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研究成果の概要（和文）： 

代謝産物などの低分子化合物を細胞内で検出するために、ウイルス由来の Tat と TAR-RNA と
の相互作用をアロステリックに調整することによる検出系の構築を試みた。RNA アプタマー
と TAR-RNA とを組み合わせた人工の RNA ライブラリーを設計し、標的分子の存在下で Tat

と結合する改変型 TAR-RNA をセレクションにより獲得した。獲得した RNA は、Tat を挿入
したルシフェラーゼと協働させることにより、発光シグナルによる標的分子の検出を可能とし
た。また、RNA アプタマー直結型の TAR-RNA を用いて、遺伝子発現量変化より標的分子を
検出することにも成功した。 

 
研究成果の概要（英文）： 
In this study, construction of Protein-RNA conjugate, which enables detection of small 
molecules, was performed. RNA libraries that consist of artificial RNA aptamer and 
TAR-RNA were designed. RNAs that allosterically interact with Tat-peptide in the 
presence of the target small molecules were selected from the libraries. By cooperative 
function of artificially modified Luciferase containing Tat-peptide, the selected RNAs 
enabled luminometric detection of the small molecules. Additionally, direct conjugation 
of RNA aptamer and TAR-RNA enabled detection of small molecule by an intracellular 
gene expression though an allosteric interaction of Tat protein. 
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１． 研究開始当初の背景 

細胞内には様々な化合物が存在し、細胞活
動に応じてその存在量も大きく変化する。近
年、細胞内の代謝産物を網羅的に解析してい
こうとするメタボローム研究が盛んに行わ

れ、ハイスループット解析が可能な質量分析
装置の登場と共に大きな発展を見せている。
今後は、個体の発生過程や、特定の疾患に関
わるような代謝産物が明らかになってくる
と考えられる。このような研究動向において、
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生体外での解析だけではなく細胞内におけ
る代謝産物の動態を直接的かつ経時的に解
析する必要が出てくるかと思われる。 

細胞内での分子検出を目指した場合、検出
に使用する素子（プローブ）としては、細胞
内で産生することが可能な生体分子を用い
ることが望ましい。RNA は細胞内で転写可能
な生体分子であり、さまざまな生体分子を認
識して結合することができる RNA アプタマ
ーが数多く存在する。RNA アプタマーの特性
として、標的分子に結合したときに構造変化
を示すことが多いという点が挙げられる。こ
の特性は、バイオセンサー素子として広く利
用されるようになってきているものの、その
多くは、RNA の蛍光修飾や電極への固定化な
ど、生体内では執り行えない反応過程を必要
としている。 

一方で申請者は、RNA との結合を蛍光や
発光のシグナル変化として検出可能な人工
タンパク質を開発している。これらの成果よ
り、RNA アプタマーが有する特徴を利用して
タンパク質と RNA との結合をアロステリッ
クに制御することで、特定の分子をタンパク
質 の 機 能 と し て 検 出 す る Protein-RNA 

conjugate を構築できると考えられる。タンパ
ク質と RNA は共に細胞内で産生可能な生体
分子であり、細胞内への適用が可能な検出用
プローブとなり得る。 

 

２．研究の目的 

本研究では、生理活性機能を有する代謝産
物もしくは低分子化合物を対象に、これを細
胞内で検出できるバイオイメージングシス
テムを構築することを目指す。そのための基
盤として、細胞内で持続発現させることがで
きるタンパク質と RNA との相互作用を利用
する。RNA には標的分子を認識させる機能と、
標的分子に応じてタンパク質とのアロステ
リックな結合を調整する機能を持たせる。タ
ンパク質には RNA との結合を蛍光や発光な
どの細胞内検出に適したシグナルに変換さ
せる機能を持たせ、細胞内での持続発現が可
能な Protein-RNA conjugate を作製する。 

 
３．研究の方法 

(1) RNA の設計 

本研究では、 Bovine Immunodeficiency 

Virus (BIV)の Tat-peptide と TAR-RNA との結
合をアロステリック相互作用の作用点とす
ることにした。申請者は、Tat-peptide を挿入
したルシフェラーゼを人工的に作製し、
Tat-peptide と TAR-RNA との結合をルシフェ
ラーゼの発光シグナル上昇として検出可能
にしている。また、Tat-peptide と TAR-RNA

との結合は BIV の遺伝子発現における起点
ともなる相互作用であり、この相互作用を標
的化合物を用いてアロステリックに調節で

きれば、遺伝子の発現量変化としても標的分
子を検出できるようになると考えられる。 

標的分子に応じて Tat-peptide とアロステ
リックに結合する RNA は、既存の RNA アプ
タマーと TAR-RNA とを組み合わせた RNA

ライブラリーからセレクションすることと
した。モデルの標的分子として喘息薬として
も用いられる theophylline、および微生物の代
謝 産 物 で 抗 生 物 質 と し て も 知 ら れ る
tetracycline を選択し、これらの分子を認識す
る RNA アプタマーと TAR-RNA とをランダ
ムな配列を介して連結した RNA ライブラリ
ーを設計した（図 1）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(2) RNA のセレクション 

設計した RNA ライブラリーより、標的
分子である theophylline と tetracycline の存在
下で Tat-peptide とアロステリックに結合する
RNA のセレクションを行った。まず、RNA

とビオチン化した Tat-peptide を標的分子の非
存在下で混合した。その後、標的分子非存在
下でも Tat-peptide に結合してしまう RNA を、
ストレプトアビジンを固定化した磁性ビー
ズにて取り除いた（図 2：ネガティブセレク
ション）。次に、残った RNA を標的分子の存
在下にて再びビオチン化した Tat-peptide と混
合した。その後、標的分子存在下で Tat-peptide

と結合する RNA を、ストレプトアビジンを
固定化した磁性ビーズにて回収した（図 2：
ポジティブセレクション）。最後に、逆転写
と PCR による増幅、および再度の転写反応を
行い、次のセレクションにおける RNA ライ
ブラリーを用意した。 

以上のセレクション過程を繰り返すこ
とで、標的分子存在下で Tat-peptide とアロス
テリックに結合する RNA を獲得した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 設計した RNA ライブラリーの構図 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(3) RNA の Tat-peptide への結合特性評価と
発光による標的分子検出 

セレクション過程を経て得られた RNA が、
標的分子の存在により Tat-peptide とアロステ
リックに結合するかどうかを評価した。
TAMRA 蛍光基で標識した Tat-peptide を用意
し、theophylline もしくは tetracycline の存在下、
および非存在下で RNA と混合し、RNA との
結合による TAMRA の蛍光強度変化を測定し
た。 

次に、RNA と Tat-peptide を挿入した人工
ルシフェラーゼを協働させて、標的分子の発
光検出を試みた。Tat-peptide を挿入したルシ
フェラーゼは生体外翻訳により作製した。一
定濃度の RNA と一定量の生体外翻訳産物を
混合し、そこに標的分子を加えてルシフェラ
ーゼの発光シグナルを測定した。 

 

(4) 遺伝子発現量変化による標的分子の検
出 

セレクションに用いた RNA ライブラリー
とは別に、theophylline を認識するアプタマー
と TAR-RNA とを直接的に連結したアプタマ
ー直結型 TAR-RNA（図 3）を設計し、遺伝子
発現を介した細胞内での theophylline 検出を
試みた。ウイルス由来プロモーターの下流に、
設計したアプタマー連結型 TAR-RNA、およ
びルシフェラーゼ遺伝子の配列を挿入した
レポータープラスミドを構築した。そして、
TAR-RNA に結合して遺伝子発現を活性化す
る、Tat タンパク質の発現プラスミドと共に
細胞へ導入した。その後、細胞の培地に
theophylline を添加し、レポータータンパク質
で あ る ル シ フ ェ ラ ー ゼ の 発 光 に よ り
theophylline を検出できるかどうかを評価し
た。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
４．研究成果 
(1) セレクションにより獲得した RNA によ

る標的分子の発光検出 

RNA ライブラリーから 6 回のセレクショ
ン過程を経て獲得された RNA について、標
的分子の有無による Tat-peptide との結合特性
を 評 価 し た 。 そ の 結果 、 theophylline 、
tetracycline、どちらの化合物を標的とした場
合にも、セレクションによって得られた RNA

は標的分子の存在下で Tat-peptide に対して標
的分子非存在下よりも高いアフィニティー
を示した。設計した RNA ライブラリー中の
アプタマー領域にそれぞれの標的分子が結
合し、RNA の構造変化を介して Tat-peptide

とのアロステリックな結合が促進されてい
るものと考えられる。得られた RNA ライブ
ラリーの配列を解析して個別に評価を行っ
たところ、そのほとんどが標的分子に応じて
Tat-peptide とのアロステリックな結合を示し
た。特に、tetracycline を標的としたものでは、
100 M の tetracycline 存在下で Tat-peptide と
の結合定数を 38 倍にまで上昇させる RNA を
獲得することができている。 

さらに、得られた RNA を用いて、
Tat-peptide を挿入したルシフェラーゼとの協
働による標的分子の検出を行った。RNA 濃度
と使用する生体外翻訳産物量の最適化を行
い、37 °C の条件で測定を行った。その結果、
theophylline の場合は 5 M、tetracycline の場
合は 1 M の濃度においても発光シグナルの
有意な上昇を認めることができた。また、そ
れぞれの標的分子のアナログ分子である、
caffeine および doxycycline の存在下では、発
光シグナルが変化することはなかった。この
ことから、セレクションによって獲得した
RNA は、それぞれの標的分子を正確に認識し
て発光検出を可能にしている。 

これまでのところ、セレクションにより獲
得した RNA を用いての標的分子の発光検出
は、細胞外で翻訳した翻訳溶液内での検出に
留まっている。しかしながら、Tat-peptide を
挿入した人工ルシフェラーゼが細胞内でも
機能し、Tat-peptide と TAR-RNA との結合を
生細胞内でモニタリングできることを本研

図 2 RNAライブラリーからのセレクション過程 

図 3 アプタマー直結型 TAR-RNA の配列 



 

 

究とは別に確認している。そのため、今後セ
レクションにより獲得された RNA を細胞内
に導入し、細胞内で発現している人工ルシフ
ェラーゼと協働させることで、生細胞内にお
ける低分子化合物の発光イメージングが可
能になると考えられる。 

 

(2) RNA アプタマー直結型 TAR- RNA によ
る遺伝子発現を介した細胞内標的分子
の検出 

RNA ライブラリーとは別に設計したアプ
タマー直結型 TAR-RNA を用いて、遺伝子発
現を介した細胞内での theophylline 検出を試
みた。この RNA（図 3）の場合、theophylline

が TAR-RNA のループ部位に挿入されたアプ
タマー領域に結合し、RNA 構造を堅くするこ
とで Tat との結合を阻害することが予測され
た。実際、細胞外の実験では theophylline の
存在に応じてアプタマー直結型 TAR-RNA と
Tat-peptide との結合定数が小さくなることが
確認された。 

さらに、構築したレポータープラスミドと
Tatを発現するプラスミドとを共にHeLa細胞
に導入し、レポーター遺伝子（ルシフェラー
ゼ）の発現量から theophylline の検出を試み
た。その結果、培地中に添加した theophylline

の濃度に依存してルシフェラーゼの発光が
弱くなり、100 M の theophylline 濃度におい
ても有意に遺伝子発現量の減尐を認めるこ
とができた（図 4）。一方で、theophylline の
アナログ分子である caffeine を培地に添加し
た場合には遺伝子発現量に変化はなく、
theophylline を特異的に検出することができ
た。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

この結果より、標的分子により Tat と
TAR-RNA との結合をアロステリックに調整
することで、遺伝子発現を介した細胞内での
標的分子検出も可能であることが示された。
遺 伝 子 発 現 を 介 し て い る こ と か ら 、
Tat-peptide を挿入したルシフェラーゼによる
発光検出よりは細胞内検出における即時性
が失われると予測されるものの、既存のアプ
タマーを TAR-RNA に直接連結するという簡
潔な形で多種類の分子に対応する細胞内検
出系を構築できる可能性がある。 

 

RNA アプタマーと標的化合物との結合に
よる RNA 構造変化を利用したバイオセンサ
ーは、そのほとんどが細胞外での検出を志向
したものである。一方で、本研究では細胞内
における低分子化合物の検出を目指し、Tat

と TAR-RNA との相互作用を利用した
Protein-RNA conjugate を構築した。この
Protein-RNA conjugate は、標的分子の認識を
RNA アプタマーに担わせ、検出のためのアウ
トプットシグナルつながる機能をタンパク
質に担わせるという独特な形式を採ってい
る。そのため、本研究でも示したように、タ
ンパク質そのものの発光シグナルや、タンパ
ク質によるレポーター遺伝子の発現調節と
いった、異なるアウトプットでの標的分子検
出を可能にしている。申請者は発光だけでは
なく、FRET による蛍光シグナルとしてタン
パク質-RNA 間の結合を検出可能な人工タン
パク質の構築にも成功しているため、この
Protein-RNA conjugate は生細胞内標的分子の
蛍光によるリアルタイム検出にも応用可能
であると考えられる。 
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