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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、4'-チオ核酸からなるsynthetic central dogmaを内包する新しい人
工細胞システムの創出を目的とし、研究を行った。
その結果、rSG DNA (配列中のグアノシン残基を4'-チオグアノシンに置換) を鋳型として用い、4'-チオシチジ
ン 5'-三リン酸 (rSCTP) 存在下で反応を行うことで、ワンポットにて連続する4′-チオDNA→4′-チオRNA→タ
ンパク質への転写･翻訳の進行を確認できた。さらにこの一連の反応が、1,2-ジオレオイル-sn-グリセロ-3-ホス
ホコリン (DOPC) との薄膜水和法により調整した人工細胞中で起こることも確認した。

研究成果の概要（英文）：In this research project, we aimed to create a new artificial cell system 
containing a synthetic central dogma composed of 4'-thionucleic acid.
As a result, we were able to confirm the progress of transcription and translation from 4'-thio DNA 
to protein via 4'-thioRNA in a one-pot, when rSG DNA (with 4'-thioguanosine substituted for the 
guanosine residue in the sequence) as a template and 4'-thiocytidine 5'-triphosphate (rSCTP) were 
used. Furthermore, we confirmed that this series of reactions occurred in artificial cells prepared 
by the thin film hydration method with 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DOPC).

研究分野： 合成生物学

キーワード： 核酸化学　合成生物学　4'-チオ核酸　人工細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
「DNAに保存された遺伝情報はRNAへと転写され、タンパク質へと翻訳される」というセントラルドグマの概念
は、全ての細胞の生命活動の根幹を成す。では、DNAやRNAは、セントラルドグマに基づく遺伝情報の保存と伝搬
を担う唯一の物質なのであろうか。もし違うとすれば、DNAやRNAの代替えとなる物質を化学の力で創造出来ない
だろうか。
本研究課題では、その解を求めることに挑戦し、4'-チオ核酸がその代替物質となることを証明した。この研究
成果は、合成生物学の研究分野の広がりに大きな影響を与えると考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 「DNA に保存された遺伝情報は RNA へと転写され、タンパク質へと翻訳される」というセ
ントラルドグマの概念は、全ての細胞の生命活動の根幹を成す。では、DNAや RNAは、セント
ラルドグマに基づく遺伝情報の保存と伝搬を担う唯一の物質なのであろうか。もし違うとすれ
ば、DNAや RNAの代替えとなる物質を化学の力で創造出来ないだろうか。 
 この素朴な疑問に対する解のひとつとして、核酸化学を専門とする研究代表者はこれまでに、
大腸菌の発現系において 4'-チオ DNA→4'-チオ RNA→タンパク質の synthetic central dogmaを確
立した (Saito-Tarashima et al., J. Am. Chem. Soc. 2020, 142, 17255) (図 1)。 
 この研究の主役である 4'-チオ核酸 (4'-チオ DNAおよび 4'-チオ RNA) は、研究代表者がアン
チセンスや siRNA 分子などの核酸医薬品創製をめざして開発した化学修飾核酸である。構造的
にはフラノース環内の酸素原子を同族元素の硫黄原子に置換するという極めてシンプルな化学
修飾様式を持つ。それ故、核酸医薬品開発に求められる高い二本鎖形成能や核酸分解酵素に対す
る抵抗性に加えて、天然型核酸との高い生物学的等価性を示すことを明らかとしてきた。 

 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では、この唯一無二の性質をもつ 4'-チオ核酸 (4'-チオ DNAと 4'-チオ RNA) から
なる synthetic central dogmaを内包する新しい人工細胞システムの創出を目的とする。 
 国際研究プロジェクト『Genome Project-Write』(Boeke et al., Science 2016, 353, 126) の設立を皮
切りに、ゲノム DNAあるいは細胞を人工的に合成することで生命の成り立ちを理解し、社会に
革新的なイノベーションをもたらそうとする研究の推進が求められている。しかし、これらの研
究は、“天然と同じ”構造を持った DNAあるいは細胞を人工的に合成する技術の革新を主目的と
する。これに対し本研究は、化学の力で創出した天然型を凌駕する DNA や RNA 誘導体 (4'-チ
オ DNA および 4'-チオ RNA) を内包した人工細胞を利用して、新しい細胞システムの創出を目
指すものであり、従来には無い学術研究である。 
 
３．研究の方法 
(1) Synthetic central dogma内包人工細胞の最適化 
 ① GFP をコードする 4'-チオ DNA、② 転写産物となる 4'-チオ RNA の構成要素となる 4'-チ
オリボヌクレオシド三リン酸体 (SNTP) 、③ RNA ポリメラーゼなどの転写因子、さらに④ リ
ボソームなどの翻訳因子、の一式を脂質膜(脂質小胞) 中に内包することで人工細胞を作成する。
この時、細胞外での遺伝子発現を抑制する方法等について、最適化研究を実施する。 
 
(2) Synthetic central dogmaの哺乳動物遺伝子発現系への適用拡大検討 
 研究代表者らはこれまで、大腸菌の遺伝子発現系において synthetic central dogma システムを
作動させることに成功している。しかし、synthetic central dogmaシステムおよびこれを内包する
人工細胞の創薬応用を見据えると哺乳動物遺伝子発現系への適応拡大が必須となる。哺乳動物
遺伝子発現系における遺伝子発現を実現するため、配列最適化研究を実施する。 
 
４．研究成果 
(1) Synthetic central dogma内包人工細胞の最適化 
① 4'-チオ DNA→4'-チオ RNA→タンパク質の連続的遺伝子発現反応 
 研究代表者らが目標とした 4'-チオ核酸からなる synthetic central dogmaを内包する人工細胞シ
ステムを構築するためには、4'-チオ DNA→4'-チオ RNA→タンパク質の連続的な遺伝子発現反応
を実現する必要がある。そこでまず、T7 RNA ポリメラーゼなどの転写因子ならびにリボソーム
やアミノ酸などの翻訳因子を含む E. coli 由来の無細胞タンパク質合成系において、rSG DNA (配
列中のグアノシン残基を 4'-チオグアノシンに置換) を鋳型として用い、RNAへの転写に必要な
リボヌクレオチド 5'-三リン酸 (rNTP) のうちシチジン 5'-三リン酸 (rCTP) を 4'-チオシチジン 
5'-三リン酸 (rSCTP) に置換して反応を行うことで、ワンポットにて連続する 4′-チオ DNA→4′-
チオ RNA→タンパク質への転写･翻訳の進行を確認した。 
 反応条件と得られた結果を図 2に示した。まず、ポジティブコントロールである天然 DNAを

4'- DNA
タンパク質

Base
S

O

O

P O–O
O

Base
S

O

O

OH
P O–O
O

4'- RNA
アミノ酸

翻訳転写

Base
S

HO

OPOPOPHO
O O O

O– O– O–

OHSNTPs

図 1  4'-チオ核酸 (4'-チオ DNAと 4'-チオ RNA) からなる synthetic central dogma 



鋳型として天然型 rCTP を加える条件 1 において
は、GFPの発現に由来する強い蛍光が確認できた。
この天然型の遺伝子発現系 (条件 1) において翻
訳された GFP をウエスタンブロット法により検
出し、得られたバンド強度を 100%として以降の反
応条件における GFP発現量を相対値で示した。 
 天然型 DNA の代わりに dSG DNA を鋳型とし
て用い、天然型 rCTPを加えることで天然型 RNA
への転写を介した翻訳反応 (dSG DNA→RNA→
GFP) が進行する条件 3においては、80%の効率で
GFP の発現が確認出来た。また、天然型 DNA を
鋳型とし、天然型 rCTPの代わりに rSCTPを加え
ることで DNA→rSC RNA→GFP の流れで遺伝情
報が伝達される条件 5 においても、79%の効率で
GFPを与えた。これらの結果は、4'-チオ核酸は遺
伝子発現系において、天然型 DNA/RNAの機能を
代替する人工遺伝子ポリマーとして機能し、両者
は互いに混じり合う

・ ・ ・ ・

関係にあることを意味する。 
 さらに、本研究の主目的である dSG DNA を鋳
型とし、反応系へ rSCTPを加える synthetic central 
dogma (dSG DNA→rSC RNA→GFP) が進行する条
件 6においても GFP 蛍光を観察することが出来た。また、得られた GFPに対してトリプシン消
化を行い、得られたペプチドフラグメントの LC-MS/MS 解析を行なった結果、フラグメントイ
オンが検出された範囲においてアミノ酸変異は生じていないことが確認された (フラグメント
イオンの検出レベルも天然に相違なかった)。条件 6 において、ウエスタンブロット法により検
出された GFPのバンド強度は 26%であり、その遺伝子発現効率は天然型よりも劣るものではあ
ったが、以上の実験において、4'-チオ DNA→4'-チオ RNA→タンパク質の情報伝達がワンポット
で進行し、遺伝情報が正しく保存･伝達されることを実証できた。 
 
② Synthetic central dogma (dSG DNA→rSC RNA→GFP) を内包する人工細胞の作成 
 検討 (1)–①で作成した 4'-チオ核酸からなる連続的遺伝子発現反応溶液を内包する人工細胞の
作成方法を検討した。 
 鋳型である dSG DNAおよび rCTPの代わりに rSCTPを
含む改変大腸菌無細胞液中で 1,2-ジオレオイル-sn-グリセ
ロ-3-ホスホコリン (DOPC) との薄膜水和法 (Kuruma et 
al., Nat. Protoc. 2015, 10, 1328–1344) により人工細胞を形
成した。細胞外に発現した GFPuv を消光させるため、ま
ず、人工細胞構築の一般的なプロトコールを参考に、薄膜
水和溶液中に RNase Aを添加した結果、自然界における遺
伝子発現 (図 3a) のように、dSG DNA に格納された遺伝
情報が rSC RNAに転写され、転写された rSC RNA 上の遺
伝情報に基づいて GFPuv が生成される (図 3b) ことが示
された。また、その遺伝子発現効率は、天然型 (図 3a) よ
りも優れることが確認された。図 3cに示すように、rSCTP
非存在下では、ナイルレッド染色により脂質二重層小胞の
形成は確認されたものの、rSC RNA 転写の構成要素とし
て rSCTPが欠如しているため、dSG DNAからの GFPuvの
発現は確認されなかった。 
 細胞外における GFPuv 発現の停止を目的として RNase Aの代わりに Proteinase Kを用いる条
件においても検討を実施した結果、先と同様の場合においても同じ結果が示された (data not 
shown)。しかし、4'-チオ核酸からなる人工細胞と天然型の人工細胞における遺伝子発現効率の間
に有意な差は確認されず、いずれの条件においても、4'-チオ核酸からなる人工細胞を効率良く作
製できることが確認された。 
 研究代表者らは、化学合成した短鎖 4'-チオ DNAおよび 4'-チオ RNAが酵素分解に対して著し
く耐性があることを報告した (Inoue et al., Nucleic Acids Res. 2006, 34, 3476)。本研究により、4'-チ
オ DNAおよび 4'-チオ RNAの優れた安定性は、人工細胞中での遺伝子発現に有利に働くことが
示された。 
 
(2) Synthetic central dogmaの哺乳動物遺伝子発現系への適用拡大検討 
 Synthetic central dogma システムおよびこれを内包する人工細胞を哺乳動物遺伝子発現系へと
適応拡大するため、HEK293細胞における遺伝子発現を試みた。しかし、化学修飾様式および配
列を種々検討したものの、タンパク質発現効率が著しく低下する結果となった。現在、化学合成
法との組み合わせにより、より精密な化学修飾様式最適化研究を実施中である。 
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