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Annual Research Highlights 
 

(1) “An aminoacylation ribozyme evolved from a 

natural tRNA-sensing T-box riboswitch” 

 

In the present world, protein enzymes are responsible 

for the aminoacylation reaction (conjugating amino acid 

to the 3′-end of tRNA) in the ribosomal translation system. 

On the other hand, RNA world hypothesis suggests 

ribozymes catalyzed the aminoacylation reaction in the 

primitive translation system, but no such ribozymes have 

been found in modern organisms. Although various 

artificial aminoacylating ribozymes have been developed 

by in vitro molecular evolution method, they are not 

related to natural RNA sequences. Therefore, if we can 

evolve aminoacylating ribozymes from the RNAs of 

modern living organisms, the RNA world hypothesis will 

be further supported. 

In this study, we partially randomized T-box riboswitch 

RNA from Bacillus subtilis glyQS and evolved it to Tx2.1, 

a ribozyme that recognizes tRNA anticodon and body 

sequences and catalyzes aminoacylation. Tx2.1 

recognizes N-biotinyl-L-phenylalanine-cyanomethylester 

(Bio-Phe-CME) as a substrate. In other words, Tx2.1 

catalyzes aminoacylation by recognizing both tRNA 

sequences and amino acid chemical structures, just like 

natural protein aminoacyl-tRNA synthetases. Furthermore, 

by integrating the reconstituted in vitro translation system 

with Tx2.1, aminoacylation and translation reactions can 

be completed in one-pot, resulting in the translation and 

synthesis of peptides containing unnatural amino acids 

(Fig. 1). 

From these results, we can propose the hypothesis that 

aminoacylated ribozymes such as Tx2.1 existed in the 

hypothetical RNA world but had been replaced by protein 

enzymes in the process of evolution, and that the T-box 

riboswitch remains as a remnant of aminoacylating 

ribozymes. From a technical point of view, availability of 

the tRNA-recognizing Tx2.1 will lead us to consider a set 

of future experiments involving the engineering and 

evolution of T-boxzymes that potentially function in 

cellular environments. 

Fig. 1 Schematic illustration of in vitro translation 

coupled with aminoacylation ribozyme Tx2.1 to produce 

an artificial peptide.  
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(2) “Ribosomal synthesis of foldamer peptides 

containing cyclic β-amino acids and its application to 

discovery of novel bioactive peptides” 

 

 β-Amino acids can induce unique rigid folding 

structures of peptides, referred to as foldamers, owing to 

their turn/helix inducing abilities. Cyclic β2,3-amino acids 

(cβAAs), such as 2-aminocyclohexanecarboxylic acid 

(2-ACHC) and 2-aminocyclopentanecarboxylic acid 

(2-ACPC), can act as particularly strong helix/turn 

inducers due to the structural rigidity derived from their 

constrained cyclic structures. Therefore, such foldamer 

peptides containing cβAAs are an attractive platform for 

developing novel peptide drugs. 

 Although ribosomal incorporation of β-amino acids into 

peptides is intrinsically inefficient, particularly for their 

consecutive elongation, we improved the efficiency by 

developing an engineered tRNA, named tRNAPro1E2, 

bearing specific T-stem and D-arm motifs that efficiently 

recruit EF-Tu and EF-P to improve accommodation and 

peptidyl transfer, respectively. This tRNA enabled 

ribosomal incorporation of consecutive stereoisomeric 

cβAAs derived from 2-ACPCs and 2-ACHCs. 

Remarkably, the most effective substrate, 

(1S,2S)-2-ACPC, could be extended for up to 10 

consecutive residues. 

 Taking advantage of this strategy, we constructed a 

macrocyclic peptide library containing three kinds of 

cβAAs and applied it to the RaPID discovery of ligands 

against human Factor XIIa (hFXIIa) and human 

interferon gamma receptor 1 (IFNGR1). The resulting 

peptides exhibited low- to sub-nM dissociation and 

inhibitory constants. X-ray analysis of a co-crystal of 

hFXIIa complexed with one of the inhibitors, F3, 

revealed that one of the (1S,2S)-2-ACHC residues 

induces the formation of two γ-turns and contributes to 

the folding of the peptide into an anti-parallel β-sheet. 

These results showed the potential of this platform to 

explore previously inaccessible sequence space of 

cβAA-containing peptides. 

 

 
Fig. 2 X-ray structure of F3 bound to hFXIIa.  
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(1)天然に存在する tRNA 認識 T-box リボスイッチか

ら進化させたアミノアシル化リボザイム 
 

 現在の世界では、リボソーム翻訳系におけるアミ

ノアシル化反応（tRNA-3′末端とアミノ酸の結合）は

タンパク質酵素が担っている。一方で RNA ワールド

仮説における初期タンパク質翻訳系では、リボザイ

ムがアミノアシル化反応を触媒していたと考えられ

るが、そのようなリボザイムは現存生物からは発見

されていない。これまで試験管内分子進化法によっ

て、様々な人工アミノアシル化リボザイムは開発さ

れてきたが、天然の RNA 配列とは無関係である。そ

のため、現存生物が持つ RNA からアミノアシル化リ

ボザイムを進化させることができれば、RNA ワール

ド仮説がさらに確かなものとなる。 

今回我々は、Bacillus subtilis の glyQS 由来 T-box

リボスイッチの一部分をランダム化し、試験管内分

子進化法によって、tRNA の配列を認識してアミノア

シル化を触媒するリボザイム Tx2.1 を開発した。

Tx2.1 は N-biotinyl-L-phenylalanine-cyanomethylester 

(Bio-Phe-CME)を基質として認識する。つまり Tx2.1

は天然のアミノアシル tRNA合成酵素と同じように、

tRNA 配列とアミノ酸の化学構造を認識してアミノ

アシル化を触媒する。さらに再構成試験管内翻訳系

と Tx2.1 を組み合わせることで、アミノアシル化と

翻訳反応が同一の溶液内（ワンポット）で完結し、

非天然アミノ酸含有ペプチドを翻訳合成することに

成功した（図 1）。 

これらの結果から、RNA ワールドにおいて Tx2.1

のようなアミノアシル化リボザイムが存在したが、

その後の進化の過程で現在のようなタンパク質酵素

に置き換わり、アミノアシル化リボザイムの名残と

して T-box リボスイッチが現在残っているという仮

説が提唱できる。また、細胞内で機能するアミノア

シル化リボザイムの開発へ展開可能である。 

図 1 Tx2.1 を用いた、非天然アミノ酸アミノアシル化

と非天然アミノ酸翻訳導入のワンポット反応。 
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(2)環状 β-アミノ酸含有フォルダマーペプチドの翻

訳合成とペプチド創薬への展開 
 

 β-アミノ酸は、ペプチド鎖のターンやヘリックス

構造を誘起することによりペプチド全体をフォルダ

マーと呼ばれる剛直な構造に折り畳むことができる。

特に、2-aminocyclohexanecarboxylic acid (2-ACHC)や

2-aminocyclopentanecarboxylic acid (2-ACPC)のような

環状 β2,3-アミノ酸（cβAA）はその剛直な環構造ゆえ

に強力にターンやヘリックスを誘起することができ、

cβAA を含むフォルダマーペプチドは新規ペプチド

医薬を開発する基盤としても有力である。 

 しかしながら、β-アミノ酸の翻訳効率は著しく低

く、特に連続導入は非常に困難であることが知られ

ている。そこで、我々は tRNAPro1E2と呼ばれる新型人

工 tRNA を開発することにより β-アミノ酸の導入効

率を向上させることに成功した。この tRNA は翻訳

因子 EF-Tu 及び EF-P に対する結合力を高めた T-ス

テムおよびD-アーム構造をもち、アミノアシル tRNA

のアコモデーションおよびペプチド鎖転移反応を促

進する。これにより様々な立体の 2-ACHCと 2-ACPC

の連続導入に成功し、特に(1S,2S)-2-ACPC に関して

は 10 連続導入に成功した。 

 さらに我々は 3 種類の cβAA を含む大環状ペプチ

ドライブラリを合成し、ヒト活性化第 XII 因子およ

びインターフェロン-γ 受容体 1 に対する阻害剤ペプ

チドの RaPID セレクションを実施した。得られたペ

プチドは数 nM〜数百 pM の非常に強い結合力（KD

値）と阻害活性（Ki 値）を示した。得られた阻害剤

の１つ（F3）と第 XII 因子との共結晶構造解析を行

ったところ、２つの(1S,2S)-2-ACHC のうち１つが２

つの γ-ターン構造を誘起し、ペプチドを逆並行β-シ

ートに折り畳む役割を果たすことが明らかになった。

以上の結果から、cβAA を含むランダムペプチドライ

ブラリはこれまでにない全く新しいペプチド医薬を

開発する基盤として有効であることを示した。 

 

 
図 2 ヒト活性化第 XII 因子と F3 の共結晶構造 
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