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研究紹介

Ser/Leu 交換遺伝暗号による高効率な無細胞タンパク質合成
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ペプチドリーム株式会社

（元名古屋大学大学院　工学研究科　生命分子工学専攻）

1 ．Ser/Leu 交換遺伝暗号の提案

近年，標準遺伝暗号と直交性を持つ新規遺伝暗

号の構築により，遺伝子組換え生物と自然環境中

の生物の間での，遺伝子水平移動に伴うリスクを

低減させる戦略が注目されている。研究初期の新

規遺伝暗号としては，空コドンや非天然アミノ酸

を含むものが考案された 1 ，2 ）。しかし，空コドン

では，組換え生物から通常生物への遺伝子の漏洩

は防げず，非天然アミノ酸を利用する方法では，

タンパク質毎に設計が必要で汎用性に欠ける等の

問題があった。

これに対し我々は，Ser と Leu の位置を入れ換

えた『Ser/Leu 交換遺伝暗号』の構築を提案した

（図 1 ）3 ）。この遺伝暗号で Ser/Leu 交換の鍵とな

るのは，アンチコドンを相互に交換されたキメラ

tRNALeu
GGA, tRNASer

GAG である。Ser, Leuに対応す

るアミノアシル tRNA 合成酵素は，アンチコドン

を認識しないため，キメラ tRNA に対してボディ

の配列に従いアミノ酸を結合する。よって，この

キメラ tRNA を用いて，Ser/Leu コドンの位置を

図1　Ser/Leu 交換遺伝暗号により遺伝子の移動を実質的に防止する仕組み。
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交換した遺伝子を翻訳することで，結果的に正し

い配列を持った活性なタンパク質が得られると予

想される。この Ser/Leu 交換遺伝子は，仮に自然

界に漏洩しても，標準遺伝暗号に従い Ser/Leu の

位置が交換されたまま翻訳されて不活性になると

考えられる。よって，遺伝子漏洩による実質的な

リスクは低減されることになる。なお，標準遺伝

子が Ser/Leu 交換遺伝暗号で翻訳された際も，同

様に不活性となるため，遺伝子の移動は双方向に

防がれると期待される。本研究では，生物を用い

た実験に先行するモデルとして，無細胞翻訳系を

用いて Ser/Leu 交換遺伝暗号を構築することで，

上記のコンセプトを実証することを目的とした。

2 ．天然・転写ハイブリッド tRNAの調製

キメラ tRNA は生合成できないため，試験管内

転写反応による調製が必須となる。一方，その他

の tRNA は，大腸菌から抽出した活性の高い天然

tRNA を用いることが望ましい。実際，我々は以

前に，系に必要な21種類の tRNA 全てを試験管内

転写反応で調製し翻訳系構築を試みた結果，タン

パク質合成量が非常に低くなってしまうことを明

らかにした 3 ）。しかし，天然tRNAとキメラtRNA

を併せて使うためには，天然 tRNA 中の tRNASer, 

tRNALeu を予め除去することが求められる。そ

こ で， 大 腸 菌 tRNA の う ち tRNASer, tRNALeu, 

tRNATyr のみが85〜93塩基と例外的に長いことを

利用して（図 2 左），変性電気泳動により tRNA

を分離した後（図 2 右），バンド II 部分のゲルを

切り出して tRNA を抽出した。ここに試験管内転

写反応で調製したキメラ tRNASer
GAG, tRNALeu

GGA, 

tRNATyr, tRNAPheを添加し，天然・転写ハイブリッ

ド tRNA を調製した（tRNAPhe 添加必要性につい

ては，誌面の都合で未掲載のため文献参照）4 ）。

3 ．�モデルペプチドを用いたSer/Leu交換翻訳の

検証

ハイブリッド tRNA を用いて再構成無細胞翻訳

図2　天然・転写ハイブリッド tRNAの調製。
グラフ（左）は，大腸菌の全天然 tRNAの長さの分布を示す。変性電気泳動（右）を用いて，tRNASer，tRNALeu を含
まないバンド II を切り出し，キメラ tRNASerGAG，tRNALeuGGA を添加することで，天然・転写ハイブリッド tRNAを調
製した。
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系を構築し，まずは，モデルペプチド 1 を用いて，

Ser/Leu 交換翻訳の検証を行った（図 3 ）。合成さ

れたペプチドをMALDI-TOF-MSにより解析した

結果，天然 tRNA を用いた場合，UCU コドンに

Ser，CUU コドンに Leu の導入が確認された。一

方，ハイブリッド tRNA では，UCU に Leu，CUU

にSerと対応が反転した。翻訳ペプチドを14C標識

し，tricine SDS-PAGE により解析した結果でも，

天然 tRNA とハイブリッド tRNA でバンド位置が

反転していることから，Ser/Leu 交換翻訳の進行

が確認された。

4 ．�モデルタンパク質を用いたSer/Leu交換翻訳

の検証

続いて，Ser 10個 /Leu 20個を含むモデルタン

パク質 sfGFP を用いて，Ser/Leu 交換翻訳の検証

を行った。Native-PAGE による解析の結果（図 4

左），tRNA と遺伝子の組み合わせが一致する条

件でのみ（レーン 1 ：天然 tRNA と標準遺伝子，

レーン 4：ハイブリッド tRNA と Ser/Leu 交換遺

伝子），活性のある sfGFP が得られた。Ser/Leu

交換翻訳の sfGFP 合成量は，天然 tRNA を用い

た場合に匹敵し，本系がタンパク質合成系として

充分に機能することを示した。一方，tRNA と遺

伝子の組み合わせが一致しない条件（レーン 2 ，

3 ）では sfGFP の蛍光は見られなかった。ただし，

同一のゲルを用いてオートラジオグラフィ解析す

ると14C 標識された翻訳産物が検出されたことか

ら（図 4 中央レーン 2 ，3 ），翻訳反応自体は進行

していることが分かった。この時，バンドが上に

シフトしており，フォールディングの異常または

凝集を起こし不活性になっていることが示唆され

た。同一サンプルの SDS-PAGE 解析では全条件

で単一のバンドが得られたことからも（図 4 右），

単一の産物のフォールディング状態の違いまたは

凝集により，Native-PAGE で複数のバンドが現

れたと言える。類似の結果が，モデルタンパク質

Streptavidin とβ -galactosidase でも得られた。以

上より，Ser/Leu 交換遺伝暗号と標準遺伝暗号の

間では，互いに専用の遺伝子を用いた場合しか機

能性タンパク質を合成できず，遺伝子が双方向に

移動できない直交性が成立することが示された。

5 ．Ser/Leu 交換翻訳導入の正確性の検証

最後に，Ser/Leu 交換翻訳導入の正確性につい

て詳細な解析を行った。モデルペプチド 2 を翻訳

合成し，LC-MS/MS を用いた解析により，Xaa

の位置に導入されたアミノ酸の組成を調べた（図

図3　天然・転写ハイブリッド tRNAによる，モデルペプチドのSer/Leu 交換翻訳合成。
モデルペプチド1を，天然 tRNA及びハイブリッド tRNAにより翻訳した後，MALDI-TOF-MS（中央）と tricine SDS-
PAGE（右，オートラジオグラフィ検出）により解析した。
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5 ）。その結果，CUU，CUC コドンの場合，天然

tRNA では標準遺伝暗号に従って Leu が高い割合

で導入されたが，ハイブリッド tRNA では Ser へ

交換された産物に加え， 1 % 程度の Leu の導入

が見られた。これは，ハイブリッド tRNA に内在

tRNALeu が僅かに残存したか，キメラ tRNALeu
GGA

による誤読の可能性が考えられる。一方，UCU，

UCC コドンでは，Ser/Leu 間の交換失敗はほぼ

見られなかった。また，Ser が導入されるべき 4

条件の全てで（CUU，CUC コドンをハイブリッ

ド tRNA で読む場合，UCU，UCC コドンを天然

tRNA で読む場合），Thr と僅かに Phe による誤読

が見られた。この原因として，用いた無細胞翻訳

系の Ser-tRNA 合成酵素の活性の不足により Ser

の導入効率が低下し，誤読を誘発した可能性が考

えられる。以上のように，Ser/Leu 交換翻訳導入

は，基本的に正確性が高いものの，目的以外の産

物も僅かに生じていることが明らかになった。こ

れは，今後キメラ tRNA の配列と翻訳系の組成の

最適化により解消できると考えられる。

図4　天然・転写ハイブリッド tRNAによる，sfGFP の Ser/Leu 交換翻訳合成。
sfGFP を翻訳合成した後，Native-PAGE（左：蛍光撮影，中央：オートラジオグラフィ）とSDS-PAGE（右：オー
トラジオグラフィ）により解析した。

図5　LC-MS/MSを用いた，天然・転写ハイブリッド tRNAによる Ser/Leu 交換の正確性の評価。
モデルペプチド2を翻訳合成した後，LC-MS/MSにより Xaa の位置に導入されたアミノ酸の種類を解析した。各条
件でのアミノ酸の比率を，表中の数字（％）とパネルのグレースケールで示した。
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6 ．まとめと展望

本研究では，天然・試験管内転写ハイブリッ

ド tRNA を作製し，Ser/Leu 交換遺伝暗号を持つ

無細胞翻訳系を構築した。モデルペプチドの実験

では，Ser と Leu が高効率で交換可能であること

が示された。モデルタンパク質の実験では，Ser/

Leu 交換遺伝子から活性タンパク質の合成に成功

し，sfGFP の場合の合成量は，標準遺伝子と天然

tRNA の組み合わせに匹敵するほど高かった。ま

た，Ser/Leu 交換遺伝子は，天然 tRNA では活性

な産物へと翻訳されず，自然界へ漏洩時のリスク

が低いことが示唆された。逆も同様に成立するこ

とから，Ser/Leu 交換遺伝暗号の使用は，標準遺

伝暗号との間で遺伝子の移動を双方向に防ぐ“防

壁”として機能すると言える。

本研究で開発したSer/Leu交換遺伝暗号を持つ

無細胞翻訳系は，遺伝子漏洩に起因するバイオハ

ザードリスクの低い安全なタンパク質合成系とし

て，今後の利用が期待される。また，我々の2020

年の報告以降 3 ），Ser/Leu 交換遺伝暗号を実際の

生物で作製しようと試みる研究が世界的に進めら

れている5-7）。本成果は，Ser/Leu 交換遺伝暗号を

生物へと実装する研究に先駆けた無細胞モデル系

として，今後の研究に重要な知見を提供すること

が期待される。
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