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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、翻訳システムにおける疎水性の人工塩基を含む新たなコドン-アンチコド
ンの相互作用の検証をとおして、翻訳系にも人工塩基対システムを拡張し、人工塩基対をDNA中に組み込むことで遺伝
暗号を拡張した人工タンパク質の合成系の開発をめざす。
具体的には、疎水性人工塩基を組みこんだmRNAやtRNA調製法の確立、無細胞タンパク質合成系を利用したペプチド合成
の検証をおこない、今後のさらなる人工塩基拡張タンパク質合成系の開発に重要となる知見を得た。

研究成果の概要（英文）：For the expansion of the genetic alphabet of DNA, we studied several codon-anticod
on interactions in a cell-free translation system involving hydrophobic unnatural bases. For this project,
 we mainly worked on to establish efficient transcription systems and their template DNA preparation metho
ds which allow incorporation of hydrophobic unnatural bases at desired potions into DNA and RNA. The resul
ts found from this project would open up further development on a translation system involving unnatural b
ase pairs orthogonal to natural base pairs.
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１．研究開始当初の背景 
 
申請者らのグループでは、人工的に作り出

した第三番目の塩基対（人工塩基対）を DNA
中に組み込み、遺伝情報を拡張する技術開発
を行っている。複製・転写・翻訳で機能する
人工塩基対の研究は、既存の遺伝子組換え技
術の枠組みを超えたバイオテクノロジーを
創出するだけでなく、2 種類の天然型塩基対
を基本とする地球上の生物システムへの理
解を深めることのもつながり、海外でも大変
注目されている研究分野の一つである。 
申請者らのグループは、既に、転写と翻訳で
機能する水素結合性の人工塩基対 s–y を開発
した(Hirao et al. Nat. Biotechnol. 2002)。し
かし、s–y 塩基対は複製での選択性が低く、
転写・翻訳に用いる鋳型 DNA を複製により
増幅することができず、人工アミノ酸導入に
むけた実用的なタンパク質合成系とは言え
なかった。 
その後、申請者らは、複製と転写で機能す

る疎水性の人工塩基対 Ds–Pa (Hirao et al. 
Nat. Methods 2006)や PCR でも高効率・高
選択性で機能する Ds–Px (Kimoto et al. 
Nucleic Acids Res. 2009)を開発した。特に
Ds-Px 塩基対の PCR での選択性は実用化レ
ベルに達し、PCR 100 サイクルで 1028倍に
増幅された DNA 中でも、97%以上の Ds-Px
塩基対が保持された（Yamashige et al. 
Nucleic Acids Res. 2009）。また、人工塩基対
を用いた転写では、鋳型 DNA 中の Ds およ
び Pa に対して相補的に、様々な修飾 Pa 誘導
体や Ds 塩基類似体をそれぞれ位置選択的に
RNAへ導入することができるようになった。 
 疎水性人工塩基対が複製と転写で機能する
ことは、申請者のグループが 2006 年に世界
に先駆けて明らかにした以外に、海外グルー
プからも 2010 年に報告された。しかし、翻
訳において疎水性申請者らは、疎水性人工塩
基対に隣接する天然型塩基対によって隣接
塩基の違いが二本鎖形成能に及ぼす影響を
調べた結果、隣接する天然型塩基によっては
自己相補的な Ds-Ds 塩基対が二本鎖中で
G-C 塩基対に匹敵する熱安定性を示すこと
を明らかにした。以上の背景から、複製と転
写で機能する疎水性の人工塩基対を翻訳系
にも拡張して、疎水性の人工塩基対をコドン
-アンチコドン相互作用に組み込んだタンパ
ク質合成系を開発することは、大変意義があ
ることであり、本申請課題とした。 
 
２．研究の目的 
 
生物の翻訳システムを利用して、人工アミノ
酸を部位特異的にタンパク質中に導入する
ことが可能になれば、試験管内や細胞内で、
新しい機能を付加したタンパク質を作り出
すことができる。本研究課題の申請時におけ
る当初の研究目的は、翻訳過程における疎水
性人工塩基を含む新たなコドン-アンチコド

ンの相互作用を網羅的に解析・検証すること
で、翻訳系にも人工塩基対システムを拡張し、
人工塩基対を DNA 中に組み込むことで遺伝
暗号を拡張した人工タンパク質合成系を開
発すること、である。 
 
３．研究の方法 
 
当初の研究計画として、以下、（１）（２）の
ステップを繰り返すことで、人工アミノ酸の
部位特異導入に向けた、人工塩基対によるタ
ンパク質合成システムを構築し、最適化する
方針とした。 
 
（１）疎水性人工塩基を組み込んだ mRNA の
調製-①各種 mRNA、tRNA を組み込んだ mRNA, 
tRNA の調製、②転写による人工塩基を組み込
んだ各種 mRNA の調製、③tRNA のアミノアシ
ル化 
 
（２）タンパク質合成系での疎水性人工塩基
を含むコドン-アンチコドン相互作用の解析
-①各種無細胞タンパク質合成機を利用した
ペプチド合成、②GFP などのレポータータン
パク質の合成 
 
本研究期間では、（１）の①、②、また（２）
の①に重点をおいて、研究を進めた。 
 
４．研究成果 
 
平成 24 年度は、疎水性人工塩基を組み込ん
だ mRNA と tRNA を用いた無細胞タンパク質合
系において、FLAG タグを含むペプチドの合成
により、人工塩基を組み込んだコドン-アン
チコドンが機能するかどうかを簡便に解析
する系の確立に取り組んだ。具体的には、こ
れまでの報告例をもとに、本研究に適すると
思われる配列３種を選定し、天然型塩基のみ
からなる mRNA または鋳型 DNA を用いて、S35
または 14C標識アミノ酸存在下でペプチド合
成を行い、もっとも効率よく合成される配列
とその翻訳条件を決定した。次に、疎水性人
工塩基対 Ds-Ds を組み込んだコドン-アンチ
コドンの組み合わせに焦点を絞り、人工塩基
Ds を組み込んだ各種 mRNA・tRNA をデザイン
し、mRNA と tRNA の鋳型 DNA の調製を終え、
T7 転写により、Ds を特定の位置に組み込ん
だ各種 mRNA の調製をおこなった。この Ds を
組み込んだ mRNA を用いて、ペプチド合成を
行った結果、人工塩基を組み込んだ tRNA の
非存在下では、ペプチド合成は検出されない
ことを再現性よく確認でき、人工塩基を組み
込んだ tRNA を添加した場合でのペプチド合
成の可否を簡便に検出できる系を確立した。
また、本研究では、T7 転写による RNA 調製
において、疎水性人工塩基の取り込み選択性
と効率が非常に重要となるため、長鎖 RNA の
ための鋳型 DNA 調製法、さらには疎水性人工
塩基に対して高い選択性を有する T7 RNA ポ



リメラーゼ変異体の探索にも着手した。 
 
平成２５年度は、無細胞タンパク質合成系の
中でも、特定の tRNA とアミノ酸だけを加え
て、ペプチド合成を検証可能な系を有する研
究室との共同研究をスタートさせた。天然型
塩基のみからなるコドンやアンチコドンと
の認識も検証可能となったため、昨年度構築
した配列を用いず、疎水性人工塩基対 Ds-Ds
および Ds-Pa 誘導体を混む込んだコドン-ア
ンチコドンの組み合わせを、共同研究先の知
見をもとにして、よりよい形で新たにデザイ
ン・調製する計画に変更した。申請者の研究
室では、転写による Pa の RNA 中への取り込
み選択性については詳細を検討していたが、
Ds については隣接塩基の違いのよる取り込
み効率、選択性についてはこれまで調べてな
かった。また、鋳型の調製においても、詳細
なレベルでのPCRの選択性と効率を調べてい
なかった。翻訳での選択性を正確に評価する
ためにも、RNA 中への Ds の取り込み選択性、
また、さまざまな塩基配列下での人工塩基の
複製での選択性は、必須であり、現在これら
の実験に集中して、研究を進めている。最終
年度中に、ペプチド合成、そしてタンパク質
合成の検証まで進めることができなかった
が、本研究は今後も継続し、tRNA, mRNA の大
量調製、ペプチド合成の検証を共同研究先と
進めていく予定である。また、米国の研究室
との共同研究で同定した、人工塩基の取り込
みに有望と思われるT7RNAポリメラーゼの変
異体においても、転写における疎水性人工塩
基の取り込み効率について、本研究課題を通
して得られた知見をもとにして、さらに検証
を進める予定である。また、鋳型調製に必要
な人工塩基対を含む PCR の精度改良は、人工
塩基対の複製の機構にも深くかかわってお
り、in vitro や in vivo での人工塩基対が
関与可能なさまざまな合成生物学の分野で
の基礎研究・応用研究につなげていきたい。 
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