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⑥当初の研究目的（交付申請書に記載した研究目的を簡潔に記入してください。）  
 
本研究は蛋白質生合成系を構成する分子群、すなわちアミノ酸、核酸、酵素などを有機化学的に拡張

し、人工機能を持つ蛋白質を作製することを目的とする。さらにこの拡張生合成系を生きた細胞に導入

し、人工機能を発現する｢合成生命体｣を作成することを最終目標とする。この目的を達成するため、（1）
天然の核酸より強く、かつ配列特異的に結合する人工核酸の作製、（2）人工核酸を用いて転移

RNA(tRNA)を確実に識別し、特定の tRNA に特定の非天然アミノ酸を担持させる方法（アミノアシル化

法）の確立、（3）蛋白質合成に関与するいろいろな分子群の非天然アミノ酸導入に向けた最適化、さら

に（4）これらの拡張系を生きた細胞に導入して合成生命体を作製する。 
具体的には以下の 4 項目について研究をすすめ、それらを総合して人工機能合成生命体につなげる。 

（1）天然の核酸よりも強く、かつ配列特異的に相補対形成するペプチド核酸の作製 

 新規ペプチド核酸を合成し DNA や RNA との二本鎖形成能を調べる。またそれらの細胞導入を検討す

る。 
（2）ペプチド核酸を tRNA 識別分子とした tRNA 特異的アミノアシル化 

 tRNA に相補的なペプチド核酸にアミノ酸活性エステルを結合させた分子を用いて、特定の tRNA を

アミノアシル化する。多種類の tRNA 共存下で特定の tRNA だけにアミノアシル化を行う手法を確立す

る。 
（3）蛋白質生合成系の非天然アミノ酸導入に向けた最適化 

 蛋白質の生合成に関与する tRNA や EF-Tu などの分子群を、非天然アミノ酸の導入に向けて最適化す

る。また翻訳効率のよい 4 塩基コドンの使用法を見出す。 
（4）拡張蛋白質生合成系を導入し、機能拡張した生細胞「合成生命体」の作製 

 非天然アミノ酸の導入に最適化された拡張生化学系を生きた細胞に導入し、細胞中で非天然変

異蛋白質を作製する。取り込む人工機能としては、蛍光性や光応答性を予定している。  
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⑦これまでの研究経過（研究の進捗状況について、必要に応じて図表等を用いながら、具体的に記入してください。）

 

（1）天然の核酸よりも強く、かつ配列特異的に相補対形成するペプチド核酸の作製 

 ピロリジン環を含み主鎖にエーテル結合を持つ新規ペプチド核酸が合成された。ピロリジン環には 4 種類の立

体異性体が存在するがそれらすべてを合成した結果、cis-L体はDNAと強く結合し、trans-L 体はRNAとよく結

合することが明らかになった (Biopolymers, Peptide Sci. 印刷中) 。これらのペプチド核酸に細胞導入ペプチドを

結合すると、エンドサイトーシス機構で細胞中に導入されることも明らかになった。 
 

 

 

 

 

 

 

（2）ペプチド核酸をtRNA識別分子としたtRNA特異的アミノアシル化 

 tRNA の 3'末端領域に相補的な Nielsen 型ペプチド核

酸を作成し、そのN末端にスペーサーを介してアミノ酸

チオエステルを結合させた。これを大腸菌蛋白質生合成

系に導入すると、ペプチド核酸に相補的な配列をもつ

tRNA だけにアミノアシル化が起こることがわかった。

これにより、細胞中で特定の tRNA だけに種々の非天然

アミノ酸を担持させる可能性が開けた。(J. Am. Chem. 
Soc., 2004) 
 
 一方、単離精製された tRNAを簡便にアミノアシル化する手法も開発された。tRNAとN 保護アミノ酸活性エ
ステルとをカチオン性ミセル中で混合し超音波照射すると、実用上十分な選択性と収率でアミノアシル化が起こ
った。この方法はきわめて簡単で高収率であり、実用性が高い。 
（3）蛋白質生合成に関与する分子群の非天然アミノ酸導入に向けた最適化 

 種々の非天然アミノ酸の蛋白質導入効率を最適化するため、蛋白質生合成に関与する tRNA、翻訳伸長因子

EF-Tuなどの分子群、および4塩基コドンの前の配列の影響などについて検討した。まず (a)非天然アミノ酸を担

持する tRNA の最適化を行った。非天然アミノ酸だけを効率よく運ぶためには、天然のアミノ酸ではまったくア

ミノアシル化を受けないが、何らかの方法で非天然アミノ酸でアミノアシル化されるとそれを効率よくリボソーム

に運ぶことが要求される。この直交化条件を満たす tRNAを種々探索した結果、ウシミトコンドリア由来の tRNA
が極めて高効率でかつ高い直交性を示すことが明らかになった。(b) アミノアシル化 tRNAをリボソームに運ぶの

はEF-Tuである。この酵素は天然のアミノ酸を担持した tRNAならどれでも効率よくリボソームに運ぶ。しかし

ある種のかさ高い非天然アミノ酸でアミノアシル化された tRNA に対しては効率が極端に低下していることが明

らかになった。現在広い範囲の非天然アミノ酸を高効率でリボソームに運ぶ変異体を作製中である。(c)一方、か

さ高い非天然アミノ酸（aa*）がリボソーム中まで無事に運び込まれても、それが Pro や Leu などの直後である

場合、翻訳効率は極端に低下することも明らかになった。すなわちPro-aa*のような配列は避けるべきであること

が分かった。このように非天然アミノ酸の導入効率向上につながるいくつかの重要な知見が得られた。 
（4）拡張蛋白質生合成系を導入した生細胞、「合成生命体」の作製 

 生きている細胞中で非天然アミノ酸変異蛋白質を作製するためには、上述のアミノ酸活性エステル―ペプチド
核酸複合体あるいはすでにアミノアシル化した直交化 tRNAを細胞に導入する必要がある。現在細胞導入に広く
用いられているカチオン性脂質やカチオン性高分子を用いた場合、細胞内でエンドソーム（小胞）を形成し、細
胞質まですばやく移行させることができない。そこで(a)エンドソーム中に 
（二光子）光吸収色素を共存させ、レーザー光照射によってエンド
ソームを局所的に加熱して破壊する方法、(b)超音波照射によってエ
ンドソームを破壊する方法、(c)膜分解作用をもつペプチドをエンド
ソームへ導入して破壊する方法、などを試みている。これによって
非天然アミノ酸を担持したペプチド核酸などを迅速に細胞質に導入
し、細胞内で非天然アミノ酸導入蛋白質を発現させることが可能になると
期待される。 
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⑧特記事項（これまでの研究において得られた、独創性・新規性を格段に発展させる結果あるいは可能性、新たな知見、学問的・学術的なインパク

ト等特記すべき事項があれば記入してください。） 

 

（1）酵素を使わない tRNA 特異的非天然アミノアシル化 (J. Am. Chem. Soc., 2004) 
 非天然アミノ酸による tRNA 特異的アミノアシル化については Scripps 研究所の Schultz らや東京大
学の横山らが改変アミノアシル化酵素を用いて成功している。しかし彼らの方法は現存の生物系から出
発しているので、それらからかけ離れた構造の側鎖をもつ非天然アミノ酸には適用困難と予想される。
本研究では純粋に有機化学的方法で tRNA 特異的なアミノアシル化が可能なことを示した。この方法は
広い範囲のアミノ酸や tRNA に使用できる拡張性を持っており、蛍光性アミノ酸、光スイッチアミノ酸、
電子の授受に関与するアミノ酸など、多種多様の非天然アミノ酸を含む蛋白質の細胞内発現への突破口
を開いた点が重要である。 
 
（2）ミセルを用いた簡便なアミノアシル化 
 単離された tRNA の試験管内アミノアシル化については、Hecht らが高収率で適用範囲が広い化学的
アミノアシル化法を提案している。しかしこの方法はかなり高度の有機合成技術を必要とし、一般の生
化学者には困難な過程を含んでいた。今回われわれが提案したミセル法はきわめて簡単な方法であり、
誰でも特別の技術や設備なしに実行できるものである。この方法により、非天然アミノ酸導入蛋白質が
広い範囲の研究者に実用的に使用され、薬物探索などに応用されることが期待される。 
 
（3）直交化 tRNA の発見  
 非天然アミノ酸導入にわれわれが今まで用いてきた酵母フェニルアラニン tRNA は、大腸菌中でアル
ギニンと思われる天然アミノ酸で部分的にアミノアシル化されることが分かった。すなわち非天然アミ
ノ酸の導入位置にアルギニンも入っていた可能性がある。そこで大腸菌中で、天然のアミノ酸によるア
ミノアシル化をまったく受けない直交化 tRNA を探索したところ、ウシミトコンドリア由来の tRNA が
その条件を満たすことが分かった。またこの tRNA の翻訳効率は酵母 tRNA よりも高いので収率の向上
も期待できる。  
 
（4）非天然アミノ酸担持 tRNA と EF-Tu との相互作用  
 非天然アミノ酸を担持したアミノアシル tRNA と EF-Tu との相互作用については、いままでまったく
実験結果がなかった。今回の研究によりいくつかのかさ高い非天然アミノ酸について、そのアミノアシ
ル化 tRNA と EF-Tu とは弱いながらも相互作用していることが分かった。しかし、一部の非天然アミノ
酸については極端に相互作用が弱いものがあり、そのことがそれらのアミノ酸が蛋白質に導入できない
原因であることが分かった。（3）、（4）の結果は非天然変異蛋白質の純度や収率を上げることにつながっ
ており、重要な結果である。 
 
（5）種々の蛍光性非天然アミノ酸の開発と蛋白質導入(Bioorg. Med. Chem. 2005 
 比較的サイズが小さく、かつ細胞からの背景蛍光が少
ない長波長部で励起できるいくつかの蛍光性非天然ア
ミノ酸が合成され、それらの蛋白質導入効率が調べられ
た。その結果右図に示したようなアミノ酸が蛋白質導入
効率もよく、かつ高い蛍光量子収率をもつことが明らか
になった。これらの結果は、非天然アミノ酸変異蛋白質
を蛍光プロテオーム解析のツールとして用いるときに
重要になるものである。 
 
 
（6）細胞導入 
 核酸、蛋白質、あるいは種々の薬物を無侵襲的に細胞導入することは、生化学の多くの分野で現在熱
い競争になっている。今回光エネルギーや超音波エネルギーを用いた細胞導入を採用することにより、
この分野の発展にも重要な貢献ができると確信している。 
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⑨研究成果の発表状況（この研究費による成果の発表に限り、学術誌等に発表した論文（掲載が確定しているものを含む。）の全

著者名、論文名、学協会誌名、巻（号）、最初と最後のページ､発表年（西暦）、及び国際会議、学会等に

おける発表状況について記入してください。なお、代表的な論文3件に○を、また研究代表者に下線を付し

てください。） 
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