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研究成果の概要（和文）：哺乳動物細胞において、遺伝子発現を正確に制御することは、細胞工学および医療応
用にとって重要である。この実現のため、人工遺伝子回路の構築が進められている。 特に、翻訳制御に基づく
回路は、ゲノム損傷のリスクが低い合成RNAやレプリコンなどのベクターで機能する。 しかし、複雑な人工遺伝
子回路に実装できる翻訳制御因子の種類は非常に少ない。
本研究では、利用可能な人工翻訳制御因子を大幅に拡張した。特に、Casタンパク質を翻訳制御因子として転用
できることを発見し、 50以上の人工翻訳制御因子の設計、多数の人工遺伝子回路の構築を可能とした。 この成
果は、今後の細胞コンピューティング研究を加速するものである。

研究成果の概要（英文）：Precise control of gene expression in mammalian cells by using synthetic 
gene circuits is important for cell engineering and medical applications. In particular, the 
circuits based on translational modulators can function with various vectors such as synthetic RNAs 
and replicons which are regarded as the low genomic harm. However, the variety of translational 
modulators that can be implemented in complex circuits has been limited yet.
We expanded the library of the available translational modulators and also demonstrated that Cas 
proteins can be repurposed as translational modulators. We designed over 50 different modulators and
 built over 60 synthetic circuits. These translational modulators have the potential to provide "
biological Integrated-Circuits" which facilitate the development of biocomputers.

研究分野： 合成生物学

キーワード： 人工遺伝子回路　翻訳制御　RNA/RNP　細胞コンピューティング

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、翻訳制御因子の種類を拡充し、それら翻訳制御因子からなる回路の構成およびその連結様式を検証
し、大規模な翻訳制御回路の構築原理の解明を目指した。このような遺伝子回路によって、将来的には治療機能
を持つ細胞の挙動や、遺伝子治療薬の機能を正確にプログラム可能となる。これにより、治療効果の強度や、発
揮のタイミング、パターンを調節可能な新しい治療戦略を提供できる。

※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 
合成生物学分野では、細胞機能・運命をコンピュータのように制御する研究が進められてきた。
任意の遺伝子発現パターンをプログラム可能とすることで、生命現象の理解や新たな医療手段
の創発が期待されている。このような細胞コンピューティングの基盤となるのが、生物学的モジ
ュールを組合わせて構築した人工遺伝子回路である。これまでの研究では、転写制御モジュール
が回路の構築によく利用されてきた。それに伴って、利用可能なモジュールが複数報告されてい
るが、複雑な哺乳類細胞内で自在に駆動させることができる大規模な遺伝子回路の構築例は非
常に少ない。加えて、回路を大規模化する際には、より多くのモジュールをベクターに搭載する
必要がある。これは、ベクターの作製及び細胞内への回路の送達を困難にする可能性がある。さ
らに、転写制御回路を利用するためには、モジュールをＤＮＡ導入法によって細胞に送達する必
要がある。こうした外来ＤＮＡを細胞内へ送達することは、ゲノムへの組み込みによる健常細胞
のがん化などの問題を孕んでいるため、遺伝子回路の医療応用可能性を制限する。したがって、
モジュールの拡張とシステムの大規模化が容易にでき、かつ、安全性が高い遺伝子回路の設計法
を確立する必要があった。 
 
２．研究の目的 
これまでに、申請者はｍＲＮＡスイッチと呼ばれる、ＲＮＡとタンパク質をモジュールとした翻
訳制御デバイスを開発してきた。ｍＲＮＡスイッチは、ｍＲＮＡ の ５’非翻訳領域に特定の
分子と結合する配列 （アプタマー） が存在し、ここに細胞内のタンパク質が結合することで、
出力タンパク質の翻訳を抑制できる（図１Ａ）。つまり、特定の入力タンパク質の存在に応じて、
導入した出力遺伝子の発現がスイッチのようにＯＮ／ＯＦＦ制御される。この翻訳制御モジュ
ールを拡充し、転写制御モジュールと組合わせることで、ベクター内の回路素子の集積度を大幅
に向上できる。また、ｍＲＮＡスイッチから発現する出力タンパク質は、別のｍＲＮＡスイッチ
の入力タンパク質として機能する（図１Ｂ）。すなわち、ｍＲＮＡスイッチを組合せるだけで、
大規模な回路を実現できる可能性がある。さらに、翻訳制御デバイスは、ＤＮＡのみならず、Ｒ
ＮＡもベクターとして利用できる。そのため、ＲＮＡによる遺伝子導入法は、ＤＮＡを用いた手
法と比べ、ゲノム損傷の危険性が少なく安全性が高い。従って、ｍＲＮＡスイッチを活用するこ
とで、安全性と拡張性を持つ大規模回路が構築できる可能性が高いと考えた。そこで、本研究で
は、「翻訳制御デバイスを拡充し、大規模細胞コンピューティングを実現するための基本的な枠
組みを明らかにすること」を目的とする。 

 
３．研究の方法 
翻訳制御を基盤とした細胞コンピューティングを実現するために以下の２計画を遂行した。 
 
（１）ＲＮＡエンジニアリングを用いた新規翻訳制御デバイスの発明と拡充 
複雑な翻訳制御回路構築に向けて、標的のｍＲＮＡスイッチのみが特異的に制御できる（直交性
が高い）ＲＮＡ－タンパク質（ＲＮＰ）のセットが多数必要である。そこで、既知のＲＮＡ結合
タンパク質（ＲＢＰ）を用いてｍＲＮＡスイッチを作製し、その特性決定を行った。具体的には、
ＨＥＫ２９３ＦＴ細胞を利用し、スイッチの翻訳抑制が引き起こされるかどうかを検証した。ス
イッチの翻訳抑制能は、蛍光タンパク質の発現が入力タンパク質の存在時にのみ抑制されるか
どうか定量することで確認した。最後に、作製したスイッチの直交性を確認した。ｍＲＮＡスイ
ッチと準備したタンパク質をあらゆる組合せで細胞に共導入し、意図したｍＲＮＡスイッチと
タンパク質の組合せの場合にのみ翻訳抑制が生じるかどうか検証した。 
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図1. mRNAスイッチを利⽤した翻訳制御回路
(A)mRNAスイッチの原理。細胞内に⼊⼒タンパク質が存在する場合にのみ、翻訳が抑制される。
(B)mRNAスイッチを組合せた翻訳制御回路。上流のスイッチが下流のスイッチの翻訳を制御している。



 

 

（２）翻訳制御デバイスを組合せた高度な遺伝子回路の構築原理の解明 
高度な人工遺伝子回路を構築するために、２入力の論理回路と演算回路を構築した。ここでは、
基本的な論理回路として、ＡＮＤ，ＮＡＮＤ，ＮＯＲ回路を構築した。各論理ゲートは、入力の
存在状態に応じて、蛍光タンパク質の発現が変化するように設計されている。蛍光タンパク質の
発現が意図したとおりに変化しているかどうかは、蛍光顕微鏡およびフローサイトメーターを
用いて解析した。 
最後に、挙動を確認した複数のｍＲＮＡスイッチを接続することで、さらに複雑な出力を行う演
算回路を構築した。ここでは、半減算器と呼ばれるものを構築した。この演算回路は、２種類の
入力タンパク質の存在状態に応じて、複数の出力タンパク質の発現が変化する。論理回路の構築
と同様に蛍光タンパク質の発現が意図したとおりに変化しているかどうか、蛍光顕微鏡および
フローサイトメーターを用いて解析した。 
 
４．研究成果 
（１）既知のＲＮＰを利用した翻訳制御デバイスの拡張 
既知の５種類のＲＢＰに対して、タンパク質のエンジニアリン
グおよびアプタマー構造の再設計を行いｍＲＮＡスイッチの感
度改善と新規開発に成功した。また、新たに作製したスイッチ
と既存のスイッチ合計５種類が、互いに干渉しあわない （直
交性が高い） ことを見出した（図２）。これは、スイッチを組
合せて人工遺伝子回路を構築する際に極めて重要な特性であ
る。また、これらスイッチがｍＲＮＡ導入法によっても機能す
ることを確かめた。 
 
 
 
 
 
 
（２）ＣＲＩＳＰＲ関連タンパク質を利用した翻訳制御デバイスの拡張 
既知のＲＢＰによるｍＲＮＡスイッチの作製過程で、ゲノム編集分野で利用されているＣＲＩ
ＳＰＲ関連タンパク質（Ｃａｓタンパク質）をＲＢＰとして利用することを着想した。Ｃａｓタ
ンパク質はｇＲＮＡと呼ばれる対応するＲＮＡと結合し、ゲノム編集効果を発揮している。そこ
で、Ｃａｓタンパク質をＲＢＰ、ｇＲＮＡをアプタマーとして利用することで、さらにｍＲＮＡ
スイッチが拡張できると考えた（図３Ａ）。 
２５種類のＣａｓタンパク質に対してｍＲＮＡスイッチを設計し、評価したところ、その多くが
期待した通り、翻訳制御能を持つことがわかった。さらに、これらのスイッチが、直交性を有し、
大規模な翻訳制御回路の構築に利用可能かどうか検証した。２５種類のｍＲＮＡスイッチにつ
いてその性質を評価し、１３種類が高い直交性を示すことを見出した（図３Ｂ）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 2
Orthogonality among the mRNA devices
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図2. mRNAスイッチ間の直交性
対応する⼊⼒タンパク質の導⼊時に
mRNAスイッチからの蛍光発現が抑制されている

図3. Casタンパク質を利⽤したmRNAスイッチの開発
(A) Casタンパク質によるmRNAスイッチの拡張
(B) Casタンパク質応答mRNAスイッチの直交性
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（３）翻訳制御デバイスを組合わせた人工遺伝子回路の構築 
直交性が高いと目されるＲＢＰ、スイッチの組合せを
選び出し、２入力の基本的な論理回路として、ＡＮＤ，
ＮＡＮＤ，ＮＯＲ回路を構築した。ＡＮＤ、ＮＯＲ回
路は、Ｃａｓタンパク質を入力として使用し、ＮＡＮ
Ｄ回路は、これまでゲノム編集分野で培われてきたＣ
ａｓタンパク質の改変方法を転用することで構築で
きた。特に、ＡＮＤ回路（図４Ａ）については、６０
パターンの組合せについて試験し、その機能評価を行
った（図４Ｂ）。０と１はそれぞれ入力（出力シグナル）
あり、なしを表しており、多くの組合せでＡＮＤ回路
の挙動（両入力があるときにのみ出力が起こる）を実
現できた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
（４）転写－翻訳の同時制御による少モジュール演算回路の構築 
Ｃａｓタンパク質を回路のモジュールとすること
で、同一のタンパク質を用いて、転写と翻訳を同時に
制御できるようになった。つまり、単一の入力分子を
用いて転写制御による遺伝子発現は活性化し、翻訳
レベルでの遺伝子発現制御は不活性化することが可
能となる。この特徴を活用し、より少ないモジュール
でより複雑な回路が構築できると考えた。そこで、先
行研究において、転写制御モジュールと翻訳制御モ
ジュールを合計４つ使用して構築されていた半加減
器の構築を試みた（図５）。Ｃａｓタンパク質を利用
することで、転写と翻訳を同時に制御できるため、半
分のモジュール数（２つ）で同様の挙動を哺乳類細胞
に実装できることを示した。 
 
このように、本研究の成果は、日本発の哺乳類細胞コ
ンピューティングの基盤を整えるものであり、より
少ない分子パーツ（モジュール）でより複雑な情報プロセシングを可能とする「生物学的集積回
路」を提供するものである。 
また、（１）の成果は、「ＡＣＳ Ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ Ｂｉｏｌｏｇｙ」で発表した。（２）－

（４）の成果については、「ｂｉｏＲｘｉｖ」で公開し、現在国際誌に投稿中（ｕｎｄｅｒ ｒ

ｅｖｉｓｉｏｎ）である。 
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図4. AND回路の構築
(A) AND回路の出⼒パターンと構成

A,B両⼊⼒の存在時にのみGFPが発現する
(B) AND回路の性能評価
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図5. 半減算器の構築
(A)半減算器の出⼒パターン
(B)半減算器の性能評価
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タンパク質を検出する合成mRNAスイッチの拡張：より複雑な細胞操作に向けて 
https://www.cira.kyoto-u.ac.jp/j/pressrelease/news/191217-100000.html 
Four RNA good, 5 RNA better 
https://www.cira.kyoto-u.ac.jp/e/pressrelease/news/191217-100000.html
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