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研究成果の概要（和文）：天然由来のRNA立体構造を改変し幾何学的に集積させ、新規な集積ナノ構造の創成と
機能発現を目指し次の３課題を行なった。（１）一次元RNA超構造アレイの構築、（２）二次元RNA超ナノ構造の
構築、（３）異種RNAユニットのヘテロ集積による機能連携。（１）（２）ではGIリボザイムを基盤として１次
元アレイ構造、および正三角形型３量体、正方形型４量体の設計・構築、およびAFMによる直接観察、集積に依
存したRNA酵素機能の発現に成功した。（３）では、RNase Pリボザイム・GIリボザイム・蛍光アプタマーを基盤
として、異種の機能性RNAのヘテロ集積化に成功した。

研究成果の概要（英文）：RNA is a biopolymer that is attractive for constructing nanoscale objects 
with complex structures. The 3D structure of a group I (GI) ribozyme has a modular architecture, 
which can be separated into an activator module and a catalytic module. The fully active ribozyme 
can be reconstructed by assembling the two separately prepared modules through specific assembly 
between the two modules. Such non-covalent assembly of the two modules allows the design of 1D-array
 and polygonal RNA nanostructures. Through rational redesign of the parent GI ribozyme, we 
constructed variant GI ribozymes as unit RNAs for 1D-arry oligomers and polygonal-shaped oligomers 
with catalytic activity. Programmed trimerization and tetramerization of the unit RNAs afforded 
catalytically active nano-sized RNA triangles and squares, the structures of which were directly 
observed by AFM. We have also seceded in design and construction of RNA nanostructures by modular 
ribozymes and a fluorescent RNA aptamer. 

研究分野：生体関連化学
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１．研究開始当初の背景 
RNA分子は DNAと等価な構造形成能を有し、
さらに「一本鎖」として生合成（転写）され、
フォールディングされ、複雑な 3D 構造を形
成し触媒機能や分子認識等の高次機能を発
揮する。他方で DNA を高分子材料として多
様な幾何学的ナノ構造の構築と機能化が活
発に展開されており（DNA ナノテクノロジ
ー）、RNAを素材として類似の幾何学的ナノ
構造を形成する研究（RNA ナノテクノロジ
ー）も始まっていた。「天然 RNA分子の 3D
構造」と「核酸ナノテクノロジーの手法によ
る幾何学 RNA ナノ構造」はいずれも立体構
造に基づく RNA 機能の開拓において有望な
素材や方法論であり、両者を融合しその長所
同士を組み合わせれば、新規な集積 RNA ナ
ノ構造とそれに基づく機能発現の可能性は
さらに拡張できると期待される。しかしこの
二つの RNA ナノ構造を融合する研究は、全
く報告例がない状況であった。そこで報告者
は、天然の機能性 RNAの構造-機能相関の豊
富な研究実績と新規なRNA-3D構造の人工構
築の実績を背景として、天然由来の RNA 構
造を合理的に改変して幾何学的に集積させ、
集積に依存して RNA 機能が発現される分子
システムのデザインと解析を行なった。 
 
２．研究の目的 
（課題１）モジュール工学による「一次元RNA
超構造アレイ」の構築	
  
	
 単分子で高度に機能するRNA酵素（リボザ
イム）を一次元の超分子アレイ構造へ改変し、
酵素機能を構造形成に依存して発現させる。
モジュール集積型のRNA編集活性をもつ大型
リボザイムを構造モジュールに分割し、「分
子内」相互作用を分子「分子間」相互作用に
組み替えた「擬天然構造」をモノマーとする
1Dホモポリマー型のアレイ超構造を設計し、
その形成をAFM観測などで実証する。超構造
形成に依存した酵素活性を確認する。さらに
単位リボザイムを２種に識別し、「-A-B-A-B-
型」などのコポリマー型アレイ超構造の構築
と機能発現も行う。 
 
（課題２）二次元RNA超ナノ構造の構築	
  
	
 一次元の超分子アレイ構造の相互作用ユニ
ットの位置を改変し「閉じた多角形」や螺旋
状アレイを構築すると同時に、集積構造を利
用したRNA酵素機能の発現を図る。 
 
（課題３）異種 RNA ユニットのヘテロ集積
による高次機能の連携	
  
	
 超ナノ構造を形成する RNA ユニットとし
て、複数種の機能性 RNA をコポリマー型に
組み込みヘテロ集積超構造を構築する。超構
造形成に依存してヘテロ分子の機能を連動
的に発現し、個別システムを超えた機能の発
現を実現する。 
 
 

３．研究の方法 
テトラヒメナ由来のGIリボザイムは RNA切
断の酵素反応を直接担うモジュール（Cat モ
ジュール）と Catモジュールを活性化するモ
ジュール（Act モジュール）の二つのモジュ
ールから構成される。天然型リボザイムでは、
両モジュールは「分子内で会合」し、リボザ
イムは恒常的に活性となる。モジュール工学
により Actモジュールを Catモジュールから
物理的な分割が可能であり、Act モジュール
RNAの添加に応じて Catモジュール RNAの
リボザイム活性が発現する「二分子リボザイ
ム（Act+Cat）」が構築できる。 
 
(課題 1) ActモジュールをCatモジュールに対
し、野生型とは異なる位置に再導入した「擬
天然構造(H-RNA)」を作成する。モジュール
工学により適切な導入部位を選定すれば分
子間でのみ相互作用でき、超分子アレイ
（H-H-H-H--）を形成するモノマーの設計が
可能となる。さらに超分子形成に Act/Cat モ
ジュール相互作用を用いるため、超分子 1D
アレイの形成とリボザイム活性の発現が連
動される。上記モジュール改変で生み出され
た「リボザイム超分子」ホモポリマーに対し、
認識特異性の異なる Act/Cat モジュール相互
作用界面を用いることで、H-RNA を A と B
に差別化し、２種の RNAユニット（A,B）が
交互集積した「-A-B-A-B-型」のコポリマーを
形成する。 
 
(課題２) 分子モデリングにより、Act モジュ
ールを Catモジュールに対して角度を持たせ
て組み込み「三角形/正方形などの幾何学型ナ
ノ構造」を構築する。多角形構造は 1D アレ
イと同様に、生化学手法、AFM観察により確
認する。「平面多角形」のデザインとは逆に、
Act / Cat モジュール間を連結する塩基対を増
大(或は減少)させ、垂直軸方向のズレを意図
的に導入し、多量体が平面で閉環せず垂直軸
方向に螺旋状に無限進展する超分子構造に
ついても構築し、AFM観察を行う。 
 
(課題３) GI リボザイムに限らず天然の機能
性 RNA の多くはモジュール集積型の構造を
有する。課題１、２では、モノマーユニット
としては GI リボザイム一種類を素材とした
が、課題３では複数種の機能性 RNA をモノ
マーユニットとしてヘテロあるいはキメラ
型の集積ナノ構造を構築し、異種素材の利用
に依存した機能発現を行なう。 
 
４．研究成果 
（課題１）モジュール工学による「一次元RNA
超構造アレイ」の構築	
  
	
 H27 年度：単分子で高度に機能する
GI-RNA酵素（GI-リボザイム）を単位モノマ
ーとした一次元の超分子アレイ構造の基本
形の開発を行なった。具体的には当初の予定
通り Actモジュールを Catモジュール中の P6



部位に人工連結した分子をモデリングによ
りデザインした。さらに得られた H-RNA を
実際に転写合成し、その集積挙動を非変性ポ
リアクリルアミドゲル電気泳動、および集積
に依存した触媒活性のアッセイにより検
証・確認した。その結果、H-RNAが当初の予
想通りホモポリマー構造を効率よく形成す
ること、またモノマー状態ではほぼ不活性の
であるが集積により酵素活性が発現する事
を実験的に確認した。 
	
 H28 年度：生化学解析で確認した H-RNA
のホモオリゴマー構造を原子力間顕微鏡
（AFM）による直接観察を行ない、集積構造
の確認に成功した。H-RNA で用いた Act/Cat
間の相互作用モチーフを、互いに直交する
（干渉しない）２組のモチーフへと差別化し、
単独では集積しないが、共存すると
「-A-B-A-B-型」のコポリマーを形成する単位
リボザイム A, Bを開発した。設計通りの集積
挙動を確認すると共に、A, Bそれぞれに異な
る RNA 基質を認識できるユニットを組み込
み、コポリマー形成に応じて、二種類の基質
RNA 切断能力が同時に発現する機能を実現
した。 
	
 H29年度：H27~28年度に開発した H-RNA
を基盤とする、ホモオリゴマーとコポリマー
の集積挙動をより詳細に解析するために、２
量体~４量体をそれぞれ選択的に形成する
モノマーユニットの開発を行ない、それぞれ
のユニット数のオリゴマーが選択的に集積
することを実験的に確認した。H−RNA とは
分子デザインが大きく異なるモノマーユニ
ットを開発しホモオリゴマー化により二例
目の「一次元 RNA 超構造アレイ」創成にも
成功した。 
	
 以上、課題１については、当初の予想を超
えた種類の一次元ナノ集積構造の構築に成
功し、主要な構造については充分な生化学お
よび AFM解析を行なう事ができた。 
 
（課題２）二次元 RNA超ナノ構造の構築	
 	
  
	
 H27年度：多角形型ホモオリゴマーを形成
しうるモノマーRNA の分子デザインとして
Actモジュールを Catモジュールの P6部位に
人工連結した L-RNA を設計した。転写合成
した L-RNA をホモ集積させて集積挙動を検
討した結果、主としてホモ３量化により正三
角形型集積体を、一部はホモ４量化により正
方形型集積体を形成することが確認された。
それぞれの構造は AFM 観察によっても確認
された。 
	
 H28年度：単位モノマー間の相互作用界面
の分子認識を差別化し、３種のモノマーの閉
環によるヘテロ三角形、および２種のモノマ
ーが２分子ずつ交互に集積して閉環したヘ
テロ正方形を、それぞれ効率的かつ選択的に
集積させることに成功した。これらの構造の
確認は AFM 観察に寄っても成功した。ヘテ
ロ集積構造の形成に依存して単位リボザイ
ムユニットが活性化し、ユニット毎に異なる

基質を選択的に切断する機能の付与を行な
い、三角形型ヘテロ三量体では、３つのリボ
ザイムユニットが３種の異なる基質を集積
に依存して切断させることに成功した。さら
にヘテロ三量体については会合状態の段階
的な集積／解離過程の解析にも成功した。	
 	
  
	
 H29年度：H27~28年度に構築した正三角
形および正方形の集積構造を与えるユニッ
ト RNA の分子デザインに改変を加え、四角
形の辺の長さが異なる平行四辺形型のヘテ
ロ集積体やホモ５量化による正五角形型集
積体の構築に成功し、AFMによる構造の直接
確認も行なった。さらに連結ユニットのリン
カーを増大および減少させることでらせん
の方向が反対のらせん構造を選択的に構築
する事にも成功し、それぞれの構造を AFM
で確認した。 
	
 以上、課題２についても、当初の予定を超
えた多彩な形状の創出とその制御、および機
能発現に成功した。 
 
（課題３）異種 RNA ユニットのヘテロ集積
による高次機能の連携 
	
 H28年度：ヘテロ集積型の超ナノ構造を形
成する RNAユニットとして、RNasePリボザ
イムが有望であることを見いだした。S ドメ
インとCドメインの二つの構造モジュールに
分割し二分子リボザイムとして再構成でき
ることを確認した。大腸菌と高熱菌の異種
RNasePを用い、S/Cドメインによる再構成を
行なった所、同種リボザイムの再構成よりも、
高熱菌 Sドメインと大腸菌 Cドメインのヘテ
ロ集積がより高活性なリボザイム（キメラ型
RNaseP）を形成することを見いだした。 
	
 H29年度：高熱菌 Sドメインと大腸菌 Cド
メインを人工的に連結し、RNaseP リボザイ
ムの構造をキメラ型で一次元集積する分子
デザインを行なった。その集積挙動を非変性
ポリアクリルアミドゲル電気泳動により検
討し、集積構造を確認し、集積依存的な活性
発現にも成功した。 
	
 さらに蛍光 RNA とリボザイムを複合化し
たヘテロ機能構造 RNA の構築にも成功し、
リボザイム機能を蛍光 RNA の機能発現依存
的にモニタリングできる系を開発した。リボ
ザイム機能と蛍光 RNA 機能の連携作動の細
胞様環境下（細胞抽出液）、および複数の GI-
リボザイムの反応を大腸菌内で連携して行
なう系の作動にも成功した。 
	
 以上、課題３については、当初に予定した
ヘテロ集積体と異種機能の連携作動に成功
した。 
 
	
 以上をまとめ、当初予定した３つの課題
は、いずれも順調に進行し、総合的には当
初の予想を超える成果を達成できた。 
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