
	
 

	
 

	
 

博士論文	
 

	
 

	
 

論文題目	
 mRNAからのタンパク発現を向上させるpoly(A)鎖長制御法の確立 

           とmRNA送達システムへの応用 

 

氏 名     池上  賢 

 

 

 

 

 

 

 



 1 

要旨 

	
 本研究では、mRNA からのタンパク質発現を制御するために、一定鎖長の長

鎖長 poly(A)鎖を持つ mRNA作製法を確立した。本作製法を用いることで、最長

360 塩基長までの長鎖長 poly(A)鎖を持つルシフェラーゼ発現 mRNA を作製し

た。in vitro及び in vivo下において作製した mRNAを導入した結果、240 塩基の

poly(A)鎖を持つ mRNAが最も高いタンパク質発現を示し、安定性と翻訳開始因

子を介した翻訳効率の向上が主に寄与したと考えられた。 

	
 本作製法による poly(A)鎖長の制御は、mRNA 送達を向上させる有力な手法

である。 
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1	
 序文  

1.1	
 poly(A)鎖のタンパク質発現への関与 

	
 メッセンジャーRNA (mRNA)は、タンパク質に翻訳されるための塩基配列を

持つ一本鎖のリボ核酸である。真核生物の mRNAは、二本鎖の DNAから RNA

ポリメラーゼにより核内で転写された後、様々なプロセシングを経て成熟した

mRNAとなる。成熟後の mRNAの多くは、共通構造として、5’末端に Cap構造、

3’末端に poly(A)鎖を持つが、ヒストンのmRNAは例外的に poly(A)鎖を持たず 3’

末端にステムループ構造を持つことが知られる[1]。mRNA の内部は、翻訳開始

コドンから終止コドンまでのタンパク質コード領域と、コード領域外である 5’

末端非翻訳領域 (5’UTR)及び 3’末端非翻訳領域 (3’UTR)が存在する。 

	
 mRNA の細胞質における分解は、3’末端の poly(A)鎖の短縮過程 (デアデニレ

ーション)によりはじまる。転写直後の酵母が持つ poly(A)鎖は 70 塩基程度であ

るが、約 10 塩基まで短鎖長化すると、Cap 構造が分解し(デキャッピング)、続

いてエキソヌクレアーゼにより、5’から 3’方向に mRNAの分解が生じる[2-4]。

他の分解経路として、デキャッピング後の 3’から 5’方向への分解経路も報告さ

れているが[2-4]、いずれも分解の起点はデアデニレーションである。 

	
 翻訳過程において、mRNA の Cap 構造には翻訳開始因子である eukaryotic 
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initiation factor 4E (eIF4E)、一方 poly(A)鎖には poly(A)-binding protein (PABP)が数

塩基ごとに一分子結合する。そして eukaryotic initiation factor 4G (eIF4G)を介すこ

とで複合体を形成し、mRNA は環状構造を形成する[5,6]。また eIF4G は、40S

リボソームサブユニットと結合する eukaryotic initiation factor 3 (eIF3)と相互作用

し、翻訳開始を促進する[5]。mRNA の環状化は、翻訳を終えたリボソームを次

の翻訳開始部位に効率的にリサイクルすることを可能にし[5,7]、翻訳の活性化

を担っている。 

	
 	
 以上のように poly(A)鎖は、mRNAの分解及び翻訳双方に関与する構造であ

る。従って poly(A)鎖長の制御により、mRNAからのタンパク質発現への影響が

考えられた。 

 

1.2	
 in vitroで作製される mRNAへの poly(A)鎖付加方法の現況	
 

	
 in vitroで作製される (IVT) mRNAにおいても、タンパク質をコードする配列

の 5’末端に Cap構造、3’末端に poly(A)鎖を必要とする。従来法において、mRNA

はバクテリオファージプロモーター (SP6, T3 または T7)を含むテンプレート

DNAから in vitro下で転写され、続いてタンパク質発現に必要である poly(A)鎖

は poly(A)ポリメラーゼ (合成酵素)によって付加される。しかし酵素反応によっ
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て付加されるため、作製された mRNAは様々な鎖長を含むことがわかっている

[8]。 

	
 一定鎖長の poly(A)鎖を付加するため、二本鎖オリゴ DNAを用いた d(A/T))配

列をテンプレートDNAに組み込む手法も報告されている[7,9-11]。しかしd(A/T))

配列を挿入したテンプレート DNA には分解が見られ、作製された mRNA には

不均一な塩基長が含まれた[7,9-11]。Elangoらは、XL1-Blueコンピテントセルを

使用することで、他のコンピテントセルに比べてプラスミドが安定であり、テ

ンプレートベクター内で poly(d(A/T))配列を維持できることを報告した[12]。

poly(d(A/T))配列が維持されたテンプレートから作製した mRNAは、従来法によ

り poly(A)鎖を酵素付加した mRNA よりも均一な塩基長が得られ[8,12]、

poly(d(A/T))配列の末端に typeⅡS 型制限酵素部位を挿入することで、作製した

mRNAの末端はアデニン(A)を持つことが可能である[12]。また、mRNAの作製

は酵素反応を用いないため簡便である。しかし現在報告されている poly(A)鎖長

は、最長 120 塩基である[8,12]。これは、poly(d(A/T))配列を作製するためのオリ

ゴ DNA の合成と精製効率の限界に因るためである。また、哺乳類の mRNA が

持つ poly(A)鎖長は約 250 塩基前後であることから[13]、一定かつ 120 塩基以上

の長鎖長 poly(A)鎖を持つ mRNAは、安定性及び翻訳効率に影響する可能性が考
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えられた。 

	
 本研究では、poly (d(A/T))配列を挿入することで一定かつ長鎖長の poly(A)鎖を

持つ mRNAの作製を試みた。そして作製した mRNAを培養細胞または生体内に

導入を行った。 

 

1.3	
 mRNA送達システム研究の現況	
 

	
 機能性を持つプラスミド DNA (pDNA)やメッセンジャーRNAといった核酸分

子の生体内への導入は、タンパク質やペプチドの産生を可能にする。また、ア

ンチセンスや RNA interference (RNAi法)による核酸分子の導入は、遺伝子発現

を制御することができる。従って核酸分子を用いた導入は、先天性遺伝性疾患

だけでなく、悪性腫瘍や慢性疾患といった多くの疾患への治療適用が期待され

る。 

	
 これまでの核酸デリバリーの研究は、主に pDNA が用いられてきた。pDNA

の導入は、発現の持続性が長期に続く一方で、ホストゲノムにランダムに取り

込まれることによる挿入変異と、変異により遺伝子発現が制御できなくなる危

険性がある。また非分裂細胞への導入も困難である。pDNA を用いた核酸デリ

バリーの臨床への応用化には、安全性が課題として挙げられる。一方で mRNA
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送達 (mRNA デリバリー)は、ホストゲノムへの組み込みがないために安全性が

高く、非分裂細胞への導入も可能である。 

	
 mRNAデリバリーの研究は、1980 年代に初めて電気穿孔法 (エレクトロポレ

ーション法)やカチオン性脂質による培養細胞への導入が報告された[14,15]。

1990 年には、ベクターを用いない mRNA (naked mRNA)を筋肉内注射により導

入することでタンパク質の発現が確認された[16]。2000 年代になり ex vivoによ

る免疫療法への応用が展開され、癌免疫治療に対する臨床治験が行われたが、

現在のところ実用化には至っていない[17-19]。mRNA の治療応用に向けた注目

度は高いが、in vivoに mRNAを直接導入した報告例は少ない。その理由として

主に二つ考えられる。一つは mRNA が生体内で不安定であるためである[20]。

生体内には核酸分子の分解酵素が存在するため、mRNA は急速に分解されてし

まう。もう一つの理由は、mRNAが Toll-like receptors (TLRs)の認識により免疫

反応が惹起されるためである[21,22]。これらの問題を解決するため、mRNA の

塩基修飾法[23,24]と、所属研究室で開発された高分子ナノミセルを用いた

mRNA導入法が報告された[25]。 

	
 TLRsの認識を回避するためのヌクレオシド修飾法は、現在二つのグループか

ら報告されている。Kariko らはウリジンをシュードウリジンに置換し[23]、
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Kormann らはウリジンとシチジンをそれぞれ 2-チオウリジンと 5-メチルシチジ

ンに置換する方法を報告した[24]。これらのヌクレオシド修飾を行うことで、

mRNAは TLRsの認識を回避し、炎症反応が減少することが報告された[23,24,26]。

しかし、これらの方法を用いても免疫反応を 100 %抑制することは困難である。

また修飾したヌクレオシドは内在性の mRNAには含まれていないため、臨床に

応用した際の安全性が懸念される[27]。 

	
 当研究室では、これまで、高分子ナノミセルの開発研究を行ってきた。親水

性かつ生体適合性ポリマーであるポリエチレングリコール (PEG)と疎水性のカ

チオン性高分子 (ポリカチオン)からなるブロック共重合体を溶媒中で核酸分子

と混合させることで、表面は PEG層で覆われ、中心部分には凝縮した核酸分子

を持つ、粒径が数十ナノメートルの高分子ナノミセルが形成された[28-31]。 

	
 ナノミセルの機能において、核酸分子と結合するポリカチオンの構造は重要

である。当研究室では、poly(b-benzyl-L-aspartate) (PBLA)の側鎖にアミノリシス

反応によりdiethylenetriamine (DET)を導入することで、

poly{N-[N’-(2-aminoethyl)-2-aminoethyl]aspartamide} (PAsp(DET))ポリマーを開発

した[32]。PAsp(DET)のアミノエチレン構造は、細胞外環境のpH 7.4では、主に

モノプロトン化構造をとるが、エンドソーム環境であるpH 5.5では、主にジプロ
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トン化構造をとる。そのため細胞外において、ナノミセルは、PAsp(DET)はプロ

トン化率が低く膜障害活性が弱いために毒性は低い。一方でナノミセルがエン

ドサイトーシスによりエンドソーム内に取り込まれると、PAsp(DET)のプロトン

化率が高いために膜障害活性が強く、エンドソームは破壊される。その結果、

ナノミセルはエンドソームからの脱出が促進され、核酸分子の導入が可能とな

る[33]。市販の核酸分子導入試薬である直鎖状のポリエチレンイミン (LPEI)と

比較すると、PAsp(DET)はLPEIに比べて毒性が顕著に低い[34]。理由として、

PAsp(DET)は37℃下では自己触媒的に分解し、毒性の少ないAsp(DET)モノマー

になることが挙げられる[35]。PAsp(DET)と転写因子遺伝子から作製したナノミ

セルをマウス頭蓋骨由来細胞に導入し、骨芽細胞の分化誘導を行うと、市販の

核酸分子導入試薬であるPEIやFuGENE6 (Roche)に比べて高効率に細胞分化が誘

導される[36]。PEIとFuGENE6による導入は、導入した遺伝子の発現効率はナノ

ミセルと同等であったが、毒性が高いために細胞機能に影響が生じる可能性が

示唆された。また、ナノミセルは生体へのデリバリーにも優れた結果を示す。

先の転写因子遺伝子による骨芽細胞の分化誘導をマウス頭蓋骨骨欠損モデルに

応用した結果、ナノミセル投与群において骨再生が担体の周囲に確認され、骨
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芽細胞の分化誘導により骨再生が促進されることが報告された[36]。これは、ナ

ノミセルによるpDNAの安定性の向上と徐放効果によると考えられる。 

	
 このような特性を持つナノミセルにmRNAを内包し培養細胞に導入すると、エ

ンドソーム内でのTLRsによるmRNA認識を回避できることが明らかになった。

さらに、中枢神経系に導入した結果、強い炎症を起こすことなく一週間近くに

わたる持続的なタンパク質発現が確認された[25]。 

	
 当研究室では、さらに効率的なmRNAデリバリーを行うため、ポリカチオン構

造の最適化を報告した[37]。近年、ポリカチオンの化学構造を変えることで細胞

への導入機構に影響することが明らかになった[31,33,38-40]。そこで、従来使用

してきたPAsp(DET)の他に、PBLAの側鎖にethylenediamine (EDA)を導入するこ

とで、poly[N-(2-aminoethyl)aspartamide] (PAsp(EDA))、triethylenetetramine (TET)

を導入したpoly(N-{N’-[N’’-(2-aminoethyl)-2-aminoethyl]-2-aminoethyl}aspartamide) 

(PAsp(TET))、そしてtetraethylenepentamine (TEP)を導入した

poly[N-(N’-{N’’-[N’’’-(2-aminoethyl)-2-aminoethyl]-2-aminoethyl}-2-aminoethyl)asp

artamide] (PAsp(TEP))ポリマーを合成した。これらのポリマーから作製したポリ

プレックスを培養細胞に導入した結果、奇数回のアミノエチレン繰り返し構造

を持つPAsp(EDA)またはPAsp(TET)とmRNAのポリプレックスは、他の偶数回の
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構造を持つポリプレックスに比べて高いタンパク質発現を示した。これは、奇

数回の構造を持つポリプレックスが細胞質内で内包したmRNAの分解を抑制し、

発現の持続性が向上したことに起因する[37,39]。側鎖構造の選択により、ポリ

プレックスの細胞内動態やタンパク質の発現持続性を制御することが可能とな

った。 

	
 また、mRNA 自体の性能向上を検討することで、効率的なデリバリーの実現

を目指した報告もされている[20,41]。現在、mRNA の UTR 配列の最適化[8,42]

と同義コドンへの置き換え[43,44]の二つの方法が知られている。 

	
 グロビン mRNAは、赤血球生成の段階でグロビンタンパク質を産生するため

安定性が高いことが知られ[45]、β グロビン mRNA は、赤血球細胞において 24

時間以上の長期の半減期を持つ[46]。GFP mRNAの 3’ UTRに βグロビン遺伝子

の配列を挿入すると、mRNA の安定性は向上し、GFP タンパク質の発現が向上

することが報告されている[8]。また、多くの哺乳類の mRNAの 3’UTRには AU 

rich element (ARE)が含まれ、AREは mRNAの不安定化に影響することが知られ

ているが[47]、この配列を β グロビン遺伝子配列に置き換えることで mRNA の

半減期が長くなることも報告されている[42]。 

	
 mRNA の翻訳効率を向上する方法としては、低頻度で使用するコドンを同義
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コドンへの置き換えが報告されている[43]。同じトランスファーRNA (tRNA)を

再使用することでリボソームの近傍のアミノアシル tRNA により翻訳効率が向

上する[44]。しかしながら、ある種のタンパク質では、低頻度のコドンを使用し

翻訳を遅らせることで正確なフォールディングが起こるため[48]、コドンの最適

化は、重要なコドン配列を置き換えてしまう危険性も持っている。GenScript 社

では、コドン出現頻度、GC 含量や mRNA の二次構造といったパラメータを最

適化することで、危険性がなく、タンパク質の発現量が高い mRNA合成サービ

スを提供している。 

	
 以上のように mRNA デリバリーからのタンパク質発現を向上させるために

様々な取り組みが行われているが、現状では pDNA と同等の持続的なタンパク

質発現を得ることは困難である。本研究では poly(A)鎖長に着目し、長鎖長の

poly(A)鎖を持つ mRNAの作製を試みた。そして作製した mRNAを mRNA送達

システムに応用し、タンパク質発現への影響を評価した。 
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2	
 方法  

2.1	
 長鎖長 poly(d(A/T ))配列を有するテンプレート DNAの作製	
 

	
 ルシフェラーゼ遺伝子として、GLuc遺伝子 (動物種 Gaussia princeps由来)と 

NLuc遺伝子 (動物種 Oplophorus gracilirostris由来)を用い、それぞれpCMV-GLuc

 Control Plasmid (New England Biolabs)およびpNL1.1[NLuc] Vector (Promega)

から制限酵素HindIIIとXbaIにより切り出した。各ルシフェラーゼ遺伝子は、pSP

73ベクター (Promega)が持つT7プロモーター制御下のマルチクローニングサイ

ト中のHindIIIとXbaIの切断部位にクローニングした。得られたプラスミドをpSP

73-Lucプラスミドと呼ぶ。その後、ルシフェラーゼ遺伝子の下流にpoly(d(Ａ/T))

配列 (120, 180, 210, 240, 270または360 塩基長)を組み込んだ。二本鎖のpoly(d(

Ａ/T))配列の作製には、合成オリゴDNA (Sigma Aldrich Japan)を使用した。詳細

な作製法は、以下の通りである。 

 

2.2	
 120 塩基長の poly(d(A/T))配列を有するテンプレート DNAの作製	
 

	
 5’-AATTC-A121-GAGACGA-3’と5’-GATCTCGTCTC-T121-G-3’ の2つのオリゴ 

DNAをアニールし、二本鎖DNAを作製した後、制限酵素EcoRIとBglIIを用いて

直鎖状化したpSP73-Lucプラスミドに挿入し、120 塩基長のpoly(d(Ａ/T))配列を
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持つテンプレートDNAを作製した。アニールされた二本鎖DNAは、typeⅡS型制

限酵素であるBsmBI認識配列を、BglⅡ認識配列の上流に持つ。30, 60, 90 塩基長

のpoly(d(Ａ/T))配列を持つテンプレートDNAも同様に、各鎖長の二本鎖DNAを

pSP73-Lucプラスミドに挿入することで作製した。上記配列中、Anは、アデニン

がn 塩基長にわたり存在していることを示し、例えば、A121は、アデニンが121 塩

基長にわたり連続することを意味する。また以下、得られたプラスミドを「

pSP73-Luc-A (poly(A)鎖の塩基長)」と表記する。例えば、poly(d(Ａ/T))配列が120 

塩基長のものは、pSP73-Luc-A(120)と表記される。 

 

2.3	
 180,	
 210または 240 塩基長の poly(d(A/T))配列を有するテンプレートDNA

の作製	
 

	
 5’-AATTC-A120-GATATCA-3’と5’-GATCTGATATC-T120-G-3’ の2つのオリゴ 

DNAから作製した二本鎖DNAを、制限酵素EcoRIとBglIIで直鎖状化した 

pSP73-Lucプラスミドに挿入し、120 塩基長のpoly(d(Ａ/T))配列を持ち、かつ制

限酵素EcoRV認識配列を含むpSP73-GLuc-A(120)-EcoRVプラスミドを作製した。

続いて、得られたプラスミドを制限酵素EcoRVとBglIIで直鎖状化し、さらに、

5’-G-Ax-GAGACGA-3’と5’-GATCTCGTCTC-Tx-C-3’ (ここでxは、61, 91または121
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である)の二つのオリゴDNAから作製した二本鎖DNAを挿入することで、180, 

210または240 塩基長のpoly(d(Ａ/T))配列を持つテンプレートDNAを作製した。 

 

2.4	
 270または 360 塩基長の poly(d(A/T))配列を有するテンプレートDNAの作

製 

	
 5’-G-A120-GATATCA-3’と 5’-GATCTGATATC-T120-C-3’ の二つのオリゴ DNA

から作製した二本鎖 DNAを、制限酵素 EcoRVと BglIIで直鎖状化した 

pSP73-Luc-A(120)-EcoRV プラスミドに挿入し、pSP73-GLuc-A(240)-EcoRV プラ

スミドを作製した。続いて、作製したプラスミドを制限酵素 EcoRV と BglII で

直鎖状化し、さらに、5’-G-Ax-GAGACGA-3’と 5’-GATCTCGTCTC-Tx-C-3’ (ここ

で x は、31 または 121 である)の二つのオリゴ DNA から作製した二本鎖 DNA

を挿入することで、各 270または 360 塩基長の poly(d(A/T))配列を持つテンプレ

ート DNA を作製した。各プラスミドは、Stbl3 One-Shot コンピテントセル

(Invitrogen)、または XL1-Blueコンピテントセル (Agilent Technologies)を用いて

形質転換し、大量培養を行った。培養後の精製は、NucleoBond Xtra Maxi 

(Macherey Nagel)を使用した。 
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2.5	
 テンプレート DNAからの in vitro転写による mRNAの作製	
 

	
 テンプレート DNA は、typeⅡS 型制限酵素 BsmBI または NdeI を用いて直鎖

状化し、アガロース電気泳動により精製を行った。in vitro転写および Cap構造

の付加は、従来法に比べて高いタンパク質合成効率を示す ARCA (Anti-Reverse 

Cap Analog)構造[49]を付加するため、mMESSAGE mMACHINE T7 Ultra Kit 

(Ambion)を使用した。poly(A)ポリメラーゼによる poly(A)鎖の付加には、poly(A) 

tail kit (Ambion)を用いた。転写された mRNA は RNeasy Mini Preparation Kit 

(Qiagen)にて精製を行った。mRNA濃度は 260 nmの吸光度にて定量した。 

 

2.6	
 培養細胞への mRNAの導入とルシフェラーゼタンパク質発現の評価	
 

	
 各種培養細胞は、96 well プレートに5,000 個/wellの条件で播種し、10 % FBS 

(Life Technologies Japan)含有DMEM (Sigma Aldrich)を用いて培養した。24 時間後

に、Lipofectamine LTX (Invitrogen)を用いて、推奨プロトコルに従い、ルシフェ

ラーゼmRNA 190 ng/wellを導入した。GLucタンパク質の発現評価は、導入4, 24, 

48 時間後に培地を回収し、Renilla Luciferase assay system (Promega)により

GloMaxTM 96 microplate luminometer (Promega)で測定した。またNLucタンパク質

の発現評価は、細胞溶解液を用いてNano-Glo Luciferase assay system (Promega) に
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より GloMaxTM 96 microplate luminometer (Promega)で測定した。ルシフェラー

ゼタンパク質発現量は、細胞溶解液中のタンパク質濃度で補正した。 

 

2.7	
 ナノミセル溶液の調製	
 

	
 ポリマーは、工学系研究科 石井武彦 准教授より提供されたPEG-PAsp(DET) 

ブロック共重合体を使用した。1H-NMR (Nuclear magnetic resonance) によって

決定されたPEGの平均分子量は12,000、PAsp(DET)の重合度は57であった。PEG-

PAsp(DET)とmRNAを10 mM のHEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulf

onic acid)バッファーにそれぞれ溶かし、両者を混合させることでナノミセル溶

液を調製した。PEG-PAsp(DET)のアミノ基 (N)とmRNAのリン酸基 (P)のモル比

をN/P比とし、N/P比が8のナノミセル溶液を調製した。最終的なナノミセル溶液

に含まれるmRNA濃度は、17 μg/mlとした。 

 

2.8	
 動物	
 

	
 日本チャールスリバー株式会社より購入した Balb/c マウス (7- 10 週齢、雌)

を使用した。マウスは、特定病原体防止条件下 (SPF)で飼育された。本研究にお

ける動物実験は東京大学動物実験実施規則に基づき実施した。 
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2.9	
 マウス下肢骨格筋へのハイドロダイナミクス法によるナノミセル投与	
 

	
 マウス下肢骨格筋へのハイドロダイナミクス法による投与は、当研究室での

先行研究に基づき行った[50,51]。マウスを3 %のイソフルラン（Abbott Japan）

にて麻酔した後、大腿近位部に駆血帯を留置し、下肢の血行を一時的に遮断し

た。そして5 μgのmRNAを含む300 μlのナノミセル溶液を、大伏在静脈遠位より

5 秒間かけて投与し、その5 分後に駆血帯を外した。 

 

2.10	
 下肢骨格筋におけるルシフェラーゼタンパク質発現の評価	
 

	
 下肢骨格筋で発現したルシフェラーゼタンパク質量を定量した。投与72 時間

後の下肢骨格筋を採取し、マルチビーズショッカー（安井器械）を用いて組織

をホモジェナイズした。ルシフェラーゼタンパク質の定量は、ルシフェラーゼ

の発光量に基づき行なった。発光量の定量は、Nano-GLo Luciferase assay syste

m（Promega）とGloMaxTM 96 microplate luminometer (Promega)を用いて行い、

細胞溶解液中のタンパク質濃度で発光量を標準化して求めた。 

 

2.11	
 Huh-7細胞における GLuc mRNA量の評価	
 

	
 Huh-7細胞にGLuc mRNAを導入し、4 時間後に培地交換を行った。4 時間と8 
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時間後に、RNeasy Mini Kit（QIAGEN）を用いて全RNAを回収し、RevertraAce 

qPCR RT Master Mix with gDNA Remover (TOYOBO)により全RNAに含まれる

mRNAからcDNAを作製した。GLuc mRNA量は、ABI Prism 7500 Sequence Detector 

(Applied Biosystems)を用いて、定量ポリメラーゼ連鎖反応により定量を行った。

プライマーは、Forward：5’-TTGAACCCAGGAATCTCAGG-3’,  

Reverse：5’-CACGCCCAAGATGAAGAAGT-3’を用いた。また β-アクチンを定量

し (TaqMan Gene Expression Assays (Applied Biosystems, Mm00607939))、標準化を

行った。 

 

2.12	
 無細胞系を用いたルシフェラーゼタンパク質発現の評価	
 

	
 ウサギ網状赤血球溶解液としてRabbit Reticulocyte Lysate, Untreated (Promeg

a)、ヒト無細胞抽出液としてHuman Cell-Free Protein Expression System (タカラ

バイオ)を用いて、GLuc mRNAをそれぞれ30 ℃で120 分間、または32 ℃で30 

分間インキュベートした。発現量は、ルシフェラーゼからの発光量に基づいて

定量した。Renilla Luciferase assay System (Promega)を用いてGloMaxTM 96 mi

croplate luminometer (Promega)により各mRNAからのルシフェラーゼ発光量を

計測した。 
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2.13	
 免疫沈降法による GLuc mRNAと翻訳開始因子の結合能の解析	
 

	
 GLuc mRNAをHuman Cell-Free Protein Expression System (タカラバイオ)を用い

て、32 ℃で30 分間インキュベートした。 

	
 免疫沈降は、Dynabeads Co-Immunoprecipitation Kit (Life Technologies Japan Ltd)

を使用した。ウサギ抗PABP抗体  (Abcam), ウサギ抗eIF4E抗体  (Santa Cruz 

Biotechnology) またはウサギ抗eIF4G抗体 (Abcam) を用いてプロトコルに従い

行った。各種抗体による沈降後、RNeasy Mini Kit（QIAGEN）を用いて全RNA

を回収し、RevertraAce qPCR RT Master Mix with gDNA Remover (TOYOBO)によ

り全RNAに含まれるmRNAからcDNAを作製した。GLuc mRNA量は、先に記載

したプライマーを用いて定量ポリメラーゼ連鎖反応により定量を行った。 

	
 免疫沈降に使用したサンプルのタンパク質は、SDS-PAGEにより分画し、ウサ

ギ抗PABP抗体, ウサギ抗eIF4E抗体、ウサギ抗eIF4G抗体またはウサギ抗β-アク

チン抗体  (Abcam)によりウエスタンブロットにより解析した。シグナルは

LAS-4000 mini image analyzer (富士フィルム) により検出した。 

 

2.14	
 統計解析	
 

	
 データは平均±標準誤差として示された。統計学的有意差は、Student’s t testま
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たはrepeated measures ANOVAにより評価した。交互作用が有意である場合には

、Tukey’s testを行った。P値が0.05未満を統計学的有意差とした。 
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3	
 結果  

3.1	
 長鎖長 poly(d(A/T))配列を有するテンプレート DNAと mRNAの作製 

	
 長鎖長である 120 塩基以上の poly(d(A/T))配列を持つテンプレート DNA を作

製するために、120 塩基の poly(d(A/T))配列に typeⅡ 型の制限酵素部位を持つ

pSP73-GLuc-A(120)-EcoRV プラスミドを作製した。このプラスミドに typeⅡS 型

の制限酵素部位を持つ 120 塩基の poly(d(A/T))配列を組み込み、 

pSP73-GLuc-A(240)プラスミドを作製した (図 1A)。さらに pSP73-GLuc-A(120)- 

EcoRV プラスミドに、各 typeⅡ、typeⅡS 型の制限酵素部位を持つ 120 塩基の

poly(d(A/T))配列を順に一つずつ組み込むことで、pSP73-GLuc-A(360) プラスミ

ドを作製した (図 1A)。なお挿入した 120 塩基の断片の間には、グアニン (G)、

A、チミン (T)、そして Gの 4 塩基を含む (図 1 B)。オリゴヌクレオチド配列が

テンプレート DNA (図 1B)に含まれているかを確認するために、アガロース電気

泳動により解析を行った。最長 360 塩基の 3’ 末端鎖長を持つ長鎖長のテンプレ

ート DNAが作製されたことが確認された (図 1C)。作製したテンプレート DNA

から T7プロモーターを用いて、各 poly(A)鎖長を持つ GLuc mRNAを作製し、

アガロース電気泳動により GLuc mRNA の塩基長解析を行った。目的の塩基長

を持つ各 GLuc mRNAが作製されていることが確認された (図 1D)。また、作製
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した 240 塩基以上の長鎖長 poly(A)鎖が持つ、120 塩基間毎に含まれる 4 塩基

長が発現に影響するか調べるために、二つの 60 塩基長の poly(A)鎖間に 4 塩基 

(GAUG)を含む配列を持つ mRNAを作製した (図 1E)。マイクロチップ型電気泳

動装置であるバイオアナライザを用いた GLuc mRNAの塩基長分布の解析では、

240 塩基長, 360 塩基長の poly(A)鎖を持つ GLuc mRNAは目的の塩基長を持ち、

酵素により poly(A)鎖を付加した GLuc mRNAに比べ均一塩基長であることが明

らかになった (図 1F)。これらの結果に基づき、以下、X 塩基の poly(A)鎖を持

つ mRNAを、AX mRNAと表記した。 
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図 1	
 長鎖長 poly(A)鎖を持つ mRNAの作製と塩基長の確認	
 
(A)長鎖長 poly(d(A/T))配列を持つテンプレートベクターの作製過程. 略称: ; BI, 
BsmBI; BⅡ, BglⅡ; EI, EcoRI; EV, EcoRV. (B)長鎖長 3’ 末端鎖長を持つテンプレ
ートベクターと IVTにより作製された mRNA模式図. (C)テンプレート DNAの
塩基長確認. テンプレート DNAは、EcoRIと BglⅡで制限酵素処理した後、アガ
ロース電気泳動により解析された. (D, E) IVTにより作製されたmRNAのアガロ
ース電気泳動による塩基長確認. (F) IVTにより作製された mRNAのバイオアナ
ライザによる塩基長分布の確認. 
 
 
 

3.2	
 長鎖長 poly(A)鎖を持つ GLuc mRNA の培養細胞におけるルシフェラーゼ

タンパク質の発現	
 

	
 本研究で作製した GLuc mRNA のタンパク質発現への影響を調べるために、

GLuc mRNAを株化培養細胞に核酸分子導入試薬 Lipofectamine LTXを用いて導

入した。A240 GLuc mRNAは、導入 4, 24そして 48 時間後のいずれの時間にお

いて、poly(A)鎖を持たない A0や、従来の poly(A)鎖最大鎖長である A120、A240

よりも長鎖長である A360 GLuc mRNA、または poly(A)ポリメラーゼにより

poly(A)鎖が付加されたいずれの mRNA に比べて有意に高いルシフェラーゼ 

(Luc)タンパク質発現を示した (図 2A)。また初代培養細胞 (図 2 B)や Nerve 

growth factor (NGF)により分化誘導した PC12 細胞 (図 2C)においても同様に、

A240 GLuc mRNAが有意に高い Lucタンパク質発現を示した。120塩基間に挿
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入した 4 塩基の発現への影響を調べるために、A60-GAUG-A60 GLuc mRNAを

Huh-7 細胞に導入した結果、導入 24 時間後において Luc タンパク質の発現は

A120 mRNA と有意な差は見られず、同等であった(図 2D)。従って 4 塩基の挿

入は Lucタンパク質発現には影響しないことが明らかになった。 

	
 さらに、240 塩基長が高タンパク質発現を示す最適な鎖長であるか詳細に調

べるため、240 塩基前後の塩基長である、180, 210または 270 塩基長の poly(A)

鎖を持つ A180, A210または A270 GLuc mRNAを作製した。バイオアナライザの

解析により、作製した各 poly(A)鎖長を持つ mRNAは目的の塩基長であり、均一

な塩基長分布を持つことが確認された (図 3A)。各 poly(A)鎖長を持つ mRNAの

導入効率を調べるため、Lipofectamine LTXを用いて Huh-7細胞に導入を行った。

導入 24 時間後において、A240 GLuc mRNAは、A180, A210または A270 GLuc 

mRNAに比べて有意に高い Lucタンパク質発現を示した (図 3B)。従って、120

から 360 塩基長の poly(A)鎖の中で、240 塩基長が最も高いタンパク質発現を示

す鎖長であることが示された。 

 また 0から 120 塩基長までの各 poly(A)鎖長を持つ GLuc mRNAを各培養細胞

種に導入した結果、60 塩基から 120 塩基長までの poly(A)鎖長を持つmRNAは、

0, 30 塩基または酵素反応により poly(A)鎖が付加された mRNAに比べて有意に
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高い Lucタンパク質発現を示した (図 4)。 
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図 2	
 長鎖長 poly(A)鎖を持つ GLuc mRNAの培養細胞への導入による Lucタン
パク質の発現 
(A)Lipofectamine LTXを用いて各鎖長のGLuc mRNA (n= 10)を株化培養細胞へ導
入し、4, 24, 48 時間後にLucタンパク質の発現を測定した. 左, Huh-7細胞; 中央, 
A549 細胞; 右, NIH3T3 細胞. (B)初代培養細胞への導入. 左, POB 細胞; 中央; 
MEF細胞; 右; hMSC細胞. (C)NGFにより誘導した PC12細胞への導入. (D)A120 
mRNAと A60-GAUG-A60 mRNAの Huh-7細胞へ導入し、24 時間後に Lucタン
パク質の発現を測定した. **, p , 0.01; ANOVA Tukey’s testまたは Student’s t test. 
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図 3	
 長鎖長 poly(A)鎖を持つ GLuc mRNAの作製と Huh-7細胞への導入による
Luc タンパク質の発現 
(A) IVTにより作製された GLuc mRNAのバイオアナライザによる塩基長分布を
確認した. (B)Lipofectamine LTXを用いて各 poly(A)鎖長の GLuc mRNA (n= 10)を
Huh-7細胞へ導入し、24 時間後に Lucタンパク質の発現を測定した. **, p , 0.01; 
ANOVA Tukey’s test. 
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図 4	
 120 塩基までの poly(A)鎖を持つ GLuc mRNAの培養細胞への導入による
Lucタンパク質の発現 
(A)Lipofectamine LTXを用いて各鎖長のGLuc mRNA (n= 10)を株化培養細胞へ導
入し、24 時間後に Lucタンパク質の発現を測定した. (B)初代培養細胞への導入. 
(C)NGF により誘導した PC12 細胞への導入. *, p , 0.05; **, p , 0.01; ANOVA 
Tukey’s test. 
 

 

 

3.3	
 長鎖長 poly(A)鎖を持つNLuc mRNAの培養細胞におけるLucタンパク質の

発現 

	
 GLuc mRNAと同様に oplophorus gracilirostris由来であるNanoLuc (NLuc) 遺伝

子においても、最長 360 塩基の poly(A)鎖長を持つ NLuc mRNA を作製した。

Huh-7細胞またはMEF細胞に導入し、導入 4, 24, 48 時間後において、NLuc A240 

mRNA は、A360 NLuc mRNAを含む他の鎖長に比べて有意に高い Lucタンパク

質の発現を示した (図 5A, B)。従って培養細胞への導入において、A240 NLuc 

mRNA は GLuc mRNAと同様に、他鎖長の mRNAに比べて最も高いタンパク質

発現を示した。 
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図 5	
 NLuc mRNA の培養細胞への導入による Luc タンパク質の発現
A)Lipofectamine LTXを用いて各鎖長のNLuc mRNAを株化培養細胞(Huh-7細胞)
に導入し、4, 24, 48 時間後に Lucタンパク質の発現を測定した(n= 10).  
(B)Lipofectamine LTXを用いて各鎖長の NLuc mRNAを初代培養細胞(MEF細胞)
に導入し、4, 24, 48 時間後に Lucタンパク質の発現を測定した (n= 10). **, p , 
0.01; ANOVA Tukey’s test. 
 

 

 

3.4	
 長鎖長 poly(A)鎖を持つNLuc mRNAのマウス下肢骨格筋におけるLucタン

パク質の発現 

	
 in vivo での導入において、A240 NLuc mRNA が Lucタンパク質の発現の向上

に影響するのかを調べるために、マウス下肢骨格筋にハイドロダイナミクス法

により、PEG-PAsp(DET) を用いて NLuc mRNAを導入した。導入 72 時間後に

おいて、A240 NLuc mRNAは他鎖長の A0, A120, A360 mRNAに比べて有意に高

い Lucタンパク質の発現を示した (図 6)。よって A240 NLuc mRNAは in vivoに
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おいても最も高いタンパク質発現を示した。 

	
 以上より、本研究で作製した A240 mRNAは、解析した株化・初代培養細胞種

や in vivoでの導入において、A360 mRNAを含む他鎖長の mRNAに比べ最も高

い Lucタンパク質の発現を示した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

図 6	
 NLuc mRNAの in vivoでの導入による Lucタンパク質の発現 
マウス下肢骨格筋へのナノミセルを用いたハイドロダイナミクス法により導入

した. 投与後 72 時間後に筋組織をとり、Luc タンパク質の発現を測定した (各
n=7または 8). *, p , 0.05; **, p , 0.01; ANOVA Tukey’s test. 
 
 
 

3.5	
 高タンパク質発現を示す A240 mRNAの発現メカニズムの解析 

3.5.1	
 GLuc mRNAの細胞内における残存量評価 

	
 A240 GLuc mRNAが高いタンパク質発現を示すメカニズムについて調べるた
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めに、細胞内における mRNA の残存量を調べた。Lipofectamine LTX を用いて

Huh-7細胞に GLuc mRNAを導入し、導入 0、4と 8 時間後に、細胞内の GLuc  

mRNAを回収した。そして qRT-PCRにより定量を行った。 

	
 導入 0から 4 時間後においては、A60からA360までのGLuc mRNAは、poly(A) 

鎖のないA0 mRNAに比べて有意に高い残存量を示した (図 7A)。しかし、poly(A) 

鎖長間における残量量の有意な差はなく、同等の残存量を示した。また酵素反

応により poly(A)鎖を付加して作製した mRNAは、鎖長の短い mRNAに比べて

残存量は少ない傾向が見られた。 

	
 導入 4から 8 時間後においては、A240、A360及び酵素反応により poly(A)鎖

を付加して作製した GLuc mRNAは、A0 mRNAに比べて有意に高い残存量を示

した (図 7B)。有意な差は確認できなかったが、酵素反応により poly(A)鎖を付

加して作製した mRNAも含めて、長鎖長の poly(A)鎖を持つ mRNAは残存量が

多い傾向が見られた。また A240と A360 GLuc mRNA間において、残存量に有

意な差は確認されなかった (図 7B)。 
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図 7	
 GLuc mRNAの細胞内残存量 
(A)Lipofectamine LTXにより導入し、各鎖長の GLuc mRNAを導入後、0と 4時
間後の GLuc mRNA量を定量した(n=3). 0 時間後は、導入に用いた mRNAを使
用した。mRNA残存量レベルは、各鎖長の 0 時間後の mRNA量に対する割合で
表された. (B)導入 4と 8 時間後の GLuc mRNA量を定量した(n=3). mRNA残存
量レベルは、各鎖長の 4 時間後の mRNA量に対する割合で表された. *, p , 0.05; 
ANOVA Tukey’s test. 
 
 
 

3.5.2	
 GLuc mRNAの翻訳効率の評価 

	
 poly(A)鎖長の長鎖長化が翻訳効率に与える影響について調べた。ウサギ網状

赤血球溶解液とヒト細胞由来細胞抽出液を用いて GLuc mRNA の翻訳効率を評

価した。どちらの無細胞タンパク質合成系においても、A240 GLuc mRNAが他

鎖長に比べて有意に高い Lucタンパク質の発現を示した (図 8)。 
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図 8	
 GLuc mRNAの翻訳効率 
(A) ウサギ網状赤血球溶解液を用いた GLuc mRNAの翻訳. 反応 120 分後に 
Lucタンパク質の発現を測定した(各 n=4). (B)ヒト細胞由来細胞抽出液を用いた
GLuc mRNAの翻訳. 反応 30 分後に Lucタンパク質の発現を測定した(各 n=3ま
たは 4). *, p , 0.05; **, p , 0.01; ANOVA Tukey’s test. 
 
 
 

3.5.3	
 GLuc mRNAと翻訳開始因子の結合能の評価 

	
 翻訳過程における影響を調べるために、mRNA 結合タンパク質である PABP、

eIF4G、または eIF4Eタンパク質と GLuc mRNAの結合を免疫沈降法により解析

し、qRT-PCR により定量を行った。まず免疫沈降に使用したサンプルをウエス

タンブロットで解析した結果、各サンプルから PABP、eIF4G、そして eIF4E タ

ンパク質が検出された(図 9A)。免疫沈降の結果、GLuc mRNAと PABPの結合に

おいて、A240と A360 mRNAは、A120 mRNAに比べて有意に結合量が増加し
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た (図 9B 左)。一方で eIF4E や eIF4G タンパク質との結合に関しては、A240 

mRNAは、A120や A360 mRNAよりも有意に結合量が増加した (図 9B中央、

右)。 

 
 

 

図 9	
  RNA結合タンパク質と GLuc mRNAの結合能 
GLuc mRNAは、ヒト細胞由来細胞抽出液を用いて翻訳を行った. (A)タンパク
質は SDS-PAGEにより分画し、抗 PABP抗体、抗 eIF4G、抗 eIF4E抗体、ま
たは抗 β-アクチン抗体を用いてウエスタンブロットにより解析した(各 n=3) 
(B)GLuc mRNAと抗 PABP抗体 (左)、抗 eIF4G (中央)、抗 eIF4E抗体 (右)と
免疫沈降した(各 n=6).結合したmRNA 量は、各鎖長の免疫沈降前のmRNA量
で標準化を行い、A120 mRNA量への相対比で表された. **, p , 0.01; ANOVA 
Tukey’s test. 
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4	
 考察  

	
 本研究でオリゴ DNA を用いて作製した 120 塩基までの poly(A)鎖を持つ

mRNA や長鎖長化した poly(A)鎖を持つ mRNA は、poly(A)ポリメラーゼにより

poly(A)鎖が付加された酵素付加 mRNA に比べて均一鎖長であった。酵素付加

mRNAは、オリゴ DNAにより poly(A)鎖を付加した mRNAよりも鎖長分布が生

じることが報告されている[8]。従ってこれらの結果より、均一な poly(A)鎖を持

つ mRNAを作製する上で、オリゴ DNAを用いた poly(A)鎖の付加は優れた方法

である。 

	
 オリゴ DNAを用いた poly(A)鎖の最大塩基長はこれまで 120 塩基であったが

[8,12]、本研究では最大 360 塩基長までの長鎖長化に成功した。今後さらに長鎖

長化するためには、より安定なテンプレート DNAの作製とオリゴ DNA自体の

長鎖長合成が課題である。 

	
 一定鎖長の poly(A)鎖を持つ mRNAと酵素付加 mRNAの導入によるタンパク

質発現への影響についてはこれまで報告されていなかった。本研究では、

Lipofectamine LTXを用いて培養細胞に導入し比較した結果、一定鎖長の poly(A)

鎖を持つ mRNAは、酵素付加 mRNAに比べて高いタンパク質発現を示した。従

って、一定の poly(A)鎖長を持たないことによって生じる mRNAの純度の低下は
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タンパク質発現に影響すると考えられる。 

	
 異なる poly(A)鎖長の mRNA を培養細胞に導入した際のタンパク質発現への

影響については既に報告されている。TransMessenger Transfection Reagent 

(QIAGEN)によりホタルルシフェラーゼ mRNA を UMR-106 細胞に導入すると、

poly(A)鎖長が 0から 100 塩基までの様々な mRNAの中で、 60 塩基の poly(A)

鎖長を持つ mRNA が最も高いタンパク質発現を示す[12]。またエレクトロポレ

ーション法により Green Fluorescent Protein (GFP) mRNAを樹状細胞に導入する

と、120 塩基の poly(A)鎖長を持つ mRNA が最も高いタンパク質発現を示すこ

とが報告された[8]。本研究の Lipofectamine LTXを用いて導入を行った結果では、

60から 120 塩基長までの poly(A)鎖長を持つ GLuc mRNAは、細胞種ごとに高タ

ンパク質発現を示す鎖長は異なっており、先行論文の結果と同様の傾向を示し

た。従って、120 塩基長までの poly(A)鎖長を持つ mRNAは、導入する細胞種や

方法によって高タンパク質発現を示す poly(A)鎖長は異なることが示唆された。 

	
 本研究で作製した A240 mRNAは、解析した株化・初代培養細胞の種類によら

ず、高タンパク質発現を示した。培養細胞への導入において Lipofectamine LTX

を使用したが、これはナノミセルを用いて導入した際に発現するタンパク質量

が低いためである。A240 mRNAは、ナミセルを用いた下肢骨格筋への導入にお
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いても最も高いタンパク質発現を示した。これまで in vivo 下における poly(A)

鎖長間のタンパク質発現への影響は調べられていなかったが、本研究により初

めて明らかになった。以上より、GLuc と NLuc 遺伝子における 240 塩基長の

poly(A)鎖は、培養細胞や生体環境下に導入する際に高タンパク質発現を示す鎖

長であることが示唆された。他の核酸分子導入試薬や異なる投与部位に導入し

た場合も同様の傾向を示すかどうかは、今後検討が必要である。 

	
 poly(A)鎖は、細胞質における mRNAの分解機構と環状構造形成による翻訳の

活性化に関与する[2-7]。本研究では、poly(A)鎖長の違いによる mRNAの安定性

を評価するため、細胞内に残存する mRNA量を調べた。導入 4から 8 時間後に

おいて、長鎖長であるA240, A360または酵素付加mRNAは、他の短鎖長のmRNA

に比べて残存量が多く、安定性が高い傾向が見られた。過去の報告において、

エレクトロポレーション法により導入された GFP mRNAは、poly(A)鎖長が 0か

ら 120 塩基までの mRNAにおいては、120 塩基長の poly(A)鎖を持つ mRNAが

最も細胞質内における安定性が高いことが示された[8]、従ってこれらの結果よ

り、短鎖長の poly(A)鎖を持つ mRNAは早く分解されることが示唆された。本研

究の導入 0から 4 時間後の残存量の結果は、mRNAの細胞内への導入効率と安

定性の二つの要因が含まれる。360 塩基長までの mRNAは短鎖長の mRNAと同
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等の残存量を示し、導入効率に大きな影響はないことが考えられる。一方で酵

素付加mRNAは短鎖長のmRNAに比べて残存量が少なかった。導入 4から 8 時

間後までにおいて、酵素付加 mRNAは他鎖長に比べて高い安定性を持つ傾向を

示しており、酵素付加 mRNAの導入効率は他鎖長に比べて低いことが考えられ

た。 

	
 安定性の評価において、A240と A360 GLuc mRNAの残存量は同等であった。

そこで A240 GLuc mRNAの高タンパク質発現への効果は、他の要因からの影響

であることが示唆されたため、翻訳効率への影響を評価した。無細胞タンパク

質合成系において、A240 mRNAは最も翻訳効率が高く、in vitro及び in vivoに

導入した結果と同様の傾向を示した。従って A240が高タンパク質発現を示した

のは、短鎖長の mRNA に比べて安定性と翻訳効率が優れていること、A360 

mRNAに対しては翻訳効率に因る可能性が示唆された。また酵素付加mRNAは、

安定性に関して A240 mRNAと同等であったが、導入効率と翻訳効率が低いため

タンパク質発現に影響したと考えられる。 

	
 poly(A)鎖と Cap 構造は、タンパク質翻訳効率において相乗作用を持ち[20]、

翻訳段階において形成される Cap-eIF4E-eIF4G-PABP-poly(A)鎖ループ構造は、リ

ボソームのリサイクリングに影響する[5,7]。Kahvejianらは、poly(A)ポリメラー
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ゼにより付加された poly(A)鎖を持つ mRNAは、無細胞系において翻訳開始因子

複合体の eIF4E や eIF4G と結合することを明らかにした[52]。しかしながら

poly(A)鎖長の違いによる RNA 結合タンパク質との結合性の違いを調べた報告

はこれまでなかった。本研究により、一定鎖長の poly(A)鎖を持つ mRNAを導入

した際の、翻訳開始因子複合体と mRNAの結合能が初めて明らかになった。長

鎖長化した poly(A)鎖を持つGLuc mRNAは、PABPとの結合能の向上が見られ、

一方で 360塩基の長鎖長化した poly(A)鎖を持つmRNAは翻訳開始因子との結合

能の低下が見られた。本研究により、長鎖長化した mRNAと翻訳開始因子との

結合能の変化が示されたが、結合能と翻訳との相関は明らかになっていない。

A360 mRNAの導入によりタンパク質発現が低下した理由としては、長鎖長化し

すぎた poly(A)鎖と翻訳開始因子との結合能の低下により複合体形成が阻害され、

翻訳効率の低下が起きた可能性が考えられる。 

	
 内在性の mRNAの分解機構や翻訳過程への poly(A)鎖の影響については、これ

までに多くの報告がされてきた。さらに近年、次世代シークエンサーを用いた

poly(A)鎖長の解析法が報告され、ゲノムワイドな解析が可能となった[53]。この

技術により、poly(A)鎖が寄与する mRNAメタボリズムについて研究が大きく進

展することが期待される。一方で、導入された外在性の mRNAについてはまだ
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知見は十分ではない。poly(A)鎖長の違いは、本研究で調べた他の mRNA結合因

子やタンパク質間の結合の影響、また二次構造や三次構造に変化を及ぼすこと

も考えられる。従って、今後さらに詳細な解析が求められる。 

	
 本作製法により均一かつ長鎖長の mRNA作製が可能になった。塩基長の一定

でない mRNAは、ポリマーとの静電相互作用によるナノミセル調製の際の、物

性や機能が一定しない原因の一つとしてこれまで懸念されていた問題であった。

本作製法は、物性の安定したナノミセルの調製に役立つことが期待される。本

作製法を用いた mRNAの導入によるタンパク質発現への効果においては、従来

の最大塩基長の mRNAに比べて約二倍の発現向上が確認された。しかし臨床応

用を考えるには、まだ十分な発現が得られたとは言えない。先に紹介した、βグ

ロビン遺伝子配列を GFP 遺伝子の 3’ UTRに挿入した mRNAは、樹状細胞への

導入において、約二倍のタンパク質発現の向上を示す[8]。UTR配列が最適化さ

れたテンプレート DNA は遺伝子配列を挿入することで簡便に作製することが

できるため、本作製法と併用することでさらにタンパク質発現の向上が期待で

きる。また、治療用 mRNAに本作製法を適用する上では、今回使用した二種の

ルシフェラーゼ mRNAと大きく塩基長が異なる可能性も考えられる。そのため

治療用 mRNAに最適な poly(A)鎖長については、今後新たな検討が必要となって
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くることが予想される。 

	
 近年、いくつかの大学において、RNAの治療応用を進展させるためのセンタ

ーが設立されている。また前臨床や臨床試験に向け、大学発のベンチャー企業

も生まれている。例えば塩基修飾法を報告した Rudolphらは 2009 年に Ethris社

を設立し、塩基修飾法によって免疫原性が抑制された SNIM®-RNA を用いた疾

患治療に取り組んでいる。他には、Argos Therapeutics社、BioNTech社、CureVac

社、eTheRNA社、Factor Bioscience社、Moderna社などが設立されている。また

大手製薬会社も mRNA治療に向けた開発に参入している。ベンチャー企業が開

発した mRNA作製技術とのライセンス契約が活発に結ばれており、先に挙げた

Ethris 社は 2013 年に Shire 社、Moderna 社は 2013 年と 2014 年にそれぞれ

AstraZeneca社と Alexion社、CureVac社は 2014年に Sanofi Pasteur社と契約締結

を発表している。このように mRNAの治療応用に向けた取り組みは、大学や産

業界で盛んに行われるようになってきており、2013 年には第一回の International 

mRNA Health Conferenceがドイツで催された。 

	
 当研究室による成果も含め、in vivoに mRNAを導入した mRNAデリバリーの

実現はいくつか報告されているが、現在までに臨床試験に至った例はない

[25,41]。今後、本作製法が mRNA作製における有力な手法となり、in vivoへの
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mRNA導入による治療が実現されることが期待される。 
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5	
 結語  

	
 本研究では、テンプレート DNAに typeⅡS型制限酵素認識配列を挿入した 120 

塩基の poly(d(A/T))配列を複数連結して組み込むことで、一定かつ長鎖長の

poly(A)鎖を持つ mRNA を作製する手法を確立した。本作製法を用いることで、

最長 360 塩基長までの長鎖長 poly(A)鎖を持つルシフェラーゼ発現 mRNA を作

製した。作製したルシフェラーゼ発現 mRNA を培養細胞またはマウス下肢骨格

筋に導入した結果、240 塩基の poly(A)鎖を持つ mRNAが最も高いタンパク質発

現を示し、安定性と翻訳開始因子（eIF4G, eIF4E）を介する翻訳効率の向上が寄

与することが示唆された。本作製法により高タンパク質発現な mRNAの作製が

可能となった。 
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