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研究成果の概要（和文）：本研究では、成果の第一として、天然の RNA-蛋白質複合体(RNP)を改変し、進化分子工学的
手法により信号伝達経路の制御などに使える新しいRNPモジュール(独立した機能構造単位) を作成することに成功した
。また、高度な機能を有するRNA酵素を基盤として、複数のRNA酵素が協同して行なうRNA編集反応を開発し、生体内で
利用されるRNA編集反応に適用し、遺伝子回路ツールとして利用することに成功した。さらに、人工遺伝子回路へのプ
ロモーター強度の変更による生きた細胞集団への摂動が、情報科学や制御工学による数理モデル上での摂動と同等の結
果を示すことを、情報科学班との融合研究として明らかにした。

研究成果の概要（英文）：By evolutionary engineering method applied for natural RNP (RNA-protein complex), 
this research leads to preparation of novel RNP modules for control of signal transduction pathway. Also, 
a double RNA splicing reaction system was developed artificially, in which a pair of splicing ribozymes 
worked cooperatively to edit two distinct RNA sequences. This system can be employed as a module for 
RNA-based genetic circuits in vivo. As interdisciplinary studies with information science researchers, 
furthermore, we have demonstrated that the same results can be obtained as a result of the same 
perturbation, modulation of strength for promoters of artificial genetic circuits, both on living cell 
population and model established by information science and control engineering.

研究分野：合成生物学
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１．研究開始当初の背景 
合成生物学において、人工遺伝子回路を構
築するために、プロモーターなどのパーツを
数理モデルに基づいて組み合わせることが
重要となっていた。しかしながら、その数理
モデル化との協働やパーツのバラエティに
限界があり、それらの拡大が重要となってい
た。 

 

２．研究の目的 

合成生物学の本質は、数理モデルによって生
きた細胞内の動作が保障された遺伝子部品
や遺伝子サブシステムを組み合わせて、サイ
ズが拡大されたシステムを作成する際に、そ
の拡大システムの動作もモデル化し事前に
検証することで、確実なシステム構築が可能
になる点にある。本研究では、この研究サイ
クルに資する制御系を、進化工学などを活用
して構築することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

数理モデル化と生物実験との協働を進め
るために、数理モデルが要求する使用を持つ
プロモーターを開発し、これを生物実験で動
作する人工遺伝子回路に実装しその動作を
検証することで、数理モデルの検証と、さら
なる回路の高度化を行った。 
新たな制御手法の開発として、天然の 
RNA-蛋白質複合体(RNP)を改変し、進化分子
工学的手法により信号伝達経路の制御など
に使える新しい RNP モジュール(独立した機
能構造単位)の作成を行った。さらに多段階
での発現制御系として、RNA酵素を用いたRNA
編集の系をデザインした。 
 
４．研究成果 
本研究では、情報科学班との協働により、
必要な特性を持つ部品を作成することで、合
成生物学のテストヘッドとなっている、２つ
のリプレッサーが互いに他の生産を抑制す
ることで双安定システムを構築した際に遺
伝子発現パターンの多様化を担保しうる、ト
グルスイッチの機能を拡張した。トグルスイ
ッチに細胞間通信を行う部品を組み合わせ
たことにより単安定と双安定を切り替える
自発的な多様化システムによる細胞種比率
の制御につづき（Sekine et al.、PNAS 2011）,
トグルスイッチにリプレッサーの大量発現
の量を任意に調節する部品を組み合わせる
ことで、発現誘導の強度によって初期状態に
依存せずに任意の遺伝子発現状態を作成し、
さらに、発現誘導の解除によって、誘導強度
によって決定される任意の分化比率を形成
できることを、理論と培養実験によって示し

た(ASC Synthetic boil., Ishimatsu 2014)。 

 
天然の RNA-蛋白質複合体(RNP)を改変し、
進化分子工学的手法により信号伝達経路の
制御などに使える新しい RNP モジュール(独
立した機能構造単位) を作成することに成
功した。ヒト細胞表面に露出する特定の細胞
表面レセプターへのRNPの特異的な結合法の
開発に成功した。レセプターを形成するパー
ツであるタンパク質ユニット（これらの集合
によりレセプターとして働く）に三角形 RNP
や新たに開発した四角形状RNPを結合させ同
ユニット間の距離を調節し、信号伝達の
ON/OFF を制御して、アポトーシスの誘導及び
その阻害を三角形のサイズ変化に応じて定
量的に行うことに成功した。さらなる信号制
御法として、L7Ae 蛋白質の末端残基を、円順
列置換によって野生型蛋白質とは異なる残
基とし、新たな末端箇所へ目的蛋白質を融合
する事で、提示配向性を変化させる事や、別
のタンパク質を提示させることに成功した。
提示蛋白質の配向性を自在に調整する事で、
より高度な機能性複合体のデザインが可能
になる。 
また、高度な機能を有する RNA 酵素を二分
子組み合わせ RNA が並列的（シス）に編集さ
れる分子システムを構築し細胞内と類似の
環境で作動させることに成功した。モジュー
ル集積型構造を有するグループIリボザイム
を２つの主要なモジュールに分割し（図左）、
野生型とは異なる位置で再結合させ、対面型
ホモ二量体を形成する人工リボザイムのデ
ザインに成功した（図中央）。本リボザイム
は二量化に応じて触媒機能が発現した。さら
に変異を加え、異なる基質特異性を有する２
種の改変リボザイムがヘテロ２量化し（図
右）、２量化に応じて２種類のリボザイムが
それぞれの基質を協調的にRNA編集すること
も実証した。さらに改変リボザイムの RNA 編
集反応の進行を、蛍光 RNA を基質として細胞
類似の条件化でリアルタイム追跡できる系
を構築し、ヘテロ２量化に依存した RNA 編集
反応を追跡した。その結果、ヘテロ２量化に
依存したRNA編集反応を両方のリボザイムで
確認できた。以上の結果について、並列的な
RNA 編集システム、RNA 編集を蛍光モニタリ



ングする系の構築をそれぞれ論文として報
告した。 

 

 
 人工遺伝子回路へのプロモーター強度の
変更による生きた細胞集団への摂動が、情報
科学や制御工学による数理モデル上での摂
動と同等の結果を示すことを、情報科学班と
の融合研究として明らかにした。摂動の結果
は、細胞集団の内部状態の多様化時における、
細胞種の割合としてあらわれる。このような
多様化の制御は、今後の合成生物学の実用化
に向けた基盤モデルとなっている。 
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