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研究成果の概要（和文）：非天然型アミノ酸を部位特異的に含有する抗体を生産するには，サプレッサーtRNAと呼ばれ
る外来tRNAを効率的に発現する細胞株の取得が必要である．tRNAの発現効率を改善するため，外来tRNAを内在性tRNAと
同じく核小体から発現させることを目指したベクターを構築した．実際に，これらのベクターを用いることで，タンパ
ク質への非天然型アミノ酸導入効率を２倍程度に向上させることに成功した．

研究成果の概要（英文）：For stable production of antibodies with non-natural amino acids at specific 
positions, it is necessary to establish cell lines that constitutively and efficiently express exogenous 
amber suppressor tRNAs. To improve expression efficiency of the exogenous tRNAs, I attempted to develop a 
system that enables to express them from the nucleolus where cellular tRNAs are transcribed. I 
constructed tRNA expression vectors containing 5S rDNA sequences or genomic sequences surrounding 
cellular tRNA genes, which are expected to localize themselves to nucleolus. These vectors successfully 
increased the expression of the amber mutant of GFP by 1.5- to 2-fold as compared with the vector that 
contains tRNA genes alone.

研究分野： ケミカルバイオロジー

キーワード： 拡張遺伝暗号　非天然型アミノ酸　tRNA　抗体薬物複合体

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 

抗体分子に対して抗がん剤などの低分子化

合物を付加し，新たな機能性抗体を作製する

試みが世界的に進められている．従来，低分

子がランダムに結合することによる薬効の

ばらつきや毒性が問題になっていたが，2008

年に米 Genentech 社の研究者らが，抗体分子

中に導入したシステイン残基を低分子化合

物で特異的に修飾する方法を発表して以来，

この方法が抗体−薬物複合体作製のスタンダ

ードとなりつつある．しかしながら，抗体の

ジスルフィド結合の巻き戻しが非常に難し

い点や，他のシステイン残基も修飾される恐

れがあるなど制約も多い．我々は，哺乳類培

養細胞内でタンパク質の望みの部位に「非天

然型アミノ酸」を導入できるシステムを世界

に先駆けて開発してきた (Hino, N. et al. 

Nat. Methods (2005), Nat. Protoc. (2007)）．

この方法を使えば，低分子化合物を非天然型

アミノ酸導入部位に特異的に付加すること

ができるので，抗体の本来の構造・機能を保

持した抗体−薬物複合体を生産するための新

たなプラットフォームを構築できる可能性

がある． 

 哺乳類培養細胞を用いて非天然型アミノ

酸含有タンパク質を生産するためには，終止

コドンのひとつであるアンバー・コドン

（UAG コドン）を翻訳するためのサプレッ

サーtRNA と，その tRNA に特異的に非天然

型アミノ酸を結合させるアミノアシル tRNA

合成酵素変異体を，細胞中に安定的に発現さ

せる必要がある．アンバー・コドンへのサプ

レッサーtRNA の結合は翻訳終結因子 eRF1

と常に競合するため，非天然型アミノ酸導入

効率は一過性発現において 20%程度である．

しかしながら，サプレッサーtRNA 遺伝子の

安定導入細胞株を単離して同様の実験を行

うと，アミノ酸導入効率は 3%程度に落ちて

しまう（Young, J. F. et al. Science 1983）．

サプレッサーtRNA の持続的高発現が難しい

理由として，tRNA 遺伝子がサイレンシング

されるか，もしくは転写された tRNA のプロ

セシングや塩基修飾などの成熟過程に問題

が生じている可能性が考えられる．真核生物

のゲノム中では，tRNA 遺伝子は各染色体上

に分散して存在しているが，空間的には核小

体近傍に局在して積極的に転写されること

が明らかになっている（Thompson, M. et al. 

Science 2003）．さらに，転写された tRNA

分子は核小体周辺に局在する酵素によって

プロセシングおよび修飾を受けることで成

熟し，細胞質へと輸送されて機能する．これ

らのことから，機能的な tRNA 分子が持続的

に発現するには，その tRNA をコードする遺

伝子の染色体上での位置が重要であると予

想される． 

 

２．研究の目的 

 

 本研究の目的は，外来サプレッサーtRNA

を内在性 tRNAと同じような環境で転写させ

る仕組みを作ることで，これまで困難とされ

てきたサプレッサーtRNA の安定発現細胞株

の樹立を行うことにある．上記のように，

tRNA 遺伝子は核小体で転写・成熟を受ける

ことが知られている．そこで、以下の２つの

戦略でサプレッサーtRNA を核小体から持続

的に発現させる仕組みの構築を試みる． 

（１）核小体局在化配列とサプレッサー

tRNA 遺伝子を含むベクターを構築し，この

ベクターを用いて tRNA安定発現細胞株を樹

立する． 

（２）宿主ゲノム中の核小体局在領域に対し

てサプレッサーtRNA遺伝子を挿入し，tRNA

安定発現細胞株を樹立する． 

 

３．研究の方法 

 

・サプレッサーtRNA 遺伝子の選択 



 サプレッサーtRNA 遺伝子としてはグラム

陽性桿菌 Bacillus stearothermophilus から

単離されたチロシン tRNA アンバー・サプレ

ッサー（BYR）を用いた．この tRNA と大腸

菌由来チロシル tRNA合成酵素の変異体を哺

乳類培養細胞中に共発現させることによっ

て，アンバー・コドンに対して様々な非天然

型アミノ酸を特異的に導入することが可能

である（Sakamoto, K. et al. Nuc. Acid Res. 

2002，Hino, N. et al. Methods Mol. Biol. 

2012）．  

 

・核小体局在化を狙ったサプレッサーtRNA

発現ベクターの構築 

 外来サプレッサーtRNA 遺伝子を核小体で

転写させることを目的とし，核小体への局在

を誘導する機能を持つとの報告がある

5SrRNA 遺伝子配列とサプレッサーtRNA 遺

伝子配列を併せ持つベクターを構築した．同

様に，この 5SrRNA 遺伝子配列をタンデムに

４個並べたベクターの構築を行った．また，

サプレッサーtRNA 遺伝子配列の前後に宿主

tRNA 遺伝子の周辺配列を配置したベクター

の構築を行った． 

 

・成熟サプレッサーtRNA の発現量の評価 

 新規に構築したベクターを用いた場合に

成熟した tRNAの発現量が向上するかどうか

を検証した．ヒト胎児腎細胞に由来する 293 

c18 細胞もしくはチャイニーズハムスター卵

巣細胞株である CHO 細胞に対し，17 番目の

コドンをアンバー・コドンに置換した GFP

遺伝子を搭載するベクター，非天然型アミノ

酸としてアジドフェニルアラニンを認識す

るよう改変された大腸菌由来チロシル tRNA

合成酵素（以下，AzPheRS とする）の遺伝

子を搭載するベクターとともに，各種サプレ

ッサーtRNA 遺伝子搭載ベクターを導入した．

培地中にアジドフェニルアラニン（AzPhe）

を添加すると，上記酵素とサプレッサー

tRNA の働きにより GFP 遺伝子中のアンバ

ー・コドンに対してこのアミノ酸が取り込ま

れ，GFP が発現して蛍光を発する．この蛍光

強度を指標に，サプレッサーtRNA の発現量

について検討した． 

 

４．研究成果 

 

上記目標を達成するための解決策は，外来サ

プレッサーtRNA 遺伝子を内在性 tRNA 遺伝

子の存在するゲノム領域あるいはその他の

核小体局在領域に組み込むことであるが，特

定のゲノム領域を核小体へと誘導する機構

が明らかになっていないため，ゲノム中のど

の領域にサプレッサーtRNA 遺伝子を挿入す

るかの指標が無い状態である．そこで，まず，

宿主 tRNA遺伝子が存在するゲノム領域もし

くはそれ自身が核小体局在化能を持つとい

う報告がある 5SrRNA 遺伝子配列を含むベ

クターを構築し，そのベクターにサプレッサ

ーtRNA 遺伝子を搭載することで，tRNA の

発現量にどのような影響が生じるのかを調

べることにした． 

 293 c18 細胞に対して，サプレッサーtRNA

遺伝子を９個並べたベクター，もしくはサプ

レッサーtRNA遺伝子の近傍に5SrRNA遺伝

子を配したベクター（それぞれ 9xBYR, 

1x5SrRNA+9xBYR とする）を，アンバー・

コドンを導入した GFP の遺伝子および

AzPheRS の遺伝子を搭載したベクターとと

もに導入した．培地中にアジドフェニルアラ

ニンを加えた際に発現する GFP の蛍光強度

を測定したところ，5SrRNA 遺伝子とサプレ

ッサーtRNA 遺伝子を搭載したベクターを用

いた場合には，5SrRNA 遺伝子配列を持たな

いベクターを用いた場合に比べて，サプレッ

サーtRNA の発現量が 1.5 倍程度に向上する

ことがわかった．一方で，5SrRNA 遺伝子を

タンデムに４つ配したサプレッサーtRNA 遺

伝子搭載ベクター（4x5SrRNA+9xBYR とす



る）を用いた場合には，5SrRNA 遺伝子配列

を１個配置したベクターを用いた場合と比

べて tRNA 発現量の向上は見られなかった．

このことから，5SrRNA 遺伝子配列は近傍の

サプレッサーtRNA 遺伝子の発現量を向上さ

せる働きを持つことが示唆されたが，

5SrRNA 遺伝子配列を複数並列したとして

も tRNA発現量の増加は見込めないことがわ

かった（図１）． 

 

図１ 5SrRNA 遺伝子配列が近傍のサプレッサーtRNA
遺伝子の発現に与える影響．野生型 GFP（GFP(WT)）
を発現させた際の蛍光強度を 100 とし，それぞれの

tRNA 発現ベクターを用いて AzPhe 含有 GFP
（GFP(17AzPhe)）を発現させた際の蛍光強度を相対的

に示す．黒のバーは AzPhe 非添加，灰色のバーは AzPhe
添加時の蛍光強度を示す． 

 

 次に，より生理的な tRNA 遺伝子の転写環

境を再現するため，サプレッサーtRNA 遺伝

子の前後に宿主 tRNA遺伝子のゲノム周辺配

列を約 1Kbp ずつ配置したベクターを構築し，

周辺配列が tRNA遺伝子の転写に及ぼす影響

を調べた．CHO-K1 細胞に対して，サプレッ

サーtRNA 遺伝子のみを持つベクター，もし

くはサプレッサーtRNA 遺伝子の前後にゲノ

ム tRNA 周辺配列を配したベクター（それぞ

れ BYR, BYR + genomic seq.とする）を，ア

ンバー・コドンを導入した GFP の遺伝子お

よび AzPheRS の遺伝子を搭載したベクター

とともに導入した．培地中に AzPhe を加え

た際に発現する GFP の蛍光強度を測定した

ところ，サプレッサーtRNA 遺伝子の前後に

ゲノム配列を搭載したベクターを用いた場

合には，当該配列を持たないベクターを用い

た場合に比べて，サプレッサーtRNA の発現

量が 2倍程度に向上することがわかった．（図

２）．これらの結果は，サプレッサーtRNA

の安定発現細胞株を樹立する上でその遺伝

子を挿入するゲノム領域として，5SrRNA 遺

伝子近傍あるいは宿主 tRNAが存在する領域

が有力な候補であることを示している． 

 
図２ 宿主ゲノム tRNA 遺伝子の周辺配列がサプレッサ

ー tRNA 遺伝子の発現に与える影響．野生型 GFP
（GFP(WT)）を発現させた際の蛍光強度を 100 とし，

それぞれの tRNA 発現ベクターを用いて AzPhe 含有

GFP（GFP(17AzPhe)）を発現させた際の蛍光強度を相

対的に示す．黒のバーは AzPhe 非添加，灰色のバーは

AzPhe 添加時の蛍光強度を示す． 
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