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研究成果の概要（和文）：  

生物で遺伝的にコードされている２０種類のアミノ酸以外の「非天然型アミノ酸」を生細胞内

でタンパク質に部位特異的に導入する技術の開発を進め、タンパク質研究への応用を行った。

この結果、(1) 哺乳類細胞内でタンパク質を部位特異的に蛍光標識すること、(2) 天然型の翻訳

後修飾の人為的に導入すること、(3) 光クロスリンク法によって新規なタンパク質間相互作用

を発見すること、(4) 昆虫細胞における非天然型アミノ酸の導入、が可能になった。 

 
研究成果の概要（英文）： 

I developed the technology for incorporating non-natural amino acids into proteins in living 

cells, and applied it for protein researches. Thus, (i) target proteins were labeled in 

mammalian cells, (ii) a naturally-occurring posttranslational modification was 

incorporated into protein at defined sites, (iii) novel protein-protein interactions were 

discovered by in vivo photo-crosslinking method, and (iv) non-natural amino acids were 

site-specifically incorporated into proteins in insect cells for the first time.  
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１．研究開始当初の背景 

遺伝的にコードされているアミノ酸は、セ

レノシステインやピロリジンを加えても 22

種類に過ぎない。一方，様々なタイプの“非

天然型”のアミノ酸が存在し、これらは、蛍

光を有するアミノ酸、光架橋能力（光クロス

リンク能）を持つアミノ酸、アジド基やケト

基などユニークな官能基を有するアミノ酸、

重金属を含有するアミノ酸などである。これ

らの非天然型アミノ酸は，無細胞タンパク質

合成系を用いてタンパク質の望みの部位に

導入することは可能であった。しかし、タン

パク質の生産量、手法の簡便さ、タンパク質

研究への応用範囲などに点において、大腸菌

などの生細胞を用いて非天然型アミノ酸を

導入するシステムの開発が求められていた。 

生細胞において非天然型アミノ酸を部位

特異的に導入するシステムは，P.G. Schultz

ら(米国)によって、2001 年に大腸菌で初めて

開発され、翌年、私たちは独立に、動物細胞

を用いたシステムの開発に成功していた。こ

れらの技術的なブレイクスルーを受けて、さ

らなる改良と、様々な応用に適した個別要素

技術の開発が求められていた。 

タンパク質生合成系を利用した非天然型

アミノ酸の導入技術の開発には，遺伝暗号翻

訳の分子メカニズムに関する専門的な知識

が必要であり，同時に，非天然型アミノ酸に

特異的なアミノアシルｔＲＮＡ合成酵素を

開発するための蛋白工学の技量が必要にな

る．このために，本技術の開発を推進できる

研究室は限られており，少数精鋭の間での厳

しい競争となっていた。 

 
２．研究の目的 

(1)生細胞における非天然型アミノ酸導入技

術の改良・拡充を行う。 

本技術を実用的な研究ツールとするために必要

とされる様々な改良・開発を行う。とくに、大腸

菌、哺乳類細胞を用いるシステムの改良を進め、

同時に他の系（昆虫細胞など）についても非天然

型アミノ酸の導入を可能にする。 

(2) 個別の応用技術の開発・改良を進め、タンパ

ク質研究のための実用的なツール・キットの開発

を行う。 

a)非天然型アミノ酸を用いてタンパク質を部位特

異的に蛍光標識するための技術開発。蛍光を有す

るアミノ酸の導入を試みる。また、別のアプロー

チとして、蛍光物質と特異的に結合するアミノ酸

を、タンパク質に部位特異的に導入する技術を開

発する。 

b）天然型の翻訳後修飾の人為的な導入方法。天

然に存在し、生物学的にも重要な働きをしている

タンパク質の翻訳後修飾（リン酸化、アセチル化、

メチル化など）を、非天然型アミノ酸としてタン

パク質へ導入する手法を開発する。 

c）光クロスリンク法の改良。申請者らが既に開発

した光架橋技術では，パラ・ベンゾイル・フェニ

ルアラニン(ｐＢｐａ)をタンパク質に導入してい

た。本研究では、トリフルオロメチル・ジアジリ

ニル・フェニル基を側鎖に持つアミノ酸 （Ｔｍｄ

Ｐｈｅ)の導入法を開発する。このアミノ酸は架橋

形成が確認されるまでの時間が短いので、生細胞

内でタンパク質間相互作用を解析するときに時間

分解能を向上させることができる。 

 
３．研究の方法 

「直交」するアミノアシルｔＲＮＡ合成酵素とサ

プレッサーｔＲＮＡを、目的の細胞で発現させる

ことと、この酵素をあらかじめ目的の非天然型ア

ミノ酸を特異的に認識できるように改変しておく

ことの２点が、本研究の基本的な研究手法になる。



例えば、動物細胞内で非天然型アミノ酸をタ

ンパク質に導入するには、原核生物由来のア

ミノアシルtRNA合成酵素の変異体とサプレッ

サーｔＲＮＡを人為的に発現させることにな

る。非天然型アミノ酸は培地に添加すること

で、細胞に取り込まれ、酵素と反応してｔＲ

ＮＡに付加される。酵素の改変は、立体構造

情報に基づいて、ラショナル・デザインによ

って行った。目的の研究ツールの開発のため

には、チロシルｔＲＮＡ合成酵素とピロリジ

ルｔＲＮA合成酵素を用いるだけで十分との

見通しを持っていたので、この２つの酵素に

ついてのみエンジニアリングを行った。本研

究で用いた非天然型アミノ酸のほとんどは市

販されていないので、小ロット合成をおこな

う業者から購入した。非天然型アミノ酸のタ

ンパク質への取り込みは、質量分析による確

認、および、機能面からの確認（蛍光修飾、

光クロスリンク活性）を行った。非天然型ア

ミノ酸導入のためのホスト細胞は、大腸菌、

哺乳類細胞、昆虫細胞の３つを選択し、それ

ぞれに非天然型アミノ酸導入に最適な培養・

タンパク質発現条件の検討を行った。 

 
４．研究成果 

(1)生細胞における非天然型アミノ酸導入技

術の改良・拡充 

従来利用できる哺乳類細胞がＣＨＯ細胞

（ラット）に限られていたので、その他の細

胞株も利用できるように、導入ベクター系の

開発を行い、ＯｒｉＰシステムを利用したシ

ステムを構築し、ＨＥＫ２９３細胞（ヒト）

の、接着型、浮遊型のいずれでも非天然型ア

ミノ酸の導入を可能にした。非天然型アミノ

酸の導入のためのアミアシルｔＲＮＡ合成

酵素としては、従来のチロシルｔＲＮＡ合成

酵素に加えて、ピロリジルｔＲＮＡ合成酵素

の利用を可能にし、リジン誘導体を非天然型

アミノ酸のレパートリーに加えることに成

功した。ピロリジルｔＲＮＡ合成酵素は、同

じ生物由来（古細菌）の酵素が動物細胞・大腸菌

の両方のホストで利用できることを示した。さら

に、同じ利便性をチロシルｔＲＮＡ合成酵素につ

いても実現するために、大腸菌ホストの改変を行

って成功した。さらに、昆虫細胞を初めて非天然

型アミノ酸のタンパク質への導入に利用すること

に成功した。 

(2) 個別の応用技術の開発・改良 

a)タンパク質の部位特異的蛍光標識法の開発。 

蛍光を有するアミノ酸の導入は実施しなかった。

他の研究グループから同様の目的の研究開発の報

告が出たことと、非天然型アミノ酸として導入で

きる蛍光基に強く光るものがないことの２つの理

由からである。そこで、もう１つのアプローチを

採用し、アジド基を持つ非天然型アミノ酸をタン

パク質に導入し、アジド基と反応する化合物に蛍

光物質をつけておくことで、部位特異的で、効率

的、実用的な蛍光標識に成功した。具体的には、

アジドフェニルアラニン、およびアジドＺリジン、

アジドチロシンの導入に、動物細胞、改良型大腸

菌、昆虫細胞で成功し、Ｓｔａｕｄｉｎｇｅｒ－

Ｂｅｒｔｏｚｚｉ反応、およびクリック・ケミス

トリーによってフルオレセイン、ローダミンなど

の蛍光基をアジド基に付加することよる標識法を

開発した。 

b）天然型の翻訳後修飾の人為的な導入 

ピロリジンｔＲＮＡ合成酵素の採用によって、

アセチル・リジンを部位特異的にタンパク質に導

入することに成功した。アセチル・リジンの導入

法は、動物細胞と無細胞タンパク質合成系を用い

て利用することができる。無細胞系は、本来本研

究の目的から外れるが、無細胞翻訳系を用いて、

ヒストンの重要なリジン残基の修飾を再現するこ

とに成功したので報告する。この成果によって、

他の天然型翻訳後修飾の人為的な導入にも道を拓

くことができた。 

c）光クロスリンク法の改良 

既に報告のある１２種類の大腸菌チロシルｔＲ

ＮＡ合成酵素変異体を解析することで、この中か



らＴｍｄＰｈｅを特異的に認識する酵素変

異体を見出した。この変異体酵素を動物細胞

で発現させることで、ＴｍｄＰｈｅのタンパ

ク質への部位特異的導入に成功し、細胞内に

おける光クロスリンク活性を確認した。さら

に、光クロスリンク法を質量分析法（ＳＩＬ

ＡＣ）に適用するプロトコールを開発し、が

ん遺伝子産物であるＧＲＢ２タンパク質の

新規な相互作用因子を探索することに応用

した。部位特異的導入法の利点を生かし、Ｓ

Ｈ２ドメインに特異的な相互作用因子を探

索し、直接結合因子として新規なタンパク質

を複数同定することに成功した。 
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