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１, 研究のねらい 

現存する生命において、RNA の塩基配列をタンパク質中のアミノ酸の配列に変換するアル

ゴリズムが遺伝暗号であり、tRNA のアミノアシル化は遺伝暗号の成立過程に関わっている。

本研究は、RNA がヌクレオチドレベルで示すキラル選択性や分子認識・識別メカニズムを明ら

かにすることにより、生物学的な tRNA のアミノアシル化の進化過程を解明すると同時に、有

効な tRNA の化学的アミノアシル化の実現と RNA 超分子創製の基礎構築を目指すものである。

アミノアシル-p-オリゴヌクレオチドによる tRNA のアミノアシル化法は、アミノアシル tRNA 合成

酵素（aaRS）なしで、有効なアミノアシル化を実現する可能性がある。また、これらの分子メカ

ニズムを解明することによって、生物界のホモキラリティーや遺伝暗号、更には、tRNA のアミ

ノアシル化の起源に迫ることができる。アミノアシル-p-オリゴヌクレオチドは、現在の aaRS の

反応中間体であるアミノアシル AMP と同じ結合を有し、生命の進化の連続性の観点からも注

目に値する。と同時に、この機構を利用した非天然アミノ酸導入の新しい方法論を確立し、人

工タンパク質の合成へのブレイクスルーと RNA ナノテクノロジーの開発を目指す。 

 

２, 研究成果 

A. キラル選択的アミノアシル化メカニズムの解明 

アミノアシル-p-オリゴヌクレオチドを利用したミニへリックスのアミノアシル化反応は、L-アミ

ノ酸を D-アミノ酸より優位に結合する（約４倍の差）が、この差は繰り返し反応が起こることを

考慮すれば、天然のタンパク質が L-アミノ酸から構成されている謎についての理由を説明可

能である。しかし、この系における L-アミノ酸の識別メカニズムについては明らかになっていな

かった。このメカニズムを明確にするために、アミノアシル-p-オリゴヌクレオチドを利用したミニ

へリックスのアミノアシル化反応の詳細な検討を行った。 

まず、この系はアミノアシル-p-オリゴヌクレオチドとミニへリックスとが、架橋オリゴヌクレオ

チドを介して近接することによって起こる。5’-リン酸基にアミノアシルリン酸結合を介してつな

がっているアミノ酸は、高エネルギー状態にあり、このアミノ酸は何もしなければ、加水分解さ

れるが、近接位置に水に代わる官能基が存在すれば、その位置への結合の転移が起こりうる。

丘を下るが如くの、いわゆるdownhill reactionであり、その可能性の場としては、ミニヘリックス

の 3’末端アデノシンの 2’-OHか 3’-OHの部位がそのcandidateとなる。しかし、この反応は、

3’-OHにしか起こらないことが分かった。これは、反応部位が自由な環境にあるのではなく、

極めて空間的に制限を受けた形で構成されていることに由来する。これを可能にするのが、架

橋オリゴヌクレオチドによって二重らせん様構造（Extended Double Helix構造と呼ぶ）が作られ

ているからであり、これらを構成するヌクレオチドはC3’-endo型のパッカリングコンフォーメー

ションを取っていることが明らかになった。アミノアシル化部位に最近接した位置のオリゴヌク

レオチドの塩基配列置換体（G-T、G-U、I-T、G-T(2’-O-CH3)）を用いた実験から、D-アミノ酸

 



側鎖の立体障害が反応性の低さを説明することが示唆されたが、そのモデルは実験結果を矛

盾なく説明することができた。ただし、I-Tの場合において、Iのケト・エノール変換の影響につい

ては、今後、検討して行く必要がある。また、L-アミノ酸、および、D-アミノ酸の双方を用いて、

反応系を構成する分子の構造解析に向けた試みを現在進行中である。 

 

B. アミノアシル-p-オリゴヌクレオチドを用いた tRNA の新規アミノアシル化法の開発 

 アミノアシル-p-オリゴヌクレオチドを利用したミニヘリックスのアミノアシル化反応を tRNA に

応用することを試みた。tRNA もミニヘリックスと同様に 3’末端部分に CCA という一本鎖配列

を有しており、架橋オリゴヌクレオチドによって、ミニヘリックスと同様の反応が起こると期待で

きる。しかも、L-アミノ酸は D-アミノ酸より優位に結合するするとは言え、D-アミノ酸は結合さ

れないわけではないので、ドナー側のアミノアシル-p-オリゴヌクレオチドを大量に使用するこ

とで、どのようなアミノ酸にも利用できる tRNA のアミノアシル化法の開発を目指した。 

 まず、非天然蛍光アミノ酸であるβ-[benzo[b]acridin-12(5H)-on-2-yl]-L-alanine をサプレ

ッサーtRNA にアミノアシル化することに成功した。さらに、非天然アミノ酸を含む複数のアミノ

酸をアンバーサプレッサーtRNA に導入することに成功し、得られたアミノアシル-tRNA を、３

番目のコドンをストップコドン（アンバーコドン）に変換した eGFP 発現プラスミドを含む大腸菌

の S30 in vitro translation 系に導入したところ、従来の方法では、わずか１種類のアミノ酸の

導入だけでも容易でないのに対し、20 種類の天然型 L-アミノ酸のすべてに加え、D-アミノ酸

を５種類、さらに、非天然アミノ酸を２種類の、計 27 種類のアミノ酸を eGFP に導入することに

成功した。これらは、eGFP が持つ 509nm の蛍光検出を行うことで確認した。 

 このアミノアシル-p-オリゴヌクレオチドを用いたアミノアシル化法を用いた、非天然アミノ酸

導入タンパク質の合成法の問題点として、バックグラウンドの高さが顕著に現れることが明ら

かになった。これに対処するために、アクセプターステム中に C1-G72 塩基対を導入した

tRNA を大量に調製する必要が生じた。T7RNA ポリメラーゼによる転写は G がスタートでない

と、その効率が著しく落ちるため、C1 でスタートする tRNA の上流に、この C1 の 5’-リン酸基

を残すように切断するリボザイムの配列を有する RNA トランスクリプトを転写するシステムを

構築した。現在、このリボザイムの切断活性を最適化するための条件を検討していると同時

に、G1-C72 塩基対を導入した tRNA を用いたアミノアシル化効率の向上を試みている。 

 

C. ナノ古細菌のアミノアシル化システムの解明と分子認識 

 現在の生物系におけるtRNAのアミノアシル化システムがどのように進化してきたのかを明

らかにするために、最小のゲノムサイズを持つ古細菌であるナノアーキア（Nanoarchaeum 

equitans）のアミノアシル化過程の解析を行った。まずはアラニルtRNA合成酵素（AlaRS）とグ

リシルtRNA合成酵素（GlyRS）の遺伝子を、ナノアーキアのゲノムDNAからクローニングし、

大腸菌内でのこれらのタンパク質の発現系を構築した。ナノアーキアのAlaRSはα、β、２つ

のペプチドに分断されてコードされているが、α、β、および、その変異体のタンパク質発現

系を構築し、得られたタンパク質とtRNAAlaトランスクリプトを用いたアミノアシル化活性の測定

を行った。その結果、ナノアーキアのAlaRSはα、βの両方が存在しないとアミノアシル化が

起こらないこと、および、βは全長でなく、N末端側の約 100 アミノ酸残基（β’） だけで、全長

と同程度のアミノアシル化への寄与をすることが明らかになった。さらに、βドメインの最小化

 



をはかるために、新たな変異体（β’’）の構築を行った。GlyRSによるtRNAGlyの認識機構に

ついて研究を行った結果、tRNAGlyのディスクリミネーター塩基、アクセプターステム中の塩基

対、および、アンチコドン２文字目、３文字目がGlyRSによって認識されていることが明らかに

なった。しかし、これらの塩基の認識の度合いは、他の生物のGlyRSによる認識とは違ってい

ることが明らかになった。また、グリシルtRNA合成酵素（GlyRS）とアラニルtRNA合成酵素

（AlaRS）についての機能最小化の解析を継続的に行っており、特に、GlyRSのCCD

（Catalytic Central Domain）について、T. thermophilusのGlyRSとの相違を発見した。 

 

３, 今後の展開 

本研究の典型的な応用は、新規人工タンパク質の作製であろう。上記のオリゴヌクレオチド

を用いたアミノアシル化の系を利用して、少数の限られたアミノ酸に留まらず（従来の aaRS の

変異体を用いた方法では、天然に似たようなアミノ酸しか導入できない）、任意のアミノ酸を有

効に容易に tRNA にアミノアシル化することが可能になり、また、さまざまな RNA に見られる高

次相互作用を、アミノ酸と RNA の新規相互作用、及び、金属イオンを介した新しい相互作用、

Kissing 相互作用などと組み合わせることにより、新たな超分子 RNA ナノテクノロジーの創製

にもつながる可能性があろう。これらは RNA 超分子形成機構の解明とも相まって、将来的な

創薬などをも見据えた社会への貢献は大きい。また本研究は、RNA が持つ本質的な分子認

識機構を解明することも目指しているため、純粋な科学としての観点からも極めて重要であり、

医療技術等の応用につながると同時に、生命の起源の謎の解明にもつながる基礎研究にな

る可能性もある。 

 

４, 自己評価  

さきがけ研究期間で、今後につながる数々の結果が得られた。文字通り「さきがけ」としての

取っ掛かりはつかめたが、まだ詳細に至る詰めの段階には到達していない。当然ながら、当

初の目標に対して、十分でない点も多々あることも否めない。以下、具体的に、それらを記載

したい。 

 キラル選択的アミノアシル化メカニズムの解明に関しては、実験結果を矛盾なく説明するモ

デルを作成することができたが、このモデルは極端に単純化した状態を説明しているに過ぎ

ない可能性がある。Extended Double Helix を構成しているであろう反応システムにおいて、モ

デルが主張している結果が正しいのかどうかに決着をつけるためには、最終的には X 線結

晶構造解析などの構造生物学的な解析が重要である。当初の目標においてもこれを掲げて

いたが、不安定な実際の反応系をミミックする安定物質のアナログ合成に思いのほか手間

取り、この点についての進展は余りなかった。今後、これらについて、研究を進めていきた

い。 

 アミノアシル-p-オリゴヌクレオチドを用いた tRNA の新規アミノアシル化法の開発について

は、複数のアミノ酸に対して、普遍的に使える可能性は示唆できたが、まだまだ実用段階に

はほど遠い状況である。今後、反応条件の最適化を行い、効率的に tRNA のアミノアシル化

とタンパク質合成が行えるようにしていきたい。 

 ナノ古細菌のアミノアシル化システムの解明と分子認識に関しては、いくつかの個々の系

においては、個々の認識機構の一端を明らかにすることができた。しかしながら、あくまでも

 



一端に過ぎないので、今後は、全貌の解明に努力したい。そして、その延長線上には、やは

り、生命が単純な系からどのように現在の系になっていったのかという、生命の本質の理解

があると思う。 

 「知を愛する」というところから来ている科学の歴史を鑑み、即効的に目に見えるような技術

だけではなく、科学の成果というものは、知的文化、知的遺産といった人類共通の文化の構

築の点からも捉えるべきであろう。その意味でも、本研究の発展は人間の知的好奇心にも訴

えるに違いないと信じている。 

 

５, 研究総括の見解 

本研究は、RNA ワールドからの生命の進化の過程を想定しつつ、tRNA のアミノアシル化の

進化過程を解明し、RNA がヌクレオチドレベルで示すキラル選択性や分子認識・識別メカニズ

ムを明らかにすることを目的としている。同時に、この機構を利用した非天然アミノ酸導入の新

しい方法論を確立し、人工タンパク質の合成や RNA ナノテクノロジーの開発を目指している。

アミノアシル-p-オリゴヌクレオチドを利用したミニヘリックスのアミノアシル化反応では、L-アミ

ノ酸が D-アミノ酸より約４倍優位に結合する。この実験結果を矛盾なく説明するモデルを作成

したことは、高く評価出来る。また、多くのアミノ酸に利用できる tRNA のアミノアシル化法の開

発にも成功し、普遍性を与えたことは、今後の応用研究にとって重要である。さらに、ナノ古細

菌を使用して、現在の生物系における tRNA のアミノアシル化システムへの進化を研究中であ

る。当研究者の研究は、生命の起源・進化に原点を置いており、常に地球レベルの環境の影

響を視点に入れている点が特徴であり、豊かな創造性に繋がっている。 
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