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研究成果の概要（和文）：1. 環状RNA翻訳反応の塩基配列依存性を明らかにした。2.２つの非翻訳領域間で塩基
対を形成することで形成した疑環状構造が、直鎖状mRNAの翻訳効率を向上させた。３．環状RNAの化学的連結法
による合成法を検討し、生ずる非天然連結部位を含むRNAが翻訳されうることを明らかにした。４．ホスホロチ
オエート修飾を５’非翻訳領域に限定的に導入したmRNAが大腸菌無細胞翻訳系において大きく翻訳活性を向上さ
せた。これによりmRNAの翻訳活性向上には位置特異的な化学修飾導入が有効な手法であることを示した。

研究成果の概要（英文）：1. Sequence dependence of the circular RNA translation was revealed. 2. It 
was shown that the translation efficiency of linear mRNA having a pseudocyclic structure was 
improved.  3. A synthetic method of chemically linking circular RNA was examined, and it was shown 
that mRNA containing unnatural linkage could be translated. 4. The mRNA in which the 
phosphorothioate modification was introduced in the 5'untranslated region in a limited manner 
greatly improved the translation activity in the E. coli cell-free translation system. This 
indicates that the introduction of position-specific chemical modification is an effective method 
for improving the translational activity of RNA. 

研究分野： 核酸化学

キーワード： 環状RNA　翻訳反応

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
従来起こりにくいと考えられてきた環状RNAの翻訳反応が起こりうること、塩基配列が翻訳効率に与える影響に
ついて検証し明らかにした。mRNAを医薬品として用いるに際しその安定性向上や翻訳能向上が必要であり、その
ための方法論を多角的に検証した。その結果、今後の核酸医薬品の開発に役立つ知見を得た。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
研究代表者は、内部リボソーム進入部位

(IRES)を特段導入していない合成人工環状
RNA が、ヒト培養細胞中やウサギ網状赤血
球翻訳液中で翻訳されうることを見出した
（図 1,2） (N. Abe et al., Sci. Rep. 2015, 5, 
16435)。これらの環状 RNA は連続的な読み
枠を持つため、一たん環上で反応が開始され
るとリボソームが環状 RNA 上を複数回まわ
りながらペプチド鎖を合成する（ローリング
サークル型反応）（図 1）。その結果、反復配
列からなる長鎖のペプチド生成物が生じる
(図 2)。真核生物の翻訳系で働く mRNA は一
般的にモノシストロン性であり、その翻訳開
始は 5 末端依存的である。加えて、真核生
物のリボソームは環状 RNA に結合しないこ
とが報告されている(Nature 1979, 280, 82)。
研究代表者の最近の発見は、従来の学術的知
見に相反するといえた。2010 年代になり、内
因性の環状 RNA が従来考えられてきたより
多量に細胞内に存在することが明らかにな
ってきた。これら内因性環状 RNA の機能に
は未だ不明な点が多い。環状 RNA の翻訳反
応の機構について調べるとともに、これら内
因性環状 RNA の翻訳可能性についても検討
したいと考えた。 
 
２．研究の目的 
これまで実施した研究の中で、真核細胞内で翻訳されることを確認した配列は数種類のみで

あった。実験結果から、RNA 配列がその翻訳能に大きく影響することが分かっていたが、主た
る要因が明らかでなかった。そのため、異なる配列を持つ環状 RNA を設計・合成し、その翻訳
反応を比較・検討したいと考えた。環状 RNA を合成する際には酵素リガーゼを用いた連結反応
についても配列依存性が確認されており、収率よく合成できないことも多かった。そのため、多
くの環状 RNA を設計・合成しその翻訳活性を調べるために、環状 RNA の効率的合成法につい
ても検討が必要と考え、効率的な環状 RNA 合成方法の確立も目的とした。 
 
３．研究の方法 
環状 RNA は、主に RNA 配列をコードする鋳型 DNA から T7 RNA ポリメラーゼを用いて転

写した RNA を、酵素 T4 RNA リガーゼ 2 を用い、短鎖鋳型 DNA 上で連結することで合成し
た。ホスホロチオエート修飾 RNA は T7 RNA ポリメラーゼを用いた転写反応液に 1-thio-NTP
を添加することで得た。RNA の翻訳活性評価には、主にウサギ網状赤血球溶解液、ヒト由来培
養細胞(HeLa)系、大腸菌再構成型無細胞翻訳液(PURE system)を用いた。翻訳反応の評価はウ
ェスタンブロット法、蛍光顕微鏡観察により実施した。 
 
４．研究成果 
環状 RNA 翻訳反応の塩基配列依存性について調べた。我々が真核細胞翻訳系で翻訳されるこ

とを見出した、264 塩基からなる環状 RNA の配列 (Sci. Rep. 2015)を一部置換し、その影響を
無細胞翻訳系（ウサギ網状赤血球溶解液）を用いて調べた。その結果、FLAG コード配列を除去
すると翻訳量が減少することが分かった。FLAG コード配列部分の低 GC 含有率が環状 RNA
の高次構造形成を軽減し、翻訳反応の開始または伸長に正の寄与をするものと推測した。さらに
環状 RNA の高次構造形成が翻訳反応に与える影響を知るため、コドンを同義置換し GC 塩基含
有量を低下させた。その結果、GC 含有量を低減させた環状 RNA の翻訳量は返って減少するこ
とが分かった。多くの場合、GC 含有量を低減化することは低使用頻度のコドンへの置換につな
がったため、直鎖状 RNA の翻訳反応で知られているのと同様に、これが環状 RNA の翻訳反応
に大きく影響したものと考えている。 
真核生物の直鎖状 mRNA は 5’末端にキャップ構造、3’末端側にアデニンが連続したポリ A 鎖

という特殊な構造を持つ。キャップに結合する翻訳開始因子である eIF4E に eIF4G が結合し、
ポリ A 鎖に結合するタンパク質である PABP が eIF4G と相互作用する。この mRNA の環状複
合体形成は、mRNA の安定化やリボソームのリサイクル促進による翻訳反応効率化に寄与する

図 1. 環状 RNA を鋳型にした連続的（ローリン
グサークル型）翻訳反応の模式図 

図 2. 環状 RNA のウサギ網状赤血球溶解液中の
翻訳反応 



ことが知られている。そこで、この環状構造形成を２次元的に模倣することで RNA の翻訳効率
を上昇させられないかと考えた。２つの UTR 間で塩基対を形成しうる mRNA, ds_Rluc を設
計・合成し、２つのコントロール配列 ss_Rluc, cap-polyA_Rluc ととも真核生物無細胞翻訳系（ウ
サギ 網状赤血球溶解液）にてこれらを翻訳し、ルシフェラーゼアッセイ法によりその効率を比
較した。その結果、ss_Rluc に比較し、ds_Rluc からはおよそ 3 倍の翻訳産物が生じた。加えて、
ds_Rluc は、5‘キャップ構造及びポリ A 鎖を持つ cap-polyA_Rluc とほぼ同等の翻訳効率を示し
た。続いて ds_Rluc,および ss_Rluc の翻訳液中での安定性を評価した結果、安定性は同程度で
あり両者に差はなかった。これらの実験結果から、UTR 間で塩基対を形成することで環状構造
を取りうる ds_Rluc の遺伝子発現効率が上昇したこと、およびその効率上昇は RNA の安定性
向上に起因しないことが分かった。期待したとおり、mRNA が環状構造を取ることによりリ ボ
ソームのリサイクリングが促進された可能性が示唆された。本研究結果は学術雑誌 Nucleosides, 
Nucleotides and Nucleic Acids, 1-9(2019)に発表した。 
環状 RNA の化学的連結法による合成法を検討し、生ずる非天然連結部位を含む RNA が翻訳

されうることを明らかにした。一般にリガーゼ酵素を用いて直鎖状 RNA の両端を連結し環状
RNA を作成する。リガーゼは高価で、また一定の温度以上の反応条件を設定することは難しい。
そのため、より実用的な合成法として、末端にリン酸基とアミノ基を有する RNA 断片から、P-
N 結合を介した化学的連結反応による環状 RNA の化学合成を試みた。その結果、P-N 結合を有
する環状 RNA においてもローリングサークル型翻訳反応が進行することを確認した。本研究結
果を学術雑誌 Chem Commun, 56, 6217-6220 (2020) に発表した。 
次に、ホスホロチオエート(PS)修飾を導入することで環状 RNA の翻訳効率を増加させられな

いかと考えた。最初に、PS 修飾を導入した直鎖状 RNA を作成し、直鎖状 RNA の翻訳反応に正
の効果を与えるかどうかを検証した。大腸菌無細胞翻訳系を用いてこれら PS 修飾 mRNA の翻
訳活性を評価した結果、PS 修飾は(1) オープンリーディングフレーム(ORF)に導入すると翻訳
反応を阻害すること、(2) 5' 非翻訳領域 (UTR)に導入すると翻訳反応の開始反応を促進するこ
と、が明らかになった。本知見をもとに、直鎖状 mRNA の 5'UTR のみに PS 修飾を導入した
RNA を、２本の RNA 鎖をリガーゼで連結することで作成し、その翻訳活性を未修飾のものと
比較した結果、部分的 PS 修飾 mRNA は未修飾 mRNA に比較し約２２倍の翻訳反応産物を与
えた。本結果から、RNA の翻訳活性向上のために、位置特異的な化学修飾導入が有効な手法で
あることが分かった。本研究結果を学術雑誌 Angewandte Chemie 59, 17403-17407 (2020) に
発表した。現在、この知見を活かし、より翻訳活性の高い環状 RNA の開発を行っている。 

 

図３. 疑似環状 RNA 形成がウサギ網状赤血
球溶解液中の翻訳反応を促進した。 

図４. mRNA のホスホロチオエート修飾が
PURE システム中の mRNA 翻訳反応の開始
を促進した。 
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