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研究成果の概要： 
 非天然基質のタンパク質への導入に関し、リボソームを利用した主鎖伸張型（高）分子合成

について検討し、タンパク質のリボソーム合成において適用できる非天然基質としてβ-ヒドロ

キシ酸が有効な基質になりえることを明らかにした。また、基質についての選択性が EF-Tu と

の相互作用の強さにあることを解明した。非天然基礎質のタンパク質への導入手法については

化学的ミスアシル化 AMP 法を開発し、非天然タンパク質の酵素合成に道を拓いた。 
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ボソーム・EF-Tu・化学的ミスアシル化 AMP 
 
１．研究開始当初の背景 
(1) リボソームを中核と掏る生体の蛋白質翻

訳システムは非常に複雑で、なかなか分子・

原子レベルでの理解や設計が容易ではない

が、 “有機化学に基づく論理的設計”が様々な

視点から検討されてきた。リボソーム利用し

た非天然人工分子合成が実現されれば、様々

な Display テクノロジーと組み合わせ、非天

然基質よりなるリガンド・機能性高分子の進

化的探索が可能になると期待される。 
 (2) リボソームを用いた人工分子のコンビ

ナトリアル合成と進化的手法を融合させた

機能性分子探索に向け、リボソームによって

重合可能な非天然基質の多様性が大きな焦

点となっている。様々な研究により、現在ま

でに数多くの非天然α-アミノ酸がリボソー

ムを介して重合可能であることが確認され

てきた。しかし、近年の報告では、リボソー

ムは側鎖及び求核基における多様性に対し

ては非常に寛容であるのに対し、主鎖改変に

関しては厳密であることが示唆されている。

例えば、β位にアミノ基を有するβ-アミノ酸は
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大腸菌リボソームにとって好ましい基質で

はない（仮に導入できたとしても非常に効率

が悪い）と考えられている[。しかし、主鎖長

の異なる基質は、β-ペプチドに代表されるよ

うにその特徴的な構造と誘起される物性の

多様性から非常に興味深い化合物である。 

(3) リボソームを用いた配列制御型合成に向

け、非天然基質の tRNA アシル化反応は越え

るべき大きな関門の一つである。化学的ミス

アシル化法 や、リボザイム法、チオエステ

ル-PNA 法など、優れた非天然基質アシル化

法が報告されている。一方、生命が利用する

tRNA 合成酵素（aaRS）を用いたアミノアシ

ル化反応は触媒性に起因する効率、生体応用

性など様々な側面において優れた機能を有

しており、この aaRS を用いた非天然アシル

化に注目が集まりつつある。例えば、天然系

は 100 個以上のアミノ酸を重合できるのに対

し、化学的アミノアシル化法で作成した場合、

10 個程度繋げるのが限界である。幾つかの要

因があると思われるが、その一つとして化学

的手法で作成された aa-tRNAは１回限りの使

用であるのに対し、酵素的手法では触媒的に

アミノ酸をチャージできる点があると考え

ている。）我々は、aaRS に許容される非天然

基質拡張に向けた合理的設計を実施した。目

標としては、“なんとかアシル化できる”と

いうものではなく、非天然高分子合成に向け、

天然系に比する速度/触媒活性で非天然基質

を tRNA にチャージしうる方法の開発が強く

望まれてきた。 
 
２．研究の目的 
 本基盤研究の目的は上記の２つの課題、す

なわち、「リボソームを利用した主鎖伸張型

（高）分子合成」、２．「化学的ミスアシル化

AMP 法に基づく非天然基質の酵素的アシル

化－非天然型重合に向けて－」に関し基本的

な問題点を解決し、広範囲の非天然基質をタ

ンパク質に効率よく導入するための新方法

論を開拓し、これを配列が高度に制御された

鋳型重合に応用することである。 
 
３．研究の方法 
(1) 「リボソームを利用した主鎖伸張型（高）

分子合成」に関しては基質としてβ-ヒドロキ

シオプロピオン酸を検討した。これは、β-ア

ミノ酸のアミノ基を水酸基に置き換えたも

のであるが、アミノ基を異なり水酸基はプロ

トンされず、従って求核性を維持できると考

えたからである。 
(2) 「化学的ミスアシル化 AMP 法に基づく非

天然基質の酵素的アシル化－非天然型重合

に向けて－」に関しては、アミノアシル化反

応での基質選択性を生み出す要因に対する

仮説から、化学的に合成した活性化 AMP 体 
（aa-AMP）を基質として用いることを計画し

た。しかし、活性化体である aa-AMP は（当

然のことであるが）非常に加水分解されやす

く単離/保存が困難であった。そこで様々な検

討を行ない、末端アミノ基を NVOC 基で保護

することで非常に安定に保持できることを

見出した。NVOC 基は光照射で容易に脱保護

でき、効率よく aa-AMP を生成することが可

能であると考えた。 
 
 

 

 

 

４．研究成果 

(1) 主鎖伸長型基質β-ヒドロキシプロピオン

酸（β-HPA)がより求核性の高いβ-アミノ酸よ

りも好ましい基質であり、実際、リボソーム

を介したオリゴペプチド/蛋白質への部位特

異的導入が可能であることを実証した

（pKa-based approach）。また、α・β炭素に置

換基を持つ一連のβ-HPA 誘導体（α-R, α-S, 
β-R, β-S）の導入効率比較から、β体において

も様々な側鎖修飾が可能であり、特定の位置

（α-R）への側鎖導入が導入効率を上昇させ

るという知見も得た。 

 

  

これは非常に面白い結果であるが、このペ

プチド転移反応に基づく基質設計はあくま

で仮説である。そこで、更なる基質拡張・効

率の改善を目指し、主鎖伸長型基質導入を決



 

 

定する要因に関する詳細な検討を行った。主

鎖伸長型基質に変換したピューロマイシン

誘導体を用い、大腸菌翻訳系における蛋白質

合成阻害能を調べることで、基質のペプチド

転移反応適合性を推測することが可能とな

る。そこで、β-アミノ酸、β-ヒドロキシ酸を

持つ種々のピューロマイシン誘導体を合成、

それぞれの基質の適合性を検討した。驚いた

ことに、当初の仮説に反しβ-アミノ酸もリボ

ソームの基質となり得ることが示された。つ

まり、pKa の差によって基質に成りやすさが

変わるという“pKa-based approach”は正しい

が、β-アミノ酸が蛋白質翻訳システムの基質

と成り得ない理由はリボソームペプチド転

移反応に対する非適合性が主要因ではなく、

別のファクターが存在するということであ

る。これは、よく考えてみると幸運で、もし

リボソームへの適合性が主要因であればリ

ボソーム自身を改良しないといけないとい

うことになってしまい、これは、恐ろしく困

難である。一方、pKa 相違による基質選択性

を生み出す要因が別に存在すれば、そこを改

善してやれば翻訳システムを利用したβ-ペプ

チド合成も可能ということになる。また、

β-HPAが導入可能であることから立体障害な

どは大きな要因でないことも予想され、翻訳

条件をうまく検討してやればβ-アミノ酸の導

入も可能性があるように思われる。実際、岡

山大学宍戸研大槻先生との共同研究の結果、

aa-tRNAをリボソームに運ぶ Elongation factor 
Tu (EF-Tu)との複合体形成過程が pKa の異な

る主鎖伸長型基質の導入に大きく関与する

という非常に興味深い実験結果も得られた。

今後、EF-Tu や tRNA の改変によって、複雑

な翻訳システムを用いたβ-ペプチド合成も可

能になると期待している。 
 
(2) まず、NVOC 基を光脱保護した Phe-AMP
体を基質とし、PheRS による tRNAPhe のアミ

ノアシル化反応を行った。その結果、天然型

aaRSは aa-AMP体も活性型基質として直接利

用可能であることを見出した。続いて有用な

非 天 然 基 質 で あ る N- メ チ ル 化 基 質

（N-Me-Phe）を用いたアミノアシル化実験を

実施した。通常のアシル化条件（N-Me-Phe + 
ATP）では、ほとんどアミノアシル化が進行

しなかったのに対し、N-Me-Phe-AMP 体を基

質として用いた場合、非常に興味深いことに

天然型アミノアシル化反応とほぼ同等の反

応速度で N-メチルアミノアシル化反応が進

行した。更に、翻訳ペプチドの MASS を測定

することで、確かに活性型 N-Me-Phe-tRNA が

生成されていることが実証できた[15]。また、

複数の基質を用いた競合的 N-メチルアミノ

アシル化実験から、aaRS は活性化アミノ酸間

の基質選択性を有しており、配列制御型

N-Me-ペプチド/蛋白質合成への応用も可能で

あることが示された。本系を用いることで、

N-Me-アミノ酸による tRNA の酵素的アシル

化が可能であることが実証され、また、アシ

ル化速度は天然基質に対するアミノアシル

化反応に比して遜色ないものであった。例え

ば、翻訳溶液中に安定な NVOC-aa-AMP 体と

して含有させ、光照射によって不安定な活性

aa-AMP 体を徐々に発生させるという系の構

築も理論上可能である。本結果は、さらなる

基質拡張への可能性を示すとともに、配列制

御型人工高分子合成系への展開も期待でき

る。 
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