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研究成果の概要（和文）：真核生物の細胞抽出液中における未成熟tRNAの末端プロセシングおよび分解速度を調
査した後、その結果に基づいて、標的分子に応答して成熟化する未成熟tRNAプローブを設計し、新規分子応答性
遺伝子発現システム『シュードリボスイッチ』の開発につなげた。本システムは、任意分子に対して合理的に構
築可能であるだけでなく、その機構上の利点から、既存の人工システムよりも高いスイッチング効率を発揮でき
る。また、分子応答性を核酸に拡張し、高感度・高選択性の核酸検出バイオセンサーを開発した。さらに、非天
然アミノ酸導入用tRNAプローブ骨格の合理的最適化や、発現ON時の翻訳を促進させるmRNA非翻訳領域の同定を行
った。

研究成果の概要（英文）：We investigated the end processing and degradation of premature tRNAs in a 
eukaryotic cell extract, which led to the development of a novel type of molecule-responsive gene 
regulation system called "pseudo-riboswitch" that harnesses the maturation of a premature tRNA probe
 for a target molecule. This system has the advantage not only in being able to be rationally 
constructed to respond to an arbitrary molecule but also in generally exhibiting higher switching 
efficiency than previously reported artificial gene regulation systems, by virtue of its unique 
mechanism. In addition, we modified this pseudo-riboswitch system to develop biosensors for 
detecting nucleic acids with high sensitivity and specificity. Moreover, we rationally optimized a 
tRNA probe framework for introducing a non-natural amino acid into a protein. We also identified an 
untranslated region of mRNA that enhances translation in the ON state.

研究分野：生体関連化学
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１．研究開始当初の背景 
 
「外部環境（分子・光・pHなど）に応答し
て遺伝子発現をスイッチングするシステム」
は、合成生物学、代謝工学、システム生物学、
生物分析学、医学など多方面に応用できる。
中でも、分子には有機化学的手法によって光
応答性や pH 応答性を導入できるため、『分子
応答性遺伝子発現制御システム』の汎用性は
極めて高いと考えられる。この種のシステム
を任意の分子に対して人工的に構築する場
合、生物が元来有するシステムを参考にする
事が望ましく、cis 作用型の分子応答性遺伝
子発現制御システムである『リボスイッチ』
が第一候補として挙げられる。リボスイッチ
は、主に原核生物 mRNA の非翻訳領域上に存
在するノンコーディング RNA あり、制御分子
（天然では代謝産物）と結合する「アプタマ
ー部位」および遺伝子発現をコントロールす
る「発現制御部位」から成っている。制御分
子がアプタマー部位に結合すると、発現制御
部位の構造変化が起こり、下流（or 上流）の
遺伝子発現（転写 or 翻訳）を制御する仕組
みである。 
天然のリボスイッチは、代謝産物に応答す
るものに限られるが、任意の分子に結合する
人工アプタマーは in vitro selection 法に
よって獲得できるので、その人工アプタマー
を使って、人工リボスイッチを構築する試み
が、近年盛んに行われている。とりわけ、“転
写制御”より単純な“翻訳制御”の人工リボ
スイッチが多く、例えば、原核生物の翻訳系
では、mRNA の 5’非翻訳領域（5’UTR）にア
プタマーとともにランダム塩基を挿入し、セ
レクションを行うことによって、幾つかの翻
訳制御人工リボスイッチが得られている。し
かしながら、天然のリボスイッチ同様、セレ
クションで獲得された人工リボスイッチは、
アプタマー部位と発現制御部位が部分的に
重なっているために、別の分子に対するリボ
スイッチを合理的に設計するための基盤と
しては使えず、汎用性に欠ける。一方、本研
究代表者は、世界に先駆けて、「アプタマー
基盤人工リボスイッチの完全な合理的設計
法」を報告した。本方法を用いれば、アプタ
マーの配列情報だけで、そのターゲット分子
に応答するリボスイッチを容易に構築する
ことが可能である。本方法は、真核生物の翻
訳系用に開発したが、原核生物の翻訳系にも
利用可能で、非常に汎用性の高い方法である。
しかし、アプタマー部位と発現制御部位が重
ならない設計となっているため、分子結合時
の配列組換え部分が多く、スイッチング効率
が損失されるという問題点がある。 
アプタマー部位と発現制御部位を重ねる
ことなく、スイッチング効率の損失を防ぐた
めには、“RNA の切断”を利用する方法が有効
である。これは、一般的に翻訳よりも切断の
スイッチングの方が配列の組換えが少なく
て済むからである。例えば、分子に応答して

自分自身を切断する RNA『アプタザイム』は、
アプタマー部位と切断部位がわずか 5 塩基
（対）のモジュレーターでつながれているだ
けであるが、極めて高いスイッチング効率を
示す。実際に、本研究代表者らは、このアプ
タザイムを原核 mRNA の 5’UTR に組み込み、
世界で初めて、原核系「アプタザイム基盤人
工リボスイッチ」を構築した。また、本研究
代表者らは、アプタザイム導入 amber 
suppressor tRNA および amber 変異導入レポ
ーター遺伝子で構成される原核系人工 tRNA
リボスイッチや、アプタザイムを真核 mRNA
の 5’UTR に組み込んだ真核系人工リボスイ
ッチを開発してきた。しかしながら、アプタ
ザイムはマグネシウムイオン感受性が高く、
少しのマグネシウムイオン濃度変化で切断
速度が大きく変わってしまうデメリットが
あった。 

 
２．研究の目的 
 
本研究代表者は、アプタマー基盤およびア
プタザイム基盤リボスイッチ双方のデメリ
ットを解消するために、前述した「アプタザ
イム導入 tRNA リボスイッチ」からヒントを
得て、「内在性の tRNA プロセシング機構を利
用することで、アプタザイムを用いることな
く分子応答性 RNA 切断を引き起こす」という
アイデアを考案し、それを実装した『シュー
ドリボスイッチ』の開発を計画した。本シュ
ードリボスイッチは、分子に応答して RNA 構
造が変化し、その結果、プロセシング（自己
切断）が促進あるいは阻害されて、遺伝子発
現が制御される仕組みである（内在性タンパ
ク質を利用することから“シュード”と名付
けた）。 
すなわち、本研究の目的は、新しい概念
（tRNA プロセシング機構の利用）を導入する
ことによって既存の『分子応答性遺伝子発現
制御システム』のデメリットを克服した、新
規システム『シュードリボスイッチ』を開発
することである。 
 
３．研究の方法 
 
（１）tRNA の末端プロセシング調査 
 本研究代表者らは、本研究開始以前に、真
核生物であるコムギの胚芽抽出液（WGE）中
で非常に効率よく働く amber suppressor 
tRNA（天然アミノ酸転移用）を人工進化によ
って獲得しおり、本研究では、この tRNA を
基盤に、WGE 中における tRNA の末端プロセシ
ング効率を調査した。具体的には、この tRNA
を骨格として、数種類の末端未成熟 tRNA を
調製し、それらの amber suppression 効率や
プロセシング速度を解析した。 
 
（２）『シュードリボスイッチ』の開発 
 WGE中におけるtRNAの末端プロセシングお
よび分解を利用した『シュードリボスイッ



チ』を設計し、WGE 中での機能を評価した。
具体的には、in vitro selection 法によって
獲得されたアプタマー配列を、 amber 
suppressor tRNA（天然アミノ酸転移用）の
3’trailer 部分に挿入し、当該配列がターゲ
ット分子と結合した時にのみ 3’プロセシン
グが誘導されるように最適化した。なお、3’
プロセシングが起こらなければ、未成熟 tRNA
は分解を受ける仕組みになっている。このア
プタマー含有 tRNA プローブと amber 変異導
入レポーター遺伝子を組み合わせることで、
『シュードリボスイッチ』の開発を試みた。 
 
（３）『シュードリボスイッチ』を利用した
核酸検出バイオセンサーの開発 
 シュードリボスイッチの分子応答性を核
酸に拡張した核酸応答型シュードリボスイ
ッチを設計し、WGE 中での機能を評価した。
具体的には、分子応答性シュードリボスイッ
チの開発研究で得られた知見に基づき、
amber suppressor tRNA（天然アミノ酸転移
用）の 3’trailer 部分に標的核酸の相補鎖
を導入し、RNase H および amber 変異レポー
ター遺伝子と組み合わせることで、高感度の
核酸検出バイオセンサーの作製を試みた。 
  
（４）非天然アミノ酸導入用 tRNA の開発 
 シュードリボスイッチの tRNA プローブ骨
格機能を拡張させるために、非天然アミノ酸
導入用の amber suppressor tRNA を設計し、
WGE 中での機能を評価した。具体的には、非
天然アミノ酸として p-acetyl-Phe(AcPhe)を
選択し、amber コドンに対応するように変異
させた大腸菌由来の tRNA 群を用いて、当該
非天然アミノ酸の導入効率を網羅的に調査
した。 
  
（５）高い翻訳促進効果を発揮する非翻訳領
域の探索 
 遺伝子発現スイッチにおいて、発現 ON 時
の翻訳効率は十分に高い必要があるため、
WGE中での翻訳を促進するmRNA非翻訳領域の
探索を行った。具体的には、一部の天然 RNA
ウイルスの 3’UTR に存在する cap 非依存性
翻 訳 促 進 配 列 （ 3 ’ cap-independent 
translational enhancer: 3’CITE）を十数
種類に渡って調査した。 
 
４．研究成果 
 
（１）tRNA の末端プロセシング調査 
 WGE 中においては、CCA 付加反応を含めた
3’プロセシングが迅速に進行するのに対し
て、5’プロセシングは非常に低活性である
ことが判明した。また, 成熟 tRNA が高い安
定性を示すにも関わらず, 未成熟 tRNA は比
較的速い速度で分解を受けることが示され
た。さらに、これらの解析結果に基づいて、
RNA の保護配列を合理的に設計し、WGE 中で
の分解を防ぐことに成功した。（雑誌論文④） 

 
（２）『シュードリボスイッチ』の開発 
 医薬品として用いられるテオフィリン分
子に結合するアプタマーをamber suppressor 
tRNA の 3’trailer 部分に挿入し、周辺配列
を最適化することで、テオフィリン分子応答
『シュードリボスイッチ』の構築に成功した。
また、本シュードリボスイッチは、アプタマ
ー領域が機構的に独立しているため、当該領
域を別の分子を認識するアプタマーと交換
するだけで、分子応答性を変換できた。中で
も、テトラサイクリン分子に応答するシュー
ドリボスイッチは、100 M の分子濃度に対し
て S/N 比が約 80 と、人工の遺伝子発現スイ
ッチシステムとしては極めて高いスイッチ
ング効率を示した。また、応答下限濃度は、
100 nM (約 50 ppb)であった。（雑誌論文③） 

  
（３）『シュードリボスイッチ』を利用した
核酸検出バイオセンサーの開発 
 HIV-1 の感染に関わることが知られている
ヒト CC chemokine receptor 5(CCR5)遺伝子
配列の一部を標的 DNA として tRNA プローブ
を設計し、検出能力を評価したところ、検出
下限は 1.7 fmol (250 pM)であり、核酸増幅
を必要としない類似の核酸検出バイオセン
サーよりも高感度であった。また、標的の 1
塩基多型（SNPs）の識別にも成功した。さら
に、CCR5 遺伝子の別領域を標的とした場合も
同様に検出可能であり、本バイオセンサーの
汎用性の高さも確認できた。（雑誌論文①） 

 
（４）非天然アミノ酸導入用 tRNA の開発 
 大腸菌由来 tRNA の網羅的調査の結果、2種
類の tRNA が、WGE 中で比較的効率よく AcPhe



をタンパク質中に導入できることが示され
た。また、これら 2 種の tRNA に対して、本
研究代表者らの過去の研究結果に基づき合
理的に改変を加えたところ、当該非天然アミ
ノ酸の導入効率が、天然アミノ酸用の amber 
suppressor tRNA による suppression 効率を
超える程度にまで飛躍的に上昇した。（雑誌
論文②） 

 
（５）高い翻訳促進効果を発揮する非翻訳領
域の探索 
 十数種類の代表的な3’CITEについて調査
したところ、UTR 長が短い（約 150 mer）に
も関わらず、2 種類の 3’CITE が、特に高い
翻訳促進機能を示した。また、このうち 1種
を別の翻訳促進配列（E01）と組み合わせた
ところ、促進効率が大幅（約 2倍）に向上し
た（雑誌論文⑤）。 
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