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研究成果の概要（和文）：拡張遺伝暗号（遺伝暗号工学）には、非天然アミノ酸をタンパク質に導入するための
技術基盤の開発と、技術の応用研究の２側面があり、本課題では双方で成果を上げることができた。拡張遺伝暗
号技術の基本的なアイデアに遡って新規tRNA・aaRSペアの作製に取り組み、アイデンティティーレスtRNAの開発
法を見出した。遺伝暗号拡張をさらに大きく進めていく上で意義のある成果である。応用的究としては、抗体の
抗原親和性を向上させる上で非天然アミノ酸の導入が役立つことを明らかにし、タンパク質工学の新しい方向性
を示した。

研究成果の概要（英文）：The field of ‘genetic code expansion’ or ‘genetic code engineering’ 
encompasses two directions: Technology developments for in vivo incorporation of non-natural amino 
acids into proteins and applications of this technology in medical and industrial spheres. The 
present study successfully addressed both aspects of the field. A new approach for creating  ‘
identityless’ tRNAs, which are of fundamental importance for expanding the code, was thus 
established. Another achievement was a novel method to improve the antigen-binding of antibodies, 
which illuminated a new direction of protein engineering based on expanded codes.

研究分野：タンパク質工学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
遺伝暗号は全ての生き物にとっての“OS（オペレーティングシステム）”と言っても過言ではなく、拡張遺伝暗
号とはその遺伝暗号がバージョンアップされたものである。合成生物学とは、生体分子、微生物等における有用
な新規機能を将来に渉って持続的に開発することを可能にする学問であり、本課題では、非天然アミノ酸をタン
パク質に導入するための遺伝暗号技術を一層発展させるとともに、社会的ニーズに答えるための応用研究を推進
した。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
【遺伝暗号の合成生物的展開としての非天然型アミノ酸導入技術（又は拡張遺伝暗号）】 
遺伝暗号には、タンパク質を構成する 20種類のアミノ酸がコード化されている。これらのア
ミノ酸から作られるタンパク質配列の多様性は厖大なものだが、化学的官能基の種類はむしろ
非常に限られている。このような天然の生物システムの限界を突破する研究領域が合成生物学
であり、将来に渉って新しい生体機能・生体分子の持続的な開発を可能にするものである。遺伝
暗号は「生物の OS（オペレーティングシステム）」とも言える基本的なしくみであり、非天然ア
ミノ酸をコード化することでバージョン・アップされたものが拡張遺伝暗号である。注意深く選
ばれた位置に非天然型アミノ酸を組込むことで、タンパク質に新規の化学的性質や分子構造を
賦与すること可能である。 
この研究分野は、2001年以降に生細胞（大腸菌、培養細胞、動植物個体）を使って非天然ア
ミノ酸をタンパク質に導入することが可能になって以来大きく発展してきた。組み換えタンパ
ク質生産への応用によって化学と生体分子工学を結び付けただけではなく、基礎生物学の研究
分野にもユニークな貢献を行っている。例えば、タンパク質に光クロスリンカーを組み込んで、
タンパク質間相互作用をマッピングすることができる。また、翻訳後修飾（アセチルリジンなど）
を精密に部位特異的に導入することができ、修飾タンパク質の生物学的役割の解明に活用され
ている。産業的応用としては、抗体のエンジニアリングが有力なものである。 
この研究分野の核心には「生物の遺伝暗号は改変できるか？」という学術的「問い」がある。
遺伝暗号は全生物の共通祖先（LUCA）において 30億年前に成立したとされ、それ以来基本的
構造は変わっていない。遺伝暗号の解明が進んだ 1960年代に提出された「偶然凍結説（F. H. C. 
Crick 博士）」は遺伝暗号の改変（コドンの再定義）の実現性を強く疑問視するものだった。私
の研究室を含めた国際的な競争によって大腸菌におけるコドン再定義が実現された（2010年以
降）。今日、生物進化がダーウィン的自然淘汰から離れて人為的に進められる領域に入っている
ことは間違いなく、生物の在り方を考える上でも本研究分野の進展は興味深いものとなってい
る。 
 
２．研究の目的 
遺伝暗号の改変は、翻訳分子［tRNA、アミノアシル tRNA合成酵素（aaRS）、ポリペプチド
鎖延長因子、リボソームなど］の改変、ゲノム・エンジニアリング、ホスト生物の代謝系の調整
など含む複合的技術分野であるが、有用な tRNA・aaRS分子ペアの探索・開発が最も大きなウ
ェートを占めている。これまでに生物の遺伝暗号にコード化されてきた非天然アミノ酸の種類
は 100種類を超える厖大なものになっているが、わずか 2種類の tRNA・aaRSペア（tRNA・
TyrRS ペアと tRNA・PylRS ペア）しか活用できておらず、遺伝暗号改変のポテンシャルが十
分発揮されていない。このような制約は、tRNA・aaRS 分子間相互作用を改変する難しさに由
来している。そこで本研究では、tRNA・aaRS 相互作用を改変するための基本ルールを明らか
にし、遺伝暗号を一気に拡張するための新規技術の確立を目指した。 
また当初の目的ではないが、拡張遺伝暗号の応用面でのポテンシャルを示すことも本研究で
は行った。本課題の申請以降に、抗体エンジニアリングへの非天然アミノ酸の応用がトレンドと
なっており、社会的要請に答える意味もあって拡張遺伝暗号技術のこの分野への応用を試みた。 
 
３．研究の方法 
 研究方法の記述に即して具体的な研究結果を合わせて記述する。研究結果の意義に関わる考
察は「４．研究成果」に記載した。 
【tRNA の立体構造の改変に基づく“アイデンティティーレス”tRNA の開発】 
 「アイデンティティーレス tRNA」とは次の２つの条件を満たす tRNA 分子である。まず、細胞
内のいずれの aaRS 分子種とも相互作用しない。よって細胞内で発現させてもアミノ酸と結合す
ることはなく、タンパク質合成には参加できない。これの条件は、aaRS 変異体を開発して tRNA
を非天然アミノ酸のみと特異的に結合させるための必要条件である。tRNA のアミノ酸特異性を
tRNA のアイデンティティーと呼ぶことから、アミノ酸特異性のない tRNA をアイデンティティー
レスと呼んでいる。通常は「アミノ酸特異性が無い（非特異的である）」とは、どのようなアミ
ノ酸とも結合するという意味になるが、ここでは通常のアミノ酸とは結合しないという正反対
の意味になっている。２つめの条件は、立体構造が損なわれておらずインタクトであることであ
る。tRNA はいったん非天然アミノ酸を受け取ればポリペプチド鎖延長因子やリボソーム等と相
互作用してタンパク質合成に参加できる活性を保持していなければならない。この条件は、ホス
ト細胞内の aaRS と相互作用しないという第一条件が立体構造の毀損によって満たされてしまう
というケースを除くためのものである。「アイデンティティーレス tRNA」は 1990 年代に横山茂



之博士によって提唱されたコンセプトであり、遺伝暗号拡張のための中心的なコンセプトにな
ってきた。例えば、大腸菌由来チロシン tRNA はヒト細胞の中ではアイデンティティーレスであ
り、この事実は動物細胞における遺伝暗号拡張に用いられた（2001 年）。本課題の新しさは、tRNA
の立体構造を大きく変えることがアイデンティティーレス tRNA 開発のための基本的なルールに
なり得ることを示したことである。 
tRNA の立体構造（L字型構造）はコンパクトであり、多くの分子間相互作用のネットワークに
支えられているために活性を損なわずに立体構造を変えることは困難であるとされてきた。本
研究では、拡張遺伝暗号でよく利用されているピロリジン tRNA がユニークな L字型構造を持ち
ながら、大腸菌においても動物細胞でもタンパク質合成に参加する活性を有していることに着
目した。そこで、tRNA のスタンダードな立体構造とピロリジン tRNA の構造とハイブリッド構造
を多数作製し、天然にはない立体構造でありながら活性を保持している tRNA が存在することを
見出した。これらのバリアントは２つのタイプ（Y-tRNA と Z-tRNA）に分類することができ、い
ずれも非天然アミノ酸を高い効率でタンパク質に導入する活性を有していた。 
 

 
次のこれらのユニークな構造を持つ tRNA のアイデンティティーレス化を進めた。第 1ステッ
プとして、古細菌 TyrRS から認識されるヌクレオチド配列（以下、認識配列）を、Y型構造をも
つ tRNA に導入し、この Y-tRNA が大腸菌内でタンパク質にチロシンを導入する活性を持ってい
ることを確認した。そして、このようなチロシン特異的 Y-tRNA のバリアントを 20 種類以上作製
した。次のステップとして, 古細菌TyrRSの認識配列を大腸菌グルタミニルtRNA合成酵素（GlnRS）
の認識配列にお置き換えた。この結果これらの Y-tRNA は古細菌 TyrRS からは認識されずチロシ
ンを受け取る活性を失った。では、今度はグルタミンを受け取る活性を発現したかというと、多
くの Y-tRNA バリアントはグルタミンを受け取る活性が低下しており、いくつからのバリアント
はアイデンティティーレス化していることがわかった。これらのアイデンティティーレス Y-
tRNA は GlnRS の認識配列を持っていながら、全くグルタミンを受け取る活性を失っている。こ
こで注意したいことは、古細菌 TyrRS からは効率よく認識されていたことから、これらのアイデ
ンティティーレス tRNA の立体構造は毀損しておらず、インタクトであるという第２条件が満た
されていることである。ユニークな立体構造上に配置された認識配列は GlnRS からは認識され
にくくなっており、そのため Y-tRNA にアミノ酸を結合しなくなったと考えられる。このように
立体構造の改変を活用したことで、アイデンティティーレス tRNA をシステマティックに何種類
でも作製することが可能になり、遺伝暗号拡張のための基本的な技術開発を進めるという研究
目的は達成することができた。 
当然次のステップは、アイデンティティーレス化した Y-tRNA を効率よく認識する GlnRS の変
異体を見出すことである。Y-tRNA・GlnRS 変異体のペアは、細胞内のグルタミン tRNA・野生型
GlnRS のペアとは交差反応しない新規 tRNA・aaRS ペアになる可能性がある。さらに GlnRS 変異
体のアミノ酸特異性を非天然アミノ酸に特異的なものに改変することで、非天然アミノ酸特異
的な新規 tRNA・aaRS ペアを創り出すことができると考えられる。Y-tRNA を効率よく認識できる
GlnRS 変異体を作製するために、GlnRS のアンチコドン結合ドメインを含めた様々な部位にラン
ダムにアミノ酸置換を導入した。最終的に 10 か所以上のアミノ酸残基を改変することで Y-tRNA
を認識する GlnRS 変異体が見出された。しかし、この GlnRS 変異体が細胞内のグルタミン tRNA
を認識しないという確証を得るところまでは研究を進めることができなかった。つまり、得られ
た GlnRS 変異体は Y-tRNA を認識するが、排他的な特異性は確認できていない。また、非天然ア
ミノ酸としてメチルグルタミンを認識する GlnRS 変異体の取得を試みたが成果が得られなかっ
た。 



【ハロゲン化チロシンの導入による抗体の抗原結合能の向上】 
 非天然アミノ酸をタンパク質に導入することで、タンパク質には存在しないアジド基のよう
な官能基を入れることもできる。アジド基に特異的なケミストリーを用いれば部位特異的化学
修飾も実現できる。このように非天然アミノ酸の利用法には明白がメリットがあるが、前提条件
としてタンパク質の全体構造や本来の性質は変えていない。一方、非天然アミノ酸を導入してタ
ンパク質の元の構造や機能を改変しようとするとき、非天然アミノ酸はタンパク質構造の構成
要素として働くことになり、タンパク質の機能構造を「内側から可変する」ことになる。しかし、
このような非天然アミノ酸の効果はこれまであまり研究が進んでいなかった。われわれはハロ
ゲン化チロシンを酵素内の数か
所に同時に導入することで構造
安定性が増し、熱耐性が向上す
ることを明らかにしていた
（2015 年）。本課題では、このよ
うなアプローチはタンパク質間
相互作用の強化にも応用できる
と考え、抗体のタンパク質性抗
原に対する親和性の改善を試み
た。抗 EGF 受容体抗体、及びリツ
キシマブの Fab 断片を題材に、
１つの Fab あたり最大 4 か所に
同時にクロロチロシンを導入し
たところ最大で 17倍の親和性の
向上が認められた。改善メカニ
ズムとしては、１つには抗体・抗原の間の隙間をハロゲン原子が埋めることで Shape 
Complementarity が向上する（つまり、相互作用面が隙間なくフィットする）ことの効果があっ
た（図 A；クロロチロシンに置換された残基をスペース・フィリング表記で示す）。もう 1 つの
メカニズムは、興味深いことに相互作用面から遠いドメインへのクロロチロシンの導入による
効果であり（図 B；クロロチロシンへの置換を試みた残基をスペース・フィリング表記で示す）、
当該ドメインの構造安定化の効果だと考えているが、将来的な検証が必要である。 
 
４．研究成果 
 拡張遺伝暗号（Expanded Genetic Codes 又は Genetic Code Expansion）と呼ばれている研究
領域は、端的には「遺伝暗号工学（エンジニアリング）」を指している。遺伝暗号が改変可能で
あることを明白に最終的に示した成果が「コドン再定義」であり、2010 年以降に複数の研究グ
ループから報告されている。遺伝暗号工学は、無細胞や生細胞を使って非天然型アミノ酸をタン
パク質に導入する技術であり、技術を利用する応用研究も広い意味ではこの研究領域の一部で
ある。本研究では遺伝暗号工学の両方の面で成果を上げることができた。これまでに技術基盤の
開発を進めてきた研究室は国内外でも少数であり、これらの成果を利用して研究を行っている
グループの方が遥かに多い。コドン再定義では、例えば、終止コドンである UAG コドンをゲノム
から完全に取り除けば、このコドンを非天然アミノ酸を指定するコドンとして空けておくこと
ができる。非天然アミノ酸に特異的な tRNA・aaRS ペアを導入すれば、このコドンは生体内で非
天然アミノ酸のコドンとして再定義される。これまでに、UAG コドン以外にも複数のコドンがゲ
ノムから除去された大腸菌が創られている。現在の課題は、このようにして「空けられたコドン」
を再定義するには同じ数の新規 tRNA・aaRS ペアが必要になることである。この問題は未だ解決
されておらず、遺伝暗号工学のポテンシャルは十全に引き出せていない。本研究では、拡張遺伝
暗号技術の開発当初（2000 年代初め）の基本的なアイデアに遡って新規 tRNA・aaRS ペアの作製
に取り組み、アイデンティティーレス tRNA の開発法を見出した。今後の遺伝暗号拡張を大きく
進めていくための意義のある成果である。 
 一方の応用的研究として、抗体の抗原親和性を向上させることに非天然アミノ酸導入が役立
つことを示した。ここで導入されたクロロチロシンは、ハロゲン原子の化学的性質をタンパク質
に賦与するためのものではなく、タンパク質の構成要素としてその機能や構造安定性に寄与す
る働きをしている。このアプローチは非天然アミノ酸の応用として新しい方向性を含んでいる
が、その効果を見出すにはヒューリスティックな方法に頼ることになる。私の他の研究プロジェ
クトでは、非天然アミノ酸を導入した抗体の性質や構造を計算科学的に予測することを行って
おり、非天然アミノ酸含有タンパク質の開発をロジカルにシステマティックに行うことを目指
している。本課題の成果はこの方向性の推進に大きく寄与すると考えている。 
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