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研究成果の概要（和文）：モデル制御分子（テオフィリン）およびそのアプタマーを用いて、当該分子を触媒と
するターンオーバー型アプタザイムを創製した。また、短鎖核酸やペプチドに応答する真核系リボスイッチを構
築するとともに、前者に関して制御分子種を合理的に拡大する方法を確立した。一方で、発現促進時におけるリ
ボスイッチの発現効率を高めるために、mRNAの非翻訳配列の最適化に加えて、高い真核発現効率を実現可能な転
写-翻訳共役系を開発した。さらに、リボスイッチ機能をvitroで調査するための超巨大人工細胞の創製にも成功
した。これらの技術を組み合わせることで、異なる３種のターンオーバー型真核系リボスイッチのプロトタイプ
を作成した。

研究成果の概要（英文）：We used theophylline and its aptamer as a model pair to create aptazymes 
that use the molecule (theophylline) catalytically. We also constructed eukaryotic riboswitches that
 respond to short nucleic acids or peptides, and established a method to rationally expand the 
variety of regulatory molecules for the former. On the other hand, to increase the expression 
efficiency of these riboswitches in the ON state, we developed an efficient 
transcription-translation coupled system for eukaryotic expression, in addition to optimizing 
untranslated regions of mRNA. Furthermore, we successfully created supergiant artificial cells to 
investigate riboswitch functions in vitro. By combining these technologies, we finally constructed 
prototypes of three different eukaryotic riboswitches that use their ligand molecules catalytically.

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　アプタマー　リボザイム　アプタザイム

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
リボスイッチは、mRNAの非翻訳領域に存在し、特定の分子に応答して遺伝子発現を制御するRNA素子である。こ
れまでに天然において数種類のリボスイッチが同定されてきたが、mRNAを上手く改変することで、人工的にも構
築可能である。しかし、特に真核発現系で機能する人工リボスイッチの制御効率は悪く、その改善が望まれてい
た。本研究では、制御分子を触媒的に再利用することで効率の良い発現制御を可能とする『ターンオーバー型真
核系人工リボスイッチ』の開発を試みて、そのプロトタイプを作成した。今後改良の余地はあるが、高効率な遺
伝子発現制御を可能とし得る本技術は、生物学・医学を含む幅広い学問領域での利用が期待できる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
「外部環境（分子・光・pH など）に応答して遺伝子発現をスイッチングするシステム」は、

合成生物学、代謝工学、システム生物学、生物分析学、医学など多方面に応用できる。特に、「分
子」には有機化学的手法によって光応答性（ケージド基やアゾベンゼンリンカーなどの利用）や
pH 応答性（酸性基や塩基性基の利用）を導入できるため、『分子応答性遺伝子発現制御システ
ム』の汎用性は極めて高いと考えられる。 
この種のシステムを任意分子に対して人工的に構築する場合、生物が有するシステムを参考

にする事が望ましく、cis 作用型の分子応答性遺伝子発現制御システム『リボスイッチ』が第一
候補として挙げられる。リボスイッチは、主に原核生物 mRNA の非翻訳領域（UTR）上に存在
するノンコーディング RNA であり、制御分子に結合する「アプタマー部位」及び遺伝子発現を
司る「発現制御部位」で構成されている。制御分子がアプタマー部位に結合すると、発現制御部
位の構造変化が起こり、下流（or 上流）の遺伝子発現（転写 or 翻訳）が制御（天然では主に
「抑制（OFF）」）される仕組みである。 
天然のリボスイッチは生物の内在性分子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、その人工アプタマーを使って、
人工のリボスイッチを構築する試みが、近年盛んに行われている。とりわけ、“転写制御”より
単純な“翻訳制御”、且つ“OFF スイッチ”より有用な“ON スイッチ”の人工リボスイッチが
多く、例えば原核系では、mRNA の 5’-UTR に人工アプタマーとランダムな塩基配列を挿入し
た後、スクリーニングを行うことによって、幾つかの翻訳制御型人工 ON リボスイッチが得ら
れている。一方、真核系の通常翻訳機構では、リボソームが mRNA の 5’末端から進入してくる
ため（5’-UTR 上の制御分子/アプタマー複合体がリボソームの進行を阻害するため）、真核系で
機能する人工 ON リボスイッチを構築するのは困難であった。しかし、本研究代表者らは、IRES
依存翻訳などの非典型翻訳機構を利用したり、分子応答性の自己切断型リボザイム（アプタザイ
ム）を mRNA に導入したりすることで、上記問題を解消した真核系人工 ON リボスイッチの開
発を重ねてきた。 
このように、原核系/真核系や ON 型/OFF 型を問わず、研究者が選択した制御分子に結合・応

答する人工リボスイッチを構築できるようになったものの、『スイッチング効率』の点において
は課題が残されており、一般的に人工リボスイッチ（特に真核系）の ON/OFF 誘導比は天然の
ものと比べて低くなってしまう問題があった。 
 
２．研究の目的 
 上記問題を克服するために本研究代表者が着目したのが、「制御分子のターンオーバー数」で
ある。既存のリボスイッチにおいては、天然/人工や原核系/真核系に関わらず、一度結合した制
御分子は離れない（or 離れるとスイッチが切り替わる）。つまり、制御分子は、単なる配位子（リ
ガンド）として働いているだけで、ターンオーバーしない。しかし、もし、ターンオーバーさせ
ることができれば、スイッチング効率を改善できるはずである。そこで本研究では、制御分子が
触媒として働く『ターンオーバー型リボスイッチ』の構築を目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）ターンオーバー型 ON アプタザイムの構築 
モデル制御分子おびそのアプタマーを用いて、当該分子を触媒として機能する「ターンオーバ

ー型 ON アプタザイム」の構築を試みた。具体的には、低マグネシウム濃度でも高い自己切断活
性を示すハンマーヘッドリボザイムやツイスターリボザイムを基盤として、アプタマーの導入
位置や周辺の塩基配列などを最適化した。なお、切断反応後に制御分子が解離するように、アプ
タマーをスプリット化して用いた。また、最適化アプタザイムを真核 mRNA に直接導入するこ
とで、真核系人工 ON リボスイッチの構築を目指した。 
 
（２）短鎖核酸応答性・真核系人工 ON リボスイッチの構築 
 上記アプタザイムを trans 制御に応用するために、短鎖核酸断片に応答する真核系人工 ON リ
ボスイッチを開発することにした。具体的には、特定の 6 ヌクレオチド配列から成る DNA
（nDNA）に特異結合する RNA アプタマーを改良版 in vitro selection 法により獲得した後、当
研究室で確立した合理設計法に基づいて当該アプタマーを真核 mRNA に導入し、最適化した。 
 
（３）短鎖核酸応答性・真核系人工 ON リボスイッチにおける制御分子種の拡大・制御効率改善 
 上記で獲得した nDNA 結合アプタマーは、標的の nDNA と相補的な配列を２つ含んでいた。
そこで、当該配列を別の nDNA と相補的にすることによって、様々な nDNA/アプタマー対を合
理的に創出し、短鎖核酸応答性・真核系人工 ON リボスイッチの制御分子種の拡大および制御
効率の改善を試みた。 
 



（４）短鎖ペプチド応答性・真核系人工 ON リボスイッチの構築 
 ON リボスイッチの制御によって発現するペプチドあるいはタンパク質を、制御分子として疑
似触媒的に利用できれば、ターンオーバー型リボスイッチに匹敵する効果が期待できる。そこで、
短鎖ペプチドおよびそのアプタマーを用いて、当研究室で確立した合理設計法に基づき、当該ペ
プチドに応答する真核系人工 ON リボスイッチの構築を試みた。 
 
（５）超巨大人工細胞の創製 
 人工リボスイッチ機能を in vitro で調査するための反応場としての利用を指向して、真核無細
胞発現系（小麦胚芽抽出液：WGE）を封入した超巨大人工細胞（リポソーム）の創製にも挑ん
だ。具体的には、WGE を効率的に封入し、かつ内部における発現が阻害されないようにするた
めに、超巨大リポソーム調製法（water-in-oil エマルジョン界面通過法）の条件検討を行った。 
 
（６）高い真核発現効率を発揮する非翻訳領域の探索・最適化 
 ON 状態におけるリボスイッチの発現効率を高めるために、3’末端からの mRNA 分解を防ぐ
保護配列を in vitro selection によって獲得するとともに、クリケット麻痺ウイルス（CrPV）が
有する内部リボソーム進入部位（IRES）の配列を合理的に改変することで、WGE における IRES
媒介翻訳効率の向上を目指した。 
 
（７）真核発現系を基盤とした転写-翻訳共役系の開発 
 上述した非翻訳領域の最適化に加えて、さらに WGE の発現効率を高めるために、高効率な転
写-翻訳共役系の開発にも取り組んだ。具体的には、「T7 RNA ポリメラーゼによる転写」と「上
記で改変した CrPV IRES 媒介の翻訳」を組み合わせ、反応条件を最適化した。 
 
４．研究成果 
（１）ターンオーバー型 ON アプタザイムの構築 
 モデルとしてテオフィリン結合アプタマーを用いて、ハンマーヘッドリボザイム基盤 ON ア
プタザイムを構築・最適化した。最適化アプタザイムは、テオフィリン濃度依存的に自己切断率
が上昇し、1 mM テオフィリン（および 2.7 mM Mg2+）存在下において、高い切断 ON/OFF 比
（約 15）を示した。また、当該アプタザイムを真核 mRNA の 5’末端に導入して真核系人工 ON
リボスイッチを構築したところ、1 mM テオフィリン存在下の発現 ON/OFF 比は、WGE にお
いて約 4～7 であった。本リボスイッチはプロトタイプであるため、今後の改良によって、スイ
ッチング効率の改善が望まれる。 

（２）短鎖核酸応答性・真核系人工 ON リボスイッチの構築 
 リボスイッチ構築用のアプタマーを獲得するために考案した「改良版 in vitro selection 法」
によって、短鎖核酸（nDNA, 5’ GGTTGC 3’）に高特異性・高親和性で結合する RNA アプタマ
ーを数種類獲得した。そのうちの１つ（nDNA-547）を用いて、チャバネアオカメムシ腸管ウイ
ルス（PSIV）の IRES を基盤とした真核系人工 ON リボスイッチを構築したところ、300 M 
nDNA 存在下の WGE において、約 21 の発現 ON/OFF 比を示した。本リボスイッチは、5’末端
に r[GGUUGC]という配列を有する RNA に対しても高い応答性を示すため、上記アプタザイム
の切断断片配列を上手く調節することによって、trans 制御カスケードの構築も可能である。 

図２．改良版 selection 法（左）と nDNA 応答性の真核系人工 ON リボスイッチ（右） 

図１．テオフィリン応答性のターンオーバー型 ON アプタザイム 



（３）短鎖核酸応答性・真核系人工 ON リボスイッチにおける制御分子種の拡大・制御効率改善 
 nDNA-547 が有する nDNA の相補配列部分を別の nDNA（5’ XXTTGC 3’ or 5’ GGXXGC 3’）
と相補的になるように変更して、計 30 種（オリジナルを除く）の真核系人工 ON リボスイッチ
を構築した。その結果、例外はあったものの、半数以上のリボスイッチは、対応する nDNA に
高い応答性を示した。また、幾つかのリボスイッチは、オリジナルのスイッチング効率を超える
ON/OFF 比を示した。さらに、高応答性を示すリボスイッチの中から高い直交性を示すグルー
プを抽出することも可能で、実際に、異なる 3 種のリボスイッチによる同時制御を実現した。 

（４）短鎖ペプチド応答性・真核系人工 ON リボスイッチの構築 
 モデルとして「Arg リッチなペプチド（Rev or Tat）に結合する RNA アプタマー」を用いて
構築した真核系人工 ON リボスイッチは、低濃度のペプチド（10 M）を含有する WGE におい
て、最大 11 の発現 ON/OFF 比を示した。また、最適化した Rev 応答性リボスイッチと Tat 応
答性リボスイッチは互いに直交しているため、疑似ターンオーバー型リボスイッチの他、人工の
遺伝子回路構築への応用展開が期待できる。 

（５）超巨大人工細胞の創製 
 WGE とともに封入する高密度溶質（スクロース）の濃度、油相および水相の組成、調製温度
を最適化することで、WGE 封入超巨大人工細胞（直径 1.6~4.4 m）を効率的に調製する方法を
確立した。また、最適条件下で調製した人工細胞内部での発現効率は、外部における発現効率と
同等であった。今後、人工リボスイッチの機能のみならず、様々な生命システムを in vitro で調
査するための反応場としての利用が期待される。 

（６）高い真核発現効率を発揮する非翻訳領域の探索・最適化 
 In vitro selection で獲得した 3’末端保護配列を mRNA に付加したところ、安定性の向上効果
によって、WGE における翻訳効率が約 5 倍程度上昇した。また、CrPV の IRES 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発見した。両配列は同時使用が可能であり、
ON 状態におけるリボスイッチの発現効率向上の他、真核発現系におけるタンパク質大量合成の
ために利用可能である。 

図３． nDNA/アプタマー（nDNA/リボスイッチ）対の合理的創出 

図４．ペプチドに応答して蛍光タンパク質を発現する真核系人工 ON リボスイッチ 

図５．WGE 封入超巨大人工細胞内における蛍光タンパク質の発現 



（７）真核発現系を基盤とした転写-翻訳共役系の開発 
 最適化した転写-翻訳共役系の発現効率は、mRNA を鋳型とした従来のバッチ法に比して、約
9 倍上昇し、一部の原核無細胞系にも匹敵した。また、上記超巨大人工細胞内部でも発現効率を
損なうことなく機能することを確認した。今後、当該共役系を利用することで、高効率な原核系
人工 ON リボスイッチのように、速度論的機構で機能する真核系人工 ON リボスイッチの構築
も可能になるかもしれない。 

図７．WGE を基盤とした転写-翻訳共役系（左）と従来バッチ法（右）による発現 

図６．CrPV IRES の開始コドン改変による翻訳効率の改善 
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