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研究成果の概要（和文）：本研究では、マイクロ流路による液滴操作技術を用いて、リボザイムの「膜内進化システム
」を構築し、RNAの触媒機能の限界を追求することを目的とした。本システムは、「RNAの膜内発現系」と、液滴を解析
・分取する「マイクロ流体デバイス」から成る。前者については、これまでに開発されたRNAの発現系を基に、反応系
成分の濃度等の最適化を行い、確立した。後者については、研究協力者の協力の下、液滴の多色蛍光検出、分取が可能
な、独自の装置の構築を行った。現在、上記システムを用いて、リボザイムの膜内進化実験を行っている。本研究で開
発したマイクロ流体デバイスは、汎用性の高いRNA実験進化システムの基盤となる。

研究成果の概要（英文）：In this study, we focused on developing a compartmentalized ribozyme evolution 
system using microfluidic technology to pursue potential of catalytic RNAs. It is composed of two parts; 
“compartmentalized ribozyme expression system” and “droplet-based microfluidics”. First, we 
established the former by optimizing components of an RNA expression system we have previously developed. 
Second, the latter, an original system which is capable of multi-color fluorescence-based analysis and 
sorting of droplets, was constructed. Currently, InDrop evolution experiment of ribozymes is undergoing 
by using the system described above. The drop microfluidic system and devices developed in this study 
will contribute the basic technology for further artificial RNA evolution experiments.

研究分野： 進化分子工学

キーワード： 人工進化　RNA酵素　マイクロ流体システム　エマルジョン
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１．研究開始当初の背景 
RNA は、遺伝情報の保持と高次機能の発

現の両者が可能な生体高分子であり、またそ
の特徴から生命の起源・初期進化において重
要な役割を果たしたと考えられている。そこ
で、機能性 RNA を新規に創製する強力な手
法である「試験管内進化法（ in vitro 
selection）」が開発された。これは、多様な
配列をもつ RNA の分子集団を作製し、望み
の分子機能を指標とした選択（淘汰）をかけ、
残った分子を増幅して再度選択をかける、と
いった生物のダーウィン進化を模したサイ
クルを繰り返すことで、無作為な配列から機
能情報を抽出する、という方法である。 

これまでにこの方法を用いて多数の触媒
RNA（リボザイム）が創出され、RNA が多
様な代謝活性を持ちうることは証明されて
いる。しかし、得られたリボザイムの活性、
特に分子間反応を触媒する酵素回転能力は
総じて低かった。生命進化初期においてリボ
ザイムが触媒すべき「代謝」は通常は分子間
反応であるため、リボザイムが酵素としてど
こまで働きうるのかを知ることは、RNA ワ
ールドの成立条件を考える上で極めて重要
である。 

試験管内進化法には「自己を修飾する分
子・反応しか選択できない」という原理的な
制約が存在するため、分子間で働く「酵素」
としての機能全体に対して淘汰圧はかかっ
ていない。すなわち、これまでの実験ではリ
ボザイムの酵素機能を極大まで進化させて
いたとは言えない。この欠点を克服するため、
in vitro compartmentalization（IVC）法が
開発された。これは、水溶液をオイルに分散
させ、極めて微小かつ多数の細胞様液滴（エ
マルジョン）を作り出し、各液滴で独立に反
応を進行させ、かつ選択を行う方法である。
この方法には、自己修飾分子に限るといった
機能選択の制限がなく、酵素機能全般に対し
て直接淘汰圧をかけることができるため、リ
ボザイム進化の有力な方法であると期待さ
れた。しかし、液滴の大きさが不揃いである
こと等により実験条件の厳密な制御が難し
いため、現状ではリボザイムの活性の劇的な
向上に成功しているとは言い難い。 
 
２．研究の目的 
本研究では、上記 IVC 法の欠点を克服した

「膜内進化システム」を構築し、リボザイム
の酵素機能の限界を追求することを目的と
した。近年著しく発展しているマイクロ流体
技術を用いることで、均一径の液滴の作製、
液滴の分裂や融合、蛍光を指標とした選別な
ど、液滴を高度に制御することができ、より
正確かつ定量的な進化実験が可能となる。 
本研究の課題は、上記マイクロ流体技術を

用いて液滴を高度に操作し、リボザイムを膜
内で進化させ、かつ強い淘汰圧を加えること
で、リボザイムの酵素としての機能を追求す
ることである。具体的な到達目標（課題）は、

以下の 3 つである。 
（課題 1）液滴マイクロ流体システムの確立 
（課題 2）リボザイムのオンチップ膜内進化
システムの構築 
（課題 3）進化実験によるリボザイムの触媒
能の追求 
 
３．研究の方法 
（課題 1）液滴マイクロ流体システムの確立 
本研究ではまず、液滴の作製、解析、選別

を行うマイクロ流体システムを構築する。シ
ステム開発は、研究協力者である Andrew D. 
Griffiths 教授（フランス、ESPCI ParisTech）
との共同研究を継続し、遂行する。これまで
に開発したシステムをさらに改良し、励起レ
ーザーの波長の一つを 532 nm（緑）から 561 
nm（黄）へ変更する。この変更により、光
学系の変更および最適化が必要になるが、バ
ックグラウンドノイズの低減と、特にリボザ
イム活性に由来する蛍光の検出感度の向上
が期待できるため、より精度の高い進化実験
が可能になる。 
 
（課題 2）リボザイムのオンチップ膜内進化
システムの構築 

本研究の中心課題の 1 つである「リボザイ
ムの酵素能の追求」のためには、進化実験に
おいて極めて強い淘汰圧をかける必要があ
る。淘汰圧調整の最も典型的なパラメータは
反応時間であるが、短い反応時間を厳密に、
かつ再現性よく制御するのは難しい。そのた
め、本研究では、液滴生成・インキュベーシ
ョン・液滴選択の 3 つのモジュールから構成
される、「統合」デバイスを用いる。このデ
バイスでは、上記の一連の反応・操作を 1 つ
のチップ上で連続して行うことができるの
で、極めて正確かつ再現性の高い実験の遂行
が可能となる。 
 
（課題 3）進化実験によるリボザイムの触媒
能の追求 

上記統合デバイスを用いて、リボザイムの
進化実験を行う。リボザイム 1 分子を直径約
30 µm（15 pL）の液滴に封入し、遅延流路
上にて 37℃でインキュベーションして複
製・活性発現させ、それぞれの液滴の蛍光強
度に従って選別する。選別後に液滴を破壊し
て内部の RNA を取り出し、精製後に希釈し
て濃度調整した後、再度液滴に封入し、以降
同様の操作を繰り返すことで、高活性なリボ
ザイムを進化させる。 
 
４．研究成果 
（課題 1）液滴マイクロ流体システムの確立 

本研究の中心課題である「液滴内でのリボ
ザイム人工進化」には、液滴を蛍光により解
析するマイクロ流体システムが必要である
ため、まずその開発に取り組んだ。市販の装
置を用いてこのような実験を行うのは現状
不可能であるため、フランス・ ESPCI 



ParisTech の Andrew D. Griffiths 教授との
共同研究のもと、専用のシステムを自前で構
築した。 

蛍光解析のための光学系の概要を以下に
記す。まず、チップ上の流路にレーザーを照
射し、流路内の液滴を励起する。液滴から生
じた蛍光を光路に取り込み、ミラーで分波、
蛍光を 3 本の光電子増倍管（PMT）で検出す
る。PMT には特定波長を透過するフィルタ
ーが装着してあり、それぞれ、青・緑・オレ
ンジ領域の蛍光に対応する。PMT により検
出された蛍光シグナルは、接続されたコンピ
ューターに送られ、解析される。また、コン
ピューターからの PMT の感度制御も可能と
なっている。 
当初の研究計画では、使用する励起レーザ

ーは 2 色（青・黄）の予定であったが、将来
的な実験の拡張を見越して、紫外域の 375 
nm レーザーを追加し、全 3 色とした。これ
により、紫外励起・青色蛍光の蛍光分子が使
用可能になる。 
構築したシステムの励起レーザー、および

蛍光検出波長域を示す。青・緑・オレンジの
蛍光色素をそれぞれ 375 nm・488 nm・561 
nm のレーザーで励起し、検出するシステム
となっている。レーザー光が検出部に入り込
み、ノイズを上昇させるのを防ぐため、レー
ザーの波長と検出波長域が重ならないよう
にバンドパスフィルターを選定した。また、
青とオレンジの検出波長域については、使用
する蛍光色素を変えても対応できるよう、代
表的な複数の色素の蛍光波長に合わせて、広
めに設計した。検出に使用しない赤～赤外光
を、カメラによる液滴観察に用い、蛍光解析
中でもデバイスと液滴をカメラでモニタで
きる設計とした。 

上記設計に基づいてシステムを構築し、最
適化の後、性能評価を行った。蛍光色素を異
なる濃度（濃度比 10：1）で封入した 2 種類
の液滴を作製、それらを混合し、蛍光解析を
行った。システム上で 2 種類の液滴を識別す
ることに成功し、その蛍光強度比も 10：1 と
濃度比とほぼ同じであった。すなわち、高い
定量性をもつ蛍光解析システムを開発でき
たと言える。 
 
（課題 2）リボザイムのオンチップ膜内進化
システムの構築 
リボザイム人工進化実験を行うための「統

合」デバイスを新規に開発した。開発にあた
り、液滴の分取を行うソーティングデバイス
の改良を行った。これまで使用していたデバ

イスでも通常のソーティングを行う際に問
題はないが、液滴の流速を上げた際、少量の
液滴がソーティング信号とは無関係に
collection outlet に流入してしまう問題があ
った。これは、waste outlet と collection 
outlet の流路抵抗の差が十分に大きくないこ
とに起因すると考えられた。 

そこで、上記 2 つの流路抵抗の差を大きく
した新たなデバイスを開発した。このデバイ
スをテストし
た結果、流速
の高い条件下
でも、液滴の
collection 
outlet への流
入（擬陽性）
をほぼ抑制す
ることに成功
した。 
さらに、この新ソーティングデバイスと、

液滴生成・遅延流路を組み合わせ、統合デバ
イスを構築し、テストした結果、良好な動作
を確認した。 
 
（課題 3）進化実験によるリボザイムの触媒
能の追求 

上記課題 1 と 2 で開発したマイクロ流体シ
ステムおよびデバイスを用いて、リボザイム
の膜内進化実験を現在遂行中である。当初計
画していた VS リボザイムに加えて、スプラ
イシング活性をもつグループ I リボザイムと、
RNA 切断活性をもつ glmS リボザイムを現
在使用している。特に、後者の glmS リボザ
イムについて、その解析および工学的改変を
行った。 

glmS リボザイムは、炭疽菌のある mRNA
上に存在し、低分子代謝物であるグルコサミ
ン 6 リン酸に応答して活性を発現する、自己
切断型リボザイムである。このリボザイムは
補因子（グルコサミン 6 リン酸）依存的リボ
ザイムであるので、低分子応答性分子スイッ
チと見なせる。これを、膜内 RNA 進化系の
制御に用いることを考え、その解析を行った。 

このリボザイムは活性に必須のコア領域
と、それを補助する周辺領域の 2 つの部分か
らなることが分かっている。もし、このコア
領域と周辺領域を分割して別々の分子とし
て構築し、混合することで再構成できれば、
それは周辺領域をアクチベーターとする
RNA 応答型リボザイムとなる。すなわち、
リボザイムの制御因子を増やし、核酸（RNA）
にも応答するリボザイムを開発できること
になる。 

実際に図のようなリボザイムのコア分子
とアクチベーターRNA を構築し、再構成実
験を行った結果、アクチベーターの濃度に依
存してリボザイムの活性が上昇することが
確認できた。このことは、リボザイムのコア
分子を「AND ゲート」、すなわちグルコサミ
ン 6 リン酸だけでなく、アクチベーターRNA



をも入力と
し、2 つの
因子が揃っ
たときのみ
活性を発現
する RNA
スイッチと
して用いる
ことができ
ることを意
味している。
AND ゲー
トは論理演
算回路を構
築するため
の最も重要
な要素の一
つであるた

め、このリボザイムを分子パーツとして用い
て、さらに複雑な RNA 回路を構築できる可
能性がある。またそれ以外にも、低分子と
RNA の 2 つの入力を平行して同時に扱える
ことで、リボザイムの活性を正確に微調整す
ることができるため、分子スイッチを極めて
精密に制御することが可能になる。 
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