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研究成果の概要（和文）：遺伝暗号の改変によって、翻訳後修飾等の化学修飾を望みの部位に導入したタンパク
質を均一かつ大量に生産する技術の開発を行った。共同研究を通じて、開発された技術が他の研究者の研究にも
有用であることを示すことも研究目標の１つである。非天然型アミノ酸のタンパク質への導入効率を高めるため
に、RF-1を除去し、ゲノムの大規模改変を施した大腸菌ホスト株の開発に成功し、ニトロチロシン、アセチルリ
ジンなどの翻訳後修飾をタンパク質に自由に導入することを可能にした。農研機構との共同研究によって、シル
クに非天然型アミノ酸を組み込むために、カイコの遺伝暗号の改変にも取り組み、アジド基含有シルクの高い生
産性を実現した。

研究成果の概要（英文）：We developed a novel protein-synthesis technology that allows the 
incorporation of posttranslational modifications and other chemical modifications into protein at 
desired sites. It was one of the primary target of this study to collaborate with scientists in 
other fields and demonstrate the usefulness of the developed technology. To increase the 
productivity of proteins containing non-natural amino acids, release factor I was eliminated from E.
 coli host cells, accompanied by a large-scale genomic modification, and this engineering greatly 
facilitated the incorporation of nitrotyrosine, acetyllysine and other posttranslational 
modifications. Through the collaboration with NARO, an agriculture-related institute, the genetic 
code of silkworms was modified in a way that led to a great increase of the yield of silk with azido
 groups, useful for industrial purposes. 

研究分野：合成生物学
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１．研究開始当初の背景 
生物学的機能の制御や変調において、タン
パク質の翻訳後修飾が重要な役割を果たし
ていることが明らかになっている。ストレス
等によって引き起こされるタンパク質のチ
ロシン・ニトロ化は、移植や疾病における生
体反応を理解する上で重要なファクターで
ある。生体内でのタンパク質の翻訳後修飾に
は３つの特徴（部位特異性、多重性、多様性）
があり、これらの特徴を再現して修飾タンパ
ク質を均一・大量に調製する技術の開発が求
められていた。 
 
２．研究の目的 
遺伝暗号システムの改変によって、翻訳後
修飾などの化学修飾を望みの部位に導入し
たタンパク質を、均一かつ大量に生産する技
術の開発を目的とした。開発された技術を他
の研究者に提供することも意図している。 
 
３．研究の方法 
 研究目的を達成するため、２つのアプロー
チを行う。 
（1）tRNA に修飾アミノ酸を結合するアミノ
アシル tRNA 合成酵素変異体の開発である。
チロシル tRNA 合成酵素（TyrRS）の改変によ
って、ニトロチロシンを tRNA に結合させ、
タンパク質に導入できるTyrRS変異体などを
開発する。 
（2）修飾アミノ酸などの非天然型アミノ酸
を効率よくタンパク質などに導入するため
に適した大腸菌ホスト株を作製する。すでに
RF-1 をノックアウトした大腸菌株の作製に
成功していたので、この研究の方向性をさら
に追求して実用性の高い大腸菌ホストの開
発を行う。 
 
４．研究成果 
（１） 修飾アミノ酸導入のためのアミノア
シル tRNA 合成酵素変異体の開発 

古細菌由来のチロシル tRNA 合成酵素
（TyrRS）を改変して、ニトロチロシンを tRNA 
に結合させる変異体を開発した。この変異体
（nYRS）を用いて、大腸菌で発現されるリコ
ンビナント・タンパク質に効率良くニトロチ
ロシンを導入できることを確認した。これま
でに他の研究グループから報告されている
nYRS変異体と導入効率を比較する実験を行っ
て、ニトロチロシンを導入したタンパク質の
生産量が 10 倍以上に改善されることが示さ
れた。従来の変異体の効率では実用的なタン
パク質生産に利用することは事実上難しく、
本研究で初めてニトロチロシン化タンパク質
を効率良く生産できるようになった。タンパ
ク質のチロシン・ニトロ化は生体のストレス
応答に係っており、ニトロ化部位もタンパク
質上の複数個所に及ぶことがある。修飾アミ
ノ酸の導入に優れた大腸菌株(RFzero)を用い

ることで、１つのタンパク質分子中の 3 か所
まで同時にニトロチロシンを導入できること
がわかった。ｎYRS-RFzero システムは、スト
レス応答の分子メカニズムの解明に貢献する
と考えている。 

 
図１．ニトロチロシンの化学構造 

 
ピロリシル tRNA 合成酵素（PylRS）に多数
の変異を導入して（R61K, H63Y, S193R, N203T, 
L305H, L309W, N346D, C348S, L367M, Y384F, 
K429M, K431M, D433G, G444E）、ホモアルギニ
ンを認識する変異体を作製することに成功し
た。この実験では、AGG コドンをホモアルギ
ニンに割り当てることで、UAG コドンにはこ
れとは異なる非天然型アミノ酸を割り当てる
ことを可能にした。 
（２）修飾アミノ酸の効率的導入のための
大腸菌ホスト株の開発 
すでに大腸菌 RFzero 株の開発を報告して
いたが、翻訳後修飾アミノ酸や化学修飾アミ
ノ酸を導入したタンパク質の大量生産にさら
に適合した大腸菌株の開発を行った。ニトロ
チロシンなどの修飾アミノ酸を遺伝的にコー
ド化するために UAG コドンを利用するが、UAG
コドンに対する修飾アミノ酸の導入効率を高
めるためには、UAG コドンを読み取ってタン
パク質合成を終了に導く生体内因子 RF-1 を
不活化する必要がある。研究代表者らは既に
RF-1 欠損大腸菌(RFzero 株)の作製に成功し
ていたが、さらにタンパク質生産に適した大
腸菌株にするべく、ゲノム中の UAG コドンの
置換により RF-1 除去が大腸菌の増殖に与え
る致死的な効果を抑えるための研究開発を進
めた。RFzero 株では、ゲノム中に 300 個程度
存在する UAG コドンのうち、必須遺伝子の翻
訳終結に使われている 7 個の UAG コドンを他
の終止コドンに改変することで RF-1 の除去
を可能にしていた。RFzero 株の増殖活性の向
上を図り、様々な非天然型アミノ酸の導入を
促進するために、さらに多くの UAG コドンを
改変した大腸菌株 B-95.delA の作製を行った。
最終的に 300 個の UAG コドンのうち、95 個の
UAG コドンを他の終止コドンに改変すること
で、低温における増殖速度を高め、合成培地
での増殖を可能にして、翻訳後修飾アミノ酸
を組み込んだタンパク質の生産系として優れ
た大腸菌株を作り出すことができた。実際に、
トロンビンに硫酸チロシンを組み込んだ組換
えタンパク質が、従来法にくらべて高い純度



と生産量を持って生合成できることを示して、
B-95.delA 株の実用性を示した。  
１つのタンパク質に 2 種類の非天然型アミ
ノ酸を導入することで、酵素（トランスグル
タミナーゼ、TG）の自動活性化機構と耐熱化
を同時に実現することに成功した。既に、
RFzero 株等の開発によって、1 種類の非天然
型アミノ酸であれば、UAG コドンを用いてタ
ンパク質中の何か所でも導入することが可能
になっていた。もう１種類の終止コドン（UAA
または UGA）を利用することで、2種類目の非
天然型アミノ酸を導入する試みは既に複数報
告されているが、UGA コドンを利用する場合
には非天然型アミノ酸の導入効率が低くタン
パク質の大量生産が望めない。UAA コドンを
利用する場合には UAG コドンとの読みわけが
困難であり、2 種類のアミノ酸が互いのコド
ンに混入する問題が避けられない。そこで、2
つのめ非天然型アミノ酸を導入する為に重複
したセンス・コドンを利用した。アミノ酸２
つめの非天然型アミノ酸を導入する為には、
AGGコドンを翻訳する tRNA分子種の発現を特
定条件下で抑制できるような RF-1 欠損株
（B-95.delA 株の誘導体）を作製していた。
AGG コドンはアルギニンの６つのコドンの１
つある。対応する tRNA 分子種の発現を強く抑
制すると同時に、AGG コドンを非天然型アミ
ノ酸に翻訳する tRNA を一過的に発現させて、
2種類目の非天然アミノ酸の導入を実現した。 
 

 
図２． AGG コドンへホモアルギニンが導入され
たタンパク質の質量分析結果（ペプチド消化後） 
 
寺本英敏博士（国立研究開発法人農業・食
品産業技術総合研究機構）と共にカイコの絹
タンパク質へアジド基を持った非天然型アミ
ノ酸を効率よく導入するための技術開発を行
った。カイコ由来のフェニルアラニン tRNA 合
成酵素（PheRS）のアミノ酸結合部位に改変に
よってアジドフェニルアラニンの導入を目指
した。報告されているヒト PheRS の結晶構造
情報を元に、これまでに報告されているPheRS
変異体の結果を解析し、α鎖 432 位のサチュ
レーション・ミュータジェネシスを実施した。
アジドフェニルアラニンの導入レベルを調べ
るために、大腸菌のタンパク質にこの非天然
型アミノ酸がランダムに導入された場合に生
起する増殖阻害の程度を指標とセレクション
を進め、効率よくアジドフェニルアラニンを
導入する変異体 PheRS（αA４３２）及び PheRS
（αV432）を得て、トランスジェニック・カ
イコを作製してシルクへの導入を確認した。

変異体 PheRS のアミノ酸結合部位の構造モデ
ルを作製することで、効率的な非天然型アミ
ノ酸の導入のメカニズムを推測した。本研究
成果は、平成 29 年度 3 月に論文で公表され
（ACS Synthetic Biology 誌）、理研と農研機
構との共同プレスリリースを行っただけでな
く、30 年 4 月には米国の普及誌 New 
Scientists に取り上げられた。非天然型アミ
ノ酸の導入技術開発が、一般的な応用に役立
つことを示す成果である。 
 
 
 
 
 
 

 
図 3．基質アジドフェニルアラニンと認識に関わる
BmPheRS の２つの残基の位置関係を示す（分子モデ

ル） 
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