
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　 RNAからタンパク質を合成する翻訳活性および合成されたタンパク
質に糖鎖を付加する糖鎖修飾活性を保持し、以下の（１）～（５）の生化学的性質を有す
る、細胞抽出液。
（１）翻訳および糖鎖修飾反応時温度が１５度から３７度である
（２）翻訳および糖鎖修飾反応における酢酸マグネシウムの至適濃度が ～ 2.5ｍ Mであ
る
（３）翻訳および糖鎖修飾反応における酢酸カリウムの至適濃度が 50～ 200ｍ Mである
（４）翻訳反応時における GTP濃度の至適濃度が１ｍ M以下である
（５）翻訳反応時における ATP濃度の至適濃度が 0.5～ 2.0ｍ Mである
【請求項２】
　翻訳後のプロセッシング活性をさらに有する、請求項１記載の細胞抽出液。
【請求項３】
　下記（１）および（２）の工程を含む、 翻訳活性および糖鎖修飾活性とを
保持したまま細胞抽出液を調製する方法。
　（１）不活性ガスの雰囲気中、所定時間、細胞を加圧する工程
　（２）加圧状態から急激に減圧する工程
【請求項４】
　加圧が雰囲気中に不活性ガス気流が供給されて実行され、
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　減圧が前記不活性ガスを雰囲気中から排出することにより行われる、
　請求項 記載の方法。
【請求項５】
　前記不活性ガスが窒素である、請求項 に記載の方法。
【請求項６】
　前記加圧時の圧力が、２～１４ｋｇｆ／ｃｍ 2である、請求項 ～ のいずれかに記載
の方法。
【請求項７】
　（１）の工程における細胞が０．２５～１．５×１０ 8個／ｍｌの細胞懸濁液として調
整された細胞である、請求項 ～ のいずれかに記載の方法。
【請求項８】
　加圧時間が３０～９０分である、請求項 ～ のいずれかに記載の方法。
【請求項９】
　転写活性を有する溶液と、請求項１ に記載の細胞抽出液とを含み、鋳型核酸から
糖蛋白質を合成し得ることを特徴とする無細胞糖蛋白合成用組成物。
【請求項１０】
　糖鎖修飾され得る蛋白質をコードしたＤＮＡと、
　前記 DNAからｍＲＮＡを合成するｍＲＮＡ合成手段と、
　請求項１ に記載の細胞抽出液を含み、ｍＲＮＡ合成手段により合成されたｍＲＮ
Ａから糖蛋白質を合成し得る糖蛋白質合成手段と、を備え、
　前記ｍＲＮＡ合成手段によりＤＮＡから転写されたｍＲＮＡに基づいて、前記糖蛋白質
合成手段により糖鎖修飾された糖蛋白質が合成される、糖蛋白質合成システム。
【請求項１１】
　ＤＮＡがその上流にプロモータが配置されるように発現ベクターに保持され、
　前記発現ベクターには、前記プロモータからの DNAの発現により合成されるｍＲＮＡに
非翻訳領域を付加させる非翻訳領域配列が備えられ、
　前記非翻訳領域配列が、 細胞において糖鎖修飾され得るいずれかの蛋白質の遺伝子
由来である、
　請求項 に記載の糖蛋白質合成システム。
【請求項１２】
　発現ベクター内のプロモータ、非翻訳領域が、昆虫細胞を宿主とするウイルス由来であ
る、請求項 に記載の糖蛋白質合成システム。
【請求項１３】
　ウイルスがバキュロウイルスであり、
　プロモータ、非翻訳領域配列がバキュロウイルスのポリヘドリン由来であることを特徴
とする請求項 に記載の無細胞糖蛋白質合成システム。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】
本発明は、細胞抽出液を用いて細胞外で蛋白質を合成させるインビトロ翻訳系に関し、特
に、細胞抽出液により蛋白質合成とその後の糖鎖修飾とを共に実行させ糖蛋白質を合成し
得る系に関する。
【０００２】
【従来の技術】
生体内の機能情報は核酸上に記録され、この核酸を鋳型として機能分子である蛋白質が翻
訳されたり、機能的ＲＮＡ分子（例えばリボザイム）が転写されたりする。近年、こうし
た生体機能を担持した核酸、蛋白質の解析が盛んに進められ、また、その一方で、これら
核酸、蛋白質の解析方法、解析手段の開発も進められている。
【０００３】
核酸の解析方法は、特に、ポリメラーゼ鎖増幅方法（ＰＣＲ）等の開発により目覚ましく
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発展した。このＰＣＲによれば、ポリメラーゼ酵素を含む無細胞の反応液中にプライマー
と鋳型ＤＮＡを添加することにより、この鋳型ＤＮＡに対するＤＮＡ断片を自在に増幅さ
せることが可能となる。すなわち、核酸については、細胞外で自在に合成、増幅させるこ
とが可能となっている。そして、ここで合成された核酸は、例えば、一次構造（塩基配列
）の決定などに供され、これによって、ゲノム解析などの核酸解析の進行を加速化させる
に至っている。
【０００４】
一方、蛋白質の解析方法においても、 A.S.Spirinら（ Science,242,1162-1164(1988)）に
より大腸菌抽出液を利用した生体外蛋白質合成系が開発されて以来、種々の無細胞翻訳系
が開発されている。このような無細胞翻訳系としては、例えば、上記大腸菌の系の他、小
麦胚芽、ウサギ網状赤血球などから調製した細胞抽出液を利用したものがある。
【０００５】
このうちより一般的な小麦胚芽由来の無細胞翻訳系は、小麦胚芽をガラスビーズとともに
乳鉢などを用いてすりつぶし、このすりつぶされた小麦胚芽から得た細胞抽出液を用いて
ｍＲＮＡから蛋白質を合成させるものである。すなわち、この小麦胚芽中に存在する蛋白
質合成（翻訳）活性を保持しつつ、小麦胚芽から細胞抽出液を回収し、これを用いて細胞
外で自在に蛋白質を合成させることが可能となっている。
【０００６】
このように細胞外で蛋白質を自在に合成させることができれば、細胞で蛋白質を合成させ
る際の複雑な要因や煩雑さを排除して、簡便に所望の蛋白質を得ることが可能となり、蛋
白質の解析等を行う上で有利となる。このような観点から、従来より、無細胞翻訳系の改
良などがなされており、こうした技術が、例えば、特表平１－５０３１１９号公報、特開
平４－２００３９０号公報、特開平７－２０３９８４号公報などに開示されている。また
、このような無細胞翻訳系はキットとしても市販され（ Amasham社など）、広く入手可能
となっている。
【０００７】
【発明が解決しようとする課題】
しかしながら、上記従来の無細胞翻訳系では、蛋白質への翻訳を行うことは可能であるが
、翻訳された蛋白質の翻訳後修飾を行うことができないという問題がある。すなわち、細
胞内において、蛋白質の多くは、鋳型核酸から転写されたｍＲＮＡに基づいて、蛋白質と
して翻訳され、この翻訳後に修飾を受けることが知られている。この翻訳後の修飾の一つ
として、糖鎖修飾がある。
【０００８】
この翻訳後の糖鎖修飾により付加される糖鎖は、物質間や細胞間の認識や接着に関与する
シグナルやリガンドとして、蛋白質自身の機能調節因子として、又は蛋白質の保護や安定
化因子として機能していると考えられている。そのため、糖鎖修飾を受ける蛋白質につい
て生体内の機能を解析するためには、糖鎖修飾を受けた蛋白質を取得することが必要とな
る。
【０００９】
この糖鎖修飾は、蛋白質の特定のアミノ酸に糖鎖を付加させるものであるが、その糖鎖修
飾反応は種々異なり、複雑なものであるため、上記無細胞翻訳系で合成された蛋白質に化
学的に糖鎖を付加させることは容易なことではない。
【００１０】
このような問題から生化学的な方法、すなわち、無細胞翻訳系のように細胞抽出液を用い
て細胞内の糖鎖修飾活性を利用して蛋白質に糖鎖を付加させる方法が検討され、イヌ組織
由来の糖鎖修飾活性を有する抽出液が取得されている。これは、イヌの組織をホモジナイ
ザーで破砕し超遠心分離によりゴルジ体を含むミクロソーム画分を回収することにより調
製される。
【００１１】
このイヌ組織の抽出液は、従来の無細胞翻訳系とは別に使用される。具体的には無細胞翻
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訳系により蛋白質を合成し、この合成した蛋白質を回収した後に、前記イヌ組織の抽出液
内に合成蛋白質を移して糖鎖修飾が行われる。このようにイヌ組織の抽出液が取得された
ことから、細胞外で生物学的に糖蛋白質の合成が可能となった。そして、ここで合成され
た糖蛋白質を蛋白質の機能解析などに使用することにより、従来の無細胞翻訳系で合成さ
れた糖鎖修飾が行われていない蛋白質に比して、より細胞内における反応を反映させた解
析を行うことが期待できる。
【００１２】
しかしながら、従来のイヌ組織抽出液を用いた糖蛋白質の合成では、無細胞翻訳系で蛋白
質を合成させた蛋白質を回収し、その後に糖鎖修飾されることになる。このように、無細
胞翻訳系と糖鎖修飾系を別々に用いて糖蛋白質を合成することは、一般的に変性し易い蛋
白質には好ましくなく、このような複数の過程を経ることにより基礎となる蛋白質が変性
し、活性低下をもたらすことも考えられる。また、蛋白質への物理的な影響に加えて、糖
蛋白質を合成するに当たり、上記のような２段階の系を準備し、これを用いて２段階で糖
蛋白質を合成させることは、
変性し易い蛋白質を操作する操作者にとっても高度な注意力などが要求され煩雑な作業と
なる。
【００１３】
また、糖鎖修飾を行い得る細胞抽出液に関しても、現在のところイヌ組織のように限定し
た組織由来のものが使用可能となっているにすぎず、普遍的な組織細胞から糖鎖修飾活性
を回収するには至っていない。糖鎖の種類は、細胞種により異なり、このことから細胞種
により糖鎖修飾反応が異なることが予想されている。そのため、種々の細胞から糖鎖修飾
活性を回収することが可能となれば、蛋白質の糖鎖修飾を自在にデザインすることも可能
となる。
【００１４】
さらに、近年では、医薬の分野において、種々の蛋白製剤が開発されているが、この蛋白
製剤の効果については、その成分となる蛋白質の糖鎖の有無、種類などに影響されること
が知られている。そのため、種々細胞からの糖鎖修飾活性を回収することができれば、こ
のような蛋白製剤の開発、改良などにも大きく貢献することが期待される。
【００１５】
そこで、本願発明者らは、上記課題に鑑み、蛋白質合成から糖鎖修飾までの一連の過程を
一つの系内で行えるような細胞抽出液の調製について鋭意研究を行い、この研究を通して
、従来の無細胞翻訳系の調製とは異なる新規な無細胞抽出液の調製を可能にし、この抽出
液を利用して蛋白質合成から糖鎖修飾までの一連の過程を一つの系内で行うことを可能に
した。
【００１６】
【課題を解決するための手段】
上記の通り、本願発明者らは、細胞抽出液の調製について検討した結果、以下のような細
胞抽出液の調製を可能にした。本発明の細胞抽出液の調製は、具体的には、細胞を取り巻
く環境の圧力を加圧から減圧へと変化させるという緩和な手段で細胞を破砕させ、少なく
とも細胞が有する蛋白質合成活性をさらには糖鎖修飾活性をも細胞抽出液中に回収させる
。
【００１７】
すなわち、本発明の無細胞抽出液は、細胞を破砕して調製され、鋳型核酸から蛋白質を合
成させる活性を有する無細胞抽出液であって、不活性ガスの雰囲気中、加圧下の前記細胞
を減圧させて、前記細胞が破砕されることを特徴とする。
【００１８】
上記発明によれば、従来のようなホモジナイザーのように細胞をすりつぶさず、圧力変化
により細胞を破砕又は破裂させて調製される。このように圧力変化により細胞を破砕させ
ることにより、従来のホモジナイザーのような破砕方法に比して、緩和な条件で細胞を破
砕させることが可能となり、細胞内の器官などへの影響を低減させることが可能となる。
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【００１９】
また、本発明の無細胞抽出液は、蛋白質合成活性と合成された蛋白質に糖鎖を付加する糖
鎖修飾活性とを有する細胞を破砕して調製され、鋳型核酸から糖蛋白質を合成し得る無細
胞抽出液であって、前記細胞が有する蛋白質合成活性と糖修飾活性とが保存されるように
不活性ガスの雰囲気中、加圧下の前記細胞を減圧させて、前記細胞が破砕されることを特
徴とする。
【００２０】
このように本発明によれば、蛋白質合成（翻訳）活性と糖鎖修飾活性とを有する細胞をこ
れら両活性を破壊しないような圧力変化により破砕させることにより両活性を保持した細
胞抽出液が調製される。これにより、従来、別に調製されていた無細胞翻訳系と糖鎖修飾
系とを合わせ持つ系として作り出すことができ、この系を利用することにより、蛋白質合
成と糖鎖修飾とを一つの細胞抽出液で実行させることが可能となる。
【００２１】
さらに、本発明は無細胞糖蛋白質合成用組成物を提供する。この無細胞糖蛋白質合成用組
成物は、蛋白質合成活性を有する細胞抽出液に上記糖鎖修飾活性を有する細胞抽出液を添
加して構成される。このように糖鎖修飾活性を有する細胞抽出液を、それ自身では蛋白質
合成活性のみを有する細胞抽出液に添加することにより、糖鎖修飾活性を補足して、蛋白
質合成活性とともに糖鎖修飾活性をも有する組成物を構成させることができる。
【００２２】
また、本発明は、糖蛋白質合成システムを提供する。この糖蛋白質合成システムは、糖鎖
修飾され得る蛋白質をコードしたＤＮＡからｍＲＮＡを転写させるｍＲＮＡ合成手段と、
上記蛋白質合成活性と糖鎖活性とを有する無細胞抽出液又は組成物によりｍＲＮＡ合成手
段により合成されたｍＲＮＡから糖蛋白質を合成し得る糖蛋白質合成手段と、を備え、前
記ｍＲＮＡ合成手段によりＤＮＡから転写されたｍＲＮＡに基づいて、前記糖蛋白質合成
手段により糖鎖修飾された糖蛋白質が合成されることを特徴とする。
【００２３】
本システムによれば、鋳型ＤＮＡさえ準備すれば、この鋳型ＤＮＡからｍＲＮＡを介して
簡便に糖蛋白質を合成させることが可能となる。
【００２４】
また、上記糖蛋白質合成システムには、さらに前記糖鎖修飾され得る蛋白質をコードした
ＤＮＡをプロモータの下流に挿入させ、前記ＤＮＡからｍＲＮＡを発現させる発現ベクタ
ーを備えることができる。このように、さらに発現ベクターを備えることにより、例えば
、ゲノム中の興味のある遺伝子を切り出し、本発現ベクターに接続することにより、糖蛋
白質を簡便に合成させることが可能となる。
【００２５】
上記発現ベクターには、前記プロモータからの発現により合成されるｍＲＮＡに非翻訳領
域を付加させる配列であって、前記無細胞抽出液の調製に使用された細胞内で糖鎖修飾さ
れ得る蛋白質の遺伝子由来である非翻訳領域配列が備えられていることを特徴とする。こ
のように当該細胞内で糖蛋白質を生成する遺伝子の非翻訳領域を備えることにより、合成
蛋白質への糖鎖修飾の効率を向上させることが可能となる。
【００２６】
また、上記本発明による無細胞抽出液、組成物、糖蛋白質合成システムを用いれば簡便に
糖蛋白質が生成できることから、糖蛋白質を用いた細胞内の機能解析を容易に行うことが
可能となる。
【００２７】
さらに本発明は、無細胞抽出液製造装置を提供する。この無細胞抽出液製造装置は、蛋白
質合成活性を有する細胞を破砕して、鋳型核酸から蛋白質を合成し得る無細胞抽出液を製
造するための装置であって、前記細胞を収容する容器と、前記容器内に不活性ガスを充填
するガス供給部と、前記細胞が有する蛋白質合成活性を保持した状態で前記容器内の細胞
を破砕し得るように、前記容器内の圧力を加圧後、減圧させる圧力制御部と、を備えたこ
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とを特徴とする。
【００２８】
また、上記無細胞抽出液製造装置は、前記細胞がさらに合成された蛋白質に糖鎖を付加さ
せる糖鎖修飾活性を有し、前記圧力制御部が、前記細胞が有する蛋白質合成活性及び糖鎖
修飾活性を保持した状態で前記容器内の細胞を破砕し得るように、前記容器内の圧力を加
圧状態から減圧状態へと変化させることを特徴とする。
【００２９】
これら無細胞抽出液製造装置を用いれば、蛋白質合成活性を有する細胞抽出液又はさらに
糖鎖修飾活性をも有する細胞抽出液を簡便に製造することが可能となる。
【００３０】
【発明の実施の形態】
以下、本発明の好適な実施形態を用いて説明する。
【００３１】
[無細胞抽出液の調製 ]
無細胞抽出液は、不活性ガスの雰囲気中、加圧下の細胞の圧力を減圧することにより、細
胞を破砕して調製される。
【００３２】
上記無細胞抽出液の調製に使用できる細胞は、鋳型核酸から蛋白質を合成させる翻訳活性
と、翻訳後の糖鎖修飾を実行する糖鎖修飾活性を有する細胞であれば、いかなる細胞でも
よく、原核細胞から真核細胞まで広く含めることができる。例えば、ほ乳類、鳥類、は虫
類、両生類、魚類、植物、微生物等の細胞が挙げられる。そして、こうした幅広い細胞の
うち翻訳活性を回収し得る細胞は好適には哺乳動物細胞、昆虫細胞などを採用することが
できる。また、翻訳活性と糖鎖修飾活性を回収する場合には、昆虫細胞などを好適に使用
することができる。なお、これらの細胞は、組織中の又は組織から採取した細胞でもよく
、また培養細胞であってもよい。
【００３３】
上記細胞は、破砕を行う間中、不活性ガスの雰囲気中に配置される。この不活性ガスは、
細胞破砕後の抽出液が空気と接触して翻訳活性等に影響を与えないように用いられる。従
って、この目的が達成できるものであれば、不活性ガスの種類に限定はなく、例えば、窒
素ガス、アルゴンガスなどを使用することができる。
【００３４】
上記細胞を破砕する際の加圧時の圧力は、細胞種により適宜決定することができる。この
圧力は、用いる細胞の外周を覆う膜や壁などの強度、内部の翻訳、翻訳後の修飾に関与す
る因子の耐圧性などを考慮して、最終的に採取される抽出液の翻訳活性を指標として決定
することができる。例えば、昆虫由来の細胞の場合には、２～１４ｋｇｆ／ｃｍ 2とする
ことができ、より好ましくは、５～８ｋｇｆ／ｃｍ 2とすることができ、さらに好ましく
は８ｋｇｆ／ｃｍ 2とすることができる。また、ＣＨＯ細胞の場合には、昆虫細胞よりも
比較的高い圧力であることが好適であり、具体的には２～３２ｋｇｆ／ｃｍ 2とすること
ができる。
【００３５】
また、加圧時間も各細胞種等により適宜決定することができる。この決定に当たっても、
用いる細胞の外周を覆う膜や壁などの強度、内部の翻訳、翻訳後の修飾に関与する因子の
耐圧性などを考慮して、最終的に調製される抽出液の翻訳活性を指標とすることができる
。例えば、昆虫由来の細胞の場合には、３～１２０分間、好ましくは、３０から１２０分
間、さらに好ましくは６０～９０分間とすることができる。
【００３６】
また、加圧後の減圧は、細胞を破砕し得るように急激に圧力を減少させればよく、減圧後
際の圧力は、常圧程度あるいは圧力を機械的に引き常圧よりもさらに低い圧力とすること
もできる。
【００３７】
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上記加圧状態から減圧状態への圧力変化は、細胞が収容された雰囲気内へのガスの供給及
び排出により、又は細胞が収容される体積の縮減、拡張により行うことができる。ここで
前者のガスの供給及び排出による場合には、このガスとして上記不活性ガスを好適に用い
ることができる。
【００３８】
最終的に、細胞破砕後の抽出液を回収することにより無細胞抽出液が調製される。この無
細胞抽出液とは、主として、生存細胞内の細胞液と区別する意味で用いられ、上記破砕後
の細胞残渣の混在の有無は問わない。従って、上記の破砕後の細胞抽出液は、残渣が存在
する状態として、又、必要に応じて破砕された細胞の残さを遠心分離などにより除去した
上で、無細胞抽出液とすることができる。
【００３９】
また、ここで調製された無細胞抽出液は、特定の細胞由来のものを単独で使用することも
できるが、特定の細胞由来の抽出液の単独使用によっては蛋白質合成活性は有するが糖鎖
修飾活性が低い又は発揮しない場合には、糖鎖修飾活性を有する他の細胞由来の無細胞抽
出液を適当な割合で添加して糖鎖修飾活性を補足させることができる。例えば、ＣＨＯ細
胞由来の無細胞抽出液のように、単独使用によっては蛋白質合成活性は有するが糖鎖修飾
活性を発揮しない場合に、昆虫細胞由来の糖鎖修飾活性をも有する無細胞抽出液などを適
宜添加して、糖鎖修飾活性を補足させることもできる。
【００４０】
[糖蛋白質合成システム ]
次に、上記無細胞抽出液を用いて、翻訳、糖鎖修飾を行ための基質となる鋳型核酸につい
て説明する。
【００４１】
１、発現ベクター
蛋白質合成（翻訳）に当たっては、その鋳型としてｍＲＮＡが必要となり、また、このｍ
ＲＮＡ生成（転写）には、その鋳型としてＤＮＡが必要となる。ここでは、このｍＲＮＡ
合成の基礎となる鋳型ＤＮＡを含む発現ベクターについて説明する。
【００４２】
発現ベクターには、蛋白質合成の基礎となるｍＲＮＡを合成するために、蛋白質をコード
した所望の配列が挿入される。この蛋白質コード配列は、特に限定はないが、上記無細胞
抽出液が蛋白質合成後の糖鎖修飾も行い得るため、この蛋白質コード配列としては、糖鎖
修飾され得る蛋白質をコードした配列を好適に用いることができる。
【００４３】
上記発現ベクターにおいて、上記蛋白質をコードした配列の上流には転写を開始させるプ
ロモータが備えられる。このプロモータとしては、特に限定はないが、一本鎖のｍＲＮＡ
を合成するためには、種々のＲＮＡポリメラーゼプロモータを好適に用いることができる
。その例として、Ｔ７ＲＮＡポリメラーゼプロモータ、Ｔ３ＲＮＡポリメラーゼ，ＳＰ６
ＲＮＡポリメラーゼ等が挙げられる。
【００４４】
また、発現ベクターには、上記蛋白質コード配列を挟むように、その両端に隣接して５’
，３’非翻訳領域（ＵＴＲ）配列が備えられ、これら配列は、ｍＲＮＡとして合成された
際にｍＲＮＡの両端にＵＴＲとして付加され翻訳の制御を行う。このＵＴＲ配列は、無細
胞抽出液を用いて翻訳を行わせる際に制御配列として機能するため、この配列は無細胞抽
出液の調製に使用された細胞に応じて選択することが好ましく、例えば、当該細胞由来の
ＵＴＲ又はこのような細胞に感染するウイルス、ファージなどに由来するＵＴＲを用いる
ことができる。
【００４５】
例えば、上記無細胞抽出液の調製に昆虫細胞を用いた場合には、このＵＴＲとしては昆虫
細胞由来のＵＴＲ又は昆虫細胞に感染能を有するウイルス、例えばバキュロウイルスなど
に由来するＵＴＲを用いることができる。
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【００４６】
また、上記発現ベクターには、自己複製能を保持させることが好ましい。このような自己
複製能は種々のプラスミド、ウイルスＤＮＡなどが有する自己複製能を利用することがで
きる。これらは、この発現ベクターを増幅させるための宿主又は本ベクターによる発現を
行わせるための宿主に応じて適宜選択することができる。例えば、宿主として大腸菌を選
択する場合には、発現ベクターとしてｐＵＣ系、ｐＢＲ系プラスミドを用いることができ
る。また、哺乳動物細胞を宿主とする場合には、ＳＶ４０等のウイルスＤＮＡ等を好適に
利用することができる。必要であれば、複数の自己複製能を備えさえ、異なる宿主におい
て自己複製能を有するシャトルベクターとして構成することもできる。
【００４７】
２、ｍＲＮＡの合成
上記発現ベクターを用いてｍＲＮＡを合成させるには、ＲＮＡポリメラーゼなどの転写因
子が必要となる。このような転写因子は、生存細胞が保持する転写因子を利用することが
できる。すなわち、この生存細胞内に上記発現ベクターを導入し、細胞内の転写因子を利
用してｍＲＮＡを合成させることができる。ここで合成されたｍＲＮＡは、既知の方法に
従って細胞内の他のｍＲＮＡから分離精製することにより、目的のｍＲＮＡが調製される
。
【００４８】
上記のように細胞内の転写因子を利用した場合には、細胞内の無数のｍＲＮＡから目的の
ｍＲＮＡを精製することが必要となるが、このようなｍＲＮＡ精製操作を簡略化するため
には、この転写因子は、細胞から採取した転写活性を有する抽出液、インビトロ転写系を
利用することができる。インビトロ転写系としては、例えば、Ｔ７ファージ由来の転写反
応系、大腸菌由来の転写反応系等を例示できる。この系を用いたｍＲＮＡ合成は、市販の
キット、例えばＭＥＧＡｓｃｒｉｐｔ T M（Ａ mbion社）、ＲｉｂｏＭＡＸ T M（Ｐｒｏｍｅ
ｇａ社）などを利用して実施することができる。
【００４９】
このようにｍＲＮＡの合成（転写工程）をインビトロで行った場合には、ｍＲＮＡ合成（
転写）工程から後述する蛋白質合成（翻訳）及びその後の糖鎖修飾工程までの一連の工程
を細胞外、すなわちインビトロで実行させることが可能となる。
【００５０】
３、蛋白質の翻訳、糖鎖修飾
インビトロ翻訳及び糖鎖修飾反応は、基本的に上記蛋白質合成活性並びに糖鎖修飾活性を
有する無細胞抽出液に、上記ｍＲＮＡを添加することにより実行することができる。すな
わち、上記無細胞抽出系には、蛋白質合成する翻訳活性と、この翻訳後の糖鎖修飾活性と
を有しているため、上記無細胞抽出系へのｍＲＮＡの添加により、当該ｍＲＮＡから蛋白
質が合成され、その後、この蛋白質に対する糖鎖修飾が行われて糖蛋白質が合成される。
【００５１】
また、上記において糖蛋白質を合成するに当たっては、細胞抽出液に酢酸マグネシウム、
酢酸カリウム、スペルミジン、 GTP、 ATP、クレアチンキナーゼ、バッファなどを添加して
、細胞抽出液を調製することができる。一例として、昆虫細胞の細胞抽出液においては、
最終濃度を１０．６ mM　 HEPES-KOH（ pH７．９５）、１．３ mM酢酸マグネシウム、１００ m
M　酢酸カリウム、２．５ mM　 DTT、０．２５ mMスペルミジン、４４４μ g／ mlクレアチン
キナーゼ、８．０ mMリン酸クレアチン、１．２ mM　 ATP、０．２５ mM　 GTPに調製し、翻訳
反応に供することができる。また、細胞抽出液に、アミノ酸混合液を添加することが好適
である。この混合液は、例えば、終濃度が２５μ M程度になるように添加することができ
る。
【００５２】
また、蛋白質合成に当たっては、ｍＲＮＡを細胞抽出液に添加する必要があるが、この添
加量は、従来のインビトロ翻訳系と同様な添加量とすることができ、例えば、細胞抽出液
に対して終濃度２００μ g／ mlとなるように添加することができる。このような方法で合
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成された蛋白質は、必要に応じて細胞抽出液から単離された後、種々の目的にこの合成蛋
白質（又は糖蛋白質）を利用することができる。
【００５３】
[翻訳装置 ]
上記細胞抽出液の調製から、蛋白質（糖蚕白質）の合成までを自動化してもよい。このよ
うな装置は次のように構成することができる。
【００５４】
翻訳装置１０は、細胞から無細胞抽出液を調製するための抽出液調製部１２と、この抽出
液を用いて蛋白質合成を行わせる翻訳部１４とが設けられる。
【００５５】
この抽出液調製部１２は、内部に細胞が収容され、この内部で細胞が破砕され、抽出液が
調製される。この細胞の破砕は、抽出液調製部１２の内部の圧力変化により実行される。
この圧力変化を実行するために、抽出液調製部１２には、不活性ガスを収容し、前記抽出
液調製部に不活性ガスを供給するための不活性ガス供給部１６が設けられている。すなわ
ち、この不活性ガス供給部１６は、不活性ガスを抽出液調製部１２へ送り込むことにより
、調製部１２の内部の圧力を上昇させ、収容された細胞に圧力を加える。また、この不活
性ガス供給部１６から供給された不活性ガスは、細胞破砕後の抽出液が空気（酸素）と接
触することを防止し、抽出液中の種々の活性低下を防止する。
【００５６】
また、上記抽出液調製部１２には、送り込まれた不活性ガスを排出し、調製部１２の内部
の圧力を減圧させ、細胞を破砕（破裂）させるための排出口１８が設けられる。
【００５７】
これら抽出液調製部１２への不活性ガスの送込み、その排出により圧力変化を制御するた
めに、抽出液調製部１２には、制御部２０が備えられる。この制御部２０は、細胞を被覆
する膜、壁の強度などに応じた制御を可能とし、細胞破砕後の細胞抽出液中に蛋白質合成
活性、糖鎖修飾活性を回収させる。
【００５８】
一方、翻訳部１４は、上記抽出液調製部において調製された抽出液が供給可能となるよう
に前記抽出液調製部１２に接続される。この翻訳部１４の内部に、図１には示していない
が反応容器が備えられ、この反応容器に前記抽出液が注入される。また、この翻訳部１４
には、試料注入部が備えられ、この試料注入部により蛋白質合成の基質となるｍＲＮＡが
反応容器に注入される。
【００５９】
上記翻訳装置１０によれば、細胞を抽出液調製部１２に供給することにより、抽出液調製
部１２において細胞が破砕され、細胞抽出液が調製される。そして、ここで調製された細
胞抽出液は、翻訳部１４において、反応容器内に供給され、これにｍＲＮＡが添加されて
、糖蛋白質の合成が行われる。
【００６０】
なお、上記翻訳装置において、必要であれば、発現ベクターからｍＲＮＡを生成させる転
写部を備え、この転写部において翻訳装置に供給するｍＲＮＡを生成させてもよい。この
ように、転写部を備えた場合には、発現ベクターからｍＲＮＡを介して糖蛋白質の合成ま
での一連の工程を自動化させることが可能となる。
【００６１】
【実施例】
以下、実施例により本発明を具体的に説明するが、本発明はこれらの実施例に限定される
ものではない。
【００６２】
 [実施例１ ]　発現ベクターの調製
糖鎖修飾されることが知られている蛋白質として、ＨＩＶ（ヒト免疫不全症ウイルス）の
ＧＰ１２０を用い、この糖蛋白質のインビトロの合成を試みた。この糖蛋白質の合成に当
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たり、このｇｐ１２０ｍＲＮＡを発現させる発現ベクターを以下の通り構築した。なお、
図２に発現ベクターの構築方法を模式的に、図３には、発現べクターから発現されるポリ
ヘドリンＵＴＲを備えたｇｐ１２０ｍＲＮＡの構成を示した。また、このポリヘドリン５
’－ＵＴＲの塩基配列を配列番号１に、３’－ＵＴＲの塩基配列を配列番号２に示す（ Ro
bert, D.ら、 Virology 185, 229-241 (1991)）。
【００６３】
図２において、まず、ｐＶＬ１３９３－ｇｐ１２０プラスミドをＰＣＲにより、点変異を
挿入し、ｇｐ１２０の両端にＥｃｏＲＩとＳａｌＩの認識部位を形成させた。この変異挿
入後のプラスミドをＥｃｏＲＩとＳａｌＩ制限酵素で切断し、若干両端が欠けているｇｐ
１２０’断片を単離した。一方、発現ベクターの骨格となるプラスミドｐＵＣ１８も同様
にＥｃｏＲＩとＳａｌＩ制限酵素で切断し、そこに上記ｇｐ１２０’断片を挿入し、ｐＵ
Ｃ１８－１とした。
【００６４】
次に、ＸｈｏＩ又はＳａｌＩを末端に有する２つのプライマーを用いて、ＰＣＲによりｐ
ＶＬ１３９３－ｇｐ１２０プラスミドからｇｐ１２０の３’端の残りの配列と３’ＵＴＲ
配列を増幅させ、この増幅断片をｐＵＣ１８－１のＳａｌＩ部位に挿入し、これをｐＵＣ
１８－２とした。
【００６５】
ｇｐ１２０の５’端の残りの配列及び５’ＵＴＲ配列は、合成により生成し、この合成の
際に、５’ＵＴＲの上流にＴ７ＲＮＡポリメラーゼプロモータ配列番号３を付加した。さ
らに、この合成断片はＰＣＲにその両端にＥｃｏＲＩ部位が挿入され、この断片をｐＵＣ
１８－２のＥｃｏＲＩ部位に挿入させた。これにより、Ｔ７ＲＮＡポリメラーゼプロモー
タ配列の下流にＵＴＲ配列を含むｇｐ１２０発現カセットが挿入されたｐＵＣ１８－ｇｐ
１２０プラスミドが生成された。
【００６６】
このｐＵＣ１８－ｇｐ１２０プラスミドを、ＭＥＧＡｓｃｒｉｐｔ T M（Ａｍｂｉｏｎ社）
を用いてインビトロにて転写させ、図３に示すｇｐ１２０ｍＲＮＡを調製した。以下、こ
のｇｐ１２０ｍＲＮＡを鋳型として糖蛋白質の合成における種々の検討を行った。
【００６７】
（１）細胞数の影響
細胞抽出液の調製には、昆虫細胞 Sf21細胞（ J. L. Vaughn, R. H. Goodwin, G. L. Tompk
ins, and P.McCawley, In Vitro, 13, 213-217 (1977)）を用いて行った。 Sf21細胞の異
なる細胞濃度の細胞懸濁液をミニボンベ（ MINI-BOMB CELL DISRUPTION CHAMBER（ KONTES
社製））内にそれぞれ入れ、窒素ガス圧 8kgf/cm2で、３０分間処理した。この処理後の各
細胞液を遠心分離（ BECKMAN社製 L7Ultracentrifuge 55型、ローター SW40Tiロータ、 14000
rpmｘ 15min）により、細胞抽出液を得た。
【００６８】
上記で調製された細胞抽出液を用いて翻訳能を調べた。翻訳能の解析を行うために、上記
ｇｐ１２０ｍＲＮＡを最終濃度２００μｇ／ｍｌとなるように細胞抽出液に添加し、翻訳
反応を実行させた。反応後の蛋白質を２つの方法で定量した。一つは、ビオチン標識リジ
ン tRNAの翻訳産物への取込み量をアビジンにより検出する方法である。他の方法は、 GP12
0の抗体を用いたウエスタンブロッティング法により翻訳産物を検出し、検出した産物を D
ensitrometer（ FastScan、 Molecular Dynamics社製）で定量する方法を採用した。これら
定量法により翻訳能を評価した。その結果を表１に示す。
【００６９】
【表１】
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表１に示すように、細胞抽出液が翻訳能を維持するために好ましい細胞数は 0.25～ 2.5× 1
08個 /mlの範囲で、特に 1.0× 108個 /mlの細胞数が最適であった。
【００７０】
（２）窒素ガス圧の影響
ミニボンベ中の窒素ガス圧を 2～ 14kgf/cm2の範囲で翻訳能に及ぼす影響を上記と同様に検
討した。細胞数は上記において好適であった細胞数 1.0× 108個 /mlとし、窒素ガス処理時
間は３０分間に設定して細胞を破砕した。得られた細胞抽出液にｇｐ１２０ｍＲＮＡを最
終濃度２００μｇ／ｍｌとなるように添加し、翻訳反応を実行させた。各ガス圧条件下で
の蛋白質合成量から翻訳能を比較した。その結果を表２に示す。
【００７１】
【表２】
　
　
　
　
　
　
　
表２に示すように、窒素ガス圧は、２～１４ｋｇｆ／ｃｍ 2の範囲とすることができ、好
ましくは、５～８ｋｇｆ／ｃｍ 2の範囲とすることができる。最適には、窒素ガス圧は、
８ｋｇｆ／ｃｍ 2であった。
【００７２】
また、図４には、５、８、１４ｋｇｆ／ｃｍ 2の加圧条件で調製したＳｆ細胞抽出液を用
いて、ｇｐ１２０ｍＲＮＡから蛋白質を合成し、ここで合成された蛋白質を分画した際の
分画パターンを示す。図４のレーン２、４、６に示すように、５～１４ｋｇｆ／ｃｍ 2の
加圧条件により調製された細胞抽出液において、ｍＲＮＡから特異的に糖蛋白質（図４に
おいて、矢印１として示す）が合成されていることが示され、特に、８、１４ｋｇｆ／ｃ
ｍ 2の加圧条件による細胞抽出液において良好な糖蛋白質合成が検出された。
【００７３】
（３）  窒素ガス加圧時間の影響
細胞数を 1.0× 108個 /ml、窒素ガス圧を 8kgf/cm2とし、細胞抽出液を調製するための窒素
ガス加圧時間を検討した。
【００７４】
【表３】
　
　
　
　
　
　
　
　
表３に示すように、３分間以上の加圧時間であればよく、特に 30～ 60分間の加圧時間が好
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適であった。
【００７５】
（４）  噴出速度の影響
ミニボンベ内から細胞破砕液を噴出させる速度を 15～ 200ml/secの範囲で検討した。噴出
速度は翻訳能に影響を及ぼさなかった。
【００７６】
 [実施例３ ]　翻訳反応条件の検討
（１）ｍＲＮＡ濃度の至適化
翻訳反応の際における細胞抽出液へのｍＲＮＡ添加量の検討を行った。上記Ｓｆ細胞抽出
液にｇｐ１２０ｍＲＮＡを３．１２５μｇ／ｍｌから４００μｇ／ｍｌまで順次２倍濃度
となるようにそれぞれ添加し、翻訳能、糖鎖修飾能を測定した。その結果を図５に示す。
なお、図５において、丸印は、糖鎖がついていないＧＰ１２０を、菱形印は、糖鎖が付加
されていないＧＰ１２０を示す。
【００７７】
図５に示すように、２００μｇ／ｍｌにおいてＧＰ１２０（糖鎖未付加）の生成が高く翻
訳能を効率的に利用することができることが示された。一方、糖蛋白質は、５０μｇ／ｍ
ｌ以上であれば、ほぼ一定の高い値を示した。
【００７８】
（２）反応温度及び反応時間の影響
翻訳反応時の温度条件を検討した。細胞抽出液にｇｐ１２０ｍＲＮＡを最終濃度２００μ
ｇ／ｍｌとなるように添加し、１５℃～４５℃の温度下で、３０、６０、９０分間反応を
行わせ、その際の翻訳産物の生成量を測定した。なお、ここでは細胞数 1.0× 108個 /mlと
し、窒素ガス処理時間は３０分間に設定して細胞を破砕して調製された細胞抽出液を用い
た。
【００７９】
相対生成量をグラフ化したものを図６に示す。図６に示すように、反応温度２５℃におい
て、翻訳及び糖鎖修飾活性が示され、特に、糖鎖修飾活性においては反応時間６０分の周
辺に活性のピークが存在し、また翻訳活性においては、３０分から６０分のあたりにピー
クが存在することが推測された。
【００８０】
一方、３７℃では、２５℃に比して、翻訳及び糖鎖修飾活性が半分程度に低下し、４５℃
では著しく両活性が低下した。また、１５℃では、両活性とも低いが、糖蛋白質について
は時間に比例して生成量が上昇するパターンが示された。
【００８１】
なお、図７には、紫蚕の細胞を上記Ｓｆ細胞と同様の条件で細胞破砕を行い調製した紫蚕
細胞抽出液を用いて、同様に反応温度、反応時間によるＧＰ１２０の生成率を比較したグ
ラフを示す。紫蚕においても、２５℃の反応温度で良好な翻訳及び糖鎖修飾活性が示され
た。
【００８２】
（２）試薬などの添加の影響
細胞抽出液に種々の試薬を添加した際の翻訳能への影響を調べた。ここでは、酢酸マグネ
シウム、酢酸カリウム、スペルミジン、ＧＴＰ、ＡＴＰ、クレアチンキナーゼについて、
それぞれ細胞抽出液に一定の範囲の濃度で添加し、ｇｐ１２０ｍＲＮＡからの蛋白質又は
糖蛋白質の生成量を相対的に定量し、翻訳能、糖鎖修飾能を検討した。
【００８３】
図８に酢酸マグネシウム濃度を検討した結果を示す。なお、図８において、丸印は、糖鎖
がついていないＧＰ１２０を、菱形印は、糖鎖が付加されたＧＰ１２０を示す。
【００８４】
図８に示すように、酢酸マグネシウムについては、１．５ｍＭにおいて良好な翻訳活性が
示され、また、糖鎖修飾活性については、２ｍＭにおいて良好な結果が示された。
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【００８５】
図９に酢酸カリウム濃度を検討した結果を示す。酢酸カリウムについては、１００ｍＭに
おいて、翻訳活性及び糖鎖修飾活性が高いことが示された。なお、図９において、図８と
同様に丸印は、糖鎖がついていないＧＰ１２０を、菱形印は、糖鎖が付加されたＧＰ１２
０を示す。
【００８６】
図１０には、スペルミジン濃度を検討した結果を示す。スペルミジンについては、０．２
５ｍＭにおいて、蛋白生成量（糖非付加）がもっとも高く、０．２５ｍＭが好適であるこ
とが示された。なお、図１０（以下、図１１、１２、１３においても同様）において、実
線は、糖鎖がついていないＧＰ１２０を、点線は、糖鎖が付加されたＧＰ１２０を示す。
【００８７】
図１１には、ＧＴＰ濃度を検討した結果を示す。ＧＴＰについては、０．２５ｍＭにおい
て、蛋白生成量（糖非付加）がもっとも高く、この濃度範囲において効率良く翻訳が行わ
れることが示された。一方、糖蛋白質の生成はＧＴＰ濃度に大きく影響されないことが示
された。
【００８８】
図１２には、ＡＴＰ濃度を検討した結果を示す。ＡＴＰについては、１～１．５ｍＭにお
いて、蛋白生成量（糖非付加）がもっとも高く、この濃度範囲において効率良く翻訳が行
われることが示された。一方、糖蛋白質の生成は０．５において若干高い値が示されてい
るが、ＡＴＰ濃度に大きく影響されないことが示された。
【００８９】
図１３（ａ）（ｂ）において、クレアチンキナーゼ濃度を検討した結果を示す。図１３（
ａ）（ｂ）に示すように、２回の実験を通して、翻訳活性は４００μｇ／ｍｌでもっとも
良好な結果が示された。一方、糖鎖修飾活性については、４００μｇ／ｍｌ以上において
良好な結果が示された。
【００９０】
これら結果を総合して、以下に示す実施例においては細胞抽出液を次の組成に調製して、
２５℃にて翻訳反応を行った。
【００９１】
虫細胞抽出液　　　　　　　 A260=３０．４
HEPES-KOH（ pH７．９５）  　終濃度１０．６ mM
酢酸マグネシウム　　　　　終濃度１．３ mM
酢酸カリウム　　　　　　　終濃度１００ mM
DTT　　　　　　　　　  　　終濃度２．５ mM
スペルミジン　　　　　　　終濃度０．２５ mM
クレアチンキナーゼ　　　　終濃度４４４μ g／ ml
リン酸クレアチン　　　　　終濃度８．０ mM
ATP　　　　　　　　　  　　終濃度１．２ mM
GTP　　　　　　　　　  　　終濃度０．２５ mM
アミノ酸混液　　　　　　　終濃度２５μ M
mRNA　　　　　　　　　　　終濃度２００μ g／ ml
[実施例４ ]　昆虫細胞抽出液を利用した翻訳産物の同定
ＨＩＶ患者抗血清を用いたウエスタンブロッティングにより、上記昆虫細胞抽出液を用い
て合成された翻訳産物ＧＰ１２０を解析した。解析結果を図１４、図１５に示す。
【００９２】
図１４に示すように、ＧＰ１２０は、 SDS-PAGE上で 90kDaと 56kDaに相当する位置に検出さ
れた（レーン２、３）。一方、バキュロウイルス－昆虫細胞系でＳｆ 21細胞により発現し
たＧＲ１２０は糖蛋白質で、 90kDaの位置に非常に強いバンドとして検出される（レーン
５、６）。このことはＳｆ細胞抽出液を用いて合成された翻訳産物に糖鎖が付加されてい
る可能性を示唆する。
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【００９３】
一方、ウサギ網状赤血球と小麦胚芽から調製したコントロールの細胞抽出液において、得
られた翻訳産物は 56kDaの位置に強くバンドが検出され（図１５、レーン４、６）、昆虫
細胞抽出液（レーン２）を用いて合成された翻訳産物のように 90kDaの位置に相当するバ
ンドは検出されなかった。このことは、昆虫細胞抽出液で合成された GP120においてのみ
糖鎖付加などの翻訳後修飾が行われた可能性が強く示唆された。
【００９４】
[実施例５ ]　翻訳反応産物の脱糖鎖
実施例４により Sf21細胞抽出液を用いて翻訳反応により合成された翻訳産物ＧＰ１２０が
糖鎖修飾された糖蛋白質であることを確認するために、糖分解酵素を用いて翻訳産物ＧＰ
１２０を処理した。ここでは糖分解酵素として、 N-glycosidaseF、 endoglycosidaseFある
いは endoglycosidaseHなどのＮ型糖鎖分解酵素を用いた。分解反応の結果を図１６に示す
。
【００９５】
図 1６に示すように、ＧＰ１２０を上記Ｎ型糖分解酵素で処理した結果、無処理の画分に
存在する９０ｋＤａのバンドが消失し、それに変わって、無処理のサンプルでは認められ
ない位置（矢印で示す位置）に新たな蛋白質のバンドが検出された。これは、脱糖鎖によ
り生じたバンドシフトであることを示し、翻訳反応産物ＧＰ１２０にＮ型糖鎖が付加され
ていることを強く示唆した。なお、同様に O-glycosidaseでも処理を行ったが、Ｏ型糖鎖
の付加は認められなかった（図示せず）。
【００９６】
また、翻訳産物が糖鎖を有するかを他の方法により検討した。上記ＧＰ１２０蛋白質をレ
クチン－セファロースカラムに供し、メチル－α－Ｄ－マンノピラノシドにより溶出させ
て分画を行った。そして、ここで得られた素通り画分と、メチル－α－Ｄ－マンノピラノ
シドによる溶出画分とを、ＨＩＶ患者抗血清を用いてウエスタンブロッティングを行った
。その結果、メチル－α－Ｄ－マンノピラノシドによる溶出画分にのみ、上記９０ｋＤａ
に相当する位置にｇｐ１２０のバンドが検出された（図示せず）。このことからも、翻訳
産物ＧＰ１２０が、糖鎖を有する糖蛋白質であることを強く示唆した。
【００９７】
[実施例６ ]　種々のｍＲＮＡを用いた糖蛋白合成解析
ＵＴＲ、シグナル配列などの制御配列、および糖鎖修飾され得る蛋白質をコードしたコー
ド配列について、上記実施例とは異なるｍＲＮＡを調製して、翻訳、糖鎖修飾が行われる
かを調べた。なお、ここで用いたＵＴＲは、バキュロウイルスのポリヘドリン由来、ウシ
成長ホルモン（ＢＧＨ）由来のものを用いた。またシグナル配列としては、インターロイ
キン６（ＩＬ６）由来（配列番号５）、ニワトリリゾチーム（ｃＬ）由来（配列番号４）
を用いた。また、コード配列は、共通してインターロイキン６（ＩＬ６）コード配列を用
いた。これらは実施例１と同様にｐＵＣ１８を用いて発現プラスミドとして構築され、こ
れを用いてｍＲＮＡを生成し、以下の翻訳、糖鎖修飾活性を調べた。その結果の一覧を表
４に示す。
【００９８】
【表４】
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実施例１に示したＳＦ１６２ｇｐ１２０のｍＲＮＡを用いた解析では、昆虫Ｓｆ細胞及び
紫蚕由来の抽出液において、翻訳、糖鎖修飾活性が確認されたが、コントロールのウサギ
網状赤血球、小麦胚芽由来の細胞抽出液においては、翻訳活性は認められたが、昆虫細胞
などのように糖鎖修飾活性は検出されなかった。
【００９９】
また、種々制御配列が異なるｍＲＮＡを用いた解析から（第５～１２欄）、昆虫細胞抽出
液においては、５’ＵＴＲにポリヘドリン由来の５’ＵＴＲを、シグナル配列としてｃＬ
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由来の配列を用いた場合に翻訳、糖鎖修飾が行われることが示された（第６、１１欄）。
また、３’ＵＴＲは、ポリヘドリン由来であるか、ウシ成長ホルモン由来であるかを問わ
ず、糖鎖修飾が行われた。
【０１００】
一方、昆虫細胞抽出液において、５’ＵＴＲにＢＧＨ由来のものを用いた場合、及び、シ
グナル配列として、ＩＬ６シグナルを用いた場合には、翻訳のみ行われ、糖鎖修飾は行わ
れなかった。このことから、５’ＵＴＲ、シグナル配列が、糖鎖修飾の実行に重要である
ことが示された。
【０１０１】
なお、コントロールのウサギ網状赤血球、小麦胚芽由来の細胞抽出液においては、用いた
ｍＲＮＡでは、糖鎖修飾は全く観察されなかった。
【０１０２】
[実施例７ ]　ＣＨＯ細胞を用いた検討
哺乳動物細胞の細胞抽出液において、上記昆虫細胞と同様に、翻訳及び糖鎖修飾活性を有
するかを検討した。ここでは、哺乳動物細胞としてＣＨＯ細胞を用いて、上記昆虫細胞の
細胞抽出液の調製条件と同様の方法で、ＣＨＯ細胞抽出液を調製した。また、このＣＨＯ
細胞の細胞抽出液の翻訳能などの解析にあたり、３種のｍＲＮＡを調製した。これらｍＲ
ＮＡは、以下の表５に示す通り、（１）ｇｐ１２０（ＨＩＶ－１ＳＦ１６２由来）コード
配列、ポリヘドリンＵＴＲ、ｇｐ１２０シグナル配列を有する第一のｍＲＮＡ、（２）Ｉ
Ｌ６コード配列、ポリヘドリンＵＴＲ、ｃＬシグナル配列を備えた第二のｍＲＮＡ、（３
）ＩＬ６コード配列、哺乳動物用発現ベクターｐＲｃ／ＣＭＶのＵＴＲ、ＩＬ６のシグナ
ル配列を備えた第三のｍＲＮＡである。
【０１０３】
これら３種のｍＲＮＡを用いてＣＨＯ細胞抽出液の翻訳活性、糖鎖修飾活性を調べた。そ
の結果を表５に示す。なお、陽性コントロールとして、翻訳、糖鎖修飾活性が確認された
昆虫細胞（Ｓｆ細胞）の細胞抽出液における結果も同様に示す。
【０１０４】
【表５】
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表５に示すように、ＣＨＯ細胞抽出液では、いずれのｍＲＮＡにおいても翻訳活性が検出
されたが、糖鎖修飾活性を確認することはできなかった。このようにＣＨＯ細胞の細胞抽
出液では、糖鎖修飾活性を確認することはできなかったが、一方、上記ガス圧の変化によ
る細胞破砕方法は、少なくとも哺乳動物細胞から翻訳活性を有する細胞抽出液を回収する
ことができることは示された。
【０１０５】
また、翻訳能を比較すると、ｐＲｃ／ＣＭＶのＵＴＲを用いた場合に、翻訳能が上昇して
いることが示された。このことは、細胞を調製した細胞の種類と、ＵＴＲが由来する細胞
種とを対応させることが、翻訳能の向上に重要であることが示された。
【０１０６】
一方、陽性コントロールとして用いた昆虫細胞抽出液では、いずれのｍＲＮＡにおいても
翻訳活性、糖鎖修飾活性が確認された。特に、ポリヘドリンＵＴＲを用いた場合に、翻訳
活性、糖鎖修飾活性を向上させることが示された。このことから、細胞抽出液を調製した
細胞に感染能を有し、生育することができる生物由来のＵＴＲは、その細胞抽出液を用い
た翻訳及び糖鎖修飾を行わせるための制御配列として好適に利用することができることが
示された。
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【０１０７】
[実施例８ ]　ＣＨＯ細胞抽出液と昆虫細胞（Ｓｆ細胞）抽出液との混合組成液
上述した通り、ＣＨＯ細胞抽出液では、翻訳活性が検出されたが、糖鎖修飾活性について
は検出することができなかった。この糖鎖修飾活性を補足するためにＣＨＯ細胞抽出液と
昆虫細胞抽出液とを種々の混合割合で混合した組成液を調製し、この組成液により翻訳活
性、糖鎖修飾活性を検討した。
【０１０８】
具体的には、上記検討に当たって、ｍＲＮＡは、ＩＬ６由来又はニワトリリゾチーム（ｃ
Ｌ）由来するシグナル配列を備えたＩＬ６ｍＲＮＡ（実施例６における ppILIL6p,ppILIL6
B又は ppCLIL6BからのｍＲＮＡ）を使用した。これらｍＲＮＡを各組成液に添加し、この
組成液の一部を電気泳動により分画し、分画後、抗ＩＬ６抗体を用いたウエスタンブロテ
ィングによりＩＬ６蛋白質の同定及びのその生成量を比較した。ウエスタンブロッティン
グの結果を図１７に示し、デンシトメータでバンド強度を定量化した値を表６に示す。
【０１０９】
【表６】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
図１７及び表６に示すように、ＣＨＯ－昆虫（９．９：０．１）組成液では、ＩＬ６蛋白
質は検出されたが、糖鎖修飾されたＩＬ６蛋白質は検出されず、糖鎖修飾活性が補足され
ていないことが示された。
【０１１０】
一方、ＣＨＯ－昆虫（９：１）組成液及びＣＨＯ－昆虫（５：５）組成液では、コントロ
ールの昆虫細胞抽出液単独の場合に検出される糖鎖が付加されたＩＬ６蛋白質バンドに対
応した位置にバンドが検出され、糖鎖修飾が行われることが示された。
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【０１１１】
以上より、翻訳活性のみを有する細胞抽出液であっても、他の糖鎖修飾能を有する細胞抽
出液を混合することにより、糖鎖修飾活性を補足することが可能となる。この結果は、ガ
ス圧の変化により緩和な条件でＣＨＯ細胞の細胞抽出液を調製しているものの、この細胞
抽出液中において、細胞が本来有する糖鎖修飾活性を担ういずれかの因子が不足し糖鎖修
飾活性を奏しないが、この因子が昆虫細胞抽出液により補われ糖鎖修飾活性が補足されて
いるという可能性が示唆される。
【０１１２】
[実施例９ ]　応用
上述した実施例に示した昆虫細胞の抽出液及びこれを含む組成液では、翻訳及び糖鎖修飾
さらにはプロセッシングをもインビトロで行えることが示された。また、この糖鎖修飾の
効率を向上させ得る制御配列をも明らかになった。こうした細胞抽出液及び制御配列を備
えた発現ベクターをパッケージ化することにより、インビトロの糖蛋白質合成キットを構
成することができ、簡便にインビトロで糖蛋白質、プロセッシングされた蛋白質を合成さ
せることが可能となる。
【０１１３】
また、上記ＣＨＯ－昆虫組成液では、プロセシングをも行わせることができたことから、
この組成液は、翻訳後の蛋白質のプロセッシングを解析するためのモデル系としても役立
つことが期待される。すなわち、不活性ガスを用いた穏和な条件下で細胞破砕を行うこと
により、糖鎖修飾などに関与する膜組織が保存された状態で無細胞抽出液が回収されたこ
とが示唆された。従って、この細胞抽出液は、糖蛋白質などを合成する際に役立つだけで
なく、翻訳により合成された蛋白質（又は先駆体）が翻訳後にいかにプロセッシング等さ
れるかを解析する際のモデル系としても役立ち得る。
【０１１４】
【配列表】
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【０１１５】
【発明の効果】
以上の通り、本発明により、新たな細胞抽出液の調製が提供され、これにより細胞から翻
訳及び糖修飾能を有する無細胞抽出液を簡便に回収することが可能となった。また、本発
明の無細胞抽出液を使用することにより、例えば組み換え体蛋白質に、生物界に存在する
所望の糖鎖を付加することが可能となる。
【図面の簡単な説明】
【図１】　本実施形態における翻訳装置の構成図である。
【図２】　実施例１におけるｍＲＮＡ発現ベクターの構築方法を示す図である。
【図３】　実施例１における発現ベクターにより発現されるｍＲＮＡの構成図である。
【図４】　実施例４における細胞抽出液調製時のガス圧条件を検討した結果を図である。
【図５】　実施例４におけるｍＲＮＡ添加量を検討した結果を示す図である。
【図６】　実施例４における好適な翻訳反応時間を検討した結果を示す図である。
【図７】　実施例４における好適な翻訳反応温度を検討した結果を示す図である。
【図８】　実施例４における酢酸マグネシウム濃度を検討した結果を示す図である。
【図９】　実施例４における酢酸カリウム濃度を検討した結果を示す図である。
【図１０】　実施例４におけるスペルミジン濃度を検討した結果を示す図である。
【図１１】　実施例４におけるＧＴＰ濃度を検討した結果を示す図である。
【図１２】　実施例４におけるＡＴＰ濃度を検討した結果を示す図である。
【図１３】　実施例４におけるクレアチンキナーゼ濃度を検討した結果を示す図である。
【図１４】　実施例４における昆虫細胞抽出液を利用した翻訳産物をウエスタンブロッテ
ィングにより同定した結果を示す図である。
【図１５】　実施例４における昆虫細胞、ウサギ網状赤血球、小麦胚芽の細胞抽出液によ
る翻訳産物をウエスタンブロッティングにより検出した際の図である。
【図１６】　実施例５における昆虫細胞抽出液による翻訳反応産物の脱糖鎖処理が行われ
た結果を示す図である。
【図１７】　実施例８におけるＣＨＯ－昆虫組成液の翻訳、糖鎖修飾活性を解析した際の
ウエスタンブロッティングの結果を示す図である。
【符号の説明】
１０　翻訳装置、１２　抽出液調製部、１４　翻訳部、１６　不活性ガス供給部、１８　
排出口、２０　制御部。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】 【 図 ５ 】

【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】

【 図 ８ 】

【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】
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【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ 】

【 図 １ ６ 】

【 図 １ ７ 】
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