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研究成果の概要（和文）： 
 通常、D 体アミノ酸やベータアミノ酸を含むペプチドは翻訳合成できないとされている。こ
の通説を検証するために、本研究課題では様々な種類の側鎖を持つこれらアミノ酸と翻訳系の

適合性を調べた。その結果、いくつかの D体アミノ酸とベータアミノ酸が翻訳系に受け入れら
れることが明らかになった。本成果は、特殊な主鎖構造を含むペプチドの翻訳合成への道を切

り開き、特殊ペプチドの創薬への応用を促進すると考えられる。 
 
研究成果の概要（英文）： 
	
 It is believed that the ribosomal translation machinery does not accept D-amino 
acids and beta-amino acids. In this study, we investigated the incorporation of these 
non-proteinogenic amino acids into peptides, and found that the translation machinery 
actually accepts several kinds of D-amino acids as well as beta-amino acids. These 
results open the way for the ribosomal synthesis of novel non-standard peptides with 
main-chain modified groups, and would facilitate the use of these unique building 
blocks in peptides for drug discovery. 
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１．研究開始当初の背景	
 

	
 翻訳反応は、20 種類の蛋白質性アミノ酸を

構成因子としたポリペプチドを、mRNA を鋳型

として正確に合成する反応である。近年、

我々は RNA 触媒によるアミノアシル tRNA 合

成法を用いて遺伝暗号を改変する技術を開

発した。これにより様々な非蛋白質性アミノ

酸が翻訳系で使用できるようになり、特殊ペ

プチドの翻訳合成が原理的に可能となった。

さらに我々は、本方法とリボソーム提示法や

mRNA 提示法（in	
 vitro	
 virus 法）を組み合

わせることで、特殊ペプチドのライブラリー

化を行い、創薬への応用を試みている。	
 

	
 特殊ペプチドのライブラリー化には、翻訳

系において使用可能な非蛋白質性アミノ酸

の種類を知ることが必要である。特に D体ア

ミノ酸やベータアミノ酸は、生理活性を持つ

多くの天然物に含まれていることから、これ

らのアミノ酸を含むペプチドの翻訳合成に

は期待が大きい。しかしながら、アミノ酸の

翻訳系への適合性は、側鎖に特殊な構造を持

つものについて詳細に調べられているもの

の、主鎖に特殊な構造を持つものについては

報告例が少ない。特に D体アミノ酸やベータ

アミノ酸については報告例が少ない上に、多

くの試みが否定的な結果を示している（図 1）。	
 

	
 

図1	
 これまでに報告されたアミノ酸の種類と導入

効率（効率は蛋白質性アミノ酸との比較により評

価している）。ND は検出限界以下を表す。	
 

	
 

２．研究の目的	
 

	
 本研究では、D 体アミノ酸やベータアミノ

酸の翻訳系への適合性を詳細に解析し、翻訳

系に受容されるアミノ酸を新しく見いだす

ことを目的とする。さらに、これらのアミノ

酸を含む特殊ペプチドを、翻訳系を用いて自

在に合成する方法の開発を目指す。	
 

	
 

３．研究の方法	
 

	
 申請者は、D 体アミノ酸やベータアミノ酸

は翻訳系に受容されないとした過去の文献

に、問題を 3点見いだした（図２）。	
 

	
 

図２	
 これまでの研究の問題点。	
 

	
 

	
 第一はアシル tRNA の合成法である。過去

の文献ではアシル tRNA 合成酵素の誤認識、

もしくは人工的な半合成法を用いてアシル

tRNA を合成している。申請者は、前者の方法

ではアシル tRNA の合成効率が低いために、

また後者の方法では、その合成法の都合上

tRNA の一部がデオキシ型となり、これが tRNA

の活性を落としてしまうために、D 体アミノ

酸やベータアミノ酸の導入に関して否定的

な結果が得られたと考えた。	
 

	
 第二の問題点は、D 体アミノ酸やベータア

ミノ酸を指定するコドンである。過去の文献

の多くは、これら非蛋白質性アミノ酸を指定

するコドンとして UAG コドンを用いている。

しかしながら UAG コドンは本来、翻訳の終結

を指定するコドンであるため、センスコドン

に比べアミノ酸導入効率が低い可能性があ

る。	
 

	
 第三の問題点は、調べられたアミノ酸の種

類が少ないことである。これまで調べられた

アミノ酸は、D体のアミノ酸について D-Ala,	
 

D-Phe,	
 D-Met,	
 D-Tyr のみである。その他の

アミノ酸については報告がない。さらに、上

記の 4種類のアミノ酸についても導入の可否

は文献によって異なっており、結論が出てい

ない。また、ベータアミノ酸については

homo-Glyとhomo-Pheのみが調べられており、

これも導入の可否は文献によって異なって

いる。	
 

	
 これらの問題点は、申請者らが開発した

RNA 触媒を利用した無細胞翻訳系を用いるこ

とで検証できると考えられる。第一の問題点

を解決するために、RNA 触媒（フレキシザイ

ム）を用いてアミノアシル tRNA を調製した。



 

 

フレキシザイム法では、L 体アミノ酸・D 体

アミノ酸・ベータアミノ酸などを効率よく

tRNA に連結でき、生成物であるアミノアシル

化 tRNA には半合成法の際のような一部がデ

オキシ型となる問題はない。こうして作成し

たアシル tRNA を無細胞翻訳系に加えて、ペ

プチドの合成を行った。翻訳系には

MKKKX-Flag（X は D 体アミノ酸、もしくはベ

ータアミノ酸）をコードする DNA を加え、転

写翻訳共役系で反応を行った（図３）。	
 

	
 
図３	
 翻訳系の概要	
 

	
 

	
 第二の問題点を検証するために、X に対応

するコドンとしては終止コドン、もしくは

Ser に対応する UCC コドン（ただし Ser を翻

訳系に加えていないので空コドンとなって

いる）を用いた。これにより、加えたアシル

tRNA がこのコドンを読み、D体アミノ酸やベ

ータアミノ酸が導入されたときのみペプチ

ドが合成される。そこで、電気泳動を行い

Flag-Tagの部分に導入された 14C-Asp	
 の放射

能よりペプチドをバンドとして定量した。さ

らに質量分析計を用いた解析よりペプチド

を同定することで、それぞれのアミノ酸の導

入の可否を検討した。	
 

	
 

４．研究成果	
 

	
 まず、第一と第二の問題点を検証するため

に、フレキシザイム法を用いて、L 体 Phe と

D 体 Phe さらに homo-Gly	
 と homo-Ala でアミ

ノアシル化した tRNA を合成し、これらを無

細胞翻訳系へ加えてペプチドを合成した。そ

の結果、新たに D体 Phe が翻訳系に受容され

ることがわかった（図４	
 レーン 3,	
 8）。ま

た、L 体 Phe と D 体 Phe を導入したペプチド

は同じ分子量であるにも関わらず、電気泳動

の移動度に差があることから、D 体 Phe はラ

セミ化せずにペプチドへ導入されたことが

わかった。半合成法を用いてアミノアシル

tRNA を合成した過去の文献では、D体 Phe の

ペプチドへの導入は非常に効率が悪く、これ

はフレキシザイム法により改善された点と

考えられる。また、homo-Gly や homo-Ala に

ついては、UCC センスコドンに指定した場合

にのみ、ペプチドへの効率的な導入が確認さ

れた（図４	
 レーン 4,	
 5,	
 9,	
 10）。それぞれ

のペプチドは、質量分析により目的のもので

あることを確認した。本結果は、ベータアミ

ノ酸のペプチドへの導入には指定コドン依

存性があることを示唆している。	
 

	
 

図４	
 L-Phe,	
 D-Phe,	
 Homo-Gly,	
 Homo-Phe を含む

ペプチドの翻訳合成。図下左は TAG を、右は TCC

を XXX の位置にもつ DNA を使用した。ペプチドの

分子量は MALDI-TOF-MS を用いて決定した。	
 

	
 

	
 次に、様々な側鎖を持った D体アミノ酸に

ついて、ペプチドへの導入を試みた。まず、

フレキシザイムを用いて UCC に対応するアン

チコドン GGA をもつ tRNA に蛋白質性アミノ

酸の光学異性体である 19 種類の D 体アミノ

酸を結合させた。これを翻訳系に加え、翻訳



 

 

を行った結果、このうちの 6種類の D 体アミ

ノ酸が効率よくペプチドに導入されること

が分かった（図５	
 レーン	
 2,	
 6,	
 10,	
 12,	
 34,	
 

36）。また、Tricine	
 SDS-PAGE を用いて、D

体アミノ酸と L体アミノ酸を導入したペプチ

ドを比べると移動度に明らかな差があり、D

体アミノ酸を導入したペプチドの分子量は

計算値と一致していた。このことは、ペプチ

ドへ導入されているアミノ酸が L体アミノ酸

の混入物ではなく、D 体アミノ酸であること

を強く示している。また、過去の文献におい

て、このように D体アミノ酸の導入を直接的

に確認した例はなく、D 体アミノ酸を含むペ

プチドが翻訳合成可能であることを明確に

示したはじめての例であると考えている。	
 

	
 

	
 

図５	
 様々な D 体アミノ酸のペプチドへの導入。

奇数のレーンは L 体アミノ酸、偶数のレーンは D

体アミノ酸を導入した。白色の棒は L体アミノ酸、

青色の棒は D 体アミノ酸を導入したペプチドの合

成量を表す。	
 

	
 

	
 次に、側鎖の大きいアミノ酸として Phe,	
 

Tyr と、側鎖の小さいアミノ酸として Ala,	
 

Ser を選び、ペプチド合成量の時間依存性を

調べた。その結果、側鎖の大きいアミノ酸に

ついては D体と L体で合成速度に大きな違い

があるのに対し、側鎖の小さいアミノ酸では

D体とL体の間に差がないことが分かった（図

６）。このことは、側鎖が大きいアミノ酸の

が側鎖の小さいアミノ酸に比べて、立体異性

体の影響が強いことを示している。	
 

	
 

	
 

図６	
 ペプチド合成量の時間依存性。	
 

	
 

	
 次に、これら D体アミノ酸を複数個導入す

ることを試みた。前年度に開発した方法を用

い、mRNA の配列中に連続した D-Phe を指定す

るコドンを並べ、ペプチドの翻訳合成を試み

た。しかしながら、ペプチドの合成量は検出

限界以下であった（図７	
 レーン 10,	
 12）。	
 

	
 

図７	
 複数の D体アミノ酸のペプチドへの導入。	
 



 

 

	
 我々は、(1)リボソーム P 部位の D-Phe がペ

プチドの伸長を阻害している、もしくは(2)	
 

D-Phe は側鎖が大きいため連続した導入には

無理があると考えた。そこで、2 つの D-Phe

間に L-Tyr を挟んだものや、D-Phe の代わり

により側鎖の小さい D-Ala を用いたが、ペプ

チドの合成量は検出限界以下であった（図７	
 

レーン 4,	
 6,	
 10,	
 12）。本結果はリボソーム

に、複数の D体アミノ酸の導入を排除する何

らかの機構があることを示しており、これは

将来解明すべき研究課題である。	
 

	
 本研究において、D 体アミノ酸やベータア

ミノ酸に関する新たな知見が得られた。これ

は、特殊ペプチドのライブラリー化のための

基礎的で有用な知見である。本研究成果によ

り、特殊ペプチドの創薬への利用が促進され

ると考えられる。	
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