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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、細胞内で効率良く機能するRNA構造スイッチを合理的に設計する技
術基盤を確立することを目的とした。蛍光分子に結合してその蛍光シグナルを増強させるライトアップアプタマ
ーを機能性RNAのモデルとし、合理的に設計したRNA構造スイッチで標的分子を蛍光イメージングにより検出する
ことを試みた。研究成果として、RNAが固定化された微粒子群（R-CAMPs）を独自に開発し、ライトアップアプタ
マーおよびRNA構造スイッチの効率的な最適化を可能にした。さらに、最適化されたRNA配列を活用し、細胞内で
機能するRNA構造スイッチの合理的な設計が可能であることを示した。

研究成果の概要（英文）：In this research project, rational designing of RNA conformational switches,
 which enable regulation of functional RNAs in response to a specific molecule, was demonstrated. 
Light-up aptamers, which bind fluorogens and enhance their fluorescence signals, were utilized as 
model functional RNAs and converted to the RNA conformational switches to detect the target molecule
 by the fluorescence signals. Construction of RNA-capturing microsphere particles (R-CAMPs) was 
first performed to obtain light-up aptamers and optimize the RNA conformational switches. Then, the 
RNA conformational switches were designed based on the optimized sequence and demonstrated to 
function in cells to detect the target molecules. The strategy to construct RNA conformational 
switches demonstrated in this study, can be utilized for regulating RNA functions by external 
stimulus molecule, contributing a wide range of basic academic RNA research. 

研究分野： 核酸化学

キーワード： RNA　構造変化　バイオセンサー　セレクション　合理設計

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で構築したRNA構造スイッチを活用することで、標的分子の動態を細胞内でリアルタイムに解析するイメ
ージング技術や、特定の外部刺激分子による遺伝子の発現制御技術などを合理的に設計できるようになる。それ
故、本研究成果は、分析化学、遺伝子工学、細胞工学など幅広い基礎学術分野への貢献が可能である。加えて、
特定の分子に応答した構造変化に基づいて薬理作用を発揮するといった、分子環境応答型の核酸医薬品の開発な
どにも本研究成果を活用できる。つまり本研究成果は、医工学分野への活用も期待され、その社会的意義は極め
て大きい。

※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 
細胞内には、リボスイッチと呼ばれる遺伝子の発現調節を担う機能性の RNA が存在する。リ

ボスイッチは、内部に存在するアプタマー領域が特定の代謝産物を認識し、その相互作用エネル
ギーに基づいて RNA の構造を変化させて遺伝子の発現を調節する。つまりリボスイッチは、特
異的な分子認識と、分子間の相互作用エネルギーに応じた柔軟な構造変化という、RNA ならで
はの特性を巧みに活用した機能性分子（RNA 構造スイッチ）である。リボスイッチの発見は、
人工的に RNA 構造スイッチを設計することで、特定の分子に応答して RNA の機能が制御され
る生体分子材料を細胞内で構築できる可能性を示した。研究開始当初の背景として、研究代表者
らは、アプタマーと標的分子の結合が別のアプタマーの機能（標的ペプチドとの相互作用）に影
響を及ぼす RNA 構造スイッチを構築し、ヒト細胞内での遺伝子発現制御や任意 RNA の検出へ
の展開が可能であることを示していた。一方で、蛍光性の低分子化合物に結合し、その蛍光強度
を劇的に増強させる RNA アプタマー（ライトアップアプタマー）が開発され、ライトアップア
プタマーをユニット化した RNA 構造スイッチにより、標的分子の蛍光検出なども試みられてい
た。しかしながら、細胞内で RNA 構造スイッチを活用した研究例は少なく、細胞内で効率良く
機能させるために RNA 構造スイッチを最適化、あるいは合理的に設計する技術の構築が重要な
課題となっていた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、細胞内で効率良く機能する RNA 構造スイッチを合理的に設計する技術基盤を確

立することを目的とした。そのために、 
(1) RNA 構造スイッチの簡便な最適化技術を【構築する】 
(2) 細胞内での RNA 構造スイッチの機能を【実証する】 
(3) RNA 構造スイッチの合理的な設計技術を【確立する】 
という 3 つの研究課題を段階的に遂行した。蛍光分子に結合してその蛍光シグナルを増強さ

せるライトアップアプタマーを機能性 RNA のモデルとし、合理的に設計した RNA 構造スイッ
チで標的分子を蛍光イメージングにより検出することを試みた。 

 
３．研究の方法 
(1) RNA 構造スイッチの簡便な最適化技術を【構築する】 
本研究では、構築する RNA 構造スイッチを細胞内での標的分子の蛍光検出に活用してその機

能を実証することを目指す。そのために、RNA に結合した化合物の蛍光シグナルに基づいて
RNA を選別する新たな選別技術を構築する。構築した選別技術を活用し、ライトアップアプタ
マーの選別を行う。 
(2) 細胞内での RNA 構造スイッチの機能を【実証する】 
細胞内の代謝産物を標的とした RNA 構造スイッチを最適化することで、本研究で構築する

RNA 構造スイッチの最適化技術の有効性を実証する。ライトアップアプタマーをユニット化し
た RNA をライブラリ化し、検出対象となる分子の存在下でライトアップアプタマーの機能を発
揮する RNA 構造スイッチの選別を行う。選別により得られた RNA 構造スイッチを細胞内に導
入し、蛍光シグナルによる代謝産物の検出を実証する。 
(3) RNA 構造スイッチの合理的な設計技術を【確立する】 
蛍光シグナルに基づいた RNA の選別技術を活用し、異なる色調を示す複数のライトアップア

プタマーを取得する。複数種類のライトアップアプタマーを同一の手法でユニット化し、異なる
標的分子を異なる蛍光シグナルとして同時に検出できる RNA 構造スイッチを設計、合成する。
細胞内で複数種類の標的分子の検出を行い、合理的な設計に基づいて RNA 構造スイッチを細胞
内で機能化できることを示す。 

 
４．研究成果 
(1) RNA 構造スイッチの簡便な最適化技術の構築 
① 微粒子担体上へのクローン化された RNA の固定化技術の構築 
本研究では個別の微粒子担体に個別の RNA を固定化する新たな手法を考案し、固定化された

RNA に結合した化合物が示す蛍光シグナルを基にライトアップアプタマーを選別する技術を構
築した（図 1）。具体的には、次世代型シーケンサーなどにも用いられる微粒子担体上に無数の
DNA クローンを固定化する技術を活用した。ライブラリ DNA を設計し、エマルジョン PCR を
用いて個別の微粒子担体上に個別の一本鎖 DNA を固定化した（図 1、A）。次に、キャプチャー
プライマーを用いたプライマー伸長反応で、転写反応用の鋳型 DNA 二重鎖を微粒子上で合成し
た。その際、転写される RNA を補足するために、RNA の相補配列となる DNA 領域が一本鎖
状態で残るようにキャプチャープライマーを設計した（図 1、B）。再合成した鋳型 DNA から
RNA を転写合成しつつ、RNA 鎖を鋳型 DNA 上に残っている一本鎖 DNA 領域に塩基対形成さ
せ、RNA の固定化を行った（図 1、C）。これにより、個別の微粒子上に同一配列を有する個別



の DNA と RNA が固定化されている微粒子群（RNA キャプチャー微粒子群（RNA-capturing 
microsphere particles: R-CAMPs））を数百万粒子作製した。 
② 蛍光シグナルに基づくライトアップアプタマーの選別 
本研究では、既存のライトアップアプタマーの一種である Spinach の配列を部分的にランダ

ム化したライブラリを設計し、R-CAMPs を作製した。その後、作製した R-CAMPs を、Spinach
に結合して自身の蛍光シグナルを増強させる化合物（DFHBI-1T）と混合した。DFHBI-1T と結
合できる配列を有する微粒子は、DFHBI-1T の緑色蛍光を示すことになる（図 1、D）。この緑
色蛍光に基づいて強い蛍光シグナルを示す微粒子を、セルソーターを用いて選別、回収した（図
1、E）。回収した微粒子群
に 固 定 化 さ れ て い る
DNA を増幅させてその
配列を解析した結果、ラ
イ ブ ラ リ 化 し た 元 の
Spinach と類似の配列を
有するものが多数存在
し 、 そ れ ら の 配 列 が
DFHBI-1T に結合して緑
色蛍光を増強させること
も示された。さらに、細胞
内の分子環境を模倣した
溶液中で選別を行ったと
ころ、選別に用いた分子
環境でDFHBI-1Tへの結
合 定 数 を 増 大 さ せ る
RNA 配列を得ることに
も成功した。これらの研
究成果により、蛍光シグ
ナルに基づいた RNA 配
列の最適化技術として R-
CAMPsを用いたRNAの
選別技術を構築できた
（ Small, 15, 1805062 
(2019)）。 
③ 植物由来の二次代謝産物に結合する RNA の取得 

 本研究では、R-CAMPs を用いた RNA の選別技術を構築したことにより、副次的な研究成
果を得ることができた。具体的には、植物由来の二次代謝産物であり、抗菌活性や抗炎症作用な
どを示すことが知られるベルベリンに結合する RNA を見出した。ベルベリンは、核酸分子に相
互作用することでベルベリン自身の蛍光シグナルが増強されることが知られている。そこで本
研究では、ヒト細胞に由来する RNA をもとに断片化されたライブラリ（トランスクリプトーム
ライブラリ）を作製し、トランクリプトームライブラリが固定化された R-CAMPs を得た（図
2）。その後、ベルベリンの蛍光シグ
ナルに基づいて R-CAMPs の選別
を行った。得られた微粒子上の
DNA の配列を解析し、個別の RNA
とベルベリンとの相互作用の解析、
RNA 配列の最小化を行った結果、
ベルベリンがシトシンのバルジを
含む単純なRNA二次構造に選択的
に相互作用することが見出された。
本研究では、国外の研究グループと
の国際共同研究により、ベルベリン
が結合したRNA二次構造の複合体
解析にも成功した（図 2）。この研
究成果により、ベルベリンなどの植
物由来の天然物が、RNA を標的に
その生理活性を示している可能性
を提唱することができた。加えて、
近年注目されているRNAを標的と
した創薬研究に対して、植物由来の
化合物群が創薬のリード化合物と
して有効である可能性も示すこと
ができた（Nucleic Acids Res., 49, 
8449 (2021)）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 RNA が固定化された R-CAMPs の作製とライトアップ
アプタマーの選別過程 

図 2 相互作用解析のための R-CAMPs を利用した
ベルベリン結合性を示す RNA の選別 



 
(2) 細胞内での RNA 構造スイッチの機能実証 
① 代謝産物に応答する RNA 構造スイッチの最適化 
本研究では、上述の R-CAMPs を用いて RNA 構造スイッチの最適化を行い、その機能を細胞

内で実証するための例として、代謝産物である S-アデノシルメチオニン（SAM）に応答する RNA
構造スイッチの構築を目指した。SAM に結合するリボスイッチ由来のアプタマードメイン、お
よび DFHBI-1T の蛍光シグナルを増強する Spinach をユニット化し、それぞれの RNA をジャ
ンクション配列としてランダムな配列で連結したライブラリを設計した。設計したライブラリ
を用いて R-CAMPs の調製を行い、SAM に応答して DFHBI-1T と結合し、緑色蛍光を示す RNA
を固定化している微粒子の選別を行った。具体的には、SAM が存在しない環境でも DFHBI-1T
と結合して蛍光を発してしまう RNA を排除するネガティブセレクション、SAM が存在する溶
液に置き換えた際に DFHBI-1T と結合して蛍光を発する RNA を選別するポジティブセレクシ
ョンを連続して行った（図 3）。その結果、1 サイクルのセレクションのみで、20 万種類程度の
多様性を有する RNA の中から、SAM に応答して DFHBI-1T との結合定数を 17.6 倍上昇させ
る RNA 構造スイッチの獲得に成功した。具体的には、SAM の非存在下での DFHBI-1T との結
合定数が 0.35 × 105 M−1、10 μM SAM 存在下での結合定数が 6.13 × 105 M−1であった。 
② 最適化された RNA 構造スイッチによる細胞内での代謝産物検出 
最適化された RNA 構造スイッチを細胞内に導入し、SAM の検出を試みた。本研究では、SAM

の合成阻害剤であるシクロロイシン（CL）を細胞に添加し、CL に応答した細胞内の SAM 濃度
の減少を蛍光シグナルの減少として検出できるかどうかを検証した。細胞を CL の存在下で培養
したのち、生体外で精製したRNA構造スイッチをエレクトロポレーションで導入した。その後、
DFHBI-1T を添加して細胞が示す緑色蛍光シグナルを FACS により解析した。その結果、細胞
に添加した CL の濃度に依存して、DFHBI-1T の蛍光強度が減少した。この研究成果により、
R-CAMPs を用いて最適化した RNA 構造スイッチが細胞内でも機能し、標的分子（SAM）を蛍
光シグナルとして検出できることが実証された（Anal. Chem., 92, 7955 (2020)）。 

 
(3) RNA 構造スイッチの合理的な設計技術の確立 
① 異なる色調を示すライトアップアプタマーの取得 

本研究では、複数種類のライトアップアプタマーを同一の手法でユニット化し、異なる標的分
子を異なる蛍光シグナルとして同時に検出できる RNA 構造スイッチの構築を試みた。具体的に
は、Spinach から派生したライトアップアプタマーである Broccoli の DFHBI-1T 結合サイトの
周囲にランダムな変異を導入した RNA ライブラリ設計した。そして、異なる色調の蛍光シグナ
ルを発する化合物群を直交的に識別する RNA（Orthogonal Light-up Aptamer: OLAp）R-
CAMPs により獲得することを試みた（図 4）。Broccoli の DFHBI-1T 結合サイトには、4 つの
グアニンが平面的に配置された G-カルテット構造が存在する。そのため、グアニン四重鎖構造
に結合して青色蛍光を発する Isa-5a、同じくグアニン四重鎖構造に結合して赤色蛍光を発する
ISCH-1、および緑色蛍光を発する DFHBI-1T を用いた。ライブラリ由来の RNA を固定化した
R-CAMPs を調整し、Isa-5a、ISCH-1、DFHBI-1T の存在下で FACS による蛍光シグナルの解
析を行った。ほとんどの微粒子は蛍光を示さなかったものの、ごく一部の微粒子が青色、赤色、

 

図 3 SAM に応答する RNA 構造スイッチの最適化と細胞内における SAM の蛍光イメージング 



緑色の強い蛍光シグナルを発
した。それぞれの色調で強い蛍
光シグナルを発する微粒子群
を FACS により選別し、得ら
れた微粒子上の DNA 配列を
解析したところ、それぞれの化
合物ごとに特徴的な配列が存
在していた。最終的に得られた
3 種類のライトアップアプタ
マーを精製し、Isa-5a、ISCH-
1、DFHBI-1T を混合した溶液
中での蛍光シグナルを観測し
た結果、青色、赤色、緑色の異
なる色調を発することが確認
された。また、複数種の RNA
と化合物群を今後した場合に
は、色調の混ざった色で蛍光シ
グナルが観測された（図 4）。
つまり、同じ RNA を基にした
ライブラリから、3 種類の異な
る化合物を直交的に識別する
OLAp（OLAp-Blue、OLAp-Green、および OLAp-Red）を獲得できた。このことは、抗体の様
に基本骨格が同じでありつつも、周囲に配置されるモノマーユニットによって、異なる標的分子
を特異的に認識できるようになることを示している。そのため、より特徴的な蛍光特性を示す化
合物に対しても R-CAMPs を利用したアプタマーの獲得が可能であると考えられる。 
② 細胞内における複数 RNA の蛍光イメージング 
これまで、細胞内で複数種類の RNA を同時に蛍光シグナルでイメージングした研究例はほと

んどない。そこで、RNA 構造スイッチへの展開を図る前に、本研究で取得した 3 種類のライト
アップアプタマーの機能を細胞内で確認した。ここでは、プラスミド DNA を細胞内に導入し、
各ライトアップアプタマーを細胞内で転写合成した。その結果、Isa-5a を認識する OLAp-Blue、
および DFHBI-1T を認識する OLAp-Green の 2 種類が、細胞内でもそれぞれの化合物を認識
して蛍光シグナル増強を示すことが確認された。ISCH-1 を認識する OLAp-Red は残念ながら
細胞内では機能しなかった。そこで、赤色蛍光を発するライトアップアプタマーとして、マラカ
イトグリーン（MG）に対する既存の RNA アプタマー（MGap）を代用し、青色、赤色、緑色
の蛍光シグナルによる 3 種類の RNA の細胞内イメージングを試みた。その結果、同じ細胞内で
3 種類の RNA を同時、あるいは個別にイメージングできた。3 種類の RNA を異なる蛍光シグ
ナルで同時に検出できたことから、本研究成果は、複数種類の RNA の動態を細胞内で解析する
ための新たな技術基盤になると期待される。 
③ 細胞内における複数標的分子の同時検出 
本研究では、既に Spinach をユニット化した RNA 構造スイッチの最適化を行っている。そこ

で、細胞内での機能が確認された Isa-5a および DFHBI-1T を認識する OLAp を用いて、RNA
構造スイッチを合理的に設計した。具体的には、代謝産物である SAM、および薬剤化合物であ
るテオフィリンを標的分子のモデルとし、それぞれを認識して結合する RNA アプタマーと
OLAp を、最適化された配列を用いて連結した。本研究では、SAM に応答して緑色蛍光を発す
る RNA 構造スイッチとテオフィリンに応答して青色蛍光を発する RNA 構造スイッチの組み合
わせ、および SAM に応答して青色蛍光を発する RNA 構造スイッチとテオフィリンに応答して
緑色蛍光を発する RNA 構造スイッチの組み合わせで、細胞内で RNA 構造スイッチを転写合成
した。細胞に SAM の合成阻害を引き起こす CL、およびテオフィリンを添加して蛍光シグナル
を評価した結果、上記のどちらの組み合わせでも、CL による細胞内 SAM 濃度の減少とテオフ
ィリンそのものを蛍光シグナルの変化として検出できた（論文投稿中）。本研究成果により、同
一の基本構造を有する OLAp を基に、異なる標的分子を異なる色調の蛍光シグナルで検出する
RNA 構造スイッチを、同一の設計戦略に従って合理的に機能化できることが示された。さらに、
OLAp が単に RNA のイメージングだけではなく、細胞内の様々な事象によって生じる化合物の
検出技術の構築に有効であることも示された。 

 
以上のように本研究では、RNA が固定化された微粒子群（R-CAMPs）を独自に開発し、ライ

トアップアプタマーおよび RNA 構造スイッチの効率的な最適化を可能にした。さらに、最適化
された RNA 配列を活用し、細胞内で機能する RNA 構造スイッチの合理的な設計が可能である
ことを実証した。本研究成果にもとづき、特定の標的分子との結合に伴う RNA の構造変化を介
して RNA 機能の人為的な制御が可能になる。つまり、ライトアップアプタマー以外の RNA に
も適用可能な汎用的な RNA 機能の制御手法となる。それ故、本研究成果は、特定の分子のイメ
ージング技術だけではなく、遺伝子発現の制御技術や標的分子応答型の核酸医薬品の開発など
にも有効に活用できると期待される。 

 

図 4 異なる色調の蛍光シグナルを発する OLAp の取得と
RNA のイメージング 
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