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３． 研究のねらい 

 「機能性生体高分子のテーラーメイドな創製」は、RNA に限らず広く生体高分子の研究におい

て、基礎化学・生物学的に、さらに医療・バイオ工学などへの応用面からも重要な課題である。

従来、その創製法としては、「立体構造的知見に基づく合理的な分子設計（デザイン法）」と「ラン

ダム配列ライブラリーからの進化工学を用いた選択（セレクション法）」という、原理が異なる２つ

のアプローチが試みられてきたが、両手法は固有の長所と短所を有している。本研究では、両

手法を融合化することで短所を克服し、長所を組み合わせた次世代の機能性生体高分子の人

工創製法である「Design & Selection 法（DS 法）」を基盤とし、以下の２課題について研究を行っ

た。（１）新規な機能性 RNA の創製による DS 法の汎用性の実証。(2)DS 法により創製されたリボ

ザイムのモジュール集積構造を活かした高機能化。 

 

４． 研究成果 

（１）新規な機能性 RNA の創製による DS 法の汎用性の実証 

 (A) DS 法による新規モジュール集積型リボザイム YFL の創製および機能・構造解析 

Design & Selection法の有用性は本研究以前に高機能なリガーゼ・リボザイムDSLの創製により

実証されていたが、その汎用性の実証には、複数の異なる機能性RNAの人工創製例が必要であ

る。本研究では、DSLリボザイムと類似のRNA構造体を骨格構造として、DS法により、β-NMNを

脱離基とする人工リボザイムの創製を行い、YFLと命名した新規リボザイムの創製に成功した。 

YFLリボザイムはDS法に基づくモジュール

集積型の構造を有し、その触媒ユニットは

β-NMN依存的なRNA断片間の連結反応

を 105倍加速することを明らかにした。さら

に機能・構造相関の解析より、YFLリボザ

イムは連結反応の脱離基としてβ-NMN

だけでなく、ピロリン酸も利用できることを

明らかにした。RNAワールド仮説において

リガーゼあるいはポリメラーゼリボザイムは、核酸型の脱離基を用いるタイプからピロリン酸を用

いるタイプへと進化した可能性が提唱されている。YFLリボザイムの脱離基特性はこの仮説の実

証モデルの初めての例である。生化学的な構造解析より、YFLリボザイムの触媒ユニットは 3 およ

び 13 塩基からなる小さな内部ル

ープで構成されていることを明ら

かにした。従来の人工リガーゼ・

リボザイムにない単純な触媒ユニ

ットは、３’-末端の一本鎖領域に

よる干渉（不活性構造の形成）に

敏感であり、その干渉を低減する

ために、３’-末端のヘアピン構造

（図２）が重要な役割を果たしてい

る事を明らかにした。 
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 (B) モジュール集積型 RNA によるペプチド連結システムの構築および機能解析 

mRNA の遺伝情報をペプチド配列に翻訳する過程の主役であるリボソームは mRNA 配列に対応

してアミノアシル tRNA を配置し、ペプチド結合の形成を促進する。近年の構造解析からリボソー

ム上でのペプチド結合生成の加速機構は近接効果が主たる駆動力であり、反応加速におけるリ

ボソームの役割は mRNA 配列依存的に二つの反応基質を正しく配置する鋳型機能であることが

明らかになりつつある。RNA-RNA 間の高次相互作用モジュールと RNA-ペプチド相互作用モジュ

ールを DS 法により集積することで、リボソーム類似の鋳型効果を発揮する RNA を構築し RNA 上

でのペプチド形成反応のモデル系を創製した。モジュール集積型 RNA として、天然リボザイムの

構造ドメイン、人工創製された RNA 構造体を用い、DS 法により２組のペプチド認識モチーフを導

入した。ペプチドのみでは反応がほとんど進行しない条

件下、人工 RNA の添加により連結反応は大きく促進され

た。鋳型のプラットフォームとして用いる RNA 構造体とし

ては人工創製された自己組織能をもつ tectoRNA(図３)

が最も優れていることを明らかにした。この結果は、リボ

ソーム、スプライセオソーム等、高次機能を有する RNP

の RNA 成分が複数の RNA 分子から構成されることと関

連して興味深い。 

 

（２）DS 法により創製されたリボザイムのモジュール集積構造を活かした高機能化 

 (A) モジュール工学による DSL リボザイムのターンオーバー能力の最適化 

DS 法により最初に創製された人工リボザイム DSL は基質ユニットと触媒ユニットが共有結合で連

結されているが、両ユニット間の認識モチーフを非共有結合相互作用モチーフである GNRA ルー

プ/レセプターで置き換えることにより、基質ユニットと触媒ユニットの物理的分割が可能となる。

基質と触媒ユニット間の認識が２組の GNRA ループ/レセプター相互作用に担われる transDSL リ

ボザイムは、人工リガーゼ・リボザイムとしては例外的にターンオーバー能力を有する。２組の

GNRA ループ/レセプター相互作用モジュールの組み合わせを系統的に変化させ、ターンオーバ

ー能が最大となる組み合わせを探索した。その結果、GGAA/R(1)とGAAA/R(11nt)の２種のモジュ

ールを上部および下部にそれぞれ導入した transDSL リボザイムは、１分間に約１回、総計 500 タ

ーンオーバーの触媒能を示した。この値は類似の反応を触媒する蛋白質酵素には及ばないが、

生成物阻害を受け易いリガーゼ・リボザイムとしては卓越した値である。 

 

(B) モジュール工学による DSL リボザイムの基質認識モチーフの改変 

トランス型人工リボザイム DSL（transDSL）はそのモジュール性に基づき、二組の相互作用モジュ

ールを介して基質ユニットと触媒ユニット間の分子認識を達成している。transDSL リボザイムに対

するモジュール工学の適用範囲を検討するため、二組の相互作用モジュールに対し、GNRA ルー

プ/レセプター・モジュール、ワトソン-クリック塩基対モジュール、C-loop/レセプター・モジュールを

系統的に導入し、その活性への影響を検討した。その結果、ワトソン-クリック塩基対モジュールを

上部ユニットに有する変異体（図４、transDSL-upBP）のみ活性が見られないものの、その他の相

互作用モジュールの組み合わせは、いずれも触媒活性を保持していた。この結果は DSL リボザイ

ムの基質認識ユニットに対し、モジュール工学が有効かつ柔軟に適用できることを示している。ま

た、下部モジュールとして１１塩基対を有する変異体

(transDSL-S2E)はターンオーバー能を保持する事も明

らかにした。これは以前に報告された下部モジュールと

して１０塩基対を有する類似の変異体がターンオーバ

ー能を示さないのと異なり、ワトソン-クリック塩基対モジ

ュールについても適切な分子設計により、高次機能を

付与できることを示唆している。 
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５． 自己評価 

 研究期間内にDS法により新規な人工リボザイムYFLの構築と機能解析、およびペプチド連結を

促進するモジュール型 RNA の創製に成功したことは、DS 法の汎用性の実証として一定の成果と

考えている。本研究期間中に DS 法の適用例が他グループからも報告されていることを考えると、

「DS 法の RNA 工学の汎用法としての確立」という当初目的はかなり達せられたと言える。しかしな

がら、バイオセンシングなど「役立つツール」の創製まで至らなかった事は力不足であった。現在

進展中の課題には応用展開に有望な結果が得られつつあるため、それらの完成により本研究の

当初目的の完全な達成を目指したい。 

 

６． 研究総括の見解 

機能を持つ人工 RNA の創製は、基礎化学、生物学、さらには医療やバイオ工学などへの応用

面からも重要な課題である。これまで、創製法として、「立体構造的知見に基づく合理的な分子設

計（デザイン法）」と「ランダム配列ライブラリーからの進化工学を用いた選択（セレクション法）」の

２つのアプローチが試みられてきた。本研究では、これら創製法の長所を組み合わせた「Design 

and Selection 法（DS 法）」を基盤とし、機能性人工 RNA の創製を行った。その結果、DS 法により

新規な人工リボザイムの構築に成功し、さらにペプチド連結反応を促進するモジュール型 RNA の

創製に成功したことは高く評価出来る。今後、さらに天然の機能性 RNA の機能レベルに迫る人工

RNA 分子の創製に向けた研究を加速して欲しい。 
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