培地でプレートのコロニ

ーをすべて懸濁して、37℃ １時間前培養した。それを 800 mL の TB 培地に植菌して 37℃

で増殖が飽和するまで振盪培養し、終濃度 0.5 mM の IPTG を添加して発現を誘導した。さ

らに 37℃3 時間培養後、6000G, 4℃, 15 分遠心して培地を除去した。さらに菌体ペレットを

Buffer A(HEPES-KOH[pH7.6] 50 mM, NH4Cl 1000 mM, MgCl2 10 mM, 2-メルカプトエタノー

ル 7 mM) で懸濁して 50 mL コニカルチューブ内で遠心・上清を除去して菌体ペレットを得

た。菌体を-80℃で保存後、平衡化バッファー(Tris-HCl[pH8.0] 50 mM, NaCl 300 mM, Tween20 

0.05 vol%, グリセロール 10 vol%, メルカプトエタノール 7 mM, 尿素 7 M)を加え、7 M 尿
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素の浸透圧により菌体を溶解した。平衡化バッファーで平衡化した TALON® Metal Affinity 

Resins ビーズを 2 mL 程度加え、遠心・上清除去して菌体の夾雑物を除去した後、ビーズを

エンプティカラムにアプライした。平衡化バッファーを 40 mL, 洗浄バッファー(Tris-

HCl[pH8.0] 50 mM, NaCl 300 mM, Tween20 0.05 vol%, グリセロール 10 vol%, メルカプトエ

タノール 7 mM, 尿素 7 M, イミダゾール 20 mM) 20mL, 高濃度 NaCl 洗浄バッファー(Tris-

HCl[pH8.0] 50 mM, NaCl 1M, Tween20 0.05 vol%, グリセロール 10 vol%, メルカプトエタノ

ール 7 mM, 尿素 7 M, イミダゾール 20 mM)15mL, 洗浄バッファー20mL を通し、10 mL の

溶出バッファー(Tris-HCl[pH8.0] 50 mM, NaCl 300 mM, Tween20 0.05 vol%, グリセロール 10 

vol%, 尿素 7 M, イミダゾール 300 mM)で溶出し、コニカルチューブに回収した。得られた

タンパク質溶液から尿素を除去するため、分画分子量 3500 Da の透析チューブに溶液を入

れ、400 mL の Urea(+)透析バッファー(HEPES-KOH[pH7.6] 20 mM, NaCl 300 mM, メルカプ

トエタノール 5 mM, 尿素 3.5 M)を外液として 4℃で 3 時間透析後、透析外液を透析バッフ

ァー(HEPES-KOH[pH7.6] 20 mM, NaCl 300 mM, メルカプトエタノール 5 mM) 2 L に交換し、

4℃で１２時間以上透析を行った。透析外液は４時間毎に交換した。透析後、限外ろ過チュ

ーブで 1 mL 以下になるまで濃縮し、終濃度 10 mM の DTT を加えて-80℃で保存した。 

 

LUV の作製 

 精製したレコンビナント AH が脂質膜に結合する様子を電子顕微鏡で撮影するために、

LUV を作製した。100 mg / mL POPC 60 μL と 100mg / mL コレステロール 40 μL(クロロホ

ルム溶液)を混合し、エバポレーターにセットした 5 mL ナスフラスコ内で回転させながら

クロロホルムを揮発させて脂質フィルムを形成した。HEPES-K-Glu バッファー(HEPES-

KOH[pH7.6] 20 mM, グルタミン酸カリウム 50 mM) 200 μL で脂質膜を水和し、超音波処理

(28 Hz-1 min, 45 Hz-1 min, 100 Hz-3 sec, total 10 min)して 1.5 mL チューブに移した。液体窒素

と 65℃に設定したウォーターバスで 5 回凍結解凍した後、Avanti Mini-Extruder を用いて 100 
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nm VCTP フィルター(Merck Millipore)を 10 回程度往復させて LUV を得た。21000 G, 30 分

遠心して上清の LUV を回収した。この LUV 溶液の濃度を 50 mg / mL とみなし、0.3 mg/mL 

の LUV, AH-SpyTag 溶液 8 μM, HEPES-KOH[pH7.6] 20 mM, NaCl 150 mM の溶液を調製して

ネガティブ染色による透過型電子顕微鏡撮影用のサンプルとした。電子顕微鏡撮影は東北

大学大学院 生命科学研究科 田中良和研究室で行って頂いた。 

 

GUV の作製 

 GUV は界面通過法[62]の変法である[63]で報告された方法に若干の改変を加えた方法で作

製した。まず、ガラスチューブ(マルエム, ミクロチューブ 透明 1.5mL No.2)内に脂質ク

ロロホルム溶液を入れ、vortex しながらエアダスタースプレーを吹き付けてクロロホルムを

揮発させた。脂質組成は、カルセイン漏出アッセイでは POPC : Chol = 60 : 40 wt%, GUV 接

着アッセイでは Egg-PC : Chol = 60 : 40 wt%を使用し、脂質量が１チューブあたり 7.6 mg と

なるようにした。ガラスチューブ内に 500 μL の流動パラフィンを加え、vortex してから 70℃

に昇温したアルミビーズバスで 1 分以上加熱した。一度取り出して 30 秒間 vortex し、再度

1 分以上加熱した。vortex して常温になるまで待ち、内液を流動パラフィン内にマイクロピ

ペットで注入して１つの大きいエマルションを形成した。内液の組成は内液バッファー

(HEPES-KOH[pH7.6] 20 mM, グルタミン酸カリウム 250 mM, 酢酸マグネシウム 18 mM, 

グルコース 120 mM, スクロース 280 mM)に、カルセイン漏出アッセイでは OA647 2μM, カ

ルセイン 20 μM を加えたものを、GUV 接着アッセイでは OA647 4μM または mCherry 8μM 

を加えたものを使用した。内液のエマルションを 1.5 mL チューブ用ラックを 用いた機械

的撹拌[64]で分割し、さらに 30 秒間 vortex を行うことで細胞サイズエマルションを得た。

それを 1.5 mL チューブに入れた 300 μL 外液バッファー(HEPES-KOH[pH7.6] 20 mM, グル

タミン酸カリウム 250 mM, 酢酸マグネシウム 18 mM, グルコース 400 mM)の上に静かに

乗せて 15℃, 10000 G で 5 分遠心した。得られた GUV を 21G(0.80×13mm)の注射針でチュー
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ブの底に穴を開けてふたを閉めることで回収した。 

 

カルセイン漏出アッセイ 

 精製した AH-SpyTag/SpyCatcher のナノポア形成活性を確認するために、フローサイトメ

トリーによるカルセイン漏出アッセイを行った。精製タンパク質４種の濃度を nanodrop の

280 nm 吸光度測定により定量し、浸透圧ショックを避けるために GUV の外液バッファー

で希釈して 3 μM になるように調整した。そのタンパク質溶液それぞれ 25 μL と GUV 懸濁

液 25 μL をピペッティングにより混合し、サンプルとした。PCR チューブ内で 37℃インキ

ュベートしながら 10 μL サンプリングし、100 μL の外液バッファーで希釈して FACS Aria 

III (BD)で FCM 測定を行った。解析は Flow jo を用いて、体積マーカーである AF647 蛍光の

値でカルセイン蛍光値を除算し、1000 倍した値の幾何平均(Geometric Mean)を取った。 

GUV 接着アッセイ 

 AH-SpyTag/SpyCatcher が実際に GUV 同士を接着させる活性を測定するために、フローサ

イトメトリーによる GUV 接着アッセイを行った。作製した OA647 または mCherry で着色

した GUV２種にそれぞれ AH-SpyTag または AH-SpyCatcher 溶液を終濃度 0.8 μM となるよ

うに混合した。37℃で 1 時間インキュベート後、２種の GUV を混合し、SpyTag と SpyCatcher

の結合反応のために 30℃で 2 時間インキュベートした。カルセイン漏出アッセイと同様に

外液バッファーで希釈して FCM 測定を行った。 

AH14 量体構造決定 

 AH/AH-(K237C)-SpyTag と AH/AH-(K237C)-SpyCatcher を等物質量で混合し、クライオ電

子顕微鏡トモグラフィーのサンプルとした。クライオ電子顕微鏡による撮影、電子密度分布

の算出は東北大学大学院 生命科学研究科 田中良和研究室で行って頂いた。構造精密化は

結果の電子密度分布データと WT-α-ヘモリシンの構造データを元に、WinCoot 及び Phenix を

用いて行った。 
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2.3 結果 

 

SpyTag/SpyCatcher 挿入位置の検討 

 α-ヘモリシンの構造から、SpyTag/SpyCatcher の挿入位置は C 末端または N 末端に挿入す

ると機能的に挿入できると予想されたため、以下の図 2-4 に示すような１次構造の融合タン

パク質を設計した。 

 

 

図 2-5. 構築したプラスミドがコードするタンパク質の１次構造 

 

構築した DNA を用いて無細胞タンパク質合成を行い、SpyTag/SpyCatcher の反応活性を確認

した Western Blot の結果を以下の図 2-6 に示す。 
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図 2-6. SpyTag/SpyCatcher の位置検討 

N-, C-はそれぞれ N 末端, C 末端に SpyTag または SpyCatcher を挿入したタンパク質を表す。 

N 末端に SpyTag/SpyCatcher を挿入した場合は SpyTag/SpyCatcher が反応できず、C 末端に挿入

した場合のみ反応した。 

 

以上の結果より、AH の C 末端に SpyTag/SpyCatcher を機能的に挿入できることが示されたた

め、AH-C- SpyTag/SpyCatcher 及びそれらの K237C 変異体の大腸菌発現・精製を行った。精製タ

ンパク質の SDS-PAGE の結果を以下の図 2-7 に示す。 
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図 2-7. 精製タンパク質 SDS-PAGE 

それぞれ SDS サンプルバッファー中で 95℃, 15 分ボイルしたものとしていないものをアプライ

した。ボイルしていないサンプルではポリアクリルアミドゲルのウェル内に 14 量体と考えられ

るタンパク質が泳動されずに残っている。ボイルしたサンプルでは 7 量体と考えられるバンド

が消失している。 

 

図 2-7 に示すように、AH-C- SpyTag/SpyCatcher は混合するだけで 7 量体よりも大きな複合体と

なることが示唆された。 
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精製 AH のポア形成活性を確認するためのフローサイトメトリーの結果を以下の図 2-9 に

示す。 

(a) 
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(b) 

 

(c) 
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(d) 

 

図 2-9. カルセイン漏出アッセイ 

(a) OA647 で規格化したカルセイン蛍光の幾何平均 ４種すべてのタンパク質でカルセイ

ンが漏出した。(b) FS(前方散乱光)-SS（側方散乱光)プロット FS は粒子サイズと相関し、

SS は粒子内部の屈折率分布の複雑さと相関する。AH を挿入した GUV では SS が増大した

集団が見られた。(c)AF647-Calcein 蛍光プロット AH 添加により OA647 が漏出せずカル

セイン蛍光のみが減少している。(d)OA647 規格化カルセイン蛍光の粒子数ヒストグラム 
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図 2-10. AH-SpyTag と LUV(左)及び 

AH-SpyTag と AH-SpyCatcher の混合物(右)の TEM 像 

LUV にαヘモリシンポアが密集している様子がみられる(左) 

AH-SpyTag と AH-SpyCatcher の混合物は、14 量体のように見える粒子が主成分であった 

 

 以上の結果より、AH の C 末端に SpyTag/SpyCatcher を挿入したタンパク質は、

SpyTag/SpyCatcher の結合活性および脂質膜ナノポア形成活性を維持していることが示され

た。また、SDS-PAGE の結果より、精製 AH-SpyTag/SpyCatcher 溶液は７量体と単量体の混

合物であり、その等量混合物は 14 量体とみられる高分子量の複合体となることが示唆され

た。そのため、AH- SpyTag/SpyCatcher の混合物、AH(K237C)- SpyTag/SpyCatcher の混合物を

サンプルとして、クライオ電子顕微鏡トモグラフィーによる 14 量体の構造決定を行った。

構造決定の結果を以下の図 2-11 に示す。 
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図 2-11. AH-14 量体のクライオ電子顕微鏡構造 

上段：AH-14mer の電子密度分布 K237C 間のジスルフィド結合が観察された 

下段：構造精密化後の構造重ね合わせ システイン変異によってヘモリシンポアが約

8.84°回転し約 0.94 Å 接近していた。角度及び変位の計算は Chimera を用いて行った。 

構造解析の結果、SpyTag/SpyCatcher 部分以外の AH-14 量体の 2.2 Å 分解能での構造決定に

成功し、設計通りに 14 量体ナノポア複合体が形成されていることが示された。設計段階で

は、K237C 変異によってヘモリシンポアが接近することを期待したが、ジスルフィド結合

形成がなくとも原子レベルでほぼ隙間のないポアが導通した構造を取ることがわかった。 
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2.4 考察 

 図 2-9 のカルセイン漏出アッセイの結果では、カルセインが漏出したベシクルと漏出して

いないベシクルが２次元プロット上で見られた。一方で、図 2-10 の LUV と AH-SpyTag の

混合物の電子顕微鏡像では、リポソーム粒子全体に AH ナノポアが密集している様子が観

察された。これは、脂質とタンパク質の濃度比の違いによるものだと考えられる。リン脂質

分子１つ（表裏２つ）が占有する面積が 0.65 nm2[65]、AH7 量体ナノポアが占有する面積が

56.7 nm2であるとして計算すると、図 2-10 の実験条件(脂質 0.3 mg/mL, AH 8μM)では、AH

がすべて脂質二重層に挿入された場合の脂質膜の AH 被覆率(AH ナノポア総面積 / 脂質膜

総面積)は約 18%となる。一方、図 2-9 の GUV からのカルセイン漏出実験の条件(AH 1.5 μM)

では、GUV の内液に対する収率が 0.2, 粒子径分布が 10 μm を最頻値とする対数正規分布

(図 S2-3)に従うと仮定した数値計算(使用した Python コードは 2.6 参考に示した)によると、

脂質膜の AH 被覆率は 0.08% (20μm の GUV に対して平均で約 18000 個の AH ナノポア)と

なる。実際には完全に均一に GUV 粒子に AH が挿入されるわけではないため、GUV から

のカルセイン漏出実験では一部の AH が多く挿入された GUV 粒子からカルセインが漏出し

たと考えられる。 

 本研究では、人工多細胞システムの形成に必要な細胞同士の接着及び接触型細胞間コミ

ュニケーションを行う設計された分子ツールとして、コネキシン様融合タンパク質 AH-

SpyTag/SpyCatcher を設計した。このタンパク質は、精製したものを SpyTag/SpyCatcher のペ

アで混合するだけで設計通りに 14 量体を形成した。SpyTag/SpyCatcher の反応は不可逆的で

あるため、溶液中のタンパク質が AH 単量体のみからなる場合、乱雑な凝集体を形成してし

まう可能性も考えられた。しかし、実際には精製した当タンパク質は明示的には脂質膜が存

在しないにもかかわらず単量体と７量体の混合物であったため、以下の図 2-14 に示すよう

な機構によって７量体 AH が相方の AH の７量体化を促進して自発的に 14 量体を形成した

と考えられる。 
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図 2-14. 推定される 14 量体形成の過程 
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2.5 要約 

 本研究では、リポソーム型人工細胞がナノポアを介して接合した多細胞構造をボトムア

ップに形成するために、リポソーム間の２枚の脂質膜を超えて内部同士を導通させる構造

を持った融合タンパク質 AH-SpyTag/SpyCatcher を構築した。このタンパク質はα-ヘモリシ

ンの脂質膜ナノポア形成活性と SpyCatcher – SpyTag の結合活性を維持しており、変性条件

で精製することができた。クライオ電子顕微鏡トモグラフィーにより、このタンパク質は混

合するだけでα-ヘモリシンが頭合せに結合した 14 量体構造を取ることが示された。 
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2.6 参考 

  AH- SpyTag/SpyCatcher が設計通りの構造を取ることが確認されたため、実際にこのタン

パク質が細胞に見立てた２種のGUVをナノポアを介して結合させることができるか検証を

行った。フローサイトメトリーによる GUV 接着アッセイの結果を以下の図 S2-1 に示す。 

 

 

 

図 S2-1. GUV 接着アッセイ 
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ST; SpyTag, SC; SpyCatcher と表記。ST, SC のペアが成立した場合にのみ OA647-GUV と

mCherry-GUV 両方の蛍光を持つ複合体の集団が出現した。 

 

図 S2-1 に示すように、実際に本タンパク質は SpyTag/SpyCatcher の活性により GUV を特異

的に結合させることが可能であることが示唆された。しかし、図 S2-2 に示すように、 

 

 

 

図 S2-2. GUV 接着アッセイ（失敗例) 

 

SpyTag, Spycatcher のペアを成立させても GUV 結合が見られない場合が本研究では多くな

り、AH-SpyTag/SpyCatcher による GUV 接着は再現性に問題があった。 

 

 AH-SpyTag/SpyCatcher は設計通りに 14 量体化することが示されたものの、GUV 同士を再

現性良く結合させるには不十分であった。これは、この精製タンパク質溶液には AH７量体

が含まれ、既に形成された７量体は新たなポア形成活性がない上、疎水性部分が溶液に露出

しているため凝集しやすいことが原因の１つとして考えられる。今後、リポソーム人工細胞

系においてミニマムな人工多細胞組織を形成するためには、凝集の可能性が低い人工細胞
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内部での無細胞合成・自発的膜挿入を利用できる、新たな接合ナノポアタンパク質の設計

[66]などが有望だと考えられる。 

 

・GUV 脂質膜に対する AH ナノポア占有面積の比を計算する Python コード 

------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

import matplotlib.pyplot as plt 

import numpy as np 

import math 

 

pi = math.pi 

micro  = 0.000001 

 

def log_normal_distribution(sigma, mu, x): 

    y = (1.0 / (x*np.sqrt(2.0*pi*sigma*sigma)))*np.exp(-((np.log(x) - mu)**2) / (2.0*(sigma**2))) 

    return y 

 

 

x = np.linspace( 0, 40*micro, 70)   # linspace(min, max, N) で範囲 min から max を N 分割 

 

 

mu = -11.36 

sigma = np.sqrt(11.512925465 + mu) # 最頻値が r=10μm と仮定 

y = log_normal_distribution(sigma, mu, x) 

 

plt.plot(x, y) #対数正規分布のプロット 

plt.show() 
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#数値積分(台形公式)で半径 r=2μm～40μm までの GUV の体積の累計を求める 

#内液の体積 20μL  

Inner_sol_vol = 2.0*10**(-8) 

 

#AH7 量体 1 つが専有する面積 

#直径 8.5nm 

AH_s = 5.674501730546563849*10**(-17)#m^2 

#AH 単量体の濃度 

concAH=1.5 #μM 

#アボガドロ数 

avoN = 6.02214076*10**23 

#反応溶液の体積(50μL) 

solV = 0.5*10**(-7) 

#AH が占める面積 

AH_surface=AH_s*concAH*micro*avoN*solV/7 

 

#分割数 

dN=10000 

#最大 GUV 

r_max = 40*micro 

r_min = 2*micro 

# 短冊の幅Δx 

dx = (r_max - r_min)/dN 

#GUV の濃度倍率 

GUV_mult=0.1538*4#4tube 
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#GUV の収率 

Yield = 0.2 

 

# 積分する関数(vol)の定義 

def fv(x): 

    return (4/3)*pi*(x**3)*log_normal_distribution(sigma, mu, x) 

 

# 数値積分(体積) 

s = 0 

for i in range(1,dN-1): 

    x1 = r_min + dx*i 

    x2 = r_min + dx*(i+1) 

    f1 = fv(x1)    # 上底 

    f2 = fv(x2)    # 下底 

    s += dx * (f1+f2)/2 

 

# 結果の表示 

print(s) 

#GUV の総数 

print("GUV_num") 

n=Inner_sol_vol*Yield*GUV_mult/s 

print(n) 

 

# 積分する関数(表面積)の定義 

def fs(x): 
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    return 4*pi*(x**2)*log_normal_distribution(sigma, mu, x) 

 

# 数値積分 

s = 0 

for i in range(1,dN-1): 

    x1 = r_min + dx*i 

    x2 = r_min + dx*(i+1) 

    f1 = fs(x1)    # 上底 

    f2 = fs(x2)    # 下底 

    s += dx * (f1+f2)/2 

 

GUV_Surface = s*n 

# 結果の表示 

print("AllGUV_Surface(m^2):") 

print(GUV_Surface) 

print("AllAH_surface(m^2):") 

print(AH_surface) 

print("surface percentage(%)") 

surface_percentage = AH_surface/GUV_Surface 

print(surface_percentage*100) 

 

_20umGUV_surface = 4*pi*(10**(-5))**2 

N_perGUV = _20umGUV_surface * surface_percentage / AH_s 

print("N_per20umGUV") 

print(N_perGUV) 

------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
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図 S2-3. GUV の AH 被覆率計算に用いた GUV 粒子径分布（対数正規分布） 
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第 3 章 リボスイッチを用いた人工細胞内発現制御 

3.1 緒言 

 再構成型無細胞転写翻訳系[67]をリポソームなどの区画に封入した人工細胞[16][17][68]

は、バイオリアクターの開発[69]、バイオセンシング[70]、膜タンパク質の指向性進化[71]、

生命の起源に関する研究[72]、治療用分子ロボットのシャーシ[73][74]などの様々な用途に

用いられるプラットフォームである。無細胞翻訳系を封入した人工細胞においても転写制

御は最も一般的な遺伝子発現制御の段階である[75][76]が、無細胞転写翻訳系は mRNA 分解

系を欠く[77]ため、転写制御による遺伝子発現のスイッチ制御は困難である。遺伝子発現の

スイッチング制御のために、光応答性分子を用いた転写翻訳反応制御[78][79]や、RNA 分解

系の導入[80][81][82]などが行われてきた。それらに加えて、人工リボスイッチ[83][84][85]を

用いた翻訳制御が、遺伝子発現の開始・停止制御を可能にする簡便な解決策となると考えら

れる。これまでに、人工細胞内で人工リボスイッチを用いた翻訳制御を検討した例[86]、転

写制御と組み合わせて複数の細胞間で複雑な遺伝子制御カスケードを構築した例[75][87]や、

ヒスタミンに応答して自己分解を誘導した例[88]はあるが、直交性のある２種のリボスイッ

チを用いて、２種類のタンパク質発現を独立に制御し、タンパク質発現の順序を制御した例

はない。 

 

 

 

 

 

 

 

 



48 
 

 本研究では、膜透過性物質である ASP2905 及びテオフィリンに応答するリボスイッチ

AC17, Theo-3c を用いて２種類のタンパク質発現を独立に制御し、無細胞翻訳系を封入した

人工細胞内におけるタンパク質発現順序のスイッチング可能な制御を実証した。 

 

 

図 3-1. 本研究の概略 
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リボスイッチ AC17-5c / Theo-3c 

 リボスイッチは、特定の分子の結合によって翻訳を抑制または可能にする、mRNA の 5'-

UTR に付加された翻訳制御配列である[89]。リボスイッチは細菌や植物において天然でも見

られる[32]が、SELEX 法[90]および自由エネルギー計算などによって合理的に de novo 設計

することも可能である[91]。典型的なリボスイッチの原理を以下の図 3-2 に示す。 

 

 

図 3-2. ON 型リボスイッチの原理 

リガンドがない状態では、そのアプタマー配列はアプタマーのコンフォメーションを取ら

ず、リボソーム結合部位（RBS, 原核生物型の場合シャイン・ダルガノ配列）と相補性に

より結合している状態がエネルギー的に安定となっている。そのため、リボソーム結合部

位にリボソームが結合できなくなっている。リガンドが加えられると、リガンドと結合し

たアプタマーコンフォメーションがより安定となり、リボソーム結合部位が露出してリボ

ソームが結合できるようになり、翻訳が開始される。 

 

本研究では、松浦研究室 福永圭佑 特任助教が新規に開発した人工リボスイッチ ASP2905

応答性 AC17-5c とテオフィリン応答性 Theo-3c を用いた。以下の図 3-3 に AC17-5c, Theo-3c

の構造、ASP2905 及びテオフィリンの構造を示す。 
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図 3-3. 本研究で用いたリボスイッチおよびそれらのリガンド 

AC17-5c, Theo-3c は、各アプタマーステム部分の長さを変化させたバリアントからのスクリー

ニングによって得られた。 

 

ASP2905[92][93][94]はカリウム電位依存性チャネル・サブファミリーH メンバー3（KCNH3）

の阻害剤としてアステラス製薬が開発した低毒性で細胞に取り込まれやすい（膜透過性の）

低分子化合物である[95]。先行研究[95]で、そのアプタマーAC17-4 が得られており、AC17-
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5c はそのアプタマーを利用して無細胞翻訳系溶液中で翻訳制御できるよう設計されたリボ

スイッチである。テオフィリンは茶葉やカフェインの代謝産物として天然にも存在する気

管支拡張薬であり、古くから RNA アプタマーが同定されている[96]化合物である。本研究

では、研究室で新たに開発された従来のものよりもより高い ON/OFF 比を示す Theo-3c リボ

スイッチを使用した。 

 

 ２種のリボスイッチを用いて２つの遺伝子発現を独立に制御する技術を実証するために

本研究で取得を目指すデータの疑似データを以下の図 3-4 に示す。 

 

図 3-4. 本研究における実験の概略図及びその疑似データ 

本研究の目的となる技術実証のために、化合物１(ASP2905)と化合物２(テオフィリン)をバ

ッファー交換により入れ替えることで、図右のようなタンパク質発現タイムコースのデー

タを取得することを実験上の目的とした。 
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3.2 実験材料及び方法 

 

無細胞タンパク質合成(CFPS)用 LinearDNA 作製 

 本研究で用いたプラスミド pIVEX2.3-AC17-5c-frGFP(folding reporter GFP)は福永圭佑さん

より恵与頂いた。Theo-3c-mScarlet-I3 プラスミドは Eurofin 人工遺伝子合成で委託合成・購

入した。２種のプラスミドそれぞれ 3 ng をテンプレート、T7F/T7R をプライマーとして KOD 

-Plus- Neo(東洋紡)で 50 μL × 4 スケールで PCR 増幅を行い、NucleoSpin Gel and PCR Clean-

up kit (MACHEREY-NAGEL)で濃縮・精製した。NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific)で 260 

nm 吸光度測定を行うことで濃度を測定し、超純水で希釈して濃度を 100 nM に調整した。 

 

プレートリーダーによる蛍光測定 

  CFPS 反応（10μL スケール）は、超純水（1.5μL）、PUREfrex1.0 solution I（5μL）、Solution 

II（0. 5μL）、SolutionIII（0.5 μL）、1μM Alexa Fluor 647 hydrazide（0.5 μL）、10×リガンド（1μL）、

50ng/μL テンプレート DNA（1μL）/ チューブで行った。10×リガンド溶液（1％DMSO 中 

100μM ASP2905；10％DMSO 中 10 mM テオフィリン）は毎回新しく調製したものを使用し

た。チューブをサーマルサイクラー（T100、Bio-Rad）で 37℃、3 時間インキュベートした

後、0.1％ Tween20 を加えたダルベッコリン酸緩衝生理食塩水（D-PBS）を等量（10 μL）加

えた。18μL の混合液を 384 ウェルブラックプレートに移し、マイクロプレートリーダー

（Synergy H1、BioTek）で蛍光（GFP は励起 490nm、発光 520nm、Alexa Fluor 647 は励起

650nm、発光 680nm）を測定した。バックグラウンド蛍光を GFP と AF647 蛍光値から差し

引いた。GFP 蛍光はウェル間のばらつきを考慮し、AF647 蛍光で正規化した。相対蛍光値

は、標準としてリボスイッチなしの GFP 発現量から計算した。ON/OFF 比は、リガンドあ

りの GFP/Alexa Fluor 647 の値をリガンドなしの値で割って算出した。棒グラフとデータプ

ロットは、GraphPad Prism software 10（GraphPad Software）を用いて作成し、非線形曲線フ
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ィッティングは以下の式を用いて行った。 

 

𝑌 = 𝑌𝑚𝑖𝑛 + 
𝑌𝑚𝑎𝑥 − 𝑌𝑚𝑖𝑛

1 + (
𝐸𝐶50

𝑋 )ℎ
 

 

Ymin: 最小の蛍光値 

Ymax: 最大の蛍光値 

EC50: 50%効果濃度 

X: リガンドのモル濃度 

h: ヒル係数 

 

 

CFPS のリアルタイム測定 

 CFPS による蛍光タンパク質合成のリアルタイムモニタリングは、適切なフィルターセッ

ト（frGFP は励起: 492 nm, 蛍光: 516 nm、mScarlet-I3 は励起: 545 nm, 蛍光: 568 nm）を設定

したリアルタイム PCR 装置（Stratagene, Mx3005P）を用いて行った。CFPS 反応は ASP2905(in 

1% DMSO)またはテオフィリン(in 1% DMSO)溶液を終濃度 10 μM(ASP2905), 1 mM(テオフィ

リン)となるように加えて PCR チューブ内, 20 μL スケール、37℃で行った。 

 

GUV 作製 

 PUREfrex 1.0 を封入したリポソームは、[63]で報告された方法に若干の変更を加えた油中

水滴エマルション界面通過法を用いて調製した。まず、16 μL の Egg-PC : Cholesterol = 8：

2(１種のリボスイッチの実験)または 6:4(顕微鏡用サンプルと共用である 2 種のリボスイッ

チを用いた直交制御の実験; 凝集抑制とガラス面への固定化のために、DSPE-PEG(2000) 
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Biotin(Avanti, 880129)を脂質量に対して 1.2 wt%となるように加えた)の混合物（100 mg/mL 

クロロホルム溶液）をガラスチューブ(マルエム, ミクロチューブ 透明 1.5mL No.2)に

入れ、窒素ガスを吹き付けてクロロホルムを蒸発させて脂質膜を形成した。200μL の流動パ

ラフィン（CAS 番号 8042-47-5、富士フイルム和光純薬）を加えた後、チューブをボルテッ

クスし、70℃で数分間インキュベートした。さらに 30 秒間ボルテックスした後、70℃で数

分間インキュベートした。室温まで冷却した後、CFPS 用成分を含む内溶液 20 μL を流動パ

ラフィン溶液に注入した。内液（20 μL / ガラスチューブ）は、氷上で PCR チューブに、 

1×PUREfrex1.0 solution I、PUREfrex1.0 solution II、PUREfrex1.0 solution III、5 nM テンプレー

ト DNA、1.2 μM OA647、20 mM HEPES-KOH[pH7.6]、250 mM グルタミン酸カリウム、120 

mM スクロース、280 mM グルコース、および 0.8 U/μL RNase inhibitor（東洋紡, 元濃度 40U 

/ μL）を混合して調製した。再現性のために、内液調製の際、スクロース、グルコース、グ

ルタミン酸カリウム、HEPESについてはそれらを事前に混合した 2×ストック溶液を用いた。

液体パラフィン中の内液エマルションを 1.5 mL チューブラックに沿って機械的に攪拌し、

30 秒間ボルテックスしてエマルションを得た。このエマルション溶液を 200 μL の外液

（0.5mM 各 20 アミノ酸、1.5mM ATP および GTP、0.5mM CTP および UTP、1 mM スペル

ミジン、1mM クレアチンリン酸、1mM ジチオスレイトール、20mM HEPES-KOH[pH7.6]、

250 mM グルタミン酸カリウム、18 mM 酢酸マグネシウム、400 mM グルコース）を加え、

スイングローターをセットした微量遠心機（タカラトミー、MX-307）を用いて、15000G、

20℃で 5 分間遠心した。微量遠心チューブの底に皮下注射針（21 G; 0.8 × 13 mm）で穴を開

け、沈殿したリポソームを含む水層を穴から回収し、別の 1.5 mL チューブに移した。回収

した GUV はピペッティングで再懸濁した。リボスイッチで制御されたレポーター遺伝子の

タンパク質発現をトリガーするため、外側の溶液を 20 μM ASP2905 または 2 mM テオフ

ィリンを添加した溶液に交換した。CFPS 反応は 37℃で行い、サンプリング（各 10μL）は

各時点で行った。リポソーム中での時間的遺伝子発現制御のために、リポソーム内のリボス
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イッチリガンドをバッファー交換で除去した。バッファー交換はリポソームを 15000G、5 分

間、4℃で遠心分離して沈殿させ、リガンドを含まない外液(1% DMSO)を加える操作を 3 回

繰り返して行った。インキュベート後、全サンプルについて次の測定/洗浄操作までは 30 分, 

15℃でインキュベートしてから行うことで、mScarlet-I3 の成熟時間による遅れをわずかに

補正した。 

 

フローサイトメトリー 

 フローサイトメトリー（FCM）分析は、FACSAria III（BD）を用いて行った。リポソーム

懸濁液を緩衝液（20 mM HEPES-KOH[pH 7.6],  250 mM グルタミン酸カリウム、18 mM 酢

酸マグネシウム、400 mM グルコース）で約 10 倍に希釈し、FCM 分析に供した。サンプ

ル１回の測定あたり合計 10,000 個のリポソーム粒子を測定した。データは FlowJo ソフトウ

ェア（BD）で解析した。 

 

共焦点顕微鏡観察 

 リポソーム中のリボスイッチ制御遺伝子発現の蛍光イメージングを、40 倍のオイルレン

ズと 90 μm のピンホールを備えた共焦点レーザー走査型顕微鏡（LSM 900 with Airyscan 2、

ZEISS）を用いて行った。 frGFP と mScarlet-I3 の発現を、それぞれ 480 nm と 561 nm のレ

ーザー励起を用いてモニターし、Zeiss Zen ソフトウェアを用いてレーザーを 2％に設定し、

511 nm と 594 nm に発光ピークを集めた。サンプルは、BSA コーティングしたイメージング

グラスディッシュ上でイメージングした。BSA コートグラスディッシュは、150 µL の 1% 

BSA を緩衝液（20 mM HEPES-KOH、[pH 7.6]、250 mM グルタミン酸カリウム、18 mM 酢

酸マグネシウム、400 mM グルコース）中で 1 時間インキュベートした後、超純水ですすぎ、

窒素ガスで乾燥させることによって作製した。穴あけパンチで約 1 mm の穴を開けたシリコ

ーンゴムシートを BSA コーティンググラスディッシュのガラス面に圧着し、サンプルをそ
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の約 1 mm のウェルの中に入れて撮影した。サンプルはステージトップインキュベーター

（TOKAI HIT）を用いて 37℃でインキュベートし、30 分時点でバッファー交換を行った。

ASP2905 をできるだけ除去するため、100 nm VCTP フィルター(Merck Millipore)をウェルの

穴の上に置き、その上部に外液バッファーを置いて 4 回バッファーを交換し、 mScarlet-I3

の発現を開始させるために、2 mM テオフィリン含有バッファー10 μL を加えた。画像は

ImageJ ソフトウェア（米国国立衛生研究所）を用いて解析・編集した。 
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3.3 実験結果 

 

リボスイッチ２種で制御されたタンパク質発現系の特性評価 

 まず、リポソームを含まない無細胞翻訳系バルク溶液における AC17-5c-frGFP, Theo-3c-

mScarlet-I3 発現系の特性評価を行った。その結果を以下の図 3-5, 3-6 に示す。 

 

 

図 3-5. AC17-5c, Theo-3c リボスイッチのリガンド濃度依存性と直交性 

(a) リボスイッチ２種で制御されたタンパク質発現のリガンド濃度依存性 カーブフィッティン

グにより、AC17-5c の 50%効果濃度は 5.7 μM, 90%効果濃度は 37 μM, Theo-3c の 50%効果濃度

は 119 μM, 90%効果濃度は 855 μM であると見積もられた。 

(b)リボスイッチ２種の直交性 これらのリボスイッチはアプタマーと一致するリガンドを加え

たときのみ翻訳を開始し、一致しないリガンドには応答しない直交性のあるリボスイッチであ

る。 
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図 3-6. CFPS のリアルタイム測定の結果 

蛍光値は体積マーカーAF647 で規格化した frGFP または mScarlet-I3 蛍光の値。 

AC17-5c-frGFP 系では、60 分未満の領域ではほとんど線形に蛍光値が増大しており、frGFP の

フォールディング時間は数分～15 分程度と見積もられる。mScarlet-I3 は、文献[97]では 2 分で

発色団が成熟するとされているが、本実験系では CFPS 反応開始から 30 分程度遅れて蛍光増大

が起きた。 

 

 

 以上の結果より、AC17-5c, Theo-3c リボスイッチは互いに直交性があり、ASP2905 につい

ては 10 μM, テオフィリンについては 1 mM で十分に翻訳が ON 状態になることが示された

ため、実際にそれぞれのリボスイッチ-レポータータンパク質系をコードする linearDNA を

無細胞翻訳系とともに GUV 内に封入した人工細胞を作製し、まず１種ずつのリボスイッチ

についてリガンド添加-除去-添加を行うことで人工細胞内のタンパク質発現を制御できる

か検証した。その結果を以下の図 3-7 に示す。 
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図 3-7. A）AC17-5c リボスイッチで制御された frGFP と（B）Theo-3c リボスイッチで

制御された mScarlet-I3 のリポソーム内での遺伝子発現の時間的制御 

グラフのプロットは独立した２回の実験（n = 4）での蛍光値の幾何平均４つの算術平均で、エ

ラーバーは標準偏差を表す。各実験で 10,000 個の粒子をフローサイトメトリーで 2 回分析し

た。frGFP または mScarlet-I3 からの蛍光は、共に封入した Alexa Fluor 647 標識オボアルブミン

で正規化した。 

 

図 3-7 に示す通り、リガンドが存在している 0-30 分, 90-180 分では frGFP の蛍光が増大し、

遠心洗浄によってリガンドが除去された 30-90 分の間では frGFP 蛍光は増大しなかった。

mScarlet-I3 蛍光は、リガンドが存在する 0-30 分の間に蛍光増大は見られなかったが、遅れ

てリガンドが存在しない 30-60 分の間に蛍光が増大し、60-90 分の間には増加しなかった。

90 分にテオフィリン(+)バッファーに置換すると、AC17-5c-frGFP 系と同様に再度蛍光が増

大した。これは mScarlet-I3 の蛍光値の応答は遅れていたものの、発現自体は AC17-5c-frGFP
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系と同様に 30-60 分の間に停止していることを示している。 

図 3-7 の実験における FCM データの 2D プロット、ヒストグラムを以下の図 3-8 に示す。 
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図 3-8. A）AC17-5c-frGFP B) Theo-3c-mScarlet-I3 

を封入した GUV 粒子の 2D プロット 
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 ２種のリボスイッチ-レポータータンパク質系をそれぞれ１つずつ封入した人工細胞で、

遠心洗浄によって外部のリガンドを除去したり添加したりすることで、人工細胞内部のタ

ンパク質発現を開始・停止する制御を行うことが可能であることが示された。そして、図 3-

5 で示したように、AC17-5c リボスイッチと Theo-3c リボスイッチは互いに交差反応しない

ので、AC17-5c リボスイッチと Theo-3c リボスイッチを１種類の人工細胞に共封入すること

で、２種の遺伝子発現のスイッチング可能な直交的制御の実証ができると考えた。本実験で

は、AC17-5c リボスイッチが制御する frGFP の発現を ASP2905 で 30 分間誘導した。この時

点で、両方のリガンドが含まれるポジティブコントロールではわずかながら mScarlet-I3 の

蛍光増大も観察されたが、図 3-9;Regulated のサンプルでは mScarlet-I3 の発現は全く観察さ

れなかった。次に、リポソームの外部バッファーを、テオフィリンを含むが ASP2905 を含

まないバッファーに交換し、リポソームを 60 分間インキュベートして、Theo-3c リボスイ

ッチ制御型 mScarlet-I3 の発現を誘導し、frGFP の発現を終了させた。最後に、バッファーを

再び ASP2905 を含みテオフィリンを含まないバッファーに交換し、120 分間インキュベー

トすると、frGFP の発現は再開されたが、mScarlet-I3 の発現は停止した。予想通り、FCM 解

析の結果、第一ステップでは frGFP が合成されたが、mScarlet-I3 の発現は観察されなかった

（図 3-9；0-30 分）。第 2 ステップでは、mScarlet-I3 の発現が確認され、frGFP の追加発現は

ほとんど見られなかった（図 3-9；30-90 分）。第 3 ステップでは、frGFP の発現が回復した

（図 3-9; 90-210 分）。発色団の成熟時間に由来する応答の遅れのため、mScarlet-I3 の蛍光は

第 3 ステップの最初の 60 分間は増加したが、後半は蛍光の追加的な増加は観察されなかっ

た。 
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図 3-9. ２種の遺伝子発現の時間的・直交的制御 

右上段：正規化 frGFP 蛍光。右下パネル：正規化 mScarlet-I3 蛍光。ON: 常に ASP2905, テオフ

ィリン存在下でインキュベートしたサンプル。 OFF: 常にリガンドが存在しないバッファーで

インキュベートしたサンプル。Regulated: 30 分、90 分時点でリガンドを交換したサンプル。プロ

ットは 2 回の独立した実験（n = 4）の幾何平均値の算術平均で、エラーバーは幾何標準偏差を表

す。各実験で 10,000 個の粒子をフローサイトメトリーで分析した。frGFP または mScarlet-I3 か

らの蛍光は、ともに封入した OA647 で正規化した。 

 

図 3-9 の実験における 2D プロットを以下の図 3-9 に示す。 
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図 3-10. 図 3-9 (A)の実験における代表的な 2D プロット 

 

 最後に、２種リボスイッチを用いた独立な２種翻訳制御を行った人工細胞の共焦点顕微

鏡によるイメージングを行った結果を以下の図 3-11 に示す。 
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図 3-11. リポソーム中のレポータータンパク質発現の蛍光顕微鏡観察 

緑と赤のパネルはそれぞれ、AC17-5c リボスイッチ制御 frGFP と 

Theo-3c リボスイッチ制御 mScarlet-I3 の発現を示す。 

 

今回の顕微鏡観察では 30 分時点で ASP2905 を除去し、テオフィリンを添加したが、frGFP

蛍光は 90 分あたりまで増加した。また、テオフィリンの添加後１時間程度遅れてから

mScarlet-I3 蛍光が増加する様子が撮影された。 
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3.4 考察 

 mScarlet-I3 は、文献[91]では 2 分で発色団が成熟するとされているが、本実験系では CFPS

反応開始から 30 分程度遅れて蛍光増大が起きた。この相違は、文献[97]では哺乳動物細胞

における成熟時間を測定しており、本実験系では大腸菌由来の無細胞翻訳系を使用したこ

とによるものだと考えられる。mScarlet-I3 の成熟に 30 分程度かかることを考慮すると、本

実験結果は、1%DMSO を含む外液バッファーで洗浄することで人工細胞内のリガンドを除

去でき、リボスイッチの働きで翻訳を停止できたことを明確に示している。 

 共焦点顕微鏡観察では、外液中のリガンドを ASP2905 からテオフィリンに 30 分時点で交

換したものの、実際に frGFP 蛍光がはっきりと観察されたのは 90 分で、mScarlet-I3 蛍光増

加が観察されたのは 90-240 分の間であった。これは、本実験に用いた装置では CFPS 反応

が起こっているガラスディッシュ部分の温度を厳密に 37℃にすることが困難であり、実際

には設定より低い温度であったために反応がゆっくりと進行していたことが原因として考

えられる。 

 通常のバルク溶液系では、遠心洗浄によってリガンドのみを除去することは不可能であ

り、遠心洗浄が可能であるのは区画化された系である人工細胞の利点である。 

 無細胞翻訳系におけるタンパク質発現順序の制御技術は、単体では人工細胞内で正しく

再構成できないタンパク質を、膜タンパク質を細胞膜外にトランスロケーションする Sec ト

ランスロコン[98][99]や、シャペロンなどを用いて機能的に発現することを可能にし、人工

細胞に統合できる細胞機能群を拡張すると期待される。 
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3.5 要約 

 無細胞転写翻訳系では、一度転写されると mRNA から翻訳反応が起こり続けるため、タ

ンパク質発現を停止するためにはリボスイッチによる翻訳制御が有効であるが、リボスイ

ッチによる翻訳制御を人工細胞系に適用した研究は数例に限られている。直交性のある２

種のリボスイッチを用いて、２種類のタンパク質発現を独立に制御し、タンパク質発現の順

序を制御した例はなかった。本研究では、２種類のリボスイッチを用いた翻訳制御により、

２種のタンパク質を独立に発現開始・停止できる系の構築を目的とした。ASP2905 応答性

リボスイッチ AC17-5c, テオフィリン応答性リボスイッチ Theo-3c は互いに直交的でありこ

れらのリガンドが膜透過性であることと、人工細胞の区画化されているという性質を利用

し、簡便な操作で２種のタンパク質を独立かつスイッチング可能な形で制御できる技術を

実証した。この技術は、従来発現が困難であった、機能的なフォールディングのために事前

に発現した sec トランスロコンやシャペロンを要求するタンパク質を人工細胞内で発現さ

せることを可能にする技術に発展すると考えられる。 
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第 4 章 結言 

 本研究では、生物学的機能をモジュールとして捉えてボトムアップ型人工細胞に統合す

るモジュラーアプローチでボトムアップ合成生物学の発展に寄与することを目指し、ミニ

マル人工多細胞組織の構築と人工細胞内遺伝子発現制御技術の開発を目的とした。 

 

 ２章では、ミニマル人工多細胞組織の構築のために、自発的にリポソーム間の２枚の脂質

膜を超えて内部同士を導通させる構造を取る融合タンパク質 AH-SpyTag/SpyCatcher を構築

した研究について記した。このタンパク質はα-ヘモリシンの脂質膜ナノポア形成活性と

SpyCatcher – SpyTag の結合活性を維持しており、変性条件で精製することができた。クライ

オ電子顕微鏡トモグラフィーにより、このタンパク質は混合するだけで設計通りにα-ヘモ

リシンが頭合せに結合した 14 量体構造を取ることが示された。 

 AH-SpyTag/SpyCatcher を GUV 外部から挿入しただけでは、GUV 同士を架橋していない

開口ポアが溶液中に露出する。これを回避するためには、AH のブロッカー分子を利用する

か、ナノポアタンパク質を変更することが必要である。AH のブロッカー分子としては、β

シクロデキストリンが同定されている。βシクロデキストリンは、AH のトランス側からの

みナノポアをブロックする[100]ことが知られており、シス側が外部溶液中に向く AH-

SpyTag/SpyCatcher には適用できない。βバレルポア部分に結合ドメインを持ち、トランス

側で相互に接続可能なレコンビナント AH[66]が報告されている。このレコンビナント AH

を GUV 内部で無細胞翻訳系によって発現させ、βシクロデキストリンを外部の溶液に添加

することで露出したポアをブロックすることができると考えられる。AH-SpyTag/SpyCatcher

についても、SpyTag-SpyCatcher 系と直交する DogTag-DogCatcher 系[101]を用いて AH-

SpyTag/SpyCatcher の N 末端付近に適当な立体障害となるタンパク質を結合することで、露

出したポアをブロックすることが可能だと考えられるが、DogTag を挿入しても AH 活性が

失われない１次配列上の位置探索が必要となる。また、他の解決策としては、コネキシン、
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パネキシンのような天然で同様の作用を持つタンパク質の利用や、Rosetta による De novo

タンパク質デザイン[102]によってそれら同士が接合したときのみ開口するナノポアタンパ

ク質を創出することが考えられる。 

 

図 4-1. βシクロデキストリンの作用部位(左)[100] AH-D128-K131 間に会合ペプチドを

挿入したレコンビナント AH(右)[66] 

 

 ３章では、２種の直交性リボスイッチを用いて、無細胞転写翻訳系が封入された人工細胞

内で２種のタンパク質発現を独立にスイッチング制御する技術の開発について記した。本

研究では、２種類のリボスイッチを用いた翻訳制御により、２種のタンパク質を独立に発現

開始・停止できる系の構築を目的とした。ASP2905 応答性リボスイッチ AC17-5c, テオフィ

リン応答性リボスイッチ Theo-3c は互いに直交的であり、これらのリガンドが膜透過性であ

ることと、人工細胞の区画化されているという性質を利用することで、簡便な操作で２種の

タンパク質を独立に制御し、その発現順序を制御する技術を実証した。この技術は、従来発

現が困難であった、機能的なフォールディングのために事前に発現した sec トランスロコン

やシャペロンを要求するタンパク質を人工細胞内で発現させることを可能にする技術に発

展すると考えられる。 

 本研究で、ナノポア形成タンパク質のプロトマーに相互に結合するドメインを融合する

ことでナノポア同士が導通した２つの脂質膜にまたがる２枚膜導通ポア構造を形成可能で
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あることが示された。同様の戦略で、GUV の外側に結合ドメインを提示するように内側か

ら無細胞翻訳系で発現できる接合ナノポアタンパク質を構築することが可能なことが報告

されている[66]。今後の展開としては、本研究で実証された２つの直交リボスイッチを用い

たタンパク質発現順序制御技術と組み合わせて、物質に応答して半自発的に集合してさら

に人工モルフォゲンによってグラデーションパターンを形成する以下の図 4-2 に示すよう

な人工多細胞系の構築が考えられる。 

 

 

図 4-2. 128-131 改変 AH と直交リボスイッチを用いた人工多細胞システムの例 

ある膜透過性リガンド１応答性リボスイッチで相互に結合する性質を持つレコンビナント AH

２種を制御する。リガンド１添加によって２種類の GUV がレコンビナント AH を発現し、相

互に接続した GUV からなる人工組織を形成する。膜非透過性リガンド２を顕微鏡下で人工組

織の１点に滴下することでグラデーションパターンを形成する。 

 

 本研究では、人工多細胞組織のボトムアップ構築のための２つ新たな生体分子システム

を提案した。本研究が人類社会に資する人工細胞システム開発のための工学理論構築に貢

献することが期待される。 
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