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研究成果の概要（和文）：　本研究では二種の非天然型アミノ酸及びその誘導体を生体内で同時に同一のポリペ
プチド鎖上に導入する手法の開発に成功した。本法は遺伝暗号を改変された大腸菌を用いることにより実現され
た。研究開始時点ではもとにした株の性質に依拠し導入出来るアミノ酸種が限られていたが本課題中でこの障壁
を回避することに成功し、非酵素的に活性化可能な安定化トランスグルタミナーゼの生産を可能とした。他のタ
ーゲットについても同法の有用性を示しており、非天然型アミノ酸を用いたタンパク質工学への幅広い展開が期
待される。

研究成果の概要（英文）：In this study, I developed a method in vivo to  incorporate two non-natural 
amino acids or their derivatives simultaneously into the same polypeptide chain. This method was 
implemented by using E. coli codon redefined strains. At the beginning of this study, the type of 
amino acid species that could be introduced was limited, depending on the property of the original 
strain, but this barrier was successfully avoided, enabling the production of non-enzymatically 
activatable stabilized transglutaminase. The utility of this method has been demonstrated for other 
targets, and a wide range of applications to protein engineering using non-natural amino acids are 
expected.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　自然界において生物が通常のタンパク質合成に用いるアミノ酸は20種類に限られている。アミノ酸が連なって
出来るタンパク質の機能や性質も、元々のアミノ酸の化学的特性が制限されることに由来した限界があると考え
られる。新たな化学的特性をもつ非天然型アミノ酸をタンパク質に導入する技術はこの限界を超えたタンパク質
を生み出すことを可能にする。本課題の成果はこのような研究を加速し、タンパク質の産業医療応用の可能性を
さらに広げるものと期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
非天然型アミノ酸は通常の 20 種類のアミノ酸では得られない化学的特徴をタンパク質へと
付与することが出来る。タンパク質はこれまでも産業や医療に幅広く利用されているが非天然
型アミノ酸を利用した高機能化タンパク質は、よりパワフルなツールとなると期待されていた。 
 申請者らは本課題の申請時点までに大腸菌翻訳終結因子 1遺伝子破壊株をはじめとする大腸
菌遺伝暗号改変株の開発を進めていた。この成果により従前では不可能であったタンパク質中
の部位特異的多数箇所への非天然型アミノ酸導入を可能とすると共に、複数種類の非天然型ア
ミノ酸及び類似体の導入へと繋がる基礎的成果を得ていた。 
 
２．研究の目的 
 
 本課題申請時までに UAG 終止コドンを未定義状態にした後、様々な非天然型アミノ酸を割
り当てられる株の作製に成功していた。（Mukai et al., 2015, Sci. Rep.）また、UAGコドン以
外の非天然型アミノ酸導入についても取り組んでおり、大腸菌において最も希なセンスコドン
である AGG アルギニンコドンをホモアルギニンに再定義した株の作製も報告していた。
（Mukai et al., 2015, Nucleic Acids Res.）この時点で得られていた知見と大腸菌株を利用して
同一のタンパク質鎖中に二種類の非天然型アミノ酸を効率的に導入出来る大腸菌株の作製を行
いたいと考えた。二種類の非天然型アミノ酸を同時に導入した先例は報告されていたが
（Neumann, H. et al., 2010, Nature）、各一箇所しか導入されておらず収量の面でも問題が大
きかった。我々の技術を統合することにより複数種の非天然型アミノ酸の高効率での導入が可
能となり、一種類の非天然型アミノ酸導入では実現困難なタンパク質生産へと道が拓かれると
考え、本研究を立案した。 
本研究期間において具体的には、ハロゲン化チロシンと α-ヒドロキシ酸を同時に導入出来る
株の開発を行うことを目的とした。さらにこの株を利用して、非酵素的切断による成熟型トラ
ンスグルタミナーゼ（TG）を調製し、ハロゲン化チロシンにより安定化した TG の取得を行
い、最終的には安定化 TG の効率的な生産を可能とすることを目標とした。さらにこのプロセ
スを通じ、複数の非天然型アミノ酸を独立かつ自由に用いることが出来る新たなタンパク質エ
ンジニアリング手法の開発を目指した。 
 
３．研究の方法 
 
本研究では、試験管内で有用であり高性能化が期待されるタンパク質として γ-カルボキシア
ミド基のアシル転移反応を触媒する酵素である TG をターゲットとした。TG は正しい立体構
造を保持するため propeptide を付加した状態で発現させる必要がある。この propeptide によ
り活性部位のシステイン残基がマスクされている。本研究では、二種の非天然型アミノ酸を導
入出来る大腸菌株の開発を目指した。この株を利用することにより、ハロゲン化チロシンによ
る TG の安定化、α-ヒドロキシ酸による非酵素的な propeptide 除去を行い、高機能化 TG の
効率的な生産が可能になると考えた。TG の熱安定化は高温でケラチンに作用させることによ
るウールの改質、耐酸性の向上はコラーゲンの架橋による皮なめしなど産業面での様々な有望
な応用が見込まれる。 
 
４．研究成果 
 
(1) α-ヒドロキシ酸導入株の作製 
 申請者の属する研究室ではアミノ酸のみならず
α 位のアミノ基をヒドロキシ酸へと置換した 
α-ヒドロキシ酸の導入も報告している。
(Kobayashi et al., 2009, J. Mol. Biol.)  
α-ヒドロキシ酸の側鎖部位の最適化や PylRS の
アミノ酸置換を行うことにより導入効率を実用的
なレベルまで高めると共に、アミノ酸(AlocK)を認
識しない α-ヒドロキシ酸(AlocKOH)特異的な酵素の開発にも成功した。(上図) 
 α-ヒドロキシ酸をタンパク質中へと導入することにより、主鎖のペプチド結合の一部をエス
テル結合に置き換えることが出来る。この
エステル結合は塩基性条件下で非酵素的
に切断が可能である。上述の報告ではアン
モニア水で切断反応を行っていたが、アン
モニア水はタンパク質へ深刻な損傷を与
える。本研究では比較的穏和な塩基性緩衝
液条件下でも切断が可能なことを示し、さ
らに周辺配列の最適化により切断効率を
向上させることに成功した。(右図) 



(2) ハロゲン化チロシンによる TGの安定化 
 申請者は 3-クロロチロシン(ClY)をはじめとするハロゲン化チロシンによりタンパク質の安
定化が可能であることを報告している。(Ohtake et al., 2015, Sci. Rep.) TGにおいてもチロシ
ン残基をClYに置換した際に安定化する変異体が複数存在することを見出した。(下図A) また、
置換を組み合わせることにより、さらに安定化した三重置換体の作製に成功した。(下図 B) 
最も安定な三重置換体 ClY20/62/171は野生型に比べて約 1.4倍の活性を保持していた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) 非酵素的に活性化可能な安定化 TGの生産 
 (1), (2)の成果を踏まえ、AGGコドンにα-ヒドロキシ酸を、UAGコドンに ClYをそれぞれ
割り当てることとし、同時に TGへと導入することにより塩基性条件下で非酵素的に活性化可
能な安定化 TGの生産を目指した。当初計画では AGGコドンが常にα-ヒドロキシ酸へと翻訳
される株の作製を想定していたが、発現量の最大化や他の非天然型アミノ酸等への応用を目指
した際に一過的再定義の方が有利であると判断し方針転換を行った。培養/発現条件の最適化を
行い、α-ヒドロキシ酸/ClY導入 TGの効率的生産を可能とした。(下図 A) ここで得られた TG
は非酵素的に活性化可能であると同時に安定化効果も保持していることを示した。(下図 B) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ここまでの研究成果について 2018年に ACS Synthetic Biology誌上において論文発表を行
った。 
 
(4) 抗体 Fab断片への二種非天然型アミノ酸の同時導入 
 本研究において開発された手法は様々な非天然型アミノ
酸の同時導入に応用可能であると考えられる。そこで他の
研究や医療応用上有用なタンパク質である抗体をターゲッ
トとし、バイオオーソゴナルな反応が可能である二種の非
天然型アミノ酸の同時導入可能性の検討を行った。この結
果、AGGコドンと UAGコドンにそれぞれアジド基と芳香
族アミノ基をもつ非天然型アミノ酸が導入され、それぞれ
独立に修飾可能な抗体断片の生産に成功した。(右図) 
 本課題において開発された手法は種々の非天然型アミノ
酸のタンパク質への同時導入を可能とし、非天然型アミノ
酸を利用したタンパク質科学/工学の進展に寄与するものと考えている。 
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