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研究成果の概要（和文）：　ピロリジル-tRNA合成酵素(PylRS)/ピロリジンtRNAペアは様々な生物種のアミノアシル-tR
NA合成酵素やtRNAと直交性をもつことから、タンパク質中に非天然アミノ酸を導入するシステムの親分子として注目さ
れている。そこで本研究では大腸菌内でビオチン化リジンをタンパク質に導入し、ビオチン標識したタンパク質を生産
するシステムの構築を目指した。飽和変異を導入したPylRSライブラリのin vivo選択やドッキングモデルによるPylRS
変異体を用いた解析を行った結果、システムの構築にはPylRSの大規模な改変が必要であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Since pyrrolysly-tRNA synthetase (PylRS)/pyrrolysine tRNA (tRNA(Pyl)) pair is 
orthogonal to aminoacyl-tRNA synthetase/tRNA pairs in various organisms, PylRS/tRNA(Pyl) pair has been 
used as one of the parental molecules to cotranslatinally incorporate an unnatural amino acid into a 
protein. In this project, I tried to develop the system to produce a biotinylated protein in E. coli by 
using PylRS/tRNA(Pyl) pair and biotinyl-L-lysine (biocitin). Although several challenges of in vivo 
selection to PylRS libraries with saturated mutations, many PylRS mutants recognizing natural amino acid 
were isolated as higher background. In addition to the selection, I constructed the PylRS mutant based on 
the docking model of PylRS and biocitin, which however showed the activity with very little. These 
results suggest that large modification of the active site in PylRS is required to obtain PylRS mutant 
that can charge biocitin onto tRNA(Pyl).

研究分野： 合成生物学
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１．研究開始当初の背景	 
近年のトランスクリプトーム解析から

タンパク質をコードしない RNA(非コード
RNA)が多く存在していることが明らかにさ
れ注目を集めている。それらの多くはタン
パク質との相互作用により機能を発揮して
いると考えられる。一方、ゲノム解析では
核酸結合に特徴的な配列をもつ機能未知タ
ンパク質が数多く推定されており、非コー
ド RNA とそれに相互作用するタンパク質の
対応関係を明らかにできれば、生体の制御
メカニズムの理解に繋がると考えられる。
そこで、in	 vivoでビオチン標識されたタン
パク質を任意に生産できれば、ストレプト
アビジンを用いた迅速で特異的な精製過程
を経ることで、RNA 結合性タンパク質とそれ
に相互作用する RNA の同定・解析が容易に
なると考えた。	 

生体内のタンパク質は基本的に 20 種類
の天然アミノ酸で合成されるが、近年、タ
ンパク質に非天アミノ酸を導入し、機能を
拡張する研究が盛んに行われている。主な
手法はアミノ酸の指定されていないアンバ
ー終止コドン(UAG)を利用し、タンパク質翻
訳の過程で非天然アミノ酸を導入するもの
である。UAG の位置を変えることで導入部位
を自在に設定できる。in	 vitro よりも in	 
vivoの方が大量の非天然アミノ酸を含むタ
ンパク質を得られるが、宿主のアミノアシ
ル-tRNA 合成酵素(aaRS)や tRNA と交差反応
しない外来aaRSや tRNAを使う必要がある。
研究代表者は近年、この手法を応用して、
大腸菌内でタンパク質の部位特異的に非天
然アミノ酸を導入する研究を行い、リン酸
化セリンやアセチルリジンを導入するシス
テムの構築に成功した(Science	 2011:	 333,	 
1151-4;	 FEBS	 Lett.	 2012,	 586,	 729–33)。
そこで、これまでの研究で得た技術を生か
してビオチニルリジン(ビオシチン)を大腸
菌内でタンパク質の特異的部位に導入する
システムを構築しようと考えた。	 

現在のタンパク質へのビオチン標識
は主に in vitroで行われ、均一性、煩雑な
操作、収量に関する問題がある。また in 
vivo での標識も可能だが、その部位には
制限があるため、複合体の形成に影響を
及ぼす可能性がある。一方、本システム
は任意の位置にビオチン標識が可能なた
め、生体内の分子間相互作用を解析する
する強力なツールになると考えられた。	 
	 
２．研究の目的 

本研究では部位特異的にビオチン標識
したタンパク質を生細胞内で生産するシス
テムを構築する。具体的にはピロリジン
tRNA(tRNAPyl)とピロリジル-tRNA 合成酵素
(PylRS)変異体を用い、アンバー終止コドン
にビオシチンを割り当てることによって in	 
vivoのタンパク質翻訳反応でビオチン標識

したタンパク質を生産するシステムを構築
することを目的とした。	 
	 
３．研究の方法 

ビオシチンを認識する PylRS 変異体(ビ
オシチル-tRNA 合成酵素:BioLysRS)を創製
するために、PylRS のアミノ酸認識部位に飽
和変異を導入した PylRS ライブラリプラス
ミドを作製した。作成したライブラリを大
腸菌に導入し、in	 vivoセレクションを行う
ことで、BioLysRS の濃縮を試みた。セレク
ション後にシングルコロニーを得て、個別
に BioLysRS の活性を調べた。	 

柳沢達男博士の協力によりPylRSとビオ
シチンのドッキングモデル作成した。この
モデルを基にした PylRS 変異体を作製し、
ビオシチンに対する活性を in	 vitroで調べ
た。更にモデルを基にした新規 PylRS ライ
ブラリを構築し、in	 vivoセレクションを行
った。	 
	 

４．研究成果	 

(1)PylRS ライブラリのセレクション	 
PylRS ライブラリの効率的なセレクショ

ンを行うために大腸菌ompCタンパク質を用
いたバイオパニングによるセレクションシ
ステムを構築した。このシステムは ompC タ
ンパク質の 180 番目にアンバー終止コドン
を導入し、大腸菌表面に提示されたビオシ
チンをストレプトアビジン磁気ビーズで大
腸菌ごと捕捉するものである。フェニルア
ラニンを認識するPylRS変異体とompCシス
テムを大腸菌内で共発現させるとシステム
由来のompCが大腸菌膜上に提示されたこと
から、このシステムは期待通り機能してい
ることが示唆された。構築した ompC システ
ムによって選択された大腸菌を培養して増
幅し、得られたコロニーからライブラリプ
ラスミドを精製した。そのライブラリを再
びompCシステムと一緒に大腸菌に導入した。
同様のセレクションを 3 から 5 サイクル行
った後、ビオシチンを含む LB プレートと含
まない LB プレートに大腸菌を塗布した。LB
プレート上のコロニー数を比較したがこの
条件では差が見られず、BioLysRS の濃縮は
見られなかった。そこで、培地を M9 小培
地に変更し、同様のセレクションを行った
が、この条件でも BioLysRS の濃縮は見られ
なかった。	 

次に、クロラムフェニコール耐性遺伝子
(CAT)と Barnaseによる2段階のセレクショ
ンシステムに切り替え、LB 培地でのセレク
ションを 5 サイクル行った。 後のサイク
ルで得られたコロニー、44 個を個別に選別
した。すべてのクローンで天然アミノ酸を
認識する PylRS 変異体が得られていた。こ
の結果から 初にデザインした PylRS ライ
ブラリの変異導入箇所は適切ではなかった



と判断し、PylRS とビオシチンのドッキング
モデルを利用し、PylRS 変異体や新たなライ
ブラリをデザインすることにした。	 

(2)ドッキングモデルに基づく BioLysRS の
創製	 
PylRS とビオシチンのドッキングモデル

に基づいた PylRS 変異体(PylRS-GGGG)を作
製し、in	 vitroでビオシチンを tRNAPylに結
合できるかを調べたが、期待通りの活性を
確認することはできなかった。そこで、こ
の PylRS 変異体の変異導入箇所に飽和変異
を導入した新規の PylRS ライブラリを構築
し、(1)と同様に ompC システムを用いたバ
イオパニングと CAT/Barnase によるセレク
ションを行った。更に ompC システムと
CAT/Barnase を組み合わせたセレクション
も行ったが、いずれの手法を用いても目的
の変異体を得るまでには至らなかった。ビ
オシチンと PylRS のドッキングモデルでは
PylRS-GGGG にすることでビオシチンがアミ
ノ酸結合ポケットに入るもののかなり窮屈
な状態であった。また、ビオシチンが PylRS
のアミノ酸結合ポケットに入るための通り
道がかなり狭いようにも見えた。このこと
からBioLysRSの創製には大規模な改変を考
慮した PylRS ライブラリの構築とセレクシ
ョンが必要であると考えられる。	 

本研究では ompC システムの構築に成功
し、PylRS ライブラリの作成においても新た
な指針を得ることができた。今回得られた
知見を足がかりに、今後も BioLysRS の創製
にチャレンジしていきたい。	 
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