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研究成果の概要（和文）：本研究では、大腸菌から抽出した天然のtRNAと、試験管内転写反応により合成した人
工tRNAを組み合わせることでハイブリッドtRNAを構築し、これを用いて、SerとLeuを交換した遺伝暗号を持つ無
細胞翻訳系の簡便な調製法を開発した。この翻訳系で使用されるSer/Leu交換遺伝子は、普遍遺伝暗号を持つ通
常の生物では不活性となるため、バイオハザードリスクの無い遺伝子の設計が可能となった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we constructed a hybrid tRNA set by combining natural tRNAs 
extracted from E. coli cells with in vitro-transcribed artificial tRNAs. Using this tRNA set, we 
simplified the construction method of a cell-free translation system with a Ser/Leu-swapped genetic 
code. Genes designed for this Ser/Leu-swapped genetic code produce non-functional products in 
translation systems with the standard genetic code, which is common to most organisms. Therefore, 
even if these genes were to leak into the environment, they would have no potential biohazard risk.

研究分野： 生化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で開発された、Ser/Leu交換遺伝暗号を持つ再構成無細胞翻訳系は、遺伝子の漏洩に由来するバイオハザ
ードリスクの無いタンパク質合成系として、今後の利用が期待される。
さらに、近年Ser/Leu交換遺伝暗号を実際の生物で構築する試みが世界的に行われており、本研究の成果は、生
物への実装に先駆けたモデル系として、今後の研究に重要な知見を提供すると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
遺伝子組み換え生物から危険な遺伝子が環境中に漏洩するのを防止することは、バイオテクノ
ロジー研究の重要なテーマである。この課題に対し、2020 年に申請者は、Ser/Leu 交換遺伝暗号
の構築を提案した（図 1）（引用 1）。この遺伝暗号を持つ翻訳系では、アンチコドンを交換した
キメラ tRNASer(GAG)、tRNALeu(GGA)を使用することで、予め Ser と Leu のコドンを交換して配置
した遺伝子を鋳型に、本来の正しいアミノ酸配列を持ったタンパク質を翻訳合成する。この遺伝
子は、通常の生物の持つ
普遍遺伝暗号の元では
Ser と Leu の位置が反転
したままになり不活性
となるため、万が一環境
中への漏洩が起きても
バイオハザードリスク
を低減した遺伝子の設
計となる。しかし、2020
年の報告ではこのコン
セプトを実証すること
に成功したものの、その
際に構築した翻訳系で
は、調製の手間が非常に
大きい点、タンパク質の
収量が低い点が問題と
なり、実用的なタンパク
質合成法としての利用
は困難だった。 
 
２．研究の目的 
その原因として、2020 年の報告では、全ての tRNA を試験管内転写反応で調製していたことが考
えられる。試験管内転写 tRNA は塩基修飾を持たないため、一部の tRNA では活性が下がり、タン
パク質合成量が低くなる原因であると考えられる。さらに、20 種類のアミノ酸と翻訳開始に対
応するため、最低 21 種の tRNA を試験管内で調製する必要があり、非常に大きな手間がかかって
いた。 
そこで本研究では、試験管内転写での調製が必須のキメラ tRNA 以外は、大腸菌から抽出した内
在 tRNA を用いて作製した転写・内在ハイブリッド tRNA を使用し、Ser/Leu 交換遺伝暗号に基づ
く翻訳系を構築する手法の確立を目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) 転写・内在ハイブリッド tRNA の構築：大腸菌の tRNA 抽出物から内在の tRNASer、tRNALeuを
除去するため、ゲル電気泳動を行った後に、ゲルのバンドに対応する部分を切り出して抽出する
ことで、tRNASer、tRNALeu、tRNATyrを含まない tRNA 混合物を得ることを試みた。ここに、試験管
内転写反応により作製したキメラ tRNASer(GAG)、tRNALeu(GGA)、通常 tRNATyrを添加し、Ser/Leu 交
換可能な転写・内在ハイブリッド tRNA を構築した。 
 
(2) ハイブリッド tRNA を用いた Ser/Leu 交換遺伝暗号の構築：ハイブリッド tRNA を用いて、
再構成無細胞翻訳系を調製し、目的の通り Ser/Leu 交換遺伝暗号が構築されているか検証を行
った。具体的には、まずモデルペプチドとして Ser または Leu コドンを 1 つだけ含む短い配列
を設計し、翻訳合成を試みた。さらに、モデルタンパク質として緑色蛍光タンパク質(GFP)の配
列を用いて、Ser/Leu 交換遺伝子からの翻訳合成を試みた。 
 
(3) Ser/Leu 交換遺伝暗号で使用可能なコドンの拡張：ハイブリッド tRNA では、大部分のコド
ンに対応する内在 tRNA が存在しているため、先行研究の系では 61個中 35 個であった使用可能
なコドンが理論上 53 個まで拡張されている。これを検証するため、レアコドンを除く 47 個のコ
ドンを含む GFP遺伝子についても設計しタンパク質合成を試みた。 
 
(4) ハイブリッド tRNA による Ser/Leu 交換翻訳の正確性の評価：Ser/Leu 交換遺伝暗号を用
いて合成されたモデルペプチド、モデルタンパク質について、液体クロマトグラフィ質量分析
(LC-MS/MS)を用いて、導入されたアミノ酸の詳細な解析を行なった。 
 



 

 

４．研究成果 
 (1) 転写・内在ハイブリッド tRNA の構築： Ser/Leu の交換導入を担うキメラ tRNASer(GAG)、
tRNALeu(GGA)を添加する前に、大腸菌の tRNA 抽出物から内在の tRNASer、tRNALeuを予め除去して
おくことが必要になる。大腸菌の tRNA は、大雑把に長い tRNA（tRNASer、tRNALeu、tRNATyrを含む）
と短い tRNA（それ以外）の 2 グループに分けられる。これを利用し、ゲル電気泳動を行った後
に、ゲルを切り出して抽出することで、tRNASer、tRNALeu、tRNATyrを含まない tRNA 混合物を得る
ことを試み、これに成功した（図 2）。さらに、キメラ tRNASer(GAG)、tRNALeu(GGA)、通常 tRNATyr

を試験管内転写反応によ
り作製し、上記 tRNA混合物
に 添 加 す る こ と で 、
Ser/Leu 交換可能な転写・
内在ハイブリッド tRNA を
構築した。従来では、
Ser/Leu 交換遺伝暗号の構
築には、21 個の tRNA を試
験管内転写反応により個
別に調製する必要があり、
大きな手間がかかってい
たのに対し、上記の方法を
用いることで、調製が必要
な tRNA を僅か 4 個に削減
することに成功した。 
 
(2) ハイブリッド tRNA を用いた Ser/Leu 交換遺伝暗号の構築：作製したハイブリッド tRNA を
再構成無細胞翻訳系に添加し、Ser/Leu 交換遺伝暗号を構築した。実際に、Ser と Leu の交換導
入ができるかどうかを調べるため、途中に Ser または Leu に対応するコドンを持った mRNA1 を
用意し、通常の tRNA とハイブリッド tRNA のそれぞれで、モデルペプチド 1 の翻訳合成を行な
った。これを質量分析(MALDI-TOF-MS)で解析すると、ハイブリッド tRNA を用いた場合に導入さ
れるアミノ酸が確かに交換されていることが明らかになった（図 3）。 

続いて、モデルタンパク質として、緑色蛍光タンパク質(sfGFP)の遺伝子についても用意し、
Ser/Leu 交換遺伝暗号による翻訳を試みた。その結果、ハイブリッド tRNA を用いた Ser/Leu 交
換翻訳系では、通常の
tRNA によって調製され
た普遍遺伝暗号を持つ翻
訳系にほぼ匹敵する、高
い合成活性が得られるこ
とが分かった。これは、
従来 の 試 験 管 内 転 写
tRNA のみからなる系の
約 3.5 倍に当たり、
Ser/Leu 交換翻訳系の翻
訳活性を大幅に改善する
ことに成功した（図 4）。 
 



 

 

(3) Ser/Leu 交換遺伝暗号で使用可能なコドンの拡張：ハイブリッド tRNA では、大部分の tRNA
を大腸菌に由来する天然 tRNA としているため、試験管内転写 tRNA のみからなる従来の系では
35 個のセンスコドンしか使用できないのに対し、使用可能なコドンの数が理論上 53 個まで拡張
されていると考えられる（図 5）。これを検証するため、53 個のコドンのうち、翻訳活性を下げ
る要因になり得るレアコドンを除いた 47 個のコドンを含む sfGFP遺伝子を用意した。なお、(2)
の実験で用いた GFP遺伝子では、従来の系でも翻訳できるよう 22個のコドンのみが使われてお
り、こちらの遺伝子
とタンパク質合成
量を比較した。その
結果、どちらの遺伝
子からも同程度の
sfGFP 合成量が得
られたことから、ハ
イブリッド tRNA で
は、少なくとも 47
個のコドンを効率
的に利用可能であ
ることが明らかに
なった。  
 
(4) ハイブリッド tRNA による Ser/Leu 交換翻訳の正確性の評価：モデルペプチドおよびモデ
ルタンパク質での Ser/Leu 交換導入の正確性について詳細に検証するため、翻訳産物を液体ク
ロマトグラフィ質量分析(LC-MS/MS)により解析した。この解析では、Ser または Leu コドンが翻
訳される際に、Ser/Leu 交換が失敗した産物、Ser/Leu 以外のアミノ酸が誤導入された産物、フ
レームシフトによって生じた産物、を網羅的に探索することができる。代表的な結果として、モ
デルペプチドの UCUコドンでは、Leu への交換がほぼ完璧に進行したが、CUUコドンでは、僅か
ながら約 1.5%の産物で Ser へ交換されずに Leu が導入された産物も見られた（図 6）。 

 
(5) 本成果の意義について：本研究で開発された、Ser/Leu 交換遺伝暗号を持つ再構成無細胞翻
訳系は、遺伝子漏洩に伴うバイオハザードリスクの低減されたタンパク質合成系として、今後の
利用が期待される。また、申請者らの 2020 年の報告以降、Ser/Leu 交換遺伝暗号を実際の生物
で構築する研究が世界的に進められており（引用 2, 3, 4）、実際に一部のコドンが改変された
遺伝暗号を持つ大腸菌では、菌体間またはウイルスとの間での遺伝子の移動が防げられること
が報告されている。本研究の結果は、Ser/Leu 交換遺伝暗号の、生物への実装に先駆けた無細胞
のモデル系として、今後の研究に重要な知見を提供すると考えられる。 
 
申請者は、本成果について『Ser/Leu-swapped cell-free translation system constructed with 
natural/in vitro transcribed-hybrid tRNA set』のタイトルで論文投稿し、2024年 5 月 16 日
付 Nature Communicationsにオンライン掲載された（引用 5）。 
また、本研究の副次的な成果として、本研究の実施に当たり作製した無細胞翻訳系を使用し、3
件の成果について論文が掲載された（引用 6, 7, 8） 
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