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緒　言

　生体分子やシステムを「人工的に創りだす」ことで細胞や生命の構築原理を理解し、新しいテクノロジーを誘発しよ
うとするシンセティック･バイオロジー（合成生物学）研究が世界的に進展している。細胞の機能や運命を自在に制御
する人工システムを創成することは、合成生物学分野の研究目標の一つである。しかしながら現在、細胞内でシステム
制御のための分子材料として利用できる生体分子の多くは、DNA や転写因子等のタンパク質に依存している。従っ
て、機能性分子のデザインや、生命システム制御のための新しい戦略･技術の開発が期待されている。
　我々のグループはこれまでに、人工 RNA の分子デザインが、細胞運命制御の基盤技術となりえることを示した。具
体的には、細胞内で発現する特定のタンパク質を検知し、人工 RNA からの目的遺伝子の翻訳を自在に オン･オフ 制御
し、かつその生死を決定できる「人工 RNA スイッチ」の基盤技術開発に成功した １-３）。本研究では、これら独自の人
工 RNA 技術を拡張し、人工機能性 RNA を細胞に「直接導入」することで、標的細胞内の状態に応じて遺伝子発現を
精密に制御することを目指した。構築した人工 RNA システムはゲノム損傷のリスクがないため、標的細胞の安全･精
密･自律的な選別、かつ細胞内状態に応じた運命制御の実現が期待できる。この方法論は、社会的に解決が急務である
革新的な医療技術の開発に直結する。

方　法

　本研究では、以下２つの計画により、細胞内在性マイクロ RNA 因子の発現変動を精密に検知し、目的遺伝子（蛍光
タンパク質や細胞死誘導タンパク質など）の発現を制御する人工 RNA システムを活用した細胞操作技術の開発を目指
した。
　（1）標的細胞で発現するマイクロ RNA 群の発現変動を検知し、その細胞を細胞内状態に応じて生きたまま選別し、
かつその運命を決定できる人工 RNA システムの開発。
　（2）RNA 及び RNA 結合タンパク質の相互作用からなる人工 RNA 回路を設計し、動的な遺伝子発現パターンを再
構築することで、標的細胞の生死を精密に制御できる新技術の開発。

結　果

１．マイクロ RNA スイッチによる標的細胞の選別
　本研究の成果として、マイクロ RNA を使って標的生細胞を選別する新しい方法、「マイクロ RNA スイッチ」の開
発に成功した４）。これまで目的の細胞種を高純度で得るためには、細胞表面の抗原を識別して細胞を選別するという操
作を行うことが一般的であった。しかし、特異的な表面抗原が同定されていない細胞種も多く、細胞を選別することは
困難を伴う場合が多い。そこでわれわれは、標的細胞内で高い活性をもつマイクロ RNA を検知することで、その標的
細胞を選別する方法を開発した。本技術をヒト iPS 細胞から分化した細胞の選別に活用するため、iPS 細胞研究所の吉
田善紀准教授らのグループと共同研究を行い、心筋細胞を効率良く選別することに成功した。その概要を図 1 に示す。
心筋細胞で高い活性をもつマイクロ RNA を同定した後に、マイクロ RNA を認識する配列と蛍光タンパク質の遺伝子
の配列を繋いだ人工 RNA を設計した。この人工 RNA を用いると、標的以外の細胞では蛍光タンパク質を強く産生
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し、標的細胞では蛍光が弱くなる。この方法により、95 %以上の高効率で心筋細胞を選別することができた。また、
蛍光タンパク質の代わりにアポトーシスを誘導する遺伝子を繋ぎ、心筋細胞に特有のマイクロ RNA を持たない細胞で
はアポトーシスが起こるよう設計した。このシステムにより、細胞を一つ一つ機械で選別することなく、心筋細胞だけ
を純化することができた。さらに、心筋細胞以外の肝細胞やインスリン産生細胞といった細胞も同様に選別することが
できた。このことから、従来の方法では選別が困難であったさまざまな生細胞が、今後本手法で選別できるようになる
と期待される。

図 1． マイクロ RNA スイッチによる分化した心筋細胞の選別
抗体と RNA スイッチによる心筋細胞の選別後、心筋の割合をフローサイトメトリーにより解析した（左）。細
胞のソーティングを必要としない心筋細胞の純化方法（右）。

２．人工 RNA 回路による精密な細胞運命制御
　我々は、ロン･ワイス教授（マサチューセッツ工科大学）らとの共同研究で、RNA を細胞に導入することで機能する
さまざまな人工回路を開発した５）。これまで、DNA と DNA に結合するタンパク質（転写因子）を用いた人工回路は
数多く作製されてきたが、DNA を導入することでゲノム DNA を傷つける可能性があるという課題が存在した。そこ
で我々は、細胞に RNA を導入するだけで実現できる、RNA と RNA 結合タンパク質から構成される人工回路の作製
に取り組んだ。その概要を図 2 に示す。その結果、細胞内部状態を検出できる回路、多段階のシグナル伝達回路、細胞
内の状態を保持するスイッチ回路などの開発に成功した。さらにモデル実験として、人工 RNA 回路を細胞集団に導入
することで、標的細胞のみ細胞死を誘導することに成功した。
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図 2． RNA を用いた人工回路のヒト細胞内での構築
RNA をヒト細胞に直接導入することで、細胞内で人工回路が形成される。この回路は DNA からの転写制御を
基盤とする天然の回路（左）とは異なり、RNA と RNA 結合タンパク質の相互作用による転写後制御を基盤と
する（右）。

３．細胞内の状態を検知し、細胞運命をコントロールする回路
　まず、細胞内の複数のマイクロ RNA を検知し、かつ標的がん細胞にのみ細胞死（アポトーシス）を誘導できる RNA
からなる人工回路を作製した。その概要を図 3 に示す。この人工回路は、マイクロ RNA に応答する２種類の人工
mRNA（RNA 結合タンパク質 L7Ae を発現する mRNA-1 と L7Ae により翻訳が抑制される mRNA-2）を細胞に導入
するだけの単純な仕組みで構築できる。細胞内で mRNA-1 から翻訳される L7Ae はキンクターンという RNA 配列に
結合する性質があり、出力タンパク質をコードする mRNA-2 の先頭側にキンクターン配列を挿入することで、mRNA-2
からタンパク質の合成（翻訳）を抑制するしくみを利用した。具体的には、ヒト子宮頸がん由来 HeLa 細胞中で特徴的
な miRNA プロファイル [miR21 の発現量が多い、miR141 と miR142(3p) と miR146a の発現量が少ない] を認識し、
HEK293（ヒト胎児腎）細胞 [miR21 の発現量が少ない、miR141 と miR142(3p) と miR146a の発現量が多い] と識別す
る回路を作製することに成功した。さらに、出力として細胞死を誘導するタンパク質（hBax）を用いることで、シャ
ーレ上で培養中の HeLa 細胞と HEK293 細胞の中から、HeLa 細胞のみに細胞死を誘導することに成功した。
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図 3． HeLa 細胞の細胞状態を検知して細胞死に導く人工 RNA 回路
HeLa 細胞（左）では、miR-21 により、L7Ae の発現が抑制され、細胞死を誘導するタンパク質が発現し、細胞
死を起こす。一方、HEK293（ヒト胎児腎）細胞では（右）、L7Ae が発現し、細胞死に導くタンパク質が抑制さ
れ、細胞状態に影響をあたえない。

考　察

　このように、目的のがん細胞で発現する miRNA プロファイルに基づいた人工回路を作製することで、正常細胞には
影響を与えることなく、目的のがん細胞を検知しかつ選択的に除去できる技術の開発が期待される。今後、様々な人工
RNA 回路を構築することで、細胞内の状態に応じて、安全かつ精密にその運命決定を制御することを目指したいと考
えている。
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