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研究成果の概要（和文）： ヒト細胞内の信号伝達経路による遺伝子発現ネットワークを自在に変換する新手法として
タンパク質応答型のshRNAスイッチを構築した。タンパク質応答型のスイッチによる翻訳制御の手法に、フィードバッ
ク制御などを導入することに成功した。新しいタンパク質応答型のスイッチに使用することができる人工のRNPモジュ
ールを作成した。任意のmRNAの翻訳をONにする新しいONスイッチの開発を行った。
 RNPから構成される三角形のデバイスが、ステレオケミカルにヒト細胞表面レセプターの集合を制御し、それにより信
号伝達を定量的に制御できることを証明した。同研究の進展に必要な関連する新技術を開発した。

研究成果の概要（英文）：We developed new molecular switches for synthetic biology and bio-nanotechnology 
that respond to a specific protein in human cell. We also successfully incorporated feedback control of 
the switches and related techniques for the switches. A new general method for converting existing OFF 
molecular switches to the corresponding ON switches was developed.We designed and constructed a 
triangular shaped RNP with cell-surface receptor binding protein to control the signal transduction from 
the receptor. The RNP device is capable of regulating the signal transduction in an OFF and ON manner in 
human cell that regulate the apoptotic cell death. In addition, we also developed new methods for further 
advance our RNP technology.

研究分野： synthetic biology
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1,研究開始当初の背景 
 
(1) 近年、分子生物学の急速な発展により、
膨大な数の遺伝子・生体高分子 (DNA、RNA 、
タンパク質)の機能とそれらの詳細な立体構
造、さらには、それらにより選択的な分子間の
相互作用および化学反応を通じて生体内で高
度な分子機能の調節がなされていることが明
らかになった。よって、蓄積された試験に基
づいてこれらを自在に制御することにより、
新しい病気治療法や、食料・エネルギー問題
などを解決する新しい手段の開発が可能とな
った。  

(2)これを実現するために、標的となる生体分
子の機能を、分子間相互作用により、直接、
制御するための新しい分子をデザイン・作成
し、 それにより細胞内の複雑なネットワーク
や 組織の機能を制御する方法が開発されつ
つある。しかし、その実用性については、初
期段階にあると言わざるを得ない。  

(3)われわれは、RNAと詳細な立体構造が知ら
れている天然のタンパク質を特異的に水素結
合させ、新しい人工 RNA-タンパク質複合体
(RNP) をデザイン、作成する技術を開発して
きた。さらに、天然のRNA とタンパク質の特
異的な相互作用を生かした、ヒト細胞の信号
伝達経路を制御する新手法を開発してきた。  

2,研究の目的 
 
 (1)ヒトのがん細胞内で発現するがん特有の
タンパク質 (マーカータンパク質)などを直
接検知 する人工 RNA スイッチを開発する。
ついで、そのスイッチからの信号をリワイア
リングにより 細胞自身が持つ信号伝達系へ
連結し、アポトーシスにより細胞死を誘導す
る人工システムを構築する。これにより、た
とえば正常細胞ががん化すると、それに伴い
発現するマーカー分子を直接検知して当該細
胞を死滅させるがん細胞除去法などをターゲ
ットとする新しい医療の基本システムを確立
する。  

 (2) 分子デザインにより作成した正三角形
の構造をもつRNAの三つの頂点に、目的とする

細胞表面のタンパク質を特異的に認識するリ
ガンドを結合した多機能性 RNP を作成する。
この RNP を用いて、特定の任意のヒト細胞表
面のレセプターとの非共有結合を行い、さら
に、そのレセプターを介したシグナル経路を 
ON/OFF 制御することにより、細胞運命を決定
するシステムを構築する。  

3,研究の方法 
 
目的(1)、 
 われわれは、L7Ae タンパク質と特異的に相
互作用する RNA モチーフを利用することで、 
翻訳抑制(OFF)と翻訳活性化(ON)をヒト細胞
内で同時に行い、人工的にアポトーシスを誘
導するシ ステムの構築に成功した。この技術
を基盤として、より高度な哺乳類細胞内で機
能する人工RNP-ON/OFF スイッチを確立指し、
ヒトのがん細胞の増殖を特異的に抑制するシ
ステムを構築する。  

目的(2)、 
 タンパク質をRNAに装着した様々な RNP を
構築するにあたり、選択性、高感度化、信号
伝達制御を達成するため、足場となる scaffold 
RNA、RNA 結合タンパク質、機能を付加する
ために装着するタンパク質の 3 つの要素の設
計開発と機能付加を検討する。  

 われわれはRNA 構造体をコンピュータ上で
デザインし、実際に分子として作製するため
の独自のノウハ ウを持っている。この手法を
用いて様々な大きさのRNAのデザインと作製、
新たな RNP 相互作用モチ ーフをRNA頂点部
に装着した複数の RNA scaffold の作製を試み
る。  

 三角形 RNP の各頂点に細胞表面レセプター
に結合するリガンドを配置 し、三角形RNP の
各辺の長さを調節することにより、レセプタ
ーを構成するエレメント間の距離を調整する。
これにより信号を人工的に伝達する、また
は、伝達不能にする。すなわち、アゴニス 
トやアンタゴニストに対応する能力を持つ三
角形 RNP を、細胞接着用に開発した技術を使
って作製 する。これにより、三角形 RNPによ



るヒト細胞表面レセプターの信号伝達の制御
法を確立する。  

4,研究成果 
 
目的１） 
 
(1)ヒト細胞内の信号伝達経路による遺伝子
発現ネットワークを自在に変換・改変する新
手法として、shRNA と RNP 相互作用モチーフ
を使ったタンパク質応答型の shRNA スイッチ
を構築することができた。このスイッチを用
いて細胞内信号伝達経路を通じた細胞運命制
御が可能であることを証明した。このスイッ
チの標的となる遺伝子をアポトーシス制御遺
伝子に改変し、これによりアポトーシスシグ
ナルを制御することにより、特定タンパク質
の発現に応答する細胞死の制御が可能である
ことを示した。さらには、タンパク質応答型
のスイッチと shRNA スイッチを組み合わせ１
種類のタンパク質に応答して、２種類の mRNA
の翻訳を同時かつ独立に ON/OFF 制御するこ
とに成功した。この研究で開発した shRNA ス
イッチシステムは既存の shRNA のループを改
変することで生物学・医療研究に不可欠な
RNAi 技術に応用が可能であり、今後の幅広い
応用が期待される。このような立体構造を元
に遺伝子発現スイッチ作動原理を解明し、そ
れを元に 3D モデリング技術を用いてスイッ
チの効率を最適化することに成功した研究例
は無く、今後、この研究は立体構造を元に設
計をする遺伝子回路など新しいナノテクノロ
ジー用のデバイスの開発につながることが期
待される。（発表論文①） 
 
(2)タンパク質応答型のスイッチによる翻訳
制御の手法をさらに進化させ、フィードバッ
ク制御など高度なスイッチの制御法を導入す
ることに成功した。開発した制御法は RNA へ
の結合能力が異なるタンパク質の誘導体を用
いて、標的となるタンパク質の発現量を制御
するが、この導入により、ヒト細胞内の特定
のタンパク質の発現量を定量的に厳密に決定
することを可能にした。また、数理解析モデ
ルにより、制御は実際に RNA・タンパク質間
の相互作用に依存することを確認した。フィ
ードバック制御は、元来、細胞内において信

号伝達系の制御で一般的なものであることか
ら、今後、複数の信号伝達経路を同時にそれ
ぞれ定量的に制御するための技術として幅広
い応用が期待できると考えている。（発表論文
②④） 
 
(3)新しいタンパク質応答型のスイッチに使
用することができる人工の RNP モジュール
（RNA-タンパク質複合体）を天然のモジュー
ルを改変することにより作成した。このモジ
ュールが、ヒト細胞内で使用可能であること
を、これを用いて新しいクラスのタンパク質
応答型のスイッチを開発することにより証明
した。（発表論文⑤） 
 
(4)遺伝子発現制御のために開発されたタン
パク質応答型のスイッチは殆どのものが、OFF
スイッチである。そのため、より洗練された
信号伝達経路の制御技術を実現するために、
新しい ON スイッチの開発が望まれていた。こ
の問題を解決するために、任意の mRNA の翻訳
を ON にする新しい ON スイッチの開発を行っ
た。このスイッチは NMD(nonsense mediated 
decay)を応用しており、一般的にこれまで開
発されたすべてのOFFスイッチをONスイッチ
に変換できる能力を持つと考えられる。将来
の応用例として、このスイッチと細胞死を誘
導するタンパク質を結びつけることにより、
がん細胞に特異的に発現するタンパク質によ
る、がん細胞特異的な細胞死を引き起こすこ
とが可能になることがあげられる。（発表論文
③） 
 
 
目的２） 
 
(1)ヒト細胞表面に露出しているレセプター
の構成ユニットであるタンパク質に、特異的
に結合する能力を持つタンパク質を三角形の
RNA の頂点に結合し、これによりレセプター
構成ユニットである膜タンパク質間の距離を、
三角形の大きさを変え、接近させる（ユニッ
ト間相互作用により信号が流れる）遠ざける
（ユニットを物理的に隔離し信号を遮断）こ
とで、レセプターから細胞内への信号伝達の
ON/OFF制御を行うことによる遺伝子発現制御



に成功した。具体的には、まず、さまざまな
RNP を構築し、ヒト細胞表面に露出するタン
パク質との結合をこころみた。その結果、ガ
レクチンの結合により信号伝達が起こるレセ
プターを用いて、ガレクチンとレセプターの
非共有結合を評価するおよび結合によるアポ
トーシスに至る信号伝達経路の制御を行うこ
ととした。ガレクチン誘導体を装着した三角
RNP を、三角形のサイズを変えて５種類作成
しレセプターとの結合を評価したところ、三
角形の一片が１５ヌクレオチドから９０ヌク
レオチドの範囲では、結合能力にばらつきは
あるものの結合能には大きな違いがないこと
がわかった。一方、細胞死を誘導する能力に
ついては、サイズが最小である一片が１５ヌ
クレオチドのものが最も能力が高く、サイズ
が大きくなるにつれて誘導能力は低下した。
結論として、ナノサイズの RNP から構成され
るこのデバイスは、ステレオケミカルにヒト
細胞表面レセプターの集合を制御し、それに
より信号伝達を定量的に制御できることを証
明した。また、このデバイスは、３−６nm の
サイズの違いにより、信号伝達の効率を定量
的に制御する能力を持つことを明らかにした。
この方法は、キメリックな人工レセプターを
開発すれば、任意の信号伝達経路を細胞表面
から制御することを可能にする。そのため、
引き続きキメリックレセプターのデザインお
よび構築を行っている。（発表論文⑥） 
 
(2)三角形 RNP の三辺を形成する RNA 部分で
RNP を物理的に三分割し、三つのユニットか
ら構成される小 RNP を作成し、それら 3 ユニ
ットを結合させ三角形 RNP をアセンブリーす
る新 RNP 作成法を開発した。これにより、異
なるタンパク質を結合した上記三つの小 RNP
を集合させ、三つの異なる機能を持つ RNP 分
子を作成することに成功した。例えば、この
手法は細胞認識、蛍光マーキング、細胞毒性
をもつ三種類のタンパク質をおなじ RNA 上に
設置することを可能にする。このような多機
能性 RNP を用いることにより、特定の膜タン
パク質を発現しているがん細胞などを特異的
に認識、マークし、その細胞特異的に細胞死
を起こさせる新しいがんの治療法の開発が可
能になる。（発表論文⑩） 

 
(3)タンパク質の円順列置換法により、三角形
RNA の頂点に設置するタンパク質の配向性を
変えることに成功した。将来、RNP とターゲ
ットの結合状態を最適化するために、標的へ
の結合能を微細に調節する必要があると考え
られる。この方法は、その際に RNA 足場上の
タンパク質の立体的配向の制御を通じて結合
の最適化を行うことを可能にする。（発表論
文⑨） 
  
(4)三角形のみではなく、四つの異なるタンパ
ク質の装着が可能になる四角形 RNP の構築研
究を進め、トポロジーが異なる二種類の四角
形 RNP の作成に成功した。これにより、四種
類までの異なる機能性タンパク質を装着した
さまざまなサイズを持つ四角形の RNP を二種
類作成し、それぞれを応用研究に用いること
が可能になった。今後、三角形のみではなく、
さらにさまざまなデザインによる足場とさま
ざまなタンパク質の組み合わせによる RNP ナ
ノデバイスの作成が可能であることを証明し
た。（発表論文⑧） 
  
(5)上記研究で用いる三角形 RNP のアフィニ
ティーカラムクロマトグラフィーによる精製
法を開発し、これを一般的な RNP の精製法と
してまとめ論文として発表した。それまで、
RNP の精製法は報告がなく、独自にこれを開
発する必要に迫られていた。（発表論文⑦） 
 
補遺) 
 
目的 1)にある、細胞内で発現する特定のタン
パク質を直接検知する人工 RNA スイッチの開
発研究について、既知の数十種類の天然のRNA
結合タンパク質を用い、さまざまなスイッチ
を作成し、２年間を費やしヒト細胞内でのそ
れらの使用をこころみた。しかし、細胞内で
のスイッチの動作効率が低いため動作確認が
困難であった。この研究に用いたのは、比較
的単純な実験システムであるものの、一つ一
つのタンパク質・RNA の組み合わせによるス
イッチの作成と、続く細胞内でのテストに多
くの時間がかかった。 
 また、もう一方の研究テーマが順調に進展



し、さらには、プロジェクトが計４年である
こと、私がプロジェクト終了と同時に定年退
職を迎えることに鑑み、目的 2)に集中するこ
とがプロジェクト全体として、よりよい成果
が挙げられると判断し、ヒト細胞内で機能す
る人工 RNA スイッチの開発研究を中断した。
研究の中断は、私の個人的な事情によるとこ
ろが大きく、また、この研究テーマそのもの
に致命的な問題はない。時間があれば、スイ
ッチからの信号の増幅法を開発するで、この
研究を完成させることができると考えている。
また、同じく時間的な制約により、最後の数
編の論文は短くまとめざるを得ず、本来は、
より完成度の高い形で発表すべきものである。 
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