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研究成果の概要（和文）：カリウムイオンの有無によって構造が大きく変化するr(GGAGGAGGAGGA)分子をスイッ
チング素子として活用する事で、カリウムイオンを感知してHIVの病因タンパク質Tatを捕捉する活性がオンにな
るRNAアプタマーを創製する事に成功した。カリウムイオンの濃度の上昇・下降を繰り返すと、創製されたRNAア
プタマーのTat結合活性のオンとオフが繰り返して起こる事も確認できた。また生細胞中における核酸の立体構
造に関する情報を得るために、生細胞中の核酸のＮＭＲシグナルを観測する事を試み、これに成功した。

研究成果の概要（英文）：By utilizing an r(GGAGGAGGAGGA) molecule, whose structure drastically 
changes in response to K+, as a switching unit, we successfully developed the RNA aptamer whose 
activity of trapping the Tat protein switches on in response to K+. In response to the repeat of the
 increase and decrease of the K+ concentration, the activity repeatedly switches on and off. We also
 succeeded in observing NMR signals of nucleic acids in living human cells for the first time, which
 opened the way to explore the structures of nucleic acids in living human cells.

研究分野： 構造生命科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 RNA アプタマーは病因タンパク質や病因低
分子を捕捉して不活化する活性を有してい
る。アプタマーの活性は細胞内で発揮されれ
ば有用であるが、細胞外で発揮されるとむし
ろ有害で副作用を引き起こしてしまう事が
ある。申請者は RNA分子 r(GGAGGAGGAGGA) (以
下 R12)が、細胞外環境に相当する低カリウム
イオン濃度（数 mM）下では伸びた 1本鎖構造
をとるが、細胞内環境に相当する高カリウム
イオン濃度（140 mM）下ではコンパクトな 4
重鎖構造を形成する事を見出した(図
1)(Nucleic Acids Res., 2009, 2013 & 2014)。
そこで、RNA アプタマーを 2 つのサブユニッ
トに分割し、各々を R12 の両末端に連結した
分子を創製する。創製された分子は、細胞外
環境では R12が伸びて 2つのサブユニットが
離ればなれなので、捕捉・不活化活性を示さ
ないと考えられる。一方細胞内環境では R12
がコンパクトな 4重鎖構造をとり、これによ
って2つのサブユニットが近接して活性構造
が再形成され、捕捉・不活化活性が復活する
と考えられる。即ち細胞外では活性がオフで
副作用を引き起こさず、一方ひとたび細胞内
に入れば活性がオンになり望まれる活性を
発揮する機能性RNAが創製できるのではない
かと思い至った。 
 また、生細胞中における核酸の立体構造、
ダイナミクス及び他の生体分子との相互作
用に関する情報を得る事は現在困難である
が、ヒト生細胞中の核酸の NMR シグナル
(in-cell NMR シグナル)を観測する事ができ
れば、このような情報を取得する事が可能と
なる。 
 

図１ 細胞の内と外における活性のスイッチ
ング. (左) 細胞外ではカリウムイオン濃度
が低く、12 残基の核酸 GGAGGAGGAGGA(以下
R12)は伸びた 1 本鎖構造をとる. この為 RNA
アプタマーのサブユニット 1と 2は離ればな
れとなり、蛋白質を捕捉する活性はオフとな
る. (右) 細胞内ではカリウムイオン濃度が
高く、R12 はコンパクトな 4 重鎖構造を形成
する. これに伴いサブユニット 1と 2が近接
するようになる為、活性構造が再形成され、
蛋白質を捕捉する活性がオンになると期待
される. 

２．研究の目的 
 我々は以前、HIV の病因タンパク質である
Tat を捕捉する RNA アプタマーを創製する事
に成功した。そこでこの RNA アプタマーを 2
つのサブユニットに分割し、各々を R12 の両
末端に連結する事で、上記のアイディアを検
証する事とした。即ち細胞内外のカリウムイ
オン濃度の差を感知して、アプタマー活性が
オン/オフする機能性 RNA を創製する事を、
目的とした。 
 またヒト生細胞中における核酸の NMR 
シグナル（in-cell NMR シグナル）を観測す
る方法論を、世界で初めて確立する事も目的
とした。 
 
３．研究の方法 
 我々はこれまでにHIVの病因タンパク質で
あるTatを高い親和性で捕捉して不活化する
RNA分子(RNA アプタマー)(図 2a左)を取得し、
その構造－機能相関を解析した実績を有し
ている。この RNA アプタマーを 2つのサブユ
ニットに分割し、各々を R11(R12 において、
4 重鎖形成に関与しない末端の A 残基を削除
した 11 残基からなる RNA)の両端に結合した
分子を創製する(図 2a 右)。その際適切な個
数(2-3 残基)のウラシルリンカーを間に挿入
する。なおリンカーの存在によりオフからオ
ンへの切り替わりが円滑になる事が、予備的
な実験から分かっていた。 
 Tat タンパク質の内から、本来の標的であ
る TAR RNA 及び RNA アプタマーとの結合に関
与する部位を切り出した Tat ペプチド(16 残
基)の両端に、FRET のドナー分子(D:FAM)とア
クセプター分子(A:TAMRA)を連結した分子を
調製する。このペプチドは単独ではコンタク
トクエンチングを起こし、FRET を生じない
(図 2b 左)。 
 カリウムイオン非存在下ではR11が伸びた
構造をとるので、RNA アプタマーの 2 つのサ
ブユニットは離れ離れとなり、活性なアプタ
マー構造は形成されない。従って Tat ペプチ
ドは捕捉されずに単独で存在する事となり、
コンタクトクエンチングを起こし、FRET を生
じない(図 2b 左)。カリウムイオン存在下で
は R11 がコンパクトな 4 重鎖構造を形成し、
それに伴い RNAアプタマーの 2つのサブユニ
ットが近接するようになり、活性なアプタマ
ー構造が再形成されると期待される。この場
合 Tat ペプチドは捕捉され、その際にドナー
とアクセプターが一定の距離離れる為にコ
ンタクトクエンチングが解消され、FRET が観
測されるようになると考えられる(図 2b右)。
この系を用いて、カリウムイオン濃度を感知
してアプタマー活性がスイッチングする機
能性 RNA の創製に成功したかを検証した。 
 in-cell NMR シグナルを観測する為に、毒
素タンパク質SLOによって開けた孔を利用し
て、ヒト Hela 細胞に DNA 及び RNA を導入し
た。この細胞の NMR スペクトルを測定して、
in-cell NMR シグナルが観測できるのかを検



証した。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４．研究成果 
 創製した RNA 分子は、カリウムイオン非存
在下においては、Tat タンパク質(ペプチド)
を捕捉するアプタマー活性を示さないが、カ
リウムイオン存在下では、Tat を捕捉しアプ
タマー活性を示す事が分かった（図３）。 
 またカリウムイオン濃度を繰り返し増減
させると、創製した RNA 分子のアプタマー活
性もこれに応じて繰り返しオン/オフする事
も確認できた（図４）。即ち、細胞の外と内
におけるカリウムイオン濃度の差を感知し
て、Tat タンパク質を捕捉するアプタマー活
性が繰り返しオン/オフする機能性 RNA の創
製に成功した。 
 毒素タンパク質 SLO を用いて DNA 及び RNA
を導入した Hela 細胞の NMR スペクトルを測
定したところ、導入した核酸由来の NMR シグ
ナルを観測する事ができた（図 5）。ヒト生細
胞中における核酸の in-cell NMR シグナルが
観測できたのは、これが世界で初めてである。
観測されたスペクトルから、導入された RNA
がヒト細胞中において、試験管内で形成する
のと同じステム－ループ構造を形成してい
る事が分かった。 
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図 2 カリウムイオンを感知して捕捉活性が
オフからオンになる機能性 RNA 分子の創製 
(a)(左)Tat タンパク質を捕捉するオリジナ
ルの RNA アプタマー。２箇所の白抜き部分が
サブユニット 1 及び 2。(右)サブユニット 1
と 2を、R12(R11)の両端に Uリンカーを介し
て連結した分子。(b)(左)カリウムイオン非
存在下では R11 が伸びた構造をとるので、活
性なアプタマー構造は形成されない。この場
合 Tat ペプチドは捕捉されずに単独で存在
し、コンタクトクエンチングの為に FRET を
生じない。(右)カリウムイオン存在下では
R11 がコンパクトな 4重鎖構造を形成し、こ
れによってサブユニット 1と 2は近接し、活
性なアプタマー構造が形成されるようにな
る。この為 Tat ペプチドは捕捉され、ドナー
(D)とアクセプター(A)間で FRET を生じる。 

図3 創製したRNA分子のカリウムイオンの存
在に依存した Tat タンパク質捕捉活性. カリ
ウムイオン非存在下では、創製した RNA 分子
は Tat タンパク質(ペプチド)を捕捉する活性
を有さない為、コンタクトクエンチングによ
って蛍光は観測されない(Ｘ軸にほぼ沿った
下部の曲線)。カリウムイオン存在下では、、
創製した RNA 分子は Tat タンパク質(ペプチ
ド)を捕捉する活性を有するようになる為、ペ
プチドは伸びた構造を形成し、FRET 由来の蛍
光を生じる(上部の曲線). 

図4 カリウムイオン濃度の増減によるRNAア
プタマーの活性の連続的なオン/オフ. カリウ
ムイオン濃度が上昇すると、創製した RNA アプ
タマーが Tat タンパク質（ペプチド）を捕捉す
る活性がオンになる(左図から右図へ移行).キ
レート化合物によってカリウムイオン濃度が
減少すると、Tat を捕捉する活性はオフになる
(右図から左図).このオン/オフはカリウムイ
オン濃度の増減によって繰り返し生じる事も
確認された. 
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図 5 ヒト細胞中における核酸の NMR シグナル
の初観測.a)RNA を導入したヒト細胞の NMR ス
ペクトル. b)細胞外液のスペクトル. c) a)か
ら b)を差し引いた差スペクトル. d) 試験管内
におけるスペクトル. e)導入した RNA の配列と
2次構造. 

 


