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研究成果の概要（和文）：特定の分子が存在する時にのみ、その濃度に応じてタンパク質が発現

する仕組みを２つ作った。１つは原核細胞の翻訳システム中で働くもので、もう１つは真核細

胞の翻訳システム中で働くものである。これらの分子応答性タンパク質発現システムは、生体

システムを利用しているため、生体内外におけるバイオセンサーとして期待できる。また、簡

単な調整によって、ターゲット分子を変換することができるため、汎用性も高い。 
 
研究成果の概要（英文）：Two novel gene regulation systems that are controlled by specific 
molecules have been constructed. One works in a prokaryotic translation system and the 
other does in a eukaryotic one. These systems are biological ones and target molecules 
can be changed with simple adjustments, so that they are expected to be used as versatile 
biosensors both in vitro and in vivo. 
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１．研究開始当初の背景 

生体内外に存在する様々な分子（イオン・
有機小分子・タンパク質など）を検出するこ
とは、我々や地球の健康状態を知るために非
常に重要である。さらに、その濃度に応じて
有用な手段を講じることができれば、医療・
環境保全などの面において大きな貢献が期
待できる。この『有用な手段』を『検出分子

に対して有効なタンパク質の発現』と捉える
と、「検出分子に応答してタンパク質を発現
させる技術」はその強力なツールとなる。 

一方、分子応答性タンパク質発現システム
は元来生物が有しており、近年発見された
『リボスイッチ』はその代表例である。ただ
し、天然のリボスイッチは、特定の代謝産物
に応答するシステムしか持ち合わせていな
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いため、様々なターゲット分子に対応させる
ためには、人工的にリボスイッチをデザイ
ン・構築する技術が必要となる。この目的を
達成するべく、国内外において人工リボスイ
ッチの研究が精力的に行われているが、これ
までに開発された一般的な『アプタマーを用
いた人工リボスイッチ』は、アプタマー部位
とレギュレーション部位が重複しており、そ
のデザイン方法において一般性・汎用性が欠
けていた。このため、通常のリボスイッチと
は異なる、「非リボスイッチ型の分子応答性
タンパク質発現システム」の構築が必要不可
欠であると判断し、本研究課題の着想に至っ
た。 
 
２．研究の目的 
これまでに報告されている、アプタマーを

用いた「リボスイッチ型分子応答性タンパク
質発現システム」とは異なる、アプタザイム
基盤の「非リボスイッチ型分子応答性タンパ
ク質発現システム」を開発することを目的と
する。究極的には、真核細胞内に存在する「悪
性分子」に応答して「それを不活性化するタ
ンパク質」を発現させるようなシステムの構
築を長期目標としているが、本研究課題期間
内（２年）においては、その基礎となる「特
定分子に応答してレポータータンパク質を
発現するバイオセンサーシステム」の開発を
目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）原核細胞系非リボスイッチバイオセン
サーの開発 
①レポーター遺伝子ルシフェラーゼのセン
スコドンの１つを終止コドンの１つである
アンバーコドンに置き換えたものを作成す
る。 
②分子応答性自己切断型リボザイムである
「アプタザイム」をアンバーコドン対応サプ
レッサーtRNA(Ser)の 5’末端もしくは 3’末
端に連結させたものを作成する。 
③①および②で調製した鋳型 DNAを大腸菌系
翻訳システム中で、転写・翻訳する。この際、
ターゲット分子を様々な濃度で加えておく。 
④レポータータンパク質の発現を測定し、タ
ーゲット分子濃度依存性を調べる。 
⑤①～④を繰り返しながら、配列を論理的に
最適化する。 
 
（２）真核細胞系非リボスイッチバイオセン
サーの開発 
①レポータータンパク質であるルシフェラ
ーゼの遺伝子上流に真核細胞（コムギ胚芽）
翻訳システム用のエンハンサー配列 E01を導
入し、さらにその上流に分子依存性の自己切
断型アプタザイム配列を導入して、ターゲッ
ト分子存在下(ON state)でのみ E01 の 5’側

で切断が起こるような mRNA を設計・調製す
る。 
②次に、ターゲット分子非存在下(OFF state)
におけるルシフェラーゼ発現効率が低くな
るように、mRNAの 5’末端配列を最適化する。
また、アプタザイム配列内に偽遺伝子を導入
することで、OFF state での発現をさらに低
下させる。 
③①・②で設計した mRNA をコムギ胚芽の抽
出液中で翻訳する。この際、ターゲット分子
を様々な濃度で加えておく。 
④レポータータンパク質の発現を測定し、タ
ーゲット分子濃度依存性を調べる。 
⑤①～④を繰り返しながら、配列を論理的に
最適化する。 
 
４．研究成果 
（１）原核細胞系非リボスイッチバイオセン
サーの開発 
アプタザイム・サプレッサーtRNA 連結体を

用いることによって、「非リボスイッチ型の
分子応答性タンパク質発現システム」を原核
細胞系で構築することに成功した。具体的に
は、レポーター遺伝子ルシフェラーゼの
Ser60 コドンをアンバーコドンに置き換えた
ものと、分子応答性アプタザイムをサプレッ
サーtRNA(Ser)の 5’末端に連結させたものを
作成し、大腸菌系の翻訳システムと組み合わ
せた。標的分子が存在しないと、ルシフェラ
ーゼの翻訳はアンバーコドン部位で終了す
るが、標的分子が存在すると、アプタザイム
が切断されてサプレッサーtRNA が活性化し、
アンバーコドンがサプレッションされるた
め、全長のルシフェラーゼが発現する、とい
う仕組みである（図１）。 

 
実際に、テオフィリン依存性のアプタザイ

ムを用いた例では、高い分子応答性を示した
（図２）。この分子応答性タンパク質翻訳シ
ステムは、天然に存在しない全く新しい遺伝
子発現制御技術であり、通常のリボスイッチ
型タンパク質翻訳システムと比しても、応答
性は遜色ない。また、アプタザイムを標的分
子に合わせて分子進化法で獲得することが



 

 

可能であることから、あらゆる分子に対して
システムを構築することができ、一般性も極
めて高い。本技術は、生体外および原核細胞
内の新しい分子検出法として期待される。ま
た、本技術はリボスイッチの代替としても使
用可能であるため、合成生物学や生体システ
ムを用いた論理回路への応用が期待される。 
 

 
 
（２）真核細胞系非リボスイッチバイオセン
サーの開発 

『アプタザイム』および『ターゲット非存
在下での翻訳効率を低下させる配列』を mRNA
上流に組み込むことにより、真核細胞系で働
く「非リボスイッチ型の分子応答性タンパク
質発現システム」を構築することに成功した。
本システムのメカニズムは図３に示した通
りで、ターゲット非存在下では、mRNA の 5’
末端の GGG２本鎖および 5’非翻訳領域に導
入された疑似遺伝子によって翻訳が抑制さ

れるが、ターゲット存在下では、アプタザイ
ムの自己切断により、翻訳活性の高いエンハ
ーサー配列を有したレポーター遺伝子が出
現するため、翻訳活性が激増する仕組みとな
っている。 

本システムにおける「アプタザイム活性→
タンパク質発現」変換効率は非常に高く、バ
イオセンサーとしての感度は、上記の原核生
物系のシステムに比して数十倍となった。図
４にテオフィリンを用いた例を示す。 

 
また、本システムは、原核のシステムと同

様に、アプタザイムを変換するだけで標的分
子を変更できるため、一般性も極めて高い。
実際に、テオフィリン依存性アプタザイムを
cGMP 依存性のアプタザイムに変換するだけ
で、cGMP に応答するタンパク質発現システム
を構築することに成功した。本システムは、
本研究課題の研究目的である「検出分子に応
答してタンパク質を発現させる技術の開発」
を十分に満たしているだけでなく、当初の方
法で予想していたよりも遥かに高いパフォ
ーマンスを示すものとなった。実際の真核生
物中でうまく働くかどうかは調査段階であ
るが、本システムは真核細胞内のバイオセン
サーとしてのプロトタイプとして、また、外
部刺激応答性ドラッグタンパク質翻訳シス
テムとしての応用が期待される 
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