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京都⼤学 iPS 細胞研究所（CiRA） 
東京⼤学 

新たな RNA 技術「スプリット RNA スイッチ」の開発 
―特定の細胞を標的とした遺伝⼦発現制御の正確性を⼤幅に向上― 

ポイント 

• RNA スイッチを複数利⽤して１つの遺伝⼦の発現制御を⾏う技術「スプリット RNA スイッチ」を
開発した。 

• メッセンジャーRNA（mRNA）の導⼊のみで、標的細胞を正確に識別し純化することや、細胞種特
異的にゲノム編集を誘導することに成功した。 

• 2 種類以上の⽣体分⼦（マイクロ RNA、タンパク質）の同時検出を mRNA の導⼊のみで実現し
た。 

1. 要旨 

⿑藤博英 教授（京都⼤学 iPS 細胞研究所（CiRA）、東京⼤学定量⽣命科学研究所（IQB））、⼤野
博久 助教（CiRA）、阿部⼀樹 ⼤学院⽣（京都⼤学⼤学院医学研究科、東京⼤学 IQB）らのグループ
は、細胞の状態に応じて遺伝⼦発現を誘導できる RNA スイッチ注 1)の精度を⾼める技術の「スプリット
RNA スイッチ」を新たに開発しました。本技術により、医療応⽤を含めた幅広い⽤途で、⾼精度で、よ
り汎⽤性の⾼い遺伝⼦発現制御が可能となります。 

iPS 細胞はさまざまな細胞に分化する能⼒をもちますが、分化誘導では⽬的の細胞以外の細胞も含ま
れており、細胞種ごとの解析や特定の細胞の移植などのために、細胞を選別・純化する操作が必要とな
ることがあります。 

研究グループは、これまでに、遺伝⼦発現を制御する標的となる細胞に存在する miRNA やタンパク
質などの⽣体分⼦を認識して遺伝⼦発現を抑制する OFF 型 RNA スイッチ（CiRA ニュース 2015 年 5 ⽉
22 ⽇）と、遺伝⼦発現を誘導する ON 型 RNA スイッチ（CiRA ニュース 2022 年 1 ⽉ 6 ⽇）を開発して
います。さらに、この RNA スイッチを⽤いて、細胞の種類によって培養⽫上で選別を⾏うことに成功
しています。 

しかし、従来の ON 型の RNA スイッチでは、遺伝⼦発現を誘導する⽣体分⼦が存在しない細胞で
も、RNA スイッチからタンパク質がある程度合成されてしまう「翻訳漏洩」注 2)が起きることがわかっ
ていました。特定の種類や状態の細胞に対して選別を⾏ったり、ゲノム編集を⾏う場合、⽬的外の細胞
の残存や標的外の細胞のゲノム改変が起きてしまうと、安全性や品質に懸念が⽣じるため、翻訳漏洩は
実⽤上の課題となっていました。 
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本研究では、タンパク質合成（翻訳）後にタンパク質同⼠が相互作⽤して機能するタンパク質をつく
る「プロテインスプライシング」注 3)という酵⺟で発⾒された⽣命現象を RNA スイッチ技術と組み合わ
せることで、「翻訳漏洩」の改善に取り組みました。その結果、標的とする細胞をより⾼精度に区別す
ることに成功し、特定の細胞へのゲノム編集や細胞選別などに有⽤であることを⽰しました。 

また、本技術は、複数の RNA スイッチから１つの出⼒（タンパク質合成）を得られるため、１つの
⽣体分⼦で特異的に細胞種を特定することが困難な場合にも、複数の⽣体分⼦を認識する RNA スイッ
チを組み合わせることで細胞識別が可能となります。このことから、細胞特異的な遺伝⼦発現誘導の設
計における汎⽤性を⾼め、RNA スイッチの応⽤の幅をさらに広げる技術としても役⽴つことが期待され
ます。 

この研究成果は 2025 年 7⽉ 1 ⽇（英国時間）に、国際科学誌「Nature Communications」でオンラ
イン公開されました。 

2. 研究の背景 

mRNA は、細胞内でゲノムを傷つけることなくタンパク質の合成を誘導させることができるツールと
して注⽬されています。研究グループは、合成した mRNA を細胞内に導⼊し、細胞内に存在するタンパ
ク質やマイクロ RNA（miRNA）注 4)と相互作⽤することで遺伝⼦発現を促進 (ON 型)／抑制 (OFF 型) 
する RNA スイッチ技術を多数開発しています。 

遺伝⼦治療や再⽣医療など、特定の細胞でのみ遺伝⼦発現を誘導するためには、標的細胞のみに作⽤
することや、⽬的外細胞を正確に区別することが安全性の観点から重要です。しかし、従来の ON 型の
RNA スイッチ技術は、細胞内で RNA スイッチと反応するタンパク質や miRNA が存在しない状況で
も、遺伝⼦発現が成⽴してしまう「翻訳漏洩」がみられ、医療への応⽤のための課題となっていまし
た。 

そこで本研究では、翻訳漏洩を改善する新たな RNA スイッチの開発に取り組みました。この課題を
克服するため、研究グループはプロテインスプライシングという酵⺟で最初に発⾒された⽣命現象に着
⽬しました。プロテインスプライシングは、「インテイン」という特殊なタンパク質が⾃⾝を切り出
し、残りの部分を再結合する反応です。 

研究グループは、複数の RNA スイッチから作られる翻訳産物がプロテインスプライシングにより単
⼀のタンパク質として機能し、⽬的の細胞でのみ活性型のタンパク質が作られる「スプリット RNA ス
イッチ」システムを構築しました。これにより、⽬的外の細胞では、翻訳漏洩した翻訳産物であるタン
パク質断⽚が、不活性型タンパク質となり、翻訳漏洩の作⽤を無効化することに成功しました。 

3. 研究結果 

１）プロテインスプライシングを活⽤したスプリット RNA スイッチの設計 

研究グループは、プロテインスプライシングという機構を RNA スイッチと組み合わせたスプリット
RNA スイッチを考案しました（図 1）。ベースとなるスプリット RNA スイッチでは、miRNA やタンパ
ク質など、特定の⽣体分⼦（標的分⼦）を認識し遺伝⼦発現を誘導する ON 型 RNA スイッチ（ON スイ
ッチ）を２つ⽤います（上部）。スプリット RNA スイッチを構成する個別の RNA スイッチは、標的細
胞で発現を誘導したいタンパク質（POI（Protein Of Interest）、⽬的タンパク質）を分割した断⽚を作
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る遺伝⼦をもち、miRNA に応答して発現します。タンパク質断⽚をコードする RNA スイッチ上の遺伝
⼦配列には、それぞれ完全⻑タンパク質となるための接合部分に「インテイン」断⽚の配列を付加しま
す。これによって、インテインの断⽚どうしが反応して２種類のタンパク質断⽚どうしを結合させるプ
ロテインスプライシングが誘導されます（下部）。 

それぞれの RNA スイッチから合成された⽬的タンパク質（POI）の断⽚が、単独では働きをもたない
ようにタンパク質を分割することにより、２つの RNA スイッチが両⽅とも作動した場合に初めて、活
性型の⽬的タンパク質が合成されます。 

図 1. プロテインスプライシングを活⽤したスプリット RNA スイッチ 

２）標的分⼦がない細胞での「翻訳漏洩」を改善するスプリット RNA スイッチの構築 

次に、スプリット RNA スイッチの仕組みを利⽤して、標的以外の細胞での翻訳漏洩を無効化し、標
的細胞のみで機能的な活性をもつ⽬的タンパク質（POI）を誘導するシステムの構築に取り組みまし
た。これを可能とするため、RNA スイッチが認識する⽣体分⼦が存在しないときに遺伝⼦発現を誘導す
る「OFF 型 RNA スイッチ（OFF スイッチ）」を利⽤します。研究グループは、OFF スイッチに、機能
をもたないタンパク質断⽚とインテインの断⽚をつないだ遺伝⼦を組み込みました。 

この OFF 型 RNA スイッチから作られるタンパク質断⽚（C末端側）と、結果１）で設計した ON ス
イッチの⼀⽅から作られる正常なタンパク質断⽚（N末端側）は、インテインを介してプロテインスプ
ライシングを引き起こし、機能的に不活性なタンパク質を作ります（図２A）。 

翻訳漏洩が問題となるのは、RNA スイッチに結合する⽣体分⼦がない状態の「標的ではない細胞」で
す（図２A 上）。この状態の細胞では、翻訳漏洩により ON スイッチから正常なタンパク質断⽚が合成
されます。しかし、対照的に同条件で遺伝⼦発現が誘導される OFF スイッチからは、変異型タンパク
質断⽚が合成されます。この２つの断⽚が、共にインテイン断⽚をもつので、プロテインスプライシン
グによって結合して、機能的な活性をもたないタンパク質が作られます。この⼀連の反応により、標的
外細胞での翻訳漏洩の無効化が実現します。 

⼀⽅、RNA スイッチの認識する⽣体分⼦をもつ標的細胞では、⽣体分⼦を認識して OFF スイッチか
らの変異型タンパク質断⽚の合成が抑制されることにより、活性型の⽬的タンパク質（POI）が⽣成さ
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れます（図 2A下）。 

実際に、ON 型と OFF 型を組み合わせたスプリット RNA スイッチを細胞に導⼊した場合、標的の細
胞に対して、標的ではない細胞で⽬的タンパク質（POI）の⽣成を有意に抑えることができました。 

図 2. 標的分⼦がない場合の翻訳漏洩を改善するスプリット RNA スイッチ 

A： 翻訳漏洩を改善するスプリット RNA スイッチの設計としくみ。 
B： A のスプリット RNA スイッチを細胞に導⼊した結果（右）、従来の RNA スイッチ（左）と

⽐べて、RNA スイッチの認識する⽣体分⼦をもたない標的でない細胞（miRNA（-））で、
活性型タンパク質の発現が抑えられた。 

３）スプリット RNA スイッチを⽤いた細胞の選別 

次に、結果２）で構築した翻訳漏洩を無効化するスプリット RNA スイッチシステムを⽤いて、複数
種の細胞から特定の細胞のみを選別する実験を⾏いました。研究グループは、特定の miRNA（miR-21-
5p）を認識して、抗⽣物質に対する耐性を獲得するタンパク質（薬剤耐性タンパク質）の⽣成が誘導さ
れるスプリット RNA スイッチを構築しました（図３上）。 

miR-21-5pをもつ標的細胞では、OFF スイッチの変異型タンパク質断⽚の発現が抑制され、薬剤耐性
タンパク質が誘導されます。その結果、抗⽣物質を添加したときに薬剤耐性タンパク質をもつ標的細胞
が⽣き残ります。もし、翻訳漏洩があると、miR-21-5pをもたない標的以外の細胞でも薬剤耐性タンパ
ク質が誘導されてしまいます。その結果、翻訳漏洩が原因となり、標的以外の細胞も⽣き残ってしまい
標的細胞の効率的な選別ができなくなります。 

miR-21-5pが存在する HeLa細胞（標的細胞）と、miR-21-5pが存在しない HEK293FT細胞（標的
外細胞）の２種類の細胞を共培養し、標的細胞で薬剤耐性タンパク質の⽣成を誘導する従来型の ON 型
スイッチとスプリット RNA スイッチの 2 種を⽐較しました。その結果、抗⽣物質を添加すると、スプ
リット RNA スイッチを導⼊した場合に標的細胞を効率よく選別できることが⽰されました（図３
下）。 
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このシステムを応⽤することで、従来、iPS 細胞から分化誘導して得られた複数種類の細胞からフロ
ーサイトメトリー注 5）で選別していた過程を、培養⽫で実現することが可能になります。 

図 3. スプリット RNA スイッチを⽤いた細胞の選別 

４）スプリット RNA スイッチを⽤いた細胞種特異的なゲノム編集 

次に、ゲノム編集に広く⽤いられている Cas9タンパク質注 6)を誘導するスプリット RNA スイッチを
構築しました。Cas9はガイド RNA と呼ばれる短い RNA と共に、細胞核内のゲノム DNA 上の特定の部
位に移⾏し、DNA を切断します。ガイド RNA は、特定のゲノム配列を認識することで、ゲノム編集の
部位を⾃由に設計することが可能です。 

miR-21-5pを認識し、Cas9タンパク質の合成を誘導するスプリット RNA スイッチと、ゲノム上の変
異遺伝⼦を認識するガイド RNA を細胞に共導⼊しました。その結果、従来の RNA スイッチと⽐較し
て、スプリット RNA スイッチでは、miR-21-5pが存在しない標的外細胞で誤ってゲノム編集が起きて
しまう割合が⾮常に低く抑えられました。 

遺伝⼦治療では、標的細胞で選択的に遺伝⼦の修復が誘導され、標的ではない細胞には影響を与えな
いことが、治療の安全性のために重要です。実験結果からスプリット RNA スイッチを⽤いることで、
より正確に標的細胞に限定して遺伝⼦修復することが可能になると考えられます。 
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図 4. スプリット RNA スイッチを⽤いた細胞種特異的なゲノム編集 

５）細胞特異性の設計⾃由度を⾼める、複数の標的分⼦を認識する多⼊⼒システムの構築 

これまでの RNA スイッチの多くは、標的細胞に特異的な miRNA やタンパク質などの⽣体分⼦が前提
となっています。しかし、実際には、複数種類の細胞群のうち⽬的の細胞で特異的に発現する単⼀の⽣
体分⼦を同定することが難しい場合もあります。そこで、研究グループは、スプリット RNA スイッチ
を構成する各 RNA スイッチが異なる miRNA を認識し、その⽣体分⼦の有無の組み合わせによって⽬的
タンパク質の合成が成⽴するシステムを考案しました（図 5）。 

実際に、２種類の miRNA（miR-21 と miR-302）を認識して、⽬的タンパク質の N末端断⽚と C末
端断⽚をコードする ON スイッチの組み合わせを作り、さらに、翻訳漏洩の効果を抑えるため、それぞ
れの miRNA を認識して、変異型タンパク質断⽚をコードする２種類の OFF 型 RNA スイッチを作りま
した。このスプリット RNA スイッチを、２種類の標的分⼦がともに存在する細胞、どちらか⼀⽅のみ
が存在する細胞、どちらも存在しない細胞の計４種類の状態の細胞に導⼊しました。その結果、標的分
⼦が２種類とも存在する細胞においてのみ有意に⽬的タンパク質を⽣成するシステムであることが確認
されました。 

この⽅法を応⽤すると、ON スイッチと OFF スイッチの組み合わせを変えることで、⽣体分⼦ A が存
在し、⽣体分⼦ B が存在しない細胞を標的細胞とすることなども可能となります。複数の標的分⼦（⼊
⼒）を認識して、⽬的タンパク質（出⼒）を⽣成することのできる多⼊⼒システムは、細胞の選別や遺
伝⼦編集を⾏う標的細胞の特異性をより柔軟に設計できる利点をもちます。 

図 5. 複数の標的分⼦を認識する多⼊⼒システムの構築 
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4. まとめと展望 

本研究では、プロテインスプライシングの仕組みを利⽤して RNA スイッチの翻訳漏洩を改善し、ゲ
ノム編集や細胞選別に応⽤できることを⽰しました。今後、⾼い安全性の求められる遺伝⼦治療の技術
開発や再⽣医療⽤の細胞製造に対して、RNA スイッチ技術を応⽤することに役⽴つ重要な成果です。ま
た、複数の RNA スイッチを統合して、１つのタンパク質の合成（出⼒）を誘導できることから、複雑
な条件設定のもとで動作する⼈⼯遺伝⼦回路の構築にも使える強⼒なツールとなることが期待されま
す。 
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gene expression 
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• iPS 細胞研究基⾦ 

7. ⽤語解説 

注1） RNA スイッチ 
特定の⽣体分⼦（マイクロ RNA やタンパク質など）を認識し、遺伝⼦発現を ON/OFF のように
制御する⼈⼯的な RNA 分⼦。 

注2） 翻訳漏洩 
RNA スイッチによって遺伝⼦発現が抑制されている状態の細胞においても、完全に抑制されず、
ある程度のタンパク質が合成されてしまう現象。 

注3） プロテインスプライシング 
独⽴した 2 つのタンパク質断⽚が、それぞれに含まれる「インテイン」という特殊なタンパク質
断⽚を介して結合し、機能的な 1 つの完全⻑タンパク質になる⽣命現象。酵⺟で発⾒された。 

注4） マイクロ RNA（miRNA） 
約 22塩基の短い RNA 分⼦で、遺伝⼦発現を抑制する機能をもつ。 

注5） フローサイトメトリー 
細胞にレーザー光を当て、散乱光や蛍光を検出することで、細胞の数や種類、特定の分⼦の発現
などを解析・選別する技術。 

注6） Cas9タンパク質 
ゲノム編集技術 CRISPR/Cas9 システムにおいて、ガイド RNA と協調して DNA を切断する酵素
タンパク質。 

 
 


