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研究成果の概要（和文）：遺伝子組換え生物、病原体、環境適応性の強い外来種など、「役にたつが危険な生物」が、
無制御に環境中で増殖・定着しないように、「自然界には存在しない物質・非天然アミノ酸がないと生きられない生物
」を作出する方法を開発した。この方法を施した大腸菌は、実験室や工場で、非天然アミノ酸を与えられた時のみ生存
できる。しかし、自然環境中に逃亡しても、非天然アミノ酸は存在しないので、死滅する。

研究成果の概要（英文）：We have developed a method to construct "an organism that cannot survive without 
an unnatural amino acid which has never been found in the natural environment", in order to prevent 
uncontrolled proliferation and colonization of "useful, but dangerous organisms" such as genetically 
modified organisms, pathogens and harmful invasive species. An E. coli strain that maintains this system 
can survive only in the presence of the unnatural amino acid in the laboratories and factories. Whereas, 
this strain dies in the natural environment because the unnatural amino acid does not exist there.

研究分野：合成生物学
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１．研究開始当初の背景 
震災後、科学技術に対する安全・安心に関

わる関心が特に高まっている。望ましくない

生物の環境中への拡散（安全性の確認されて

いない遺伝子組換え生物、生態系を破壊する

外来生物、病原体など）は、放射性物質と並

んで一旦汚染されれば回復が難しく、危険性

が懸念されている。そのような生物は、管理

環境外で生存できないよう、生物学的封じ込

めの工夫がされることが望ましい。一方、有

害物質を組換え生物などを用いて浄化する

など、そのような生物を環境中で用いること

が有益な場合もある。昆虫でも、遺伝子組換

えにより不妊化した個体を放ち、野生個体と

交わらせて病原体媒介昆虫（蚊）を駆除する

方法が注目されている。これらの組換え体は、

環境中で生存できないよう生物学的封じ込

めのための遺伝子操作がなされているが、現

状では変異による耐性の獲得や技術そのも

のの不完全さにより相当な割合でそれを逃

れる個体が発生するため、環境中への拡散を

防げないのが課題となっている。 

 

２．研究の目的 

理想的な生物学的封じ込め法は、自然界に

存在しない物質に対する栄養要求性である。

本研究は部位特異的非天然アミノ酸導入系

を応用した翻訳スイッチを用いて、非天然ア

ミノ酸（自然界には存在しない）の存在下の

みで生存が可能な、新しい生物学的封じ込め

技術を開発する。 

 

３．研究の方法 

(1)大腸菌をモデルとして、封じ込め法の原

理的な確立を目指した。系統として、それ自

体が組換えタンパク質生産などに応用性が

高い BL21-AI を選択した。 

(2)部位特異的非天然アミノ酸導入系のモデ

ルとして、ヨウ化チロシン導入系を選択した

（Sakamoto et al, 2009）。 

(3) 部位特異的非天然アミノ酸導入系を応

用した翻訳スイッチの性能は、EGFP転写産

物の翻訳効率を指標に、蛍光強度の測定によ

り評価した。また、スイッチオフ時の漏洩翻

訳は、強毒性 RNA分解酵素 ColE3の発現コ

ンストラクト維持を指標として評価した。 

(4)生物学的封じ込め法は、非天然アミノ酸

に対する栄養要求性が生じさせる遺伝回路

を組み込んだプラスミドを、宿主大腸菌に導

入することによって構築した。 

 
４．研究成果 

(1)封じ込め遺伝回路を構築するための翻訳

スイッチの開発 

非天然アミノ酸依存性翻訳スイッチは、非

天然アミノ酸を必須栄養素として要求する

大腸菌を作出するための鍵技術である（図

１）。非天然アミノ酸が存在しないとき、発

現量がほぼゼロになることが重要となる。

アンバー終止コドンに非天然アミノ酸 3-

ヨウ化-Ｌ-チロシン(IY)を導入するアミノ

アシル tRNA シンテターゼ/tRNA 系では、

IYが存在しなくても約 7％の漏洩翻訳が認

められた（図２）。これは、シンテターゼま

たは tRNAの発現抑制との併用、標的遺伝

子に挿入するアンバー終止コドンの多重化、

およびシンテターゼのプロモーターの適切

な選択により、<1%に抑制できた（図３－

５）。さらに、標的遺伝子の転写調節との二

重制御により、漏洩発現をほぼ完全にゼロ

に抑制することに成功した（図６）。 

図１．非天然アミノ酸依存性翻訳スイッチの
原理 



図２．翻訳スイッチに認められる漏洩発現 
（棒グラフ黒。他は陰性対照試料） 
 
 
 

図３．シンテターゼのプロモーターの選択 
による漏洩発現量の影響 
 
 
 

 
図４．標的遺伝子に挿入するアンバーコドン
数による漏洩発現量の影響 
 
 
 

 

 
図５. シンテターゼまたは tRNAの発現抑
制との併用による漏洩発現の抑制 
 

 
図６．標的遺伝子の転写調節との二重制御
による漏洩発現の完全抑制 
 
 

(2)非天然アミノ酸がないと生きられない大

腸菌株の作出 

能動的封じ込め法により、非天然アミノ酸

に対する栄養要求性大腸菌株を作出した。

能動的封じ込め法とは、生物が実験室外に

逃亡した時、その生物に致死的な効果をも

たらす遺伝子が発現するように、遺伝的に



プログラムして、逃亡を防ぐ方法である。

ここでは、大腸菌に強毒性をもつ RNA 分

解酵素コリシン E3 と、それに対する抗毒

素イムノ E3の遺伝子を、大腸菌 BL21-AI

株に導入した（図７）。イムノ E3の翻訳開

始コドン直下にアンバー終止コドンを挿入

し、非天然アミノ酸ヨウ化チロシンによる

アンバー抑制を利用した翻訳スイッチによ

る制御下に置いた。作出した大腸菌株

BL21-AI(IY,1amb-immE3)は、人為的にヨ

ウ化チロシンを与えた培地では生育したが、

ヨウ化チロシンがない培地では死滅した

（図８）。このようにして、自然界に存在し

ない物質であるヨウ化チロシンに対する栄

養要求性をもつ大腸菌株の作出に成功した。 

 

図７．非天然アミノ酸・ヨウ化チロシンが

ないと生きられない大腸菌を作るための遺

伝回路 

 
図８．ヨウ化チロシンがないと生きられな

い大腸菌 

 

さらに、ヨウ化チロシン要求性大腸菌株の

特性の解明をこころみた。生物学的封じ込

めを施した生物が、生存に必須な因子を遮

断した後、どの程度の時間生き残ることが

できるかは、その生物による外界への影響

を予測する上で重要である。そこで、培地

中から IY を除去したあと、BL21-AI(IY, 

1a-immE3)の生菌数の時間変化を計測した

（図９）。生菌数は直ちに減少せず、１時

間後まではむしろ増加が認められた。２時

間以降は、生菌数は指数的に減少した（半

減期は、約 0.9 時間）。生物学的封じ込め

で問題となることのひとつは、致死条件に

置かれても生き残るエスケーパーの発生で

ある。わずかなエスケーパーが発生すれば、

コントロールできない環境中での増殖につ

ながる危険性がある。エスケーパーの発生

率は、1.4 x 10-5 mutations/cell/generation

と見積もられた。これは、71千分裂に１つ

のエスケーパーが生じることを意味する。 

図９．IY 遮断後の封じ込め大腸菌の生存率 
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