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はじめに

組換えタンパク質の市場規模は年々拡大しており，バ
イオ医薬品に関してJCR Pharmaceuticalsによれば，2020
年に約30兆円になると予想されている．たとえば，再生
医療で用いられる幹細胞の培養時に添加される細胞増殖
因子の中には，mgあたり数十万円以上と非常に高価なも
のもあり，再生医療製品の高コスト化の原因の一つとなっ
ている．そのため，それらの異種生物での低コスト生産
が期待されている．
このような状況の中で，植物を宿主とした組換えタン
パク質生産は，その生産の容易さと，アグロバクテリウ
ムやウイルスベクターを用いた一過的な発現システムな
どに関わる技術進展により近年注目を集めている．植物
分子生物学の目覚しい発展により，遺伝子発現制御機構
が明らかにされるとともに，実際にその知見を活用して
植物（細胞）で効率良く目的タンパク質を発現させる試
みが多数行われている 1–5)．
しかし，これら開発された発現システムの多くが個別
遺伝子発現に着目した発見的手法に基づいたものであ
る．一方で近年，次世代シーケンサーなどを用いて大規
模に細胞内のデータを容易に取得することが可能とな
り，その情報に基づいた発現システムの開発も行われる
ようになってきている．本稿では，遺伝子発現制御ステッ
プの一つである「翻訳」の過程に着目し，各mRNAの翻
訳状態およびその配列情報を大規模に取得し，in silicoで
の数理モデルの構築を通した導入遺伝子高発現に向けた
革新的な試みを紹介する．

細胞内mRNAの網羅的な翻訳状態解析と 
高発現システムの構築

遺伝子の発現量は，さまざまな段階で制御されており，
その一つがmRNAの翻訳段階である．哺乳動物細胞を
用いた研究では，mRNAの翻訳効率の差が最終的なタ
ンパク質蓄積量に非常に大きな影響を与えることが報告
されている 6)．植物細胞においても翻訳段階の重要性は
知られている．植物細胞の中でmRNAの翻訳効率（翻
訳状態）はmRNA種によって大きく異なり，成長や組
織の発達によって変動し 7)，高温・乾燥・栄養飢餓など

さまざまな環境ストレス条件下では，多くのmRNAか
らの翻訳が抑制される 8)．これは，植物へ導入した外来
遺伝子の翻訳についても同様である．導入遺伝子の翻訳
状態は，植物の生育条件や発達状態によっては必ずしも
良好とは限らず，場合によってはその翻訳状態が抑制さ
れている可能性も考えられる．一方で，細胞内に存在す
るmRNA種の中には，通常条件に加えて発達した植物
体や環境ストレス条件下でも常に活発に翻訳されている
mRNA種も存在している．
このようなmRNAの翻訳状態制御に関わる非常に重
要な要素として，5’非翻訳領域（5’UTR）があげられる．
翻訳は，5’Cap構造に翻訳開始因子（eIF4複合体）が結
合し，リボソーム40Sサブユニットが5’UTRにリクルー
トされることによって開始され，その律速はmRNAへ
のリボソームのリクルート過程である．そのため，足場
となる5’UTRはmRNAの翻訳効率を規定する重要な要
因である．植物の内在遺伝子の中で常に活発に翻訳され
ている（常に翻訳状態が良い）mRNAを探索し，その
5’UTRを導入遺伝子発現系に活用することは，高効率
な導入遺伝子発現系を開発するうえで理に適ったものと
いえる．
一般的にmRNAの翻訳状態は，mRNAに多数のリボ
ソームが結合していれば翻訳が活発であり（ポリソームを
形成），リボソームが結合していなければ翻訳が行われて
いない（ノンポリソーム）というように，mRNAに結合す
るリボソームの数を指標として判断される9)．このような
手法はポリソーム解析と呼ばれており，DNAマイクロア
レイ解析などと組み合わせることで，mRNAの翻訳状態
を網羅的に評価することが可能である．PR（Polysome 
Ratio）値とは，それぞれのmRNAの全mRNA量に対し
てのポリソーム画分に存在する量の比を数値化した値で
あり，各mRNAの翻訳状態を表す指標の一つである．
mRNAのPR値が高い程，活発に翻訳されているものと
予想される．そこで筆者らは，シロイヌナズナ幼植物体・
成長した植物体・未展開葉・展開葉・培養細胞・熱処理
した培養細胞などにおいて，全mRNA種の翻訳状態を
ポリソーム /マイクロアレイ解析により調べた．各試料
における全mRNA種のPR値を算出し，すべての条件で
PR値が高く，活発に翻訳されているmRNA種のランキ
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ング化を行った．その概念図を図1に示す．
その結果として，ランキング上位のmRNA種から単

離した5’UTR配列（データベースの配列情報を利用）が，
シロイヌナズナとタバコ植物体において，植物体の成長，
発達や熱ストレスによる翻訳の抑制を回避し，恒常的で
活発な翻訳に寄与することを示した 10)．
一方で，遺伝子によっては複数の転写開始点が存在し
ている．これは，5’UTRが異なる複数のmRNAのバリ
アントが転写されていることを意味しており，各mRNA
のバリアント間で翻訳状態が異なることが予想される．
実際，個別遺伝子を対象として，同一遺伝子由来の異な
る5’UTRをレポーター遺伝子に連結し，翻訳状態を解
析したところ，5倍以上の差が認められた．そこで筆者
らは，ゲノムワイドに転写開始点を決定できるCap 
Analysis of Gene Expression（CAGE）解析法 11)とポリ 
ソーム解析を組み合わせ，次世代シーケンサーを用いて
転写開始点の異なるmRNAのバリアント単位でPR値を
評価できる新たな解析手法を開発した．これを活用し，
さらに高効率な発現に寄与する5’UTRの取得にも成功
した 12)．

数理モデルの構築とその活用

細胞内に存在するmRNAの翻訳状態の違いは，mRNA
の配列もしくは配列に依存した構造の違いで必ず説明で
きるはずである．筆者らは，上述のように，全mRNA
の翻訳状態データ（PR値）と全mRNAの配列データを
取得し，二つのゲノムワイドデータを用いた in silico解
析を行うことで，mRNAの配列情報からタンパク質へ
の翻訳効率を予測できる数理モデルの構築を行った．具
体的には，mRNA上の各塩基の比率，特定の配列パター
ン，二次構造の形成度合い，rRNAとの相補な配列長，
uORFの有無，mRNA長などに関する多くの特徴を，
Cap構造やAUGからの距離も考慮したさまざまな領域
で評価し，それら膨大な配列的特徴の複合的な影響につ

いて，mRNAの配列情報からPR値を説明できる数理モ
デルの構築を行った．その概念図を図2に示す．この数
理モデルによって示された配列的特徴の多くは，5’UTR
内およびmRNAの5’UTRから遺伝子領域（CDS）まで
を含む5’側の数百塩基の領域に多く存在しており，こ
れらの領域が翻訳状態の決定に特に重要な領域であると
考えられた．この結果は，従来の5’UTR配列の重要性
を再確認するとともに，これまではあまり重視されてい
なかった5’UTRからCDSを含む幅広い領域での配列の
重要性を示すものであった．
構築した数理モデルを活用することで，以下の取組み
が可能になることが期待される．
目的遺伝子の高翻訳を可能にする5’UTR配列の選抜　　

CDSの配列は目的タンパク質によって異なる．構築した
数理モデルによって示された，5’UTRからCDSまでの
幅広い範囲での配列の重要性は，5’UTR配列とCDS配
列の間で協調的に働く特徴が存在していることを意味し
ている．つまり，目的遺伝子の配列ごとに適した5’UTR
配列は異なっていることが示唆されている．筆者らが構
築した数理モデルは，目的遺伝子に任意の5’UTRを連
結したキメラな仮想mRNA配列についても，その翻訳
状態を予測することが可能である．そこで，レポーター
遺伝子（ホタルルシフェラーゼ）に約4000種の5’UTR 
配列を in silicoにて連結した仮想mRNAについて，それ
ぞれの翻訳状態を予測した．レポーター遺伝子を高翻 
訳できると予測された5’UTRについて，一過性発現実
験によって in vivoでの検証を行った結果，実際に，汎用
的な5’UTRとして単離したものよりも翻訳活性の高い
5’UTRを選抜することができた．このことから，構築
した数理モデルは生体内での翻訳活性，つまり実際のタ
ンパク質の生産効率を十分に説明することが可能であ
り，使用する発現カセットの生体内における翻訳能力を

図2．mRNAの配列情報からタンパク質への翻訳効率を予測で
きる数理モデルの構築

図1．全mRNAの翻訳状態をPR値として数値化し，ランキン
グ化
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予測することができる．また，目的遺伝子配列に特化し
た5’UTRの選抜も可能である（テーラーメイド）．
目的タンパク質の翻訳量を自在にコントロール　　
細胞内で複数のタンパク質（酵素）を発現させ，新たな
代謝経路を創設する場合，必ずしもすべての酵素を高発
現させる必要はなく，それぞれの酵素の単位活性量に見
合う発現が求められる．構築した数理モデルにより，多
数の5’UTRを目的遺伝子に連結した仮想mRNAを評価
することで，発現量が異なる5’UTRを選抜することが
でき，代謝流束に応じた合目的な発現システムを構築で
きると期待される．
数理モデルを利用した配列の準最適化　　筆者らが構
築した数理モデルには，各特徴が翻訳状態に与える影響
が正負の情報として含まれている．たとえば，翻訳状態
に負の影響を与える特徴を限りなく少なくし，正の影響
を限りなく多くすれば，これまでにない高翻訳を可能に
する5’UTR配列を人工的に設計できる可能性がある（準
最適化による極大化）．

細胞内mRNAの網羅的な内部切断部位解析と 
数理モデルの構築

また筆者らは，mRNAの安定性についても網羅的な
解析を行っている．これまでに，導入した遺伝子由来の
mRNA蓄積量が意図に反し，きわめて低い場合がしば
しば報告されている．mRNAの分解機構は，ポリA短 
縮，キャップ除去に依存する分解とエンドヌクレアーゼ
による内部配列の切断に起因する分解に大別できる 13)．
一般的に，導入遺伝子を発現させる際は，両末端配列が
ある程度同一の発現カセット（5’UTRおよび3’UTR）を
使用することが多い．導入遺伝子によって蓄積mRNA
量が大きく異なる要因には，特にmRNAの内部切断に
依存する分解機構が大きく関与すると考えられる．そこ
で筆者らは，既存の解析系の問題点を改善し，mRNAの
内部切断部位を網羅的に同定できるTruncated RNA end 
sequencing（TREseq）法をシロイヌナズナにおいて確立
した14)．この実験手法を用いて，シロイヌナズナに加え，

イネ・バラ・レタスなどで同様の解析を行い，特定の配
列パターンがmRNAの内部切断に強く関与することを
見いだしている 15)．このmRNAの内部切断についても，
mRNA配列情報から切断部位と切断のされやすさを予
測可能な数理モデルの構築を行っており，最終的には内
部切断が起きにくい人工配列の設計につなげていきたい
と考えている．

今後の展望

現在，深層学習などの画期的な手法の登場によって，
さまざまな分野でAIの構築やモデリングといった試み
が行われている．今後は，バイオテクノロジーの分野に
おいても，本稿で紹介したような生命現象の数理モデル
化と，実際の有用タンパク質生産といった産業への活用
が期待される．
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