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(1) “Dissection of goadsporin biosynthesis by in vitro 
reconstitution leading to designer analogues expressed 
in vivo.” 
 

Goadsporin is a member of ribosomally synthesized 
and post-translationally modified peptides (RiPPs), 
containing an N-terminal acetyl moiety, six azoles and 
two dehydroalanines in the peptidic main chain. Although 
the enzymes involved in goadsporin biosynthesis have 
been defined, the principle of how the respective enzymes 
control the specific modifications remains elusive. Here 
we report in vitro synthesis of goadsporin using the 
enzymes reconstituted in the flexible in vitro translation 
system, referred to as the FIT–GS system. In this system, 
precursor peptides expressed from synthetic DNA 
templates undergoes multistep posttranslational 
modifications in a one-pot fashion to construct 
characteristic structures found in goadsporin. This system 
allows us to readily prepare not only the naturally 
occurring goadsporin but also 52 mutants, enabling us to 
dissect the modification determinants of the precursor 
peptide for each enzyme. The in vitro knowledge has led 
us to design artificial precursor peptides that could be 
efficiently processed by the biosynthetic enzymes and 
result in designer goadsporin analogs with artificial 
sequences. The goadsporin analogs could also be 
produced by a heterologous expression system using 
artificially mutated precursor genes, demonstrating that 
the in vitro knowledge of biosynthetic enzymes were 
applicable to in vivo environment and allowed for mass 
production of the designer goadsporin analogs. This study 
has revealed that goadsporin would be an attractive 
scaffold to generate pseudo-natural products for antibiotic 
or even other activities. The strategy demonstrated in this 
report is in principle applicable to various other RiPP 
enzymes, enabling us to rapidly investigate the principle 
of modification events with great ease and facilitating the 
production of not only native secondary metabolites but 
also designer molecules. 

 
Fig. 1 In vitro/vivo biosynthesis of designer goadsporin analogs. 
 
1.(1)-8) Nat. Commun., 8, 14207 (2017). 

(2) “Ribosomal incorporation of consecutive D-amino 
acids into peptides.” 
 
 In nature, the ribosomal translation system exclusively 
utilizes the twenty proteinogenic amino acids for 
synthesizing polypeptides. However, a reconstituted 
cell-free translation system in combination with an 
artificially reprogrammed genetic code enables 
incorporation of various non-proteinogenic amino acids 
into peptides. For example, N-methyl-α-amino acids, 
N-alkyl-α-amino acids, β-amino acids, and D-amino acids 
have been successfully introduced into peptides to date. 
Nevertheless, consecutive incorporation of D-amino acids 
has been still extremely difficult, which is attributed to 
mainly the following two reasons; 1) slow 
accommodation of D-aminoacyl-tRNA onto ribosomal A 
site, and 2) slow peptidyl transfer between the P-site 
peptidyl-D-aminoacyl-tRNA and the A-site 
D-aminoacyl-tRNA. 
 Here we report consecutive D-amino acid elongation by 
means of engineered tRNAs and optimized 
concentrations of translation factors. tRNAGluE2 has 
higher binding affinity to EF-Tu than our conventional 
tRNAAsnE2, and therefore accommodation of 
D-aminoacyl-tRNAGluE2 was improved. We also 
developed another engineered tRNA, named tRNAPro1E2, 
bearing the T-stem motif of tRNAGluE2 and the D-arm 
motif of E. coli tRNAPro1 for tighter binding to EF-Tu and 
EF-P, respectively (Fig. 2). EF-P is a bacterial translation 
factor that accelerates peptide bond formation between 
consecutive Pro in the endogenous translation system. We 
showed that consecutive incorporation of D-amino acids 
and an α,α-disubstituted amino acid can be promoted by 
EF-P depending on the D-arm motif of tRNAPro1E2. 
 

 
 
Fig. 2 Construct of an engineered tRNA, tRNAPro1E2, designed 
for efficient D-amino-acid incorporation. 
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(1) 試験管内再構成によるゴードスポリン生合成経

路の解析が擬天然ペプチド誘導体の in vivo 生産を

可能にする 
 
	 ゴードスポリンは、翻訳後修飾により生産される

ペプチド系天然物（RiPPs）の一種であり、N末端ア
セチル化、6ヶ所のアゾール骨格、2ヶ所の脱水アミ
ノ酸など、高度な構造修飾を有する。ゴードスポリ

ンの生合成に関わる酵素はこれまでに同定されてい

たものの、各酵素がどのように基質である前駆体ペ

プチドを認識して骨格変換反応を行うかは明らかに

なっていなかった。そこで本研究では、ゴードスポ

リンの生合成に関わる翻訳後修飾酵素群を再構成し、

人工翻訳系と組み合わせた試験管内生合成系

「FIT–GS システム」を構築した。本システムでは、
合成 DNA 鋳型から発現された前駆体ペプチドが同
一容器内で多段階の翻訳後修飾を受けることで、ゴ

ードスポリンに見られる特徴的な骨格を形成するこ

とができる。実際に、天然型のゴードスポリンだけ

で無く、52種類の非天然型誘導体も生産することが
でき、これにより各酵素によって修飾されるための

前駆体ペプチド上の配列要件が明らかになった。こ

の知見を基に前駆体ペプチド配列を巧みに設計する

ことで、人工ゴードスポリン誘導体を試験管内生合

成できることも実証した。さらに、当該人工誘導体

は異種発現法により生体内で生産できることも実証

し、試験管内で得た生合成知見を生体内環境でも活

用できることを確認すると共に、mgオーダーの人工
誘導体の簡便生産にも成功した。無細胞人工翻訳系

を利用した多様な基質供給は、他の RiPPs 生合成系
にも適用可能であり、様々な生合成酵素を利用した

天然・非天然ペプチドの創製が今後期待される。 

 
図 1 ゴードスポリンの人工誘導体の試験管内および生体
内生合成。 
 
1.(1)-8) Nat. Commun., 8, 14207 (2017). 

 
(2) リボソーム翻訳による D-アミノ酸のペプチド鎖

中への連続導入 
 
	 天然のリボソーム翻訳系においては、20種類のタ
ンパク質性アミノ酸のみがポリペプチド合成の基質

として利用される。一方で、再構成無細胞翻訳系を

用いて遺伝暗号をリプログラミングすることにより、

様々な非タンパク質性アミノ酸がペプチド鎖中に導

入できることも知られており、例えば、N-メチル-α-
アミノ酸、N-アルキル-α-アミノ酸、β-アミノ酸、D-
アミノ酸等の導入が報告されている。しかしながら、

そのような手法を用いても D-アミノ酸を 2つ以上連
続して導入することは依然として非常に困難であっ

た。その主な理由としては、(1)D-アミノアシル tRNA
のリボソーム Aサイトへのアコモデーションが遅い
こと、(2)リボソーム上での D-アミノ酸間のペプチド
鎖転移反応が遅いことが挙げられる。 
	 今回我々は、これらの問題点を解決するために新

しい人工 tRNAを開発し、D-アミノ酸を効率よく連続
導入することに成功した。tRNAGluE2は EF-Tuとの結
合力を高めた tRNA であり、これにより D-アミノア
シル-tRNAGluE2のアコモデーションが促進された。ま

た、tRNAPro1E2は tRNAGluE2由来の T ステム構造と、
tRNAPro1由来の D アーム構造をもち、EF-Tu および
EF-P との結合力を高めたものである（図 2）。EF-P
は翻訳因子の一つであり、連続するプロリン間のペ

プチド結合形成を促進することが知られている。こ

こでは、EF-Pが D-アミノアシル-tRNAPro1E2の Dアー
ム構造を認識してペプチド結合形成を促進すること

を示した。 

 
 
図 2 D-アミノ酸の導入効率向上を図るために設計された
人工 tRNA (tRNAPro1E2) 
 
1-(1)-5) Nucleic Acids Res., 45, 12601 (2017). 
1-(1)-6) Cell Chem. Biol., 24, 46 (2017). 
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