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研究成果の概要（和文）：個々の細胞内の状態に応じて、目的の遺伝子の発現を操作する技術の開発は、生命科学分野
の進展のための重要なツールとなりえる。本研究では生体内で多彩な機能を担うRNAを人工的にデザインすることで、
哺乳類細胞内状態に応じて遺伝子発現を制御できる新技術を開発することを目指した。その結果細胞内で発現する特定
のタンパク質に応答して、目的とする遺伝子の発現をON/OFF制御することができる「RNAスイッチ」技術の開発と拡張
に成功した(Nucleic Acids Res.40:9369,2012,Nucleic Acids Res.41:e135,2013,Nature Commun.4:2393,2013)。

研究成果の概要（英文）：It is important to develop a method that controls gene expression dependent on int
racellular environment.In synthetic biology field, researchers aim to understand life and develop new biot
echnologies through the process of designing and constructing biomolecules and biological systems. However
, designing functional biomolecules and systems to control cell function has remained a challenge. In this
 study, we designed synthetic "RNA switches" that detect specific proteins expressed in cells and control 
expression of target genes. As a result, we generated several RNA switches that function in mammalian cell
s (Nucleic Acids Res. 40:9369, 2012, Nucleic Acids Res. 41:e135, 2013, Nature Commun. 4:2393,2013).
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１．研究開始当初の背景 
生体分子を天然から抽出、または人工的にデ
ザインし、それらをモデュラー・ユニットと
して組み合わせ、細胞機能を自在に制御する
人工生体分子・システムを創成することは、
シンセティック・バイオロジー (合成生物学) 
分野の研究目標の一つである。しかしながら、
機能性分子のデザイン研究は、端緒についた
ばかりであり、設計された分子やシステムが
目的の挙動を示さない場合が多い。また、シ
ステム制御のための分子材料として利用でき
る生体分子も、DNA や転写因子等のタンパ
ク質に依存している。従って、機能性分子の
デザインや、生命システム構築のための新し
い戦略・技術の開発が期待されていた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、生体内で多彩な機能を担う「RNA
および RNA-タンパク質複合体 (RNP)」の相
互作用を制御することで、細胞内の状態に応
じた遺伝子操作技術を開発することを目指し
た。具体的には、以下 2つの課題を達成する
ことを目的とした。 (1) RNP相互作用に基づ
いた新しい遺伝子発現制御システム (RNAス
イッチ)の確立、(2) RNPスイッチを活用した
細胞運命制御システムの構築。以上 2つの研
究目的を達成することで、特定の細胞で発現
するタンパク質に応答して、その細胞機能・
運命を自在にコントロールできる新技術を確
立することを目的とした。 
 

 
 

 
 
 
 

 
 
 

 
RNA スイッチによる細胞運命制御の概念図 
 
３．研究の方法 
これまでの研究で我々のグループは、細胞内
で発現する特定のタンパク質に応答して、目
的遺伝子の翻訳を抑制する「RNA-OFFスイ
ッチ」の開発に成功していた。しかしながら、
遺伝子発現を自在に制御するシステムを構築
するためには、特定のタンパク質の発現に応
答して、目的遺伝子の発現を活性化する「ON
スイッチ」も必要となる。本計画では、以下
二つの方法により、RNP相互作用を活用した

細胞運命制御システムを開発することを目指
した。初めに、(1) RNP相互作用を基盤とし
た、人工翻訳 ON スイッチを構築する。ON
スイッチ作成のため、特定のタンパク質に結
合し、目的遺伝子の翻訳を活性化する人工
RNAを分子デザインにより作成する。次に、 
(2) RNP-ON/OFFスイッチを活用した遺伝子
操作、細胞運命制御システムを構築する。 
 
４．研究成果 
(1) 3 次元分子デザインによる人工ショート
ヘアピン RNA (shRNA)ON スイッチの構築  
 
（概要） 
本研究では、3D 分子モデルを用いた RNA-タ
ンパク質相互作用の分子設計により、細胞内
の状態に応じて RNA 干渉 (RNAi)の効果を制
御できる「RNA スイッチ」を開発することに
成功した(Nature Commun., 2011, Nucleic 
Acids Res., 2012)。 
 
（具体的成果） 
shRNA は Dicer（RNA 切断酵素）によって切断
されることで標的の遺伝子の発現を抑制する
RNA 干渉(RNAi)という現象を起こす。そのた
め、Dicer による切断部位に特定のタンパク
質が邪魔する形で結合すると、RNA 干渉を防
ぐことが予想できる。本研究では、まず３D
分子モデルソフトを用いてこの shRNA スイッ
チと Dicer の立体構造および、切断時の位置
関係をコンピュータ上で再現することを試み、
shRNAの二重鎖部位の長さを変更することで、
Dicer の切断部位に結合するタンパク質が
Dicer と衝突する方向に近接するように、そ
の位置を調節することができる可能性がある
ことを見出した。 
 実際に、U1A（ヒト細胞中に存在するタン
パク質）が結合することによって、Dicer に
よる切断を阻害するような shRNA スイッチを
細胞内に導入したところ、細胞内で U1A の生
産に応答して RNAi の働きを、抑制できるこ
とがわかった（図）。さらに、3D 分子デザイ
ン法の汎用性を確かめるため、種々のがん細
胞で発現している転写因子（NF-kB）に結合
する RNA 配列を shRNA に組み込んだところ、
期待通り細胞内でのこの転写因子の発現に応
じて RNAi の効果を抑制できることがわかっ
た。したがって、3D 分子モデルを用いた RNA-
タンパク質相互作用の分子設計を利用し、ヒ
ト培養細胞内の特定のタンパク質の有無に応
じてRNA干渉 (RNAi)の効果を制御できる「RNA
スイッチ」を開発することに成功した。この
デザイン法により、特定のタンパク質に応答
する RNA スイッチの細胞内での機能の予測、
最適化が期待できる。 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
shRNA スイッチの分子設計と機能評価 
Dicerの働きを阻害しないと予想されたshRNA
（左上）では、EGFP（蛍光蛋白質）に対する
RNAi が抑制されず、EGFP（緑）の発現がみら
れなかった（左下）。Dicer による切断を阻害
すると予想された shRNA（右上）では、RNAi
が抑制されて、EGFP が発現した（右下）。 
 
(2) OFF スイッチを ON スイッチに変換可能な
「RNA インバータ」の設計と構築 
 
（概要） 
これまでに、細胞内の状態に応じて、mRNA か
らの翻訳を抑制するRNAスイッチ(OFFスイッ
チ)の作成に成功していたが、翻訳を活性化
するスイッチ（ON スイッチ）の作成が望まれ
ていた。今回開発した RNA インバータは、RNA
スイッチの機能を OFF から ON へ、その特徴
を維持したまま自在に変換することを可能と
する(Nature Commun.2013)。 
 
（具体的成果） 
本研究で我々は、簡便に RNA スイッチの性能
を調節・反転する手法を開発し、それを実現
する人工 RNA からなる部品を「RNA インバー
タ」と名づけた。開発したRNAインバータは、
RNA スイッチの機能を OFF から ON へ、その特
徴を維持したまま自在に変換することができ
る。 
 この RNA インバータを挿入した人工 mRNA
は、細胞内で標的となる因子が発現していな
い場合、速やかに分解される。ここで標的因
子が発現すると、人工 mRNA は標的に結合し
（検出）、その発現量に応じて mRNA が安定化
され（判断）、目的とする外来遺伝子の翻訳
を活性化する（実行）。たとえば今回の成果
の応用例として、がん細胞に特有の物質（例：
がんマーカ因子など）が「ある」と、その細
胞が死滅する遺伝子（例：細胞死誘導遺伝子）
を発現するスイッチの構築が考えられる。実

際今回の研究でも、RNA スイッチがコードす
る遺伝子を細胞死誘導タンパク質にすること
で、標的因子が発現した特定の細胞に対して
選択的に細胞死を誘導できることが確認でき
た。また、これまでの技術では、一つの因子
で複数の遺伝子の発現を同時、かつ独立に制
御することは困難だったが、今回の方法では、
mRNA 1 分子内の改変で、スイッチの性能を
調整したり、機能を反転させたりすることが
可能となった。したがって、1 つの制御因子
が複数の外来遺伝子の発現のオン・オフを個
別かつ同時に制御することが実現できる。 
 

 

 
 

 

 
  RNA インバータスイッチの概念図 
 
(3) RNA-ON/OFFスイッチによる細胞運命制御
システムの開発 
 
（概要） 
本研究では、これまでに開発した RNA スイッ
チを活用して、標的細胞の運命を制御できる
システムを開発することを試みた。標的細胞
が特定のタンパク質を発現すると、その発現
量に応じて細胞死を制御できる仕組みを構築
した(Nature Commun.2011)。 
 
（具体的成果） 
本研究では、特定のがん細胞などで発現する
たんぱく質に応じて、その細胞特異的に目的
とするたんぱく質（アポトーシス誘導タンパ
ク質など）の合成を制御できる、ＲＮＡスイ
ッチシステムを創製した。これまでに開発し
た２つのＲＮＡスイッチを細胞に内在するア
ポトーシスネットワークに連結し、ＲＮＡス
イッチによる細胞の生死を制御するシステム
の開発に取り組んだ。その結果、特定のタン
パク質を発現している細胞のみを死に至らし
められる、高度な細胞生死のコントロール技



 

 

術の創出に成功した。さらに、この２つのＲ
ＮＡスイッチは細胞内で独立に作動すること
が確認され、同じ特定タンパク質の発現に応
答して、異なる２つのタンパク質の抑制・活
性化を同時に制御できることも明らかとなっ
た。この成果は、ヒトの細胞内で、入力たん
ぱく質Ａの情報（発現）を出力たんぱく質Ｂ
の情報（抑制・活性化）に直接変換できる「人
工情報変換システム」を構築した初めての例
であり、今後、多種のＲＮＡスイッチを同時
に適用することで幅広い細胞制御が可能とな
ることが期待される。このような細胞内状態
に応じて遺伝子発現を制御する技術は、シン
セティックバイオロジー（合成生物学）や次
世代バイオテクノロジーの新技術としての活
用が期待できる。 

                  
 
 

RNA-タンパク質複合体を利用した細胞運命制
御システムの構築 
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