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研究成果の概要（和文）：mRNA医薬は治療効果を持つ任意のタンパク質を生体内の細胞に産生させることができ
るが、治療対象と異なる細胞での治療用タンパク質産生や過剰量の産生は副作用の原因となり得る。そこで本研
究では、mRNAからタンパク質への翻訳を光や特定の細胞内タンパク質に応じて制御するシステムを開発した。こ
れにより、光を照射した部位の細胞や、特定のタンパク質を発現している細胞選択的に治療用タンパク質を産生
させることが可能となる。更に、治療用タンパク質を不活化状態で産生させ、その特定の条件下でのみ活性化さ
せる手法も開発した。これらの技術により、高い効果と低い副作用を両立するmRNA医薬が実現すると考えられ
る。

研究成果の概要（英文）：mRNA drugs can make cells to express any therapeutic transgenes, but they 
may induce adverse effects due to off-target or excessive expression. Therefore, in this study, we 
developed light and protein-responsive systems that control the translation from mRNAs to proteins. 
These translational control systems enable selective expression in cells which are irradiated by 
light or expressing a specific target protein.
Furthermore, we also developed the system to post-translationally control the therapeutic protein 
function. In this system, the proteins are translated from mRNA as inactive forms, and activated 
only under specific conditions.
These systems will help the development of mRNA drugs with high therapeutic effects and low adverse 
effects.

研究分野： 遺伝子治療

キーワード： mRNA医薬　遺伝子治療　合成生物学　翻訳　遺伝子発現制御

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
翻訳段階ならびに翻訳後段階でmRNA医薬を制御し標的細胞選択的な治療遺伝子発現を可能にした本研究成果は、
正常細胞への影響を抑えつつがん細胞を死滅させるといったような、高い治療効果と低い副作用を兼ね備えた
mRNA医薬の実現に貢献するものと考えられる。
また、mRNA医薬を直接投与する以外にも、再生医療・細胞治療の準備段階において移植したい細胞種だけ残して
副作用の原因となる細胞種は死滅させるといった利用法も考えられる。同様に、ドラッグスクリーニング等の研
究に用いる細胞種を様々な細胞種が混在した集団から選別といった応用も可能である。
以上のように、本研究成果は様々な治療法の発展への寄与が期待できる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
プラスミド DNA やウイルスを用いる一般的な遺伝子導入では、導入した遺伝子がゲノムに組

み込まれることで内在遺伝子の変異を引き起こす危険性が伴うのに対し、試験管内転写反応に
て調製した mRNA を遺伝子導入に用いる場合はこうした変異の危険性が無い。そのため、がんや
感染症、心筋梗塞等に対する遺伝子治療、臨床で用いる細胞の初期化/分化の誘導、ゲノム編集
に用いる DNA 切断酵素の導入など多様な領域において、mRNA を用いた遺伝子導入に期待が寄せ
られている。 
しかしながら、予期せぬ副作用が生じた際に遺伝子発現を停止させる、あるいはがん細胞を死

滅させつつ正常細胞への悪影響を避けるといったことが、DNA を用いた遺伝子導入では光応答性
転写因子や細胞種特異的プロモーターを用いた転写段階での制御により可能であるのに対し、
転写済みの mRNA を用いた遺伝子導入ではこうした発現制御は困難である。したがって、mRNA を
用いた遺伝子導入の安全性と有効性を更に高めるためには、「必要時にのみ導入遺伝子を発現さ
せ、副作用等が出た際には発現を停止する技術」や「導入遺伝子の発現を標的細胞種（がん細胞
など）に限定し、その他の細胞種では発現させない技術」の開発が必須と言える。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、mRNA がタンパク質へと翻訳される部位と時間ならびに細胞種を限定する技

術を開発し、これを以て高い安全性と有効性を兼ね備えた遺伝子治療や、生命現象の精密な操作
を実現することである。 
 
３．研究の方法 
本研究の手順は大まかには次のようになる。まず、細胞に導入したい mRNA の配列の設計を行

い、次にその配列を有するプラスミド DNA を作製した。ただし、環状であるプラスミド DNA はそ
のままでは試験管内転写反応により mRNA を作製する際の鋳型 DNA としては直接使用できないた
め、いったん、このプラスミド DNA から PCR により線状 DNA を作製した。この線状 DNA を鋳型と
して試験管内転写反応により mRNA を作製し、精製した。精製した mRNA は遺伝子導入試薬によっ
てヒト由来培養細胞に導入し、必要に応じて光照射等を行った。その後、導入した mRNA から翻
訳されたタンパク質をルミノメーター等により定量することで、翻訳量が光照射等によりどの
ように変化するかを解析した。 
より詳細な研究の手順については以下に記載する。 

(1) 細胞の培養 
HeLa細胞は10%のFBSと 0.5×のペニシリン・ストレプトマイシンを含むDulbecco's Modified 

Eagle's Medium（DMEM）にて培養した。継代に際しては、0.25%のトリプシン/EDTA を用いて培
養皿から剥離した後、DMEM にて再懸濁し、細胞の 10～20%を新しい培養皿に再播種した。 
(2) プラスミド DNA の構築 
 高正確性 PCR 酵素を用いた PCR によりインサートとなる DNA を作製した。また、インサート
のクローニング先となるベクターは、同様の PCR またはプラスミド DNA の制限酵素処理により
作製した。これらのインサートならびにベクターを DNA 精製キットにて精製した後、In-Fusion
クローニングキットまたは DNA リガーゼを用いたクローニングによりベクターとインサートを
繋いだ。このクローニングの反応液を用いて大腸菌コンピテントセル（DH5α株または HST08 株）
を形質転換し、得られたコロニーを LB 培地にて培養後、プラスミド DNA を抽出した。抽出後の
プラスミド DNA はシーケンス解析にて DNA 配列を確認し、正しい配列を有していたプラスミド
DNA を以後の実験に用いた。 
(3) 試験管内転写反応による mRNA の作製 
 高正確性 PCR 酵素を用いた PCR により、(2)で作製したプラスミド DNA を鋳型として、試験管
内転写反応の鋳型 DNA を作製した。この鋳型 DNA は、発現させたいタンパク質のコード領域、5’
ならびに 3’非翻訳領域、T7 プロモーター配列、ならびに poly(A)鎖の鋳型となる poly(T)配列
を有している。作製した鋳型 DNA を精製した後、これを T7 RNA ポリメラーゼ、mRNA の材料とな
る各ヌクレオチド、Cap アナログ、ならびに試験管内転写反応用のバッファーと混合することで
mRNA を作製した。その後、DNase により鋳型 DNA を除去し、更に、mRNA の免疫原性を低減する
ために脱リン酸化処理を行った。脱リン酸化後の mRNA は精製した後、分光光度計により RNA 濃
度を測定し、更に Bioanalyzer を用いた電気泳動により品質を確認した。 
(4) 細胞への mRNA 導入と翻訳の定量 
 平底プレートに HeLa 細胞を播種し、翌日にトランスフェクション試薬（Lipofectamine 
MessengerMAX）を用いてこれらの細胞に mRNA を導入した。mRNA 導入の翌日、ルミノメーターや
フローサイトメーターを用いて導入した mRNA の翻訳量を定量した。また、必要に応じて mRNA 導
入後の細胞生存率測定も行った。 
 
４．研究成果 



(1) 光に応答して翻訳を制御するシステムの開発 
 本研究ではまず、光による翻訳制御を可能とするシステムの開発に成功した。この光翻訳制御
システムは、報告者らが以前に開発した人工翻訳制御タンパク質である Caliciviral VPg-based 
Translational activator (CaVT) をベースにして構築したものである。CaVT は特定の mRNA モ
チーフに結合する RNA 結合ドメインと、細胞内の真核生物翻訳開始因子（eukaryotic 
translation initiation factor, eIF）4F と結合する機能を持つ VPg タンパク質により構成さ
れている。通常の mRNA は 5’末端に Cap と呼ばれる構造を持ち、この Cap が eIF4F と結合する
ことで翻訳が開始されるが、Cap を持たない mRNA を人工的に作製すると、この mRNA の翻訳は
CaVT 依存的に開始させることができる。すなわち、CaVT の RNA 結合ドメインが Cap を持たない
mRNA に結合すると、CaVT の VPg 部分への eIF4F の結合を介して mRNA の翻訳が活性化されるの
である。また、CaVT が mRNA に結合するためには、RNA 結合ドメインの標的モチーフが mRNA の
5’非翻訳領域上に存在する必要があるため、標的モチーフを持たない内在 mRNA には影響せず、
人工的に作製した標的モチーフを持つ mRNA に対して選択的に作用する。更に、Cap を有してお
り、尚且つ通常の標的モチーフよりも CaVT と強固に結合するモチーフを持つ mRNA の場合、CaVT
の結合により逆に翻訳が抑制される。したがって、制御対象の mRNA の設計次第で、CaVT は翻訳
の活性化と抑制のいずれにも利用可能なのである（H. Nakanishi and H. Saito, Nature 
Communications 11(1), 1297, 2020）。 
 光翻訳制御システムでは、上述の CaVT に加え、特定の化合物と結合するタンパク質、ならび
にその結合標的の化合物に光ケージをつけたものを利用している。本研究では 2 種類の異なる
光翻訳制御システムを開発したが、それらのうち最初に開発したものでは、CaVT を RNA 結合ド
メインと VPg に分割し、それぞれに対して特定の化合物と結合するタンパク質を融合させてい
る。結合標的の化合物が存在しない状態においては、RNA 結合ドメインと VPg は分離したままで
ある。したがって、翻訳活性化対象の mRNA に RNA 結合ドメインが結合しても、翻訳活性化に必
要な VPg が無いため、翻訳は活性化されない。ここに、結合標的化合物を加えると、RNA 結合ド
メインと VPg がこの化合物を介して結合する。これにより、VPg が翻訳活性化対象の mRNA に作
用できるようになり、翻訳が活性化されるという仕組みである。しかしながら、これだけでは化
合物の投与による翻訳制御はできても、光による翻訳制御はできない。そこで次に、結合標的の
化合物に対して光ケージをつけることにした。この光ケージがつけられた化合物は、結合先のタ
ンパク質と結合することができない。しかし光ケージは光照射により取り除かれるため、光を照
射すると結合できる状態へと変換される。これにより、光を照射された細胞において選択的に翻
訳活性化が起こるという仕組みである。実際に RNA 結合ドメインと VPg に分割した CaVT ならび
に制御対象の mRNA を細胞に導入し、光ケージをつけた化合物を添加してから光を照射すると、
翻訳量を約 3倍に増大させることができた。更に、光の照射時間や光ケージをつけた化合物の添
加量によって翻訳量を調節することも可能であった（H. Nakanishi, et al., Cell Chemical 
Biology 28(5), 662-674.e5, 2021; H. Nakanishi, et al., STAR Protocols 3(2), 101451, 
2022）。 
 上述のように、光を照射した細胞において選択的に翻訳を活性化させることには成功したが、
この分割型 CaVT を用いたシステムでは、逆に光を照射した細胞において選択的に翻訳を抑制さ
せることは困難であった。これは、翻訳の活性化には RNA 結合ドメインと VPg の両方が必要であ
るが、翻訳の抑制は RNA 結合ドメインだけで生じるからである。そこで次に、光照射による翻訳
抑制も可能にするため、化合物応答性の分解促進ドメインを融合させた CaVT（不安定化 CaVT）
を作製した。この不安定化 CaVT は、結合標的の化合物が存在しない条件では急速に分解される
ため、翻訳活性化と翻訳抑制のいずれも行うことができない。しかしながら標的化合物が分解促
進ドメインに結合すると、分解促進ドメインの機能が阻害され、CaVT が安定化する。このよう
にして安定化した CaVT は、制御対象の mRNA に結合し、その翻訳を活性化または抑制できるとい
う仕組みである。更に、この分解促進ドメインを阻害する化合物に光ケージをつけることで、光
を照射した細胞において選択的に翻訳活性化や翻訳抑制を引き起こすこともできる。実際に、こ
の不安定化 CaVT とその制御対象の mRNA を細胞に導入し、光ケージをつけた化合物を添加した
ところ、光を照射した細胞において翻訳量を 3～4倍程度に上げることができた。更に、制御対
象 mRNA の設計を CaVT により翻訳抑制を受けるものへと変更することで、光照射により翻訳量
を約三分の一に低下させることも可能であった。また、分割型 CaVT の場合と同様、光の照射時
間や光ケージをつけた化合物の添加量によって翻訳量を調節することもできた。 
このように、不安定化 CaVT による光翻訳制御システムは翻訳活性化と翻訳抑制のいずれにも

利用できるという点において分割型 CaVT による光翻訳制御システムよりも優れている。しかし
ながら、光照射から翻訳活性化までにかかる時間という観点で見ると、分割型 CaVT の方が迅速
な応答を示した（図 1）（H. Nakanishi, et al., Cell Chemical Biology 28(5), 662-674.e5, 
2021; H. Nakanishi, et al., STAR Protocols 3(2), 101451, 2022）。したがって、分割型 CaVT
と不安定化 CaVT はどちらか一方がもう一方の上位互換というわけではないと言える。例えば、
副作用が出た際に翻訳を抑制できることが重要な場合は不安定化 CaVT を、病状悪化時に翻訳を
迅速に活性化させることが重要な場合は分割型 CaVT をそれぞれ使用するといったように、目的
に応じて使い分けるのが良いと考えられる。 
 
 



図 1：不安定化 CaVT ならびに分割型 CaVT による光翻訳制御（翻訳活性化） 
 
(2) 特定の標的タンパク質に応答して翻訳を制御するシステムの開発 
 光翻訳制御システムに続いて、細胞選択的な翻訳制御を可能にするシステムの開発に取り組
んだ。標的細胞と非標的細胞を判別するためには、それらの細胞の間で異なっている部分を見つ
ける必要がある。そこで本研究において着目したのが、各細胞が発現しているタンパク質である。
ヒトの細胞はタンパク質をコードする遺伝子を約二万種類有しており、また、一つの遺伝子から
複数のタンパク質バリアントが作られる場合もある。このようにヒト細胞が発現するタンパク
質には非常に多くの種類があるが、各細胞が全種類のタンパク質を発現しているというわけで
はなく、細胞の種類ごとに発現パターンが異なる。したがって、標的細胞において選択的に発現
が高い（または低い）タンパク質を検知し、それに応じて翻訳を制御することができれば、細胞
選択的な翻訳制御が可能となる。 
 特定のタンパク質に応答して翻訳を制御するシステムの構築にあたって、まずは光翻訳制御
システムの場合と同様、CaVT を RNA 結合ドメインと VPg に分割したものを作製した。そしてこ
れらに対し、検知対象のタンパク質に対して特異的に結合するナノボディを融合させた。ナノボ
ディは一本鎖抗体由来の抗原結合ドメインであり、ラクダ科動物を免疫することで検知したい
タンパク質に結合するナノボディを取得することが可能である。また、光翻訳制御の際に作製し
た分割型 CaVT とは異なり、このタンパク質応答分割型 CaVT ではケージドインテインと呼ばれ
るタンパク質も融合させた。ケージドインテインは N-インテインと C-インテインの二つから成
り、N-インテインと C-インテインが接近すると、N-インテインの N 末端側に融合させたタンパ
ク質と C-インテインの C 末端側に融合させたタンパク質が直接ペプチド結合で繋がれる（この
際、N-インテインと C-インテインは切り離される）。つまり、RNA 結合ドメイン-N-インテイン-
ナノボディという順番で融合されたタンパク質と、ナノボディ-C-インテイン-VPg という順番で
融合されたタンパク質が接近すると、RNA 結合ドメイン-VPg、すなわち完全長の CaVT が再構成
されるのである。検知対象のタンパク質を発現している細胞においては、このタンパク質とナノ
ボディの結合を介して、RNA 結合ドメイン-N-インテイン-ナノボディとナノボディ-C-インテイ
ン-VPg の二つのタンパク質が接近する。そしてこの接近により、CaVT の再構成が誘発されると
いうわけである。一方、検知対象のタンパク質を発現していない細胞においては、二つのタンパ
ク質の接近が誘導されないため、CaVT の再構成も抑えられている。この RNA 結合ドメイン-N-イ
ンテイン-ナノボディとナノボディ-C-インテイン-VPg、ならびに制御対象の mRNA を細胞に導入
したところ、検知対象のタンパク質を発現している細胞において、そうでない細胞の 4～5倍に
翻訳量を増大させることができた（H. Nakanishi, H. Saito, and K. Itaka, ACS Synthetic 
Biology 11(3), 1077-1085, 2022）。 
 しかしながら、光翻訳制御の場合もそうであったように、RNA 結合ドメインと VPg に分割する
方式では、翻訳活性化の制御はできても翻訳抑制の制御はできない。そこで次に、CaVT を RNA 結
合ドメインと VPg の間で分割するのではなく、RNA 結合ドメインの内部で分割することにした。
従来の分割方式の場合は完全長の CaVT へと再構成される前の時点で RNA 結合ドメインだけでも
翻訳抑制能を有しているが、この新しい分割方式であれば、再構成前の時点では RNA 結合ドメイ
ン自体が機能せず、したがって再構成されるまでは翻訳抑制能も翻訳活性化能も持たないと考
えられるからである。RNA 結合ドメインをどの位置で分割すれば良いかを検討したところ、46残
基目のシステインで分割した CaVT（C46 分割型 CaVT）であれば再構成前は翻訳制御能が無く、
検知対象タンパク質に応じた再構成により翻訳制御能を回復させられることが分かった。この
C46 分割型 CaVT により、検知対象タンパク質を発現している細胞において選択的に翻訳を数倍
活性化させることができ、また制御対象 mRNA の設計を変えることで逆に翻訳量を数分の一に抑
制することもできた（図 2）。更に、ナノボディの部分を別のタンパク質に結合するナノボディ
へと交換することで、検知対象を容易に変更することも可能であった（H. Nakanishi, H. Saito, 
and K. Itaka, ACS Synthetic Biology 11(3), 1077-1085, 2022）。 



 以上のように、細胞が発現している特定のタンパク質を検知し、それに応じて mRNA の翻訳を
制御するシステムの開発に成功した。 

図 2：C46 分割型 CaVT による翻訳抑制と翻訳活性化 
 
(3) 特定の標的タンパク質に応答して翻訳後の制御を行うシステムの開発 
 理論的には、(1)の光翻訳制御システムと(2)のタンパク質応答翻訳制御システムを組み合わ
せることで、光応答性と細胞選択性を併せ持つ mRNA 翻訳制御システムを開発することが可能で
ある（例えば、タンパク質応答性の C46 分割型 CaVT に対して、光制御可能な分解促進ドメイン
を融合させるなどすれば良い）。しかしながら本報告者は、mRNA 医薬への適用を考えた場合、両
方の制御を翻訳段階で行うよりも、どちらか一方は翻訳後の段階で制御する方がより実用的で
はないかと考えた。なぜなら、翻訳制御を多段階にすると投与してから翻訳制御が始まるまでの
タイムラグがその分長くなるが、投与された mRNA 医薬の半減期は短いため、このタイムラグが
長くなるほど制御前に体内から消失してしまう mRNA 医薬の割合が多くなると考えられるからで
ある。一方で、既に翻訳されたタンパク質は mRNA の消失後もしばらくは残存するため、翻訳後
の制御であればこの mRNA の短い半減期による影響を低減できると考えられる。 
 翻訳後制御の仕組みとしては、(2)で用いたのと同様の、検知対象タンパク質へのナノボディ
の結合を介して N-インテインと C-インテインを接近させ、分割タンパク質を完全長へと再構成
させるというものを採用した。すなわち、(2)の翻訳制御システムでは、翻訳制御タンパク質で
ある CaVT を検知対象タンパク質依存的に再構成させ、この再構成された CaVT により治療用タ
ンパク質等の発現を制御するという使い方を想定しているのに対し、この翻訳後制御システム
では、治療用タンパク質自体を分割した状態で発現させ、検知対象タンパク質依存的に再構成さ
せるのである。この翻訳後制御システムの有効性を実証するための治療用タンパク質としては、
がん細胞を選択的に死滅させるといった使い方を想定し、細胞死誘導タンパク質である Barnase
を採用した。この Barnase を分割したものにケージドインテインとナノボディを融合させたも
のを設計し、その融合タンパク質を発現する mRNA を作製した。また、この時、分割型 Barnase
は分割位置が異なる4種類を設計した。これらの分割型Barnase mRNAを細胞に導入したところ、
4種類のうち 3種類において、検知対象タンパク質を発現している細胞に対する細胞死誘導効果
がそうでない細胞に対するものよりも高かった（なお、残りの 1種類は、検知対象タンパク質の
発現の有無に関わらず、非常に高い細胞死誘導効果を示した）。しかしながら、これらの分割型
Barnase は検知対象タンパク質を発現していない細胞においても、発現している細胞に対するも
のよりは弱いながらも細胞死誘導効果を示した。このような非特異的細胞死誘導効果があると、
正常細胞への影響を抑えつつがん細胞を死滅させるといった使い方はしづらい。そこで、Barnase
に対する阻害効果を持つタンパク質である Barstar を発現する mRNA を少量同時に導入したとこ
ろ、検知対象タンパク質を発現していない細胞の生存率を 100％近くに保ちつつ、検知対象タン
パク質を発現している細胞の約 90%を死滅させることに成功した。更に、(2)の翻訳制御システ
ムの場合と同様、ナノボディ部分を他のタンパク質に結合するナノボディに交換することで、検
知対象のタンパク質を容易に変更することができた（K. Free, H. Nakanishi, and K. Itaka, 
Pharmaceutics 15(1), 213, 2023）。 
このタンパク質応答翻訳後制御システムを Barnase 以外のタンパク質にも適用可能であるこ

とについても、既にそれを実証するデータは得られており、今後、論文投稿を進める予定である。 
 
以上のように、本研究にて開発した光やタンパク質に応答する翻訳制御システム、ならびに翻

訳後制御システムは、必要に応じて治療用タンパク質の翻訳量を増減させたり、治療が必要な部
位・細胞において選択的に治療用タンパク質を機能させたりすることを可能にするものであり、
より安全な mRNA 医薬の実現に繋がるものと期待できる。 
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