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緒緒  言言  

 
DNAやmRNAなどといった核酸を細胞に導入し、目的タンパク質を発現させる手法は1990年に登場し（Wolff 

et al., Science 1990）、遺伝子導入に核酸を用いるという概念が生まれた。当初、mRNA は細胞内において不安

定であり、その発現が一過性のものであることから、DNA を用いた遺伝子導入法が主流となった。しかし DNA
を用いた遺伝子導入には宿主ゲノムへの DNA 挿入による遺伝子変異および癌化の危険性が伴うという問題が浮

上してきた。そこで近年、DNA を用いる方法に代わって細胞外で人工的に合成した mRNA を用いる方法が注目

を集めている。実際に、COVID-19 に対するワクチンでは、ファイザー社やモデルナ社が新規モダリティとして

mRNA ワクチンを開発し、世界中で使用されるようになった［1，2］。以上のように、ワクチンとして mRNA の

使用が認められつつあるが、依然としてその副反応が問題となっている。副反応の発現頻度は mRNA ワクチン

の投与量と相関していることから［3］、いかに細胞内でのワクチン抗原の発現を効率化し、投与量を減らすこと

ができるかが課題である。 
mRNA ワクチンの発現効率を最適化するための手法として、第一に mRNA を安定化させる方法、第二に

mRNA の翻訳量を増大させる方法が考えられる。まず mRNA を安定化させる方法として、核酸の塩基部分に修

飾を施す方法が主流である［4］。別の方法として、我々は人工 mRNA の細胞内分解機構を解明し［5，6］、その

分解に関わる因子を阻害することで mRNA ワクチンを安定化させる方法論を提唱した。つまり、mRNA を安定

化させる方法についてはすでに種々存在する。一方で、翻訳効率を増大させる方法については未だ改善の余地が

ある。mRNA の翻訳においては、遺伝子をコードする領域ではない非翻訳領域（UTR）が大きく寄与している

［7］。一般的に、UTR に様々な RNA-binding protein（RBP）が相互作用することで、mRNA の翻訳が転写後

レベルで調節される。これまでのところ、この UTR を改変し、人工 mRNA の翻訳量を増大させようとする試み

は多々ある。しかしながらワクチン開発という観点に立つと、その多くが HeLa 細胞や A549 細胞などといった

一般的な培養細胞株を用いた検証にとどまっており、実際にワクチンが作動する細胞とは異なる細胞種で行われ

ている点で、依然として課題も多い［8］。事実、転写後調節機構は組織や細胞種によって異なるため、mRNA ワ

クチンが翻訳される筋肉細胞やマクロファージ、樹状細胞を用いてその翻訳効率を検証する必要があると考えら

れる。 
以上の背景を踏まえて、本研究では mRNA ワクチンの発現効率化を介して、より有効で安全なワクチン開発

基盤の構築を目的とする。 
 

方方  法法  

 
11．．公公共共デデーータタベベーーススをを利利用用ししたた翻翻訳訳効効率率のの測測定定  

RNA-seqによるmRNA 発現量およびRibosome profilingによるリボソームフットプリントの情報を保管して

いるデータベースである TranslatomeDB［9］からヒト骨格筋細胞と HeLa 細胞のデータをダウンロードした。 
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22．．ププララススミミドドのの作作製製  
人工遺伝子合成により得られた T7 プロモータ配列、各種 UTR 配列は polyA 鎖を 100 塩基含むプラスミドの

SalI／BamHI サイトに挿入された。polyA 鎖の直下に BsmBI サイトを挿入した。 
 

33．．mmRRNNAA のの iinn  vviittrroo 合合成成  
各種 mRNA は BsmBI 処理により直線化されたプラスミドを鋳型として、TriLink 社のプロトコール［10］に

従って in vitro 転写により得られた。転写後、DNase I により鋳型プラスミドを消化し、RNA cleanup kit によ

り mRNA を精製した。得られた mRNA の濃度は Nanodrop One（Thermo Fisher Scientific）により測定され

た。また、Tapestation （Agilent）による mRNA のサイズ確認を行った。 
 

44．．細細胞胞培培養養おおよよびび LLuucciiffeerraassee  aassssaayy  
HEK293A 細胞株および C2C12 細胞は 10％ fetal bovine serum およびペニシリン・ストレプトマイシンを

加えた DMEM 培地にて 37℃、5％ CO２下で培養した。合成した mRNA の細胞への導入は Lipofectamine 
MessengerMAX （Thermo Fisher Scientific）を用いた。翻訳量の測定は Dual-Glo Luciferase Assay System
（Promega）を用いた。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  

  

11．．ヒヒトト骨骨格格筋筋細細胞胞でで翻翻訳訳効効率率のの高高いい遺遺伝伝子子のの選選定定  
ヒト骨格筋細胞で翻訳効率の高い遺伝子を探索するため、公共データベースを用いてヒト骨格筋細胞と HeLa

細胞由来のデータの比較検討を行った（図 1）。翻訳効率は Ribosome-profiling のデータから得られたリボソー

ムフットプリント量と RNA-seq により得られたリード数から算出した。その結果、ヒト骨格筋細胞で翻訳効率

の高い遺伝子を複数種同定した。 
 

  
  

図 1．ヒト骨格筋細胞と HeLa 細胞における各遺伝子の翻訳効率の比較 
横軸は HeLa 細胞および骨格筋細胞の翻訳効率の平均値の常用対数、縦軸は

商の常用対数。黒点は骨格筋で翻訳効率の高い遺伝子を示す。 
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22．．培培養養細細胞胞をを用用いいたた翻翻訳訳量量のの算算出出  
図 1により得られた遺伝子のUTR配列をEnsembl genome Databaseから入手し、人工遺伝子合成を行った。

T7 ポリメラーゼを用いた in vitro 転写により各種 UTR を搭載した Luciferase mRNA を合成し、HEK293A 細

胞（図 2A）および C2C12 細胞（図 2B）にトランスフェクションした。24 時間および 48 時間後の翻訳量を測

定した結果、5'UTR／3'UTR の両者を搭載した場合では Gene B、Gene E、Gene G で翻訳量が高いことが明ら

かとなった。5' UTR のみを搭載した場合、Gene G のみが高い翻訳量を示し、3' UTR のみを搭載した場合は Gene 
B、Gene D、Gene F、Gene G、Gene H が高い翻訳量を示した。 

図 2．各種 UTR を搭載した人工合成 mRNA の翻訳量測定 
A） MessengerMAX を用いて HEK293A 細胞に人工合成 mRNA をトランスフェクションし、その 24 時

間後（左図）および 48 時間後（右図）の時点での Luciferase assay。5'UTR／3'UTR は両方の UTR
を搭載した mRNA を、5'UTR、3'UTR はそれぞれ片方の UTR を搭載したものを表す。 

B） MessengerMAX を用いて C2C12 細胞に人工合成 mRNA をトランスフェクションし、その 24 時間後

（左図）および 48 時間後（右図）の時点での Luciferase assay。5'UTR／3'UTR は両方の UTR を搭

載した mRNA を、5'UTR、3'UTR はそれぞれ片方の UTR を 搭載したものを表す。 
 
 以上の結果から、公共データベースから入手した情報をもとに、培養細胞において翻訳効率の高い UTR を同

定することを達成した。また、同じ遺伝子由来でも 5'UTR と 3'UTR 配列では、翻訳効率に与える影響に違いが

あることを見出した。5'UTR 配列に関しては、今回同定したもののうち Gene G のみが翻訳効率化を達成してい

たことから、今後は 5'UTR 配列を Gene G に固定し、3' UTR を各遺伝子に置き換えたコンストラクトを設計し

翻訳効率の検証を行う予定である。 
また、本研究では筋肉細胞で翻訳効率の高い遺伝子に着目したが、今後はマクロファージや樹状細胞といった、

筋肉細胞以外で mRNA ワクチンが作動する細胞について検証し、マウスでの in vivo 実験を行う予定である。 
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