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研究成果の概要（和文）：真核生物翻訳系で機能する３種の省エネ型リボスイッチ（分子応答性遺伝子発現制御
RNA）を合理的に構築した。１つ目は「3'cap非依存翻訳促進配列(3'CITE)媒介翻訳」を正に制御するONリボスイ
ッチ、２つ目は「内部リボソーム進入部位(IRES)媒介翻訳」を負に制御するOFFリボスイッチ、３つ目は「通常
の翻訳機構」を負に制御するOFFリボスイッチである。何れのリボスイッチも分子応答制御時に「鎖置換」を必
要としないため、エネルギーロスが少なく、高い制御効率を発揮できる。また、リボスイッチの一部（アプタマ
ー）を交換するだけで分子特異性を変更できるため、ユーザー定義の分子に応答させることが可能である。

研究成果の概要（英文）：We rationally constructed three types of energy-saving, eukaryotic 
riboswitches (ligand-responsive regulatory RNAs) that function in eukaryotic translation systems. 
The first one upregulates translation mediated by a 3' cap-independent translation element (3' CITE)
 in response to its specific ligand. The second one ligand-dependently downregulates translation 
mediated by an internal ribosome entry site (IRES). The last one ligand-responsively downregulates 
canonical translation. Because all of them require no major hybridization switches for gene 
regulation, they require less energy for their conformational changes, thus showing higher switching
 efficiencies. In addition, their ligand-specificity can easily be changed just by replacing a part 
of them (specifically, the aptamer domain) to obtain a riboswitch responsive to a user-defined 
ligand.

研究分野： 生体関連化学

キーワード： リボスイッチ　発現制御　合成生物学

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で開発した省エネ型リボスイッチは、分子応答制御時に「鎖置換」を伴わないため、エネルギーロスが少
なく、高い制御効率を発揮する。また、分子特異性の変更も容易であることから、任意の分子の濃度に応じて任
意のタンパク質の生産量を広範囲にコントロールすることが可能となる。このような人工の分子応答性遺伝子発
現制御システムは、合成生物学を含む幅広い学問領域において、基盤技術としての利用が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
人工遺伝子回路や人工代謝経路の構築にあたり、『特定の分子が存在する時にのみ、特定の遺

伝子の発現が抑制あるいは促進されるシステム』は必要不可欠である。この種のシステムを、任
意の分子に対して人工的に構築する場合、生物が元来有するシステムを参考にする事が望まし
いが、複雑かつ統一性の無いシステムでは汎用性を欠いてしまう。そこで本研究代表者が注目し
たのが、2002 年に天然の原核生物で発見されたノンコーディング RNA『リボスイッチ』であ
る。リボスイッチは、mRNA の非翻訳領域に存在する「cis 作用型の分子応答性遺伝子発現制御
システム」であり、単純かつ統一性のある制御機構を有している。制御分子を認識する「アプタ
マー」および遺伝子発現を司る「発現プラットフォーム」で構成されており、制御分子とアプタ
マーの結合が発現プラットフォームの構造変化を引き起こすことにより、下流（or 上流）遺伝
子の発現が制御（促進 or 抑制）される。 
天然のリボスイッチは内在性の代謝産物に応答するものに限られるが、任意分子に結合する

人工アプタマーは in vitro selection 法によって獲得できるので、人工アプタマーを“上手く”
mRNA に導入することで、当該アプタマーの認識分子に応答する人工リボスイッチを構築可能
である。真核生物の翻訳系は原核生物のものとは異なるため、天然では殆ど同定されていない
「真核翻訳系で機能するリボスイッチ（真核リボスイッチ）」の人工構築は困難であるものの、
非典型の翻訳機構などを利用することで真核リボスイッチを作製する試みも行われてきた。例
えば、本研究代表者は、発現プラットフォームとして内部リボソーム進入部位（IRES）を選択
し、IRES 媒介翻訳を制御する真核リボスイッチ（「IRES 基盤リボスイッチ」）の人工構築に成
功した。さらに、アプタマーの配列情報だけで IRES 基盤リボスイッチが構築できるように、世
界初のリボスイッチ完全合理設計法を導出した。しかし、当該 IRES 基盤リボスイッチは、スイ
ッチング時の鎖置換による構造変化が広範囲に渡るため、エネルギーロスが大きくなるという
欠点があった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、上記 IRES 基盤リボスイッチの欠点を解消した真核リボスイッチを開発するこ

とを目指した。具体的には、上記 IRES 基盤リボスイッチを含む一般的なリボスイッチが発現制
御時（構造変化時）に使用する「鎖置換」を必要としない、つまり、構造変化のためのエネルギ
ーが軽減された「“省エネ型”真核リボスイッチ」の合理的構築を目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）3’ cap 非依存翻訳促進配列（3’ CITE）基盤“省エネ型”真核 ON リボスイッチの開発 
 初めに、真核生物の無細胞翻訳系（小麦胚芽抽出液：WGE）を用いて、オオムギ黄萎ウイル
スの 3’ CITE 媒介翻訳機構を詳細に調査し、その機構用に mRNA を最適化した。次に、「鎖置
換」を使用せずに発現を制御できるように、人工アプタマーの挿入位置および挿入方法を決定し
た。最後に、モデルアプタマーを使用して、その認識分子依存的に遺伝子発現を促進する真核
ON リボスイッチの作製を試みた。 
 
（２）内部リボソーム進入部位（IRES）基盤“省エネ型”真核 OFF リボスイッチの開発 
チャバネアオカメムシ腸管ウイルスの遺伝子間 IRES を発現プラットフォームとして選択し、

その構造情報に基づいて、「鎖置換」を使用せずに発現を制御できるように、人工アプタマーの
挿入位置・方法を決定した。その後、実際にモデルアプタマーを挿入し、その認識分子依存的に
WGE 中の遺伝子発現が効率的に抑制される（OFF になる）ように周辺配列を最適化した。 
 
（３）通常翻訳機構基盤“省エネ型”真核 OFF リボスイッチの開発 
真核 mRNA の 5’ 非翻訳領域上の様々な位置に、「鎖置換」を使用せずに発現を制御できるよ

うにモデルアプタマーを挿入し、その認識分子依存的に WGE 中の遺伝子発現が効率よく阻害
される挿位置を決定した。また、挿入するアプタマーに補助的な高次構造を付加することで、ス
イッチング効率の向上を試みた。 
 
（４）RNA 末端保護配列の探索 
リボスイッチの機能を十分に引き出すには、その安定性を高める必要があるため、WGE 中に

おける RNA 分解を防ぐための末端保護配列の探索を行った。5’ 末端からの分解を防ぐ配列は
既に同定済みであったため、RNA の 3’ 末端にランダム塩基を挿入して in vitro selection を行
うことで、3’ 末端保護配列の獲得を試みた。 
 
（５）高い翻訳促進効果を発揮する内部リボソーム進入部位(IRES)の同定 
上述した IRES 基盤リボスイッチおよび RNA 末端保護配列を有効活用するために、WGE 中

で高い翻訳効率を示す IRES の同定を試みた。具体的には、チャバネアオカメムシ腸管ウイルス
やワタオウサギパピローマウイルスの遺伝子間 IRES の開始コドンを改変することで、IRES 媒
介翻訳効率の向上を目指した。 
 
 



４．研究成果 
（１）3’ cap 非依存翻訳促進配列（3’ CITE）基盤“省エネ型”真核 ON リボスイッチの開発 
 モデルとしてテオフィリン結合アプタマ
ーを用いて合理的に構築した ONリボスイッ
チの発現制御効率（テオフィリン応答性）は、
既存のテオフィリン応答性 IRES 基盤 ON リ
ボスイッチに比して、特に低濃度テオフィリ
ン領域で高くなった。また、当該リボスイッ
チは、スイッチング時に「鎖置換」を伴わな
いため、テオフィリン結合アプタマーを別分
子結合アプタマーに変えるだけで、スイッチ
ング効率を損なうことなく、分子特異性を変
更することができた。これらの成果について
論文発表および数回の学会発表を行った。 
 
 
（２）内部リボソーム進入部位（IRES）基盤“省エネ型”真核 OFF リボスイッチの開発 
 テオフィリン結合アプタマーを用いて合理的に構築した OFF リボスイッチの発現制御効率
（テオフィリン応答性）は、既存のテオフィリン応答性 IRES 基盤 OFF リボスイッチ（スイッ
チング時に鎖置換による大きな構造変化を伴
うもの）に比して、約 2.5 倍高くなった。ま
た、当該リボスイッチは、上述の 3’ CITE 基
盤リボスイッチと同様、スイッチング時に「鎖
置換」を伴わないため、テオフィリン結合ア
プタマーを別分子結合アプタマーに変えるだ
けで、スイッチング効率を損なうことなく、
分子特異性を変更することができた。これら
の成果について論文発表および数回の学会発
表を行った。 
 
（３）通常翻訳機構基盤“省エネ型”真核 OFF リボスイッチの開発 
この種の真核 OFF リボスイッチは、制御分子とアプタマーの複合体がリボソームの障害物と

して働く機構であるため、テオフィリンのような小分子に結合するアプタマーを使用する場合、
複数個を挿入する必要があるとされてきた
が、挿入位置の最適化や補助的高次構造の付
加によって、単一のテオフィリンアプタマー
のみを有する真核 OFF リボスイッチの合理
的構築に成功した。発現制御効率は、上記
IRES 基盤 OFF リボスイッチに比して低い
が、IRES のような長い RNA を必要としない
ため構築が容易であるメリットがある。なお、
上記２種のリボスイッチ同様、アプタマー部
位を変更するだけで分子特異性を変更可能で
あった。これらの成果について論文発表およ
び数回の学会発表を行った。 
 
（４）RNA 末端保護配列の探索 

In vitro selection の結果、高い RNA 保護機能を示す配列が幾つか得られた。実際、保護配列
を持たない RNA は WGE 中で 1 時間以内に迅速に分解したが、in vitro selection で獲得した
「3’末端保護配列」を有する RNA は 24 時間以上安定に存在した。また、当該保護配列を mRNA
に付加したところ、その安定性の向上によって翻訳効率が約 5 倍程度上昇した。これらの成果
について論文発表および数回の学会発表を行った。 
 
（５）高い翻訳促進効果を発揮する内部リボソーム進入部位(IRES)の同定 
ワタオウサギパピローマウイルスの遺伝子間 IRES の開始コドンを改変した結果、野生型よ

り 3～4 倍高い翻訳効率を示すものを見出した。驚くべきことに、この翻訳効率は、最良の翻訳
促進配列を有する真核 mRNA の通常翻訳効率よりも高かった。当該 IRES は上記 RNA 保護配
列と同時使用が可能であるため、リボスイッチ性能の向上の他、WGE を用いたタンパク質大量
合成のための利用が期待される。これらの成果について論文発表を行った。 

図１．3’ CITE 基盤 ON リボスイッチの概念図

図２．IRES 基盤 OFF リボスイッチの概念図

図３．通常翻訳機構基盤 OFF リボスイッチ
の概念図 
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