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1. Product overview 
The Remarkable Yield Translation System (RYTS) Kit is a cell-free protein 
synthesis system. This kit includes an E.coli extract and all essential components 
for coupled transcription/translation reaction. 
The RYTS Kit contains the E.coli Lysate, which is prepared according to unique 
method developed for highly efficient production of extensive protein by RIKEN 
(1-4). ProteinExpress Co., Ltd. has been licensed to distribute this method by 
RIKEN under JP patent No. 4477923, US No. 7615344 and EP No.1655375. 
 
 
2. Product features 
Synthesis of recombinant protein using RYTS Kit is highly efficient, convenient 
and quick. Maximum yield of protein can reach 150 µg per the 300 µl reaction.  
Furthermore, this kit is available for the expression of protein with unnatural 
amino acid by exploitation of CloverDirect TM tRNA Reagents for Site-Directed 
Protein Functionalization. CloverDirect TM allows the incorporation of unnatural 
amino acids at defined positions of proteins using in vitro translation (see page 8 
for details). If you need more information on CloverDirect TM, please visit our web 
site. 
(http://www.cosmobio.co.jp/export_e/products/proteins_and_peptides/products
_prx_20091030.asp?entry_id=2769). 
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3. Kit contents 
No. cap color Contents Q'ty Storage 

1 white E.coli Lysate 5 tubes 

2 pink 2× Reaction Mix 5 tubes 

3 blue Methionine 1 tube 

－80 °C 

4 orange Enzyme Mix 1 tube 

5 green CAT Control Vector 250ng/µl 1 tube 

6 clear Nuclease Free Water 1 tube 

－20 °C 

 
Storage condition 
Store at appropriate temperature indicated in the Kit contents. Avoid multiple 
freeze-thawing cycles and vortex, which may cause for decrease of protein 
productivity. 
 
 
4. Before using this kit 
4.1 Template considerations 
It is able to use circular DNA, linear DNA and mRNA for the protein synthesis 
using RYTS Kit. Use a DNA template and mRNA with high purity (Abs260 / 
Abs280 > 1.8). 
 
4.2 Requirement of nuclease free environment 
To eliminate nuclease contamination, you should wear gloves when preparing 
reaction mixture, reaction tubes and pipette tips should be nuclease-free. Avoid a 
template DNA or mRNA solution from contamination of nucleases. 
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5. Construction and preparation of expression template 
5.1 DNA template 
The DNA template (circular DNA or linear DNA) for protein synthesis should be 
contained that a protein-coding sequence be under the control of a T7 promoter 
and located downstream of a ribosomal binding site (RBS) sequence. Additionally, 
T7 terminator sequence is located at downstream of the coding sequence. 
Distance between T7 promoter and start ATG should not exceed 100 base pairs, 
and also distance between the RBS sequence and start ATG should not be more 
than 5-8 base pairs. Please refer to Figure 1 for an example of the DNA template. 
 

 
 

Figure 1. An example of template 
 
In case of very low protein yield, optimization of nucleotide sequence (codon 
usage, addition of N-terminal tags, etc.) is required to improve protein 
productivity. We recommend the use of ProX tag, which is original N-terminal 
peptide tag developed for efficient expression in E.coli cell-free protein synthesis 
system. ProX tag sequence is indicated at Figure 2. 

 
( A )  

5’ ‐ AUG UCU AAA CAA AUC GAA GUA AAC UUU UCU AAU GAG  3’‐

 Met Ser Lys Gln Ile Glu Val Asn Phe Ser Asn Glu  

 
( B ) 
 
 

Figure 2. (A) ProX tag sequence, and (B) an example of template 
 

His tag GENE RBS T7 Terminator T7 Promoter 

TAA ATG GENE His tag ProX tag 
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5.2 mRNA template 
Messenger RNA, which is generally synthesized from circular or linear DNA 
template using commercial transcription kit or RNA polymerase, is also available 
for RYTS reaction. In such case, the DNA template for transcription of mRNA 
should be also constructed according to section 5.1 DNA template. But, the T7 
promoter, which is recognized by T7 RNA polymerase, can be replaced to other 
promoter recognized by other RNA polymerase (e.g., SP6 promoter recognized by 
SP6 RNA polymerase). 
 
5.3 Related products 
Cloning vectors for the construction of circular template DNA with ProX tag 
・pROX-FL92.1ttt / Product Code: # TS013 
 
Linear template generation kits for the construction of DNA template with or 
without ProX tag and His-tag  
・RYTS Linear Template Set for E.coli (His-tag) / Product Code: #TS001 
・RYTS Linear Template Set for E.coli (ProX-tag) / Product Code: #TS002 
 
Transcription kit for preparation of mRNA 
・T7 RNA polymerase / Product Code: #RP6T7 
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6. Protein synthesis 
6.1 Additional material and equipment required 
・DNA template (circular or linear) or mRNA encoding the protein of interest 
・Nuclease-free microcentrifuge tubes and pipette tips 
・Incubator, water bath or shaker with thermal controller 
 
6.2 Standard procedure 
1. Remove the reagents of this kit from freezer, and allow them to thaw on ice. 
 
2. Set up the following reaction on ice in a nuclease-free microcentrifuge tube. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3. Mix thoroughly by pipetting several times, then incubate the reaction at 30°C 
 for two hours. 
 
4. After reaction, store the reaction mixture at 4°C for short term storage.  
 
Note; 
We recommend performing additional reaction using “CAT control vector” in this 
kit for positive control of the reaction. CAT assay, an enzymatic assay for 
quantification of chloramphenicol acetyl transferase (CAT) activity, is available 
for measuring typical productivity of this kit. If you wish to use CAT assay, please 
refer to the previous released article (5). 

 

Cap No. / Cap color / Regents  volume 

1 / white  / E.coli Lysate 100 µl 

2 / pink  / 2× Reaction Mix 150 µl 

3 / blue  / Methionine 3 µl 

4 / orange  / Enzyme Mix 15 µl 

a) circular DNA or linear DNA 
b) mRNA  

a) 0.4 – 1.0 µg 
b) 50 – 100 µg 

6 / clear  / Nuclease Free Water up to 300µl 
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6.3 Evaluation of produced protein activity 
To evaluate performance of RYTS Kit in comparison to a competitor’s cell-free 
protein synthesis kit (Kit A), activities of Green Fluorescent Protein (GFP) 
resulting from protein syntheses by these two kits were determined. After these 
reactions, the fluorescent intensities of each reaction mixtures were measured by 
a fluorescence scanner. It was shown that the obtained fluorescent intensity from 
RYTS reaction mixture was 3-fold greater than from Kit A reaction mixture (see 
Figure 3). 

 

Figure 3. Comparison of produced GFP activity 
Applied volume : 50 µl of translational reaction mix 

Fluorescence detection (Ex : 488nm / Em : 520 nm) 
 

RYTS kit  Kit A 

3-fold 
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7. Combined application of RYTS and CloverDirect TM 
7.1 About CloverDirect TM  
CloverDirect TM tRNA Reagent for Site-Directed Protein Functionalization allows 
the incorporation of unnatural amino acids at defined positions of proteins using 
a cell-free protein synthesis system (6-10). The protein with unnatural amino acid 
will be obtained within a few hours just by adding CloverDirect TM reagents and 
DNA template having an amber stop codon (UAG) or a four-base codon (CGGG) 
to a cell-free protein synthesis system. In our product lineup, transfer RNAs 
charged with unnatural amino acids containing fluorescent groups, biotin, PEG, 
photo-cross-linker, etc. are available (see page 10). For more information about 
CloverDirect TM, please visit our web site. 
(http://www.cosmobio.co.jp/export_e/products/proteins_and_peptides/products
_prx_20091030.asp?entry_id=2769) 

 
7.2 Standard procedure using with CloverDirect TM 
CloverDirect TM reagent contains lyophilized unnatural aminoacyl-tRNA and tRNA 
buffer. Dissolve unnatural aminoacyl-tRNA with tRNA buffer, and mix with 
template DNA (or mRNA) and reagents of RYTS Kit. Typical reaction using with 
CloverDirect TM is indicated below. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

Cap No. / Cap color / Reagents  Volume 

1 / white  / E.coli Lysate 100 µl 

2 / pink  / 2× Reaction Mix 150 µl 

3 / blue  / Methionine 3 µl 

4 / orange  / Enzyme Mix 15 µl 

a) circular DNA or linear DNA 
b) mRNA  

a) 0.4 – 1.0 µg 
b) 50 – 100 µg 

Dissolved unnatural aminoacyl-tRNA 10 µl 

6 / clear  / Nuclease Free Water up to 300µl 
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7.3 Expression of site-directly labeled proteins 

A typical result of the protein labeling using RYTS and CloverDirect TM TAMRA 
(Product Code, #CLD02 and #CLD06) is shown in Figure 4. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 4. In-gel detection of produced TAMRA labeled proteins 
2UAG: UAG codon is inserted after initiator AUG codon   ProX tag*: ProX tag is fused to the N-terminus 

Applied volume: 0.25 µl of RYTS translational reaction mix   White arrow: TAMRA labeled proteins 

 

*ProX tag is original N-terminal peptide tag developed for incorporation of unnatural amino acids (11). 
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7.4 Related products to Site-Directed Protein Functionalization 
Cloning vectors for the construction of circular template DNA with ProX tag 
・pROX-FL92.1amber / Product Code: # TS011 
・pROX-FL92.1cggg / Product Code: # TS012 
 
CloverDirect TM tRNA Reagents for Site-Directed Protein Functionalization 
Site-Directed Fluorescence Labeling  

CloverDirect TM CR110-X-AF-tRNA [5-CR110-X : Abs/Em = 498/521nm] 

CloverDirect TM HiLyte FluorTM 488-AF-tRNA [HiLyte FluorTM 488 : Abs/Em = 497/525nm]  

CloverDirect TM TAMRA-X-AF-tRNA [5(6)-TAMRA-X : Abs/Em = 546/575nm] 

CloverDirect TM ATTO 633-AF-tRNA [ATTO633 : Abs/Em = 629/657nm] 

CloverDirect TM ATTO 655-X-AF-tRNA [ATTO655-X : Abs/Em = 633/684nm] 

Site-Directed Biotin Labeling  
CloverDirect TM Biotin-AF-tRNA [Biotin]  
CloverDirect TM Biotin-X-AF-tRNA [Biotin-X]  
CloverDirect TM Biotin-XX-AF-tRNA [Biotin-XX]  

Site-Directed Post-translational Modification  
CloverDirect TM Tyr(PO3H2)-tRNA [O-phospho-Tyr] 
CloverDirect TM Lys(Me)-tRNA [ε-methyl-Lys]  
CloverDirect TM Lys(Me2)-tRNA [ε-dimethyl-Lys] 
CloverDirect TM Lys(Ac)-tRNA [ε-acetyl-Lys] 

Site-Directed Unnatural Mutagenesis 
PEGylated amino acids 
CloverDirect TM PEG4-AF-tRNA [Methyl-PEG4] 
CloverDirect TM PEG8-AF-tRNA [Methyl-PEG8] 
CloverDirect TM PEG12-AF-tRNA [Methyl-PEG12] 

Closs-linking amino acids 
CloverDirect TM BPA-tRNA [p-benzoyl-phenylalanine] 
CloverDirect TM AcPhe-tRNA [p-acetyl-phenylalanine]  

Photo-isomerizable amino acid 
CloverDirect TM azoAla-tRNA [p-phenylazophenyl-alanine]  

 
For more information about CloverDirect TM, please visit our web site. 
(http://www.cosmobio.co.jp/export_e/products/proteins_and_peptides/products
_prx_20091030.asp?entry_id=2769) 
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8. Troubleshooting 

Low or no protein production 

1) Expired Kit Use before expiration date. 

2) Inappropriate storage 
condition 

Store this product at appropriate temperature, and 
avoid multiple freeze-thawing. 

3) Nuclease contamination 
Nucleases markedly influence on productivity of 
protein (See section4.2, page 3). 

4) Difficult to produce the 
target protein using 
E.coli cell-free system 

Addition of ProX tag to the protein N-terminus 
may be effective (See page 4). 

 

Low or no activity of protein 

1) Disulfide bond is 
essential for the protein 
activity 

Addition of oxidized glutathione may be effective. 
The adequate concentration of oxidized 
glutathione is ten millimolar. 

2) Post-translational 
modification is required 
for the protein activity 

In E.coli cell-free system, post-translational 
modification activity such as glycosylation and 
phosphorylation is lacked. 

3) Protein folding is not 
correct 

Lower reaction temperature may be effective for 
correct folding. Otherwise, please try to 
investigate refolding condition.  

 
If your trouble is not improved according to the troubleshooting, please contact 
us (See page 14, Contact and support).  
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 本製品をご使用になる前にこの取扱説明書をよく読んで正しくご利用下さい。 
 本書をいつでもご覧になれるよう大切に保管下さい。 
 包装袋のラベルに記載されている有効期限内に必ずご使用ください。 
 本製品は研究用試薬ですので、臨床診断用途には使用しないでください。 
 万一、試薬などが目や皮膚に付着した場合、また飲み込んだりした場合には、
すみやかに医師に相談し、その指示に従ってください。 

 廃棄される場合は、各施設の化学物質廃棄要領に従ってください。 
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1. 製品概要 
 本製品は、大腸菌等の宿主細胞の組換え体を作製することなく、タンパク質合成を

行えるよう開発された大腸菌無細胞タンパク質合成キットです。転写・翻訳反応に必

要な成分を全て含みますので、タンパク質合成の鋳型となる DNAや mRNA を反応
液に加えるだけで、簡便で迅速なタンパク質合成を高効率に行うことができます。 
 
本製品に含まれる大腸菌破砕抽出液(E.coli Lysate)は、広範な種類のタンパク質
を著量に効率よく合成することを目的として、独立行政法人理化学研究所にて開発さ

れました 1-4)。この方法で調製された E.coli Lysateは、タンパク質構造解析に活用さ
れ、これまで多大な実績を上げています。また、CloverDirect TM製品とともにご利用

いただくことで、タンパク質のアミノ酸の一つが蛍光色素等で標識されたピンポイント

標識タンパク質を効率よく合成することができます。 
 
本製品は、独立行政法人理化学研究所の特許（特開 2005-006646）の実施許諾
を受けています。 
 
2. 製品の特徴 
本製品では、300µlの合成反応液あたり、最大 150 µgのタンパク質が合成可能で
す。また、緩衝液及びエネルギー再生系に必要な試薬類を含む透析外液と透析膜

(分子量カットオフ値 15kDa 以下)を別途ご用意いただき、透析による反応液の交換
を行いながら長時間(8～24 時間)の合成反応を行っていただくことにより、タンパク質
の合成量を数倍以上に増大させることも可能です 3)。具体的な方法につきましてはお

問い合わせ下さい(お問い合わせ先 p.16)。 
 
本製品に含まれるE.coli Lysateの内在性エキソヌクレアーゼ活性は、大幅に抑え
られております。これにより、PCR 産物等の直鎖状 DNA や mRNA をタンパク質合
成の鋳型として用いることが可能となりました。また、上記ヌクレアーゼの影響により

合成困難となり易い比較的長鎖のタンパク質合成にも有用です。実際に約 100kDa
までのタンパク質合成の実績がございます。 
【  注意】 長鎖タンパク質の合成を 100％保証するものではございません。 
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3. 製品内容 
■ 本製品に含まれるもの 
バイアル No. キャップ色 試薬名 本数 保存条件

1 白 E.coli Lysate  5 
2 紫 2× Reaction Mix 5 
3 青 Methionine 1 

－80℃ 

4 橙 Enzyme Mix 1 
5 緑 CAT Control Vector 250ng/µl 1 
6 透明 Nuclease Free Water 1 

－20℃ 

 
【各試薬について】 
・ E.coli Lysate： 翻訳反応に必要な因子を含む大腸菌破砕抽出液 
・ 2× Reaction Mix： 転写・翻訳反応に必要な試薬・緩衝液を含む溶液 
・ Methionine： アミノ酸の一つメチオニンの溶液 
・ Enzyme Mix： 転写・翻訳反応に必要な酵素類を含む溶液 
・ CAT Control Vector： Chloramphenicol acetyltransferase (CAT)の合成を行うための 

コントロール反応用プラスミドベクター 
・ Nuclease Free Water： ヌクレアーゼフリー水 
 
■ 品質保持期限 

12 ヶ月 
【  注意】 上記保存条件での保証期間です。保存の際は、十分にご注意下さい。 

cosmo
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4. ご使用にあたってご留意いただくこと 
本製品をご利用いただく前に以下の点にご留意下さい。 

 
1) タンパク質の中には、本製品による合成に適さないものもございます。対処法の
一つとして、N末へのペプチドタグを付加する方法を p.6で紹介いたしますのでご
参照下さい。 

2) 本製品に使用する鋳型 DNA 等の調製の際は、ヌクレアーゼの合成反応液へ
の持込が無いように鋳型 DNA溶液の調製を行って下さい。 

3) 本製品に含まれる E.coli Lysate及び 2× Reaction Mixは、凍結融解を行うた
びにタンパク質合成能が徐々に低下いたします。少量ずつご利用になりたい場合

には、残りの溶液を小分けして、再度凍結保存して下さい。 
 

5. タンパク質合成反応の概要 
 本製品に含まれる試薬類を混合して、あらかじめ調製した鋳型 DNA(環状鋳型およ
び直鎖状鋳型)ないしは mRNA をその混合液に加えるだけで、図 1 のように一つの
反応チューブ中で迅速かつ簡便にタンパク質合成反応を行うことができます。 
 
タンパク質合成反応についての 
ご説明の該当ページ 

 
・ 鋳型 DNA及びmRNAの調製 
 ⇒ p. 5 ～ p.6 

 
・ タンパク質合成反応プロトコール 

  ⇒ p. 7 
 
・ タンパク質合成反応の評価法 

  ⇒ p. 8 ～ p.11 
 
・ トラブルシューティング 

  ⇒ p. 15 
 
 
 

図 1：本製品を使用したタンパク質 
合成反応の模式図 

Transcription

mRNA

Translation

環状鋳型

直鎖状鋳型

one tube
reaction
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5. タンパク質合成の鋳型 DNA作製 
1) 環状鋳型 DNA (プラスミド DNA)の作製 
本製品に使用する環状鋳型は、T7 プロモーターの制御下にあるプラスミド DNA を
元に作製して下さい。目的タンパク質遺伝子の開始コドンは RBS (リボソーム結合サ
イト)の直後に置き、終止コドンより 3’末側に T7 ターミネーター配列を置いて下さい。 
【 注記】 図 2の例を参考に各転写・翻訳調節因子を配置して作製下さい。 
 

 
 
図 2：転写・翻訳反応を行うための鋳型 DNA作製例の模式図 

 
2) 直鎖状鋳型 DNA(リニアテンプレート)の作製 
本製品は、図 2の例のような転写・翻訳反応に必要最小限の配列を含むリニアテン
プレートを使用しても、タンパク質合成が可能です。プラスミド DNA を構築する必要
が無いため、鋳型 DNAの作製のためのお時間を短縮可能です。 
【 お知らせ】 リニアテンプレート作製キットを当社で別途販売しております。 

 RYTS Linear Template Set for E.coli (His-tag) / Product Code: #TS001 
 RYTS Linear Template Set for E.coli (ProX-tag) / Product Code: #TS002 

 
3) mRNAの調製 
本製品は、mRNA を用いて、タンパク質合成を行うことができます。市販の RNA 

polymerase や mRNA 合成キット等を別途用いていただき、あらかじめ合成した
mRNA 50～100µg を 300µlの反応スケールに加えることによって、タンパク質合成
が可能となります。mRNA を鋳型とする無細胞タンパク質合成は、翻訳反応の機構
などを解明するツールとして本製品をご利用いただく場合に、純粋な翻訳反応のみの

モニタリング用途等に有用と思われます。 
なお、タンパク質合成のみを目的としてご利用いただく場合には、1)及び 2)でご紹
介いたしました鋳型 DNAを用いる方法で反応を行われることをお勧めいたします。 
【  注意】 高次構造をとりやすいような塩基配列で構成されているmRNAでは、 
タンパク質合成反応が極端に阻害されることがございますのでご注意下さい。 

His tag GENE RBS T7 Terminator T7 Promoter 
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4) ProX® tagを用いた鋳型を作製する。 
タンパク質の中には、本キットのような無細胞タンパク質合成系では、合成量が非

常に少ないか全く合成されないものもございます。このようなケースへの対処法として、

目的タンパク質の N 末端に十数アミノ酸分の短いタグ配列（ペプチドタグ）を付加し、
合成量を増加させる方法がございます。 
合成量増加のためのペプチドタグの一つとして当社が開発した ProX TM tag (図 3)
を目的遺伝子配列のN末端側に付加することをお勧めいたします。ProX TM tagは、
大腸菌無細胞タンパク質合成反応において、合成量の増加効果を得られるよう最適

化したコドン配列で構成されております。 
【 お知らせ】 ProX TM tagは、当社が開発したタンパク質ピンポイント標識にも有効
にご利用いただけます。ピンポイント標識の概要および ProX TM tagを使用すること
によるピンポイント標識タンパク質合成の利点等につきましては p. 13に記載致しまし
たのでご参照下さい。 
 

5’ ‐ AUG UCU AAA CAA AUC GAA GUA AAC UUU UCU AAU GAG ‐ 3’ 

 Met Ser Lys Gln Ile Glu Val Asn Phe Ser Asn Glu  

 
 
 

図 3： ProX TM tagのコドン配列と発現コンストラクト構築例 

UAA AUG GENE His tag ProXTM tag 
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6. タンパク質合成プロトコール 
【別途ご用意いただくもの】 
・ タンパク質合成の鋳型： 環状 DNA、直鎖状 DNAまたはmRNA 
・ 反応チューブ： 1.5 ml tube (タンパク質低吸着品を推奨) 
・ 反応を行うためのブロックインキュベーターもしくはウォーターバス 

 
【実験を始める前の注意事項】 
■ 試薬は全て氷上で溶解し、反応液の調製も氷上で行ってください。 
 

反応溶液の組成 (表 1) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
【操作手順】 
(Step1)  表 1に示す試薬をそれぞれ 1.5mlチューブへ入れ、ピペッティングにより、

溶液が均一になるまで十分に混合して下さい。混合後に 30℃、2 時間でタ
ンパク質合成反応を行って下さい。 

      【  注意】 反応液中に気泡が生じないようにピペッティングして下さい。 
      【 注記】 CAT タンパク質合成においては、1 時間の反応で最大合成量の

85～95％の合成が完了いたします。合成タンパク質の収量より時間短縮を
優先される場合、1時間の合成反応でも十分な合成が可能です。 

 
(Step2)  反応液を次の実験等に用いる場合、準備の間、氷上または 4℃で保存して
下さい。凍結保存を行う場合は、-20℃以下で保存して下さい。 
【  注意】 凍結融解や長期保存により、活性等を失うタンパク質もございま
すので、凍結保存の場合にはご注意下さい。 

バイアル番号(キャップ色)：使用試薬名 使用量 
1 (白)：E.coli Lysate 100 µl 
2 (紫)：2× Reaction Mix 150 µl 
3 (青)：Methionine 3 µl 
4 (橙)：Enzyme Mix 15 µl 
鋳型DNA溶液：環状DNA または直鎖状DNA 0.4 – 1.0 µg 
6 (透明)：Nuclease Free Water up to 300µl 
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付録 1. タンパク質合成反応の評価方法 
合成反応の確認のためにコントロール反応を行うことをお勧めします。合成反応の

評価法として、CAT活性法と RI標識法の 2種類の方法を紹介いたします。 
 
付録 1-1. CAT活性測定による合成反応のコントロール 
【CAT活性測定の原理】 

CAT(クロラムフェニコールアセチルトランスフェラーゼ)はアセチル CoA のアセチ
ル基をクロラムフェニコールに転移させる酵素です(以下の反応式)。 
 

 
クロラムフェニコールのアセチル化により生じた HS-CoA を定量することで CAT
の酵素活性を測定します。HS-CoA の持つチオール基の検出試験薬として、
DTNB を使用します。より詳細な原理につきましては、[p.16；付録 3. 参考文献]の
文献番号 5) をご参照下さい。 

 
【測定を始める前に】 
■ 全ての作業は氷上で行ってください。 
■ [p.7；4. タンパク質合成プロトコール]に従い、CAT Control Vectorを用いて、 
CAT タンパク質の合成反応を行って下さい。 
■ CAT タンパク質合成反応液は、４℃か氷上に静置しておき、なるべくすみやか
に測定に移って下さい。 
■ 後日測定を行われる場合は、一旦、反応液を-20℃で凍結保存して下さい。 
凍結保存後の測定では、CAT 活性が若干低下しますので、正確な定量が必要な
場合には、反応直後の活性測定をお勧めいたします。 

 
【ご用意いただく試薬・機器】 
・ 1.5 ml tube (タンパク質非吸着が望ましい。) 
・ 分光光度計 (波長 412 nm の測定が可能なもの) 
・ 石英セル (光路長 1 cmのもの) 
・ 1.25 M Tris/HCl pH 7.8 
・ 4 mg/ml DTNB [CAS No. 69-78-3] (溶解液：1.25 M Tris/HCl pH 7.8)  
・ 5 mM Acetyl CoA [CAS No. 72-89-9] 
・ 5 mM Chloramphenicol (50%エタノール溶液) 
・ 5% Polyethylenglycol 8,000 (PEG 8000 ：平均分子量 8,000) 
・ 85% Glycerol 
・ 0.5 M Dithiothreitol (DTT) 

Chloramphenicol + acetyl-S-CoA    Chloramphenicol 3-acetate + HS-CoACAT
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発色液 組成 (表 2)； 25反応分 
 
 
 
 
 
 
 

CAT Dilution Buffer 組成 (表 3)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
【操作手順】 
(Step1)  発色液 (表 2) 、CAT Dilution Buffer (表 3)を調製してください。 
       【  注意】 各溶液は用事調製して下さい。CAT Dilution Bufferは、 

DTTを加えない状態であれば、-20℃で数ヶ月保存することができます。 
 

(Step2)  CAT コントロール合成反応液を CAT Dilution Bufferで希釈します。 
希釈する際は、以下のように 2段階希釈で行うことをお勧めいたします。 
5 µlのサンプルを 1 : 20 （サンプル 5 µl + CAT Dilution Buffer 95 µl）
でまず希釈し、その後に、1 : 50 （第 1の希釈液 10 µl + CAT Dilution 
Buffer 490 µl）の 2段階希釈で 1,000倍に希釈します。 

       【  注意】 合成反応液中に比べ、希釈液中の CATは活性を失いやすく 
なりますので作業はなるべく迅速に行って下さい。 

 
(Step3)  発色液 400µｌを 1.5mlチューブに分注してください。この発色液を測定し
たい数だけ用意します。(Step2）で調製した合成反応液の希釈サンプル 3 
µlを用意した発色液に加えてください。同様にブランクサンプルとして、
CAT Dilution Buffer 3 µlを発色液に加えたものもご用意下さい。 

       【 注記】 1反応液あたり数サンプルずつ測定されるようお勧めします。 

使用試薬   [終濃度] 使用量 

4 mg/ml DTNB  [0.4 mg/ml] 1 ml 
5 mM Acetyl CoA  [0.1 mM] 0.2 ml 
5 mM Chloramphenicol [0.1 mM] 0.2 ml 

Up to 10 ml with ultra pure water   

使用試薬   [終濃度] 使用量 

1.25 M Tris/HCl pH 7.8 [0.5 M] 4 ml 
5% PEG 8000   [0.5 %] 1 ml 

85% Glycerol   [4.25 %] 0.5 ml 

0.5 M DTT   [0.5 mM] 10 µl 

Up to 10 ml with ultra pure water   
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(Step4)  30分、37℃の酵素反応を行います。反応後、サンプルを速やかに氷上
に置き、吸光度の測定に移って下さい 

 
(Step5)  各サンプルを石英セルに入れ、波長 412 nmの吸光度を測定下さい。 
【  注意】 サンプリング量は、石英セルの容量に合わせて下さい。 
光度計に入れる前に、石英セルを良く拭いて下さい。 

 
【CATの活性値及び合成量の計算方法】 
測定した λmax = 412 nmにおける吸光度 A412 (HS-CoAのチオール基により還元
を受けた還元型DTNBの濃度に依存して増加します)から、以下の計算方法で CAT
タンパク質の活性値及び合成量を算出します。より詳細な原理につきましては、参考

文献 5)をご参照下さい。 
 

i) 《発色液中の CAT活性値》の計算 
CAT (U/ml) = {(A412- A412 Blank) × ε412 × 106} / {L × T} 
 

A412 Blank   ： ブランクサンプルの吸光度 
L ( cm )   ： 石英セルの光路長 (1 cm) 
ε412 ( cm-1 ⋅ M-1 )  ： 還元型 DTNBのモル吸光係数 = 13,600 cm-1 ⋅ M-1 
T ( min )   ： 酵素反応の時間 (上記手順では 30分) 
 

ii) 発色液中の CAT活性値から求める《発色液中の CAT重量濃度》の計算 
CAT (µg/ml [ Assay mix ]) = CAT (U/ml) / S 
 
S (U/µg)   ： CAT タンパク質 1 µgあたりの比活性 = 150 U/µg 

 
iii) 《合成反応液中の CAT合成量》の計算 

CAT (µg/ml [ Reaction mix ]) = {CAT (µg/ml [Assay mix]) × D}/ (V / C) 
 
V ( µl )   ： 反応液希釈サンプルの液量 (上記手順では 3 µl ) 
C ( µl )   ： 発色液の液量 (上記手順では 400 µl ) 
D   ： 用いた翻訳反応液の希釈率 (上記手順では 1,000倍希釈) 
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付録 1-2. RI標識タンパク質の合成による合成反応の評価 
RI 標識したタンパク質はオートラジオグラフィを行うことにより、検出することが可
能です。ここでは、35S標識したメチオニンを用いて検出を行う方法を紹介致します。 
 
【ご用意いただくもの】 
・ 【35S】Methionine ( >1,000 Ci mmoL) 10mCi/mL 
・ 一般的な SDS-PAGE用の試薬・機器 
・ 一般的な CBB染色・脱色のための試薬・機器 
・ オートラジオグラフィが行える感光フィルム等 

 
反応溶液 組成 (表 4) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
【操作手順】 
反応液は(表 4)の組成で調製し、標準反応プロトコール(p.7)の手順に従って合成
反応を行って下さい。 
【  注意】 RI のお取り扱いの際には、国や自治体、所属施設等が定める法令、省
令ならびに規則を遵守して下さい。また、法令等に定められた条件を満たす RI 実験
施設内で行って下さい。 
 
【RI標識したタンパク質の検出】 
(Step1)  SDS-PAGEの後、通常の方法で CBB染色および脱色を行います。 
 
(Step2)  染色したゲルを乾燥させ、オートラジオグラフィを行い評価します。 
【 注記】 具体的なオートラジオグラフィの方法は、お手持ちの感光フィル
ム等の使用方法をご参照下さい。フィルム等への露光時間は、RI 標識タン
パク質の発現量に依存しますので 8～20 時間を目安として条件検討を行っ
て下さい。 

バイアル番号 (キャップ色)：使用試薬名 使用量 
1 (白)：E.coli lysate 20 µl 
2 (紫)：2× Reaction Mix 30 µl 
【35S】Methionine ( >1000 Ci mmoL) 10mCi/mL 0.6 µl 
4 (橙)：Enzyme Mix 3 µl 
鋳型 DNA溶液：環状 DNA または直鎖状 DNA 0.1－0.2 µg 
6 (透明)：Nuclease Free Water up to 60 µl 
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付録 2. ピンポイント標識タンパク質合成への応用 
RYTS Kitは、以下で紹介いたします CloverDirect TM製品とともにご利用いただ

くことで、タンパク質のアミノ酸一つが蛍光色素等で標識されたピンポイント標識タン

パク質を合成することができます。 
 
付録 2-1. CloverDirect TM製品の概要 

CloverDirect TM製品は、タンパク質の任意の位置のアミノ酸をピンポイントに標識

するための標識アミノ酸結合型人工 tRNA 試薬です。標識部位の指定は終止コドン
の１つである UAG コドン(アンバーコドン)もしくは遺伝暗号拡張型 4 塩基コドン
(CGGG コドン)で行います。まず、タンパク質の遺伝子上の任意の箇所に UAG コド
ンまたは CGGG コドンを挿入または置換した鋳型 DNA を準備致します。この鋳型
DNAを、CloverDirect TM試薬とともに RYTS Kitのタンパク質合成反応液に加え
ることで、人工 tRNA が挿入・置換したコドンを特異的に読み取り、タンパク質の指定
された位置に標識アミノ酸が導入されます。より詳細な原理等は、CloverDirect TM

製品のマニュアルないしは、当社のホームページ（下記 URL）にてご確認下さい。 
 
CloverDirect TM製品の標識タンパク質合成原理のページ 
http://www.proteinexpress.co.jp/j/products/reagent/cloverdirect_2.htm 

 
【 お知らせ】 CloverDirect TM製品 4種を株式会社フナコシ様より販売 

 
 
 
 
 
 
 
 
【 お知らせ】 その他の非天然アミノ酸結合型の tRNA 製品の販売や受託製造も
行っておりますので、以下アドレスのページをご覧下さい。 

 
CloverDirect TM製品ラインナップのページ 
http://www.proteinexpress.co.jp/j/products/reagent/cloverdirect_7.htm 

 
CloverDirect TM受託合成サービスのページ 
http://www.proteinexpress.co.jp/j/products/reagent/cloverdirect_6.htm 

製品名 商品コード 

CloverDirect TM HiLyte Fluor 488 CLD01, CLD05 

CloverDirect TM TAMRA CLD02, CLD06 
CloverDirect TM ATTO633 CLD03, CLD07 
CloverDirect TM Biotin CLD04, CLD08 
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付録 2-2. ピンポイント標識タンパク質の合成法 
 

反応溶液 組成 (表 5) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

【操作手順】 

(Step1)  CloverDirect TM試薬の乾燥粉末がチューブの蓋等に付着している場合 
がありますので、粉末をチューブの底に落としてください。その後、

CloverDirect TM試薬付属の tRNA bufferを 10-30 µl加え、よく撹拌して
粉末を完全に溶解してください。 
【 注記】 CloverDirect TM試薬付属のプロトコールでは、1チューブあた
り 30 µlの tRNA buffer を加えるよう記載されておりますが、鋳型 DNA
濃度が薄い等の理由で反応ボリュームが 300µl を超えてしまうような場合
には、加える tRNA bufferの量を減らして溶解を行って下さい。10µl程度
までは、問題なく溶解を行うことが可能です。 

 
(Step2)  反応液は(表 5)の組成で調製し、標準反応プロトコール(p.7)の手順で 
合成反応を行って下さい。 

 
(Step3)  反応液を氷上に移して反応を停止し、SDS-PAGE等で発現確認を 
行ってください。 

 
【 注記】 合成された蛍光標識タンパク質のご用途によっては、蛍光標識タンパク
質の精製・単離を行って下さい。His tag などのペプチドタグを使用した精製によっ
て、標識タンパク質を単離することができます。完全長で合成された標識タンパク質

のみを高純度で単離するために、精製用のタグ配列は目的遺伝子の C 末側に付
加することをお勧めいたします。 

バイアル番号(キャップ色)：使用試薬名 使用量 
1 (白)：E.coli Lysate 100 µl 
2 (紫)：2× Reaction Mix 150 µl 
3 (青)：Methionine 3 µl 
4 (橙)：Enzyme Mix 15 µl 
鋳型DNA溶液：環状DNA または直鎖状DNA 0.4 – 1.0 µg 
溶解した CloverDirect TM試薬 1 チューブ分 
6 (透明)：Nuclease Free Water up to 300µl 
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【 注記】 合成された標識タンパク質量が少ない場合には、p.6でも紹介いたしまし
た ProX TM tagの 9番目のコドンをUAGないしは CGGGに置換したペプチドタグ
(図 4)を目的遺伝子配列の N 末端側に付加することをお薦めいたします。ProX® 
tagの効果により、ピンポイントに蛍光標識されたタンパク質を効率よく合成すること
ができます。 

図 4： ピンポイント標識用 ProX TM tagのコドン配列 
 

5’ ‐ AUG UCU AAA CAA AUC GAA GUA AAC 
UAG 
or 

CGGG 
UCU AAU GAG ‐ 3’ 

 Met Ser Lys Gln Ile Glu Val Asn Xaa Ser Asn Glu  
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付録 3. トラブルシューティング 
 
■ タンパク質の合成量が少ない、あるいは全く合成されない 

1) 試薬の使用期限が切れてい
る。 

使用期限を守ってご使用下さい。新しいキットを

購入して再度反応を行って下さい。 
2) 試薬の保存状態が適切でな
い。 

－80℃で保存して、一旦溶解したものはお早め
にお使い下さい。 

3) DNase, RNaseの混入。 

手袋等を着用し、ヌクレアーゼの混入には十分 
注意してください。また、鋳型 DNA の作製時の
後処理にフェノール/クロロホルム処理を行い、
DNase及び RNaseを不活性化して下さい。 

4) 無細胞タンパク質合成系では
合成が困難な遺伝子である。 

ProX TM tagを使用することによって改善される
場合もありますのでお試しください。 

 
■ タンパク質の活性が低い、あるいは全くみられない。 

1) ジスルフィド結合が必要なタン
パク質である。 

酸化型グルタチオン(GSSG)を翻訳反応中に入
れると改善される場合があります。 
(終濃度 10 mM程度) 

2) 翻訳後修飾が必要なタンパク
質である。 

大腸菌由来の無細胞タンパク質合成系では翻

訳後修飾はされません。 

3) タンパク質が正常にフォール
ディングされていない。 

タンパク質の種類によっては、通常の条件下で

正しくフォールディングされない可能性がありま

す。リフォールディング条件を検討してください。 

 
上記の解決法で改善できない場合は当社までご相談ください。 
 お問い合わせ先 ⇒ p.16 
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 製品についてのお問い合わせ先 

 
株式会社 プロテイン・エクスプレス 研究開発部 
〒260-0856 千葉県千葉市中央区亥鼻 1-8-15 

千葉大亥鼻イノベーションプラザ内 
TEL: 043-202-5755 (代表) / FAX: 043-202-5756 
E-mail : tech@proteinexpress.co.jp 
URL : http://www.proteinexpress.co.jp 
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【メモ用紙】 
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