
翻訳反応サイクルを加速するmRNA分子の開発

mRNA医薬応用に向けた人工mRNAの分子デザイン

硫黄原子を導入したmRNA
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終止コドンを持たない環状mRNA

mRNA医薬とmRNAが抱える課題

①mRNAの安定性の低さ
②不十分なタンパク質発現効率 (翻訳効率)
③薬物送達技術 (DDS)の開発

開発したmRNA分子デザイン翻訳反応サイクル -①, ②, ③

化学修飾
トポロジー制御 mRNAの安定性・翻訳の律速段階の向上
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PS-mRNAの酵素合成 PS-mRNAの翻訳効率

NTPαSにより転写効率は低下 PS修飾の導入により
翻訳効率が向上

PS-mRNAによる翻訳反応の速度論的解析 PS-mRNAの構造活性相関
設計したPS-POキメラmRNA (5’-PS-mRNA) 5’-PS(A,C)-mRNAの配列

PS-mRNAはおよそ2倍の翻訳初速度を示した 5’-UTRへのPS修飾により翻訳効率が約22倍に

大腸菌翻訳系における環状RNA

FLAG-EGFをコードする鋳型DNAによるPS修飾mRNAの転写反応. T7 RNAポリメラーゼによる
NTPαSを用いた場合の転写量を変性PAGEのバンド強度から算出した.

大腸菌翻訳系におけるタンパク質発現量にmRNAのPS修飾が及ぼす影響. FLAG-EGF mRNA (0.2
μM) をPURE system において37 ˚Cで2時間インキュベートした。翻訳反応液を用いて発現タン
パク質をウエスタンブロットにより検出,定量した.

PURE systemにおける翻訳反応のシングルターンオーバー解析.
FLAG-EGF-Pro3 mRNA (0.5 μM)をPURE system において37 ˚Cでインキュベートし, 翻訳反応液を用
いて発現タンパク質をウエスタンブロットにより解析,定量し,グラフ化した。

6 種類のmRNAのPURE systemにおけるタンパク質発現効率の評価. 各mRNA (0.2 μM) をPURE
system において37 ˚Cで2時間インキュベートした。翻訳反応液を用いて発現タンパク質をウエ
スタンブロットにより検出,定量した.

環状RNAを用いたローリングサークル型翻訳反応. 各RNA (1.0 μM) をPURE system (大腸菌無細胞翻訳
系) において37 ˚Cで2時間インキュベートした。翻訳反応液を用いて発現タンパク質をウエスタンブ
ロットにより検出した.

終わりのない回転式翻訳現象

ホスホロチオエート修飾mRNA (PS-mRNA)

真核生物翻訳系における環状RNA

ウサギ網状赤血球溶解物 (RRL)中における環状
RNAによる翻訳反応のウエスタンブロット解析
結果

HeLa細胞における環状RNAによる翻訳産物の蛍光顕微鏡によ
るイメージング (上)とウエスタンブロット解析結果 (下)

真核生物翻訳系における環状RNAの設計 環状RNAによる翻訳反応の配列特異性 環状RNAのコドン最適化

種々の配列の環状RNAによる翻訳反応. 直鎖RNAと環状RNA (a.b: 2.4 μg, c: 1.2 μg) をウサギ網状赤血球溶解物中におい
て30 ˚Cで6時間インキュベートした. 翻訳反応液を用いて発現タンパク質をウエスタンブロットにより検出した.

直鎖状RNAと環状RNA (コドン最適化, 非最適化) 各3.0 ugをウサギ網状赤血球溶解物中において30 ˚Cで6時間インキュ
ベートした.翻訳反応液を用いて発現タンパク質をウエスタンブロットにより検出した.
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