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研究成果の概要（和文）：非天然アミノ酸Z-リジンをセンスコドンに対応してタンパク質に導入する系を組み込
んだ大腸菌株を作出した。Z-リジンを与えると、機能が失われた異常なたんぱく質が作られるので、大腸菌の成
長は著しく阻害された。その成長阻害の度合いは、選択したコドンに著しく依存した。側鎖の性質がZ-リジンと
乖離するほど、コドン-アンチコドンの相互作用が強いほど、毒性は強くなる傾向がみられた。この仕組みを用
いて、新規のカウンターセレクションマーカーとして応用できることを実証した。

研究成果の概要（英文）：An E. coli strain that harbors a system that incorporates the unnatural 
amino acid Z-lysine into proteins at the sense codons was constructed.The growth of E. coli was 
severely inhibited in the presence of Z-lysine because non-functional proteins were produced.The 
degree of growth inhibition was significantly dependent on the codon selected.Large differences in 
the nature of the side chains from Z-lysine and strong codon-anticodon interactions enhanced 
toxicity. We demonstrated that this genetic device can be applied as a novel counter-selection 
marker.

研究分野： 合成生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
産業で使われる生物には、安全性の確認がなされていない遺伝子組換え生物、研究やワクチン製造に用いられる
病原体、および在来種を駆逐して増殖する外来生物など、「役に立つが、危険性もある」生物が多数ある。本研
究は、そのような生物が環境中に漏出した場合、自然の生物には影響を与えずに、特異的に除去できる仕組みを
開発した。危険性をあわせもつ生物を、より安全に使用できるだろう。また、物質生産などにおいて、微生物の
密度を調節し、最適な効率を得る方法としても応用できるだろう。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

生物に特有な危険性の本質は「自律的に増殖するので、いったん環境中に漏出したらコントロ

ールできない」点にある。これは、化学物質や放射能など、時とともに減衰する他の環境汚染問

題とは、根本的に異なる性質である。そのため、環境に悪影響が予想される生物は厳しく管理さ

れるべきだが、物理的に隔離する古典的な方法（物理的封じ込め）は、ヒューマンエラーによっ

て、しばしば破綻する。生物学的封じ込めは、生物に遺伝的プログラムを施して、そのような野

放図な拡散を防ぐ技術であり、根本的な解決法である。申請者を含めて、急速に進歩した合成生

物学の手法を用いて、生物学的封じ込め技術の開発が続けられている。しかし、万一、開放環境

中に拡散してしまったそのような生物を、他の生態系を構成する生物に影響を与えずに、特異的

に駆除する方法は、これまで必要性が指摘されていたにも関わらず、ほとんど報告されていなか

った。 

 
２．研究の目的 

産業に用いられる「役に立つが、危険性もある生物（安全性が確認されていない遺伝子組換え

生物、生態系を破壊する有用外来生物、研究開発およびワクチン用の病原体など）」を、他の生

物には無害な処理によって、特異的に死滅させる方法を開発する。これにより、これらの生物が

環境中に野放図に拡散して、生態系に悪影響を及ぼす危険を解消する。その結果、これらの生物

を用いた物質生産、環境浄化、ワクチンなどの環境安全性が飛躍的に高まり、生物産業の拡大と、

環境保全を両立した社会を実現できる。 

 
３．研究の方法 

 本研究は、封じ込めようとする生物を特異的に排除する方法を、次のようにデザインした。 

(1) 他の生物には、影響を及ぼさないこと 

(2) 意図せず、標的生物が死滅しないこと 

(3) 可能な限り、単純な仕組みで達成できること。 

(4) 原理的に、全ての生物種に適用できること。 

このような条件をすべて満たす方法を開発するのは容易ではないが、本研究は以下のように

解決を目指している。 

(1)については、一般の生物には無害である非天然アミノ酸を、標的生物を死滅させる物質とし

て用いることにより、解決した。 

(2)については、非天然アミノ酸は自然界には存在しないので、意図せず標的生物が死滅するこ

ともないと考えられた。 

(3)は、1つの酵素および 1つの tRNA 遺伝子のみからなる単純な遺伝回路で達成できた。 

(4)は、コドンとアミノ酸の対応は、細菌から多細胞真核生物まで、ほとんど保存されている。

その対応関係を乱すことを原理とする本法は、生物種によらず有効と推測された。 

 
４．研究成果 

以前、毒性タンパク質の生産と生物学的封じ込めのための、厳密かつ無段階制御可能な翻訳制

御デバイスを報告した（図 1A）。この技術は、部位特異的非天然アミノ酸（Uaa）導入を用いた標

的タンパク質の条件的な翻訳に基づくものである。このデバイスでは、Uaa 特異的 tRNA 合成酵

素（UaaRS）と、UAG 停止コドンに Uaa を組み込む基質 tRNA が、標的生物の細胞内で発現させる。

また、標的遺伝子のコード領域に単一または複数の UAG コドンが挿入される。Uaa が挿入された



標的遺伝子の翻訳は、Uaa の非存在下では中断されるが、

Uaa の存在下では UAG ストップコドンのリードスルーに

より機能的タンパク質が生産される。ここでは、Uaa 制

御翻訳制御デバイスと概念的に類似した、宿主傷害デバ

イスを開発した。この宿主傷害デバイスは、通常のタン

パク質を構成するアミノ酸に割り当てられたセンスコ

ドンに Uaa を組み込む（図 1B）。Uaa は、本来割り当て

られたアミノ酸に対して競合的に多くのタンパク質に

組み込まれ、その結果、機能を失ったまたは毒性を持つ

異常なタンパク質が生成される（図 1C）。最終的に、広

範囲の生物学的プロセスが妨害されることにより、宿主

を障害する。 

非天然アミノ酸 Nε-ベンジルオキシカルボニル-L-リ

ジン（ZK）を tRNApylに特異的に付加する改変ピロリジル

tRNA シンテターゼ（ZKRS）を用いて、ZKにより宿主を傷

害するデバイス構築した。tRNApyl遺伝子のアンチコドン

配列をランダム化し、種々のセンスおよびナンセンスコ

ドンに ZK を組み込んだ。予備試験において、これらの

菌株の一部はZKの存在下で著しく増殖が抑制されたが、

他の菌株は比較的耐性であった。各株からプラスミドを

分離し、改変された tRNApyl遺伝子のアンチコドン塩基配

列を決定した。最終的に、全 64 コドンに完全対応した

アンチコドン配列の完全なコレクションを作成し、ZK感

受性を決定した（図２）。その結果、増殖抑制の大きさは

tRNApyl 遺伝子のアンチコドン配列に依存することが確

認された。いくつかの興味深い相関関係が見られた。Gly、

Val、Ala、Pro のような小さなアミノ酸のコドンと相補

的なアンチコドンは、しばしば強い毒性を示した。一方、

Arg、Lys、Trp、Tyr、Phe のような大きなアミノ酸のコ

ドンは、そのほとんどが低毒性であった。ZK への置換により、側鎖の物理化学的性質に大幅な

変化をもたらす置換が、毒性が高いと説明できる。停止コドンに相補的なアンチコドンは弱いか

無毒であった。相対成長率は、UGA、UAA、UAG の停止コドンでそれぞれ 1.01、0.47、1.00 であ

った。終止コドンは、リードスルーにより延長された産物を生じるだけなので、有害な変異にな

りにくいのが理由と考えられる。 

注目すべきことに、同一アミノ酸に割り当てられた多くの N1N2 ペアにおいて、（N2N1 相補塩

基）Cおよび Gコドンに対応する GN1N2 および CN1N2 アンチコドンを含む tRNApylの毒性が、（N2N1

相補塩基）Uおよび Aコドンに対応する AN1N2 および TN1N2 アンチコドンのそれより比較的高い

傾向を示した。解析の対象となった GN1N2-AN1N2（プリン）ペアと CN1N2-UN1N2（ピリミジン）

ペアのうち、ほとんどのペア（25/29）で GN1N2 と CN1N2 が高い増殖阻害率を示した。また、3つ

のペアでは毒性に大きな差はなく、1つのペアだけが毒性が低いことを示した。tRNApylは各コド

ンに対して必ずしも理想的に安定した結合を作らないので、より強い結合を生じる GC 塩基対を

含むコドンの方が効率よく ZK を導入するため、強い毒性を示したのだろう。 

図１.組換え微生物を特異的に除去

する仕組み。(a) Uaa によるタンパ

ク質の翻訳制御。(b)Uaa のセンスコ

ドンに対応する導入による遺伝的宿

主傷害デバイス。(c)Uaa 誤導入によ

る毒性の発揮。 
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図２.宿主の成長阻害に対する tRNApylのアンチコドン配列の影響。図は、アンチコドンの相補

配列で示している。 

 

次に、この宿主傷害デバイスを応用して、新規のカウンターセレクションマーカーとして利用

できるか検証した。カウンターセレクションマーカーとは、条件的に宿主細胞の死滅や激しい増

殖抑制を促す遺伝子のことである。これらのマーカーは、二段階ゲノム編集、組換えベクターの

選択、およびプラスミドキュアリングなど、さまざまな用途に役立つ遺伝学的ツールである。プ

ラスミドキュアリングとは、細菌からプラスミドを除去する遺伝子操作のことを指す。この技術

は、様々な遺伝子工学的応用において重要である。例えば、ゲノム編集では、プラスミドの段階

的導入とその除去がしばしば必要とされる。さらに、加工された DNA 配列、菌株の遺伝子操作の

ための酵素遺伝子、およびスクリーニング/特性評価ツールを導入するためのプラスミドは、通

常、菌株の最終的な使用の前に除去される。高度なプラスミドキュアリングは、あらかじめカウ

ンターセレクションマーカーをプラスミドに組み込み、マーカーが毒性を発揮する条件下で培

養し、プラスミドを失った生き残りの細菌を選択するものである。 

プラスミドキュアリングの手順を図３に示す。結果の典型的な例として、強い増殖抑制効果を

持つ tRNApyl
GCCを持つカウンタ-セレクションマーカーを含む標的プラスミドにおける結果も、あ

わせて示す。このプラスミドは、クロランフェニコール耐性遺伝子（cat）も有している。まず、

標的プラスミドを含む細菌をクロラムフェニコール無添加培地で一晩（およそ 10世代、約 18 時

間）培養を行った。この培養では、cat を発現していない細菌も生存できるため、標的プラスミ

ドを失った細菌が保持している細菌と混在することになる。予備実験では、宿主傷害デバイスの

効果により、目的プラスミドを持つ細菌は ZK を含む固体培地では増殖できないことがわかった。

ZK 耐性およびクロラムフェニコール耐性のエスケーパーの頻度は＜70ppm（0 エスケーパー／1.4

×104 CFU）と推定された。一方、目的のプラスミドを持たない細菌は正常に増殖し、コロニー

を形成した。培養後の細菌懸濁液を希釈し、固形培地に播種した。その結果、予想されるエスケ

ーパーの頻度よりはるかに高い、接種菌の約 2%が、プラスミドを失った ZK耐性コロニーとして

分離された。プラスミドが失われることにより、ZK 耐性と cat の消失によるクロラムフェニコ

ール感受性が発現する。分離された ZK 耐性コロニーからランダムにピックアップした 64 個の

コロニーはすべてクロラムフェニコール感受性であり、プラスミドの喪失が確認された。これら



の結果から、ZKRS-tRNApyl
GCC は信頼性の高いプラスミドキュアリングのためのカウンターセレク

ションマーカーとして使用できることが示唆された。 

 

図３.ZK の存在下で宿主傷害性を発揮するカウンターセレクションマーカーによるプラスミ

ドキュアリング 
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