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研究の概要 
アミノ酸から蛋白質に至る過程、すなわち tRNA のアミノアシル化、アミノアシル tRNA
のリボソームへの運び込み、リボソーム内のコドン／アンチコドン対合に関与する分子群
を拡張、もしくは代替物による置き換えを行ない、非天然アミノ酸含有蛋白質を作製した。
さらにこれらを哺乳類細胞内で行わせて、細胞内で人工蛋白質を発現させた。 

研 究 分 野：複合新領域 
科研費の分科・細目：生物分子科学 
キ ー ワ ー ド：非天然アミノ酸、4 塩基コドン、アミノアシル化、非天然変異蛋白質 

１．研究開始当初の背景・動機 ４．研究の主な成果 
 (1)種々の非天然アミノ酸の作製とそれら

を含む蛋白質の細胞外生合成 大腸菌蛋白質生合成系を抽出した混合物中
で、非天然アミノ酸を含む蛋白質生合成が
できていた。これを生きた細胞中で行うた
めに、蛋白質生合成過程に関与する分子群
の改変あるいは代替物による置換を計画し
た。 
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２．研究の目的 図 1．本研究で導入された蛍光性非天然アミノ酸の例 

 アミノ酸を蛋白質に導入する種々の段階、
すなわちアミノアシル化、EF-Tu との結合、
コドン／アンチコドンの対合、などを細胞
内でも可能になるように拡張し、非天然ア
ミノ酸を受け付けるようにする。 

種々の蛍光性非天然アミノ酸（図 1）を蛋
白質導入のために使える直交 tRNAを探索
し、3 種類の新規 tRNA を発見した。また
非天然アミノ酸担持 tRNAを効率よく結合
する変異 EF-Tu を作製した。  

３．研究の方法 (2)酵素を使わない tRNA 特異的アミノアシ
ル化  
 特定の tRNAだけと結合するペプチド核
酸を用い、それに非天然アミノ酸を担持さ
せることによって、細胞外生合成系中での
特定 tRNA のアミノアシル化に成功した。 

(1)非天然アミノ酸を受け付ける直交 tRNA
を作製し、哺乳類生合成系で他の tRNA と
は独立に機能することを確認する（DNA
シーケンサー購入） 

 (2)非天然アミノ酸を結合したペプチド核
酸を合成し、それと tRNA とを結合させる
ことによってアミノアシル化を行う（液体
クロマトグラフ購入） 

Nonnatural
amino acid tRNA-specific

binding

Amino acid thioester

Aminoacyl
tRNA

PNA

tRNA PNA/tRNA hybrid

HO

O

NH２

R*

OHOH

Ester exchange

Spacer

S O

H２N R*

S O

H２N R*

O

O

NH２

R*

SH

Nonnatural
amino acid
Nonnatural
amino acid tRNA-specific

binding
tRNA-specific

binding

Amino acid thioesterAmino acid thioester

Aminoacyl
tRNA

Aminoacyl
tRNA

PNA

tRNAtRNA PNA/tRNA hybridPNA/tRNA hybrid

HO

O

NH２

R*
HO

O

NH２

R*

OHOH

Ester exchangeEster exchange

SpacerSpacer

S O

H２N R*

S O

H２N R*

S O

H２N R*

S O

H２N R*

S O

H２N R*

S O

H２N R*

O

O

NH２

R*
O

O

NH２

R*
O

O

NH２

R*

SHSH

 
 
 
 (3)細胞中で直交 tRNA を発現させ、そこに

蛍光性非天然アミノ酸を担持したペプチド
核酸を導入することによって、非天然アミ
ノ酸導入蛋白質を作製（蛍光分光光度計購
入） 

 
 
 
 
図 2．ペプチド核酸を介した tRNA 特異的アミノアシル

化 



(3)細胞内非天然アミノ酸含有蛋白質作製 ５．得られた成果の世界・日本における位
置づけとインパクト  非天然アミノ酸を蛋白質に導入するため

の直交 tRNA と拡張 EF-Tu などの分子群、
またコドン／アンチコドンの探索を細胞外
蛋白質生合成系を用いて行った。また細胞
内で非天然アミノ酸のために使用できるコ
ドンとしてUAGやUAGGなどを見出した。
そこでペプチド核酸法によるアミノアシル
化をチャイニーズハムスター卵巣（CHO)
細胞中で行った（図 3）。 

 人工合成物を用いて蛋白質生合成の経路
の一部を代替させることができた。その結
果、天然の 20 種類を超えた多くの種類の
非天然アミノ酸の蛋白質への導入が可能に
なった。さらにそれらを生きた細胞中で機
能させることができることも示され、合成
生命体への確かな一歩が始まった。 
 これらの手法を用いて、ペプチドや蛋白
質の混合物から特定の機能をもつ薬剤候補
化合物を見出すことが可能であり、その先
行研究がすでに開始されている。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3．ペプチド核酸を介したアミノアシル化による細胞

内非天然変異蛋白質作製（合成生命体への糸口） 
 
その結果、非天然アミノ酸含有蛋白質の発
現が検出された。これは細胞内でも、人工
的な蛋白質生合成系が機能していることを
示し、合成生命体への糸口となったことを
示している。 
 
(4)非天然アミノ酸含有蛋白質やペプチド
の薬剤探索への応用 
 本研究で、種々の蛍光性アミノ酸が合成
され、それらを蛋白質やペプチドに導入で
きることが示された。それらの蛍光標識ペ
プチドからの薬剤探索への応用が始まって
いる。 
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