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研究成果の概要： 
Ｃ型肝炎ウィルスの遺伝子の翻訳を特異的に阻害する RNA アプタマー、多剤耐性株の出現に関連するノンコ

ーディング RNA、の２つの機能性 RNA の立体構造と機能の相関を NMR により解析した。多剤耐性株の出現

に関連するノンコーディングRNAについては、薬剤との結合を検出し、その結合は連続した芳香環またはシ

クロヘキサン化学構造を認識していることを明らかとした。 
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                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
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２００８年度 1,400,000 420,000 1,820,000 
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年度  

  年度  

総 計 3,400,000 420,000 3,820,000 

 
 
研究分野：構造生物化学 
科研費の分科・細目：生物科学・生物物理学 
キーワード：多剤耐性, non-cording RNA, NMR, Vault RNA, 抗がん剤 
 
１．研究開始当初の背景 
 私の本研究では、（1）Ｃ型肝炎ウィルスの遺伝子

の翻訳を特異的に阻害するRNAアプタマー、（2）多

剤耐性株の出現に関連するノンコーディング RNA、

の２つの機能性 RNA を取り上げる。これらの機能性

RNA は、疾病治療に応用できる可能性が高い。 
 
(1)翻訳阻害RNAアプタマー 

C 型肝炎ウィルスのキャリアは世界中に 3 億人とさ

れ、同ウィルスを抑える有効な治療法の確立が切望

されている。同ウィルスの遺伝子の翻訳は、mRNA

中に存在する IRES と呼ばれる同ウィルス固有の配

列にリボソームが結合する事によって開始される。こ

の IRES に高い親和性で結合する RNA 分子（RNA
アプタマー）が、西川博士等によって得られた（西川

等 Nucleic Acids Res. （2005））。RNA アプタマーを

用いて病気の治療を目指す場合、従来は病因

性タンパク質を捕捉の標的としてきた。しかし本

研究で扱う RNA アプタマーは、病因性タンパク

質の mRNA 中に存在する IRES を捕捉の標的と

している。このRNAアプタマーは、Ｃ型肝炎ウィル



スの遺伝子の発現を通常の10%未満まで抑える事

ができる非常に優れたもので、抗Ｃ型肝炎ウィルス

剤としての応用が有望視されている。Ｃ型肝炎ウィ

ルス固有である IRES 配列をターゲットとする RNA
アプタマーである為、ヒトの遺伝子の発現には影

響がなく、副作用の心配も少ないという特色・利点

がある。 
 

(2)ノンコーディングＲＮＡ 
癌細胞における多剤耐性能の獲得は、臨床

の場において大きな問題となっている。一部の

癌細胞においては、Vault と呼ばれる粒子の多

量発現が見られ、この Vault 粒子が、薬剤の排出

に関与していると考えられている。Vault は、13 
MDa のリボヌクレオプロテインであり、広範な生

物種においてその存在が確認されている。ヒトの

Vault 粒 子 は 、 ３ 種 の タ ン パ ク 質 と ３ 種 の

non-coding RNAから構成されている。Gopinathら

は 2005 年に Vault 粒子の RNA 成分が、抗癌剤

Mitoxantrone と相互作用することを世界で初めて見

出した。この成果はノンコーディング RNA のもつ新

たな機能の発見として注目される。 
 

 
２．研究の目的 
(1)翻訳阻害RNAアプタマー 

 RNAアプタマーとIRESの複合体の立体構造をNMR

法を用いて決定し、翻訳阻害メカニズムを原子レベ

ルで明らかにする。そして得られた知見を基に

RNAアプタマーのいっそうの高度化を試み、

創薬に向けた次のステップに結びつけるた

めの指針を獲得する。 
 

(2)ノンコーディングＲＮＡ 

 物理化学的手法（NMR 及び CD）と生化学的手

法（in vitro 転写・翻訳系及び in-line プロービング）

を用いて、Vault粒子を構成するRNAと様々な薬剤

との相互作用をスクリーニングする。相互作用が認

められた薬剤に関しては、相互作用様式を原子レ

ベルで明らかにし、多剤耐性を克服できる薬の開

発に向けた糸口を得る事を目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
(1)翻訳阻害RNAアプタマー 

 Ｃ型肝炎ウィルスの遺伝子の mRNA 中に存在す

る IRES配列に高い親和性を示し、同ウィルスの遺伝

子の翻訳を抑制する事ができる RNA アプタマーを、

T7 RNA ポリメラーゼを用いた酵素合成法によって

得る。この際に原料の rNTPとして 13C,15N標識したも

のを用いる事によって、13C,15N 標識した RNA（NMR
を用いた解析に供する）も得る。RNA アプタマーは、

IRES配列中の IIIb と IIId に結合する。そこで本研究

では RNAアプタマー、IRES配列の IIIb部位、IRES
配列の IIId部位の３者複合体の立体構造をNMR法

によって決定する。 
 
(2)ノンコーディングＲＮＡ 

Vault 粒子の RNA 成分と薬剤との相互作用を

NMR 法等によって研究した。15N 標識した Vault 
RNA について、HSQC スペクトルを測定した。

HSQC の各ピークは RNA 中の各残基毎の情報

を与える。次に様々な抗癌剤を添加して再び

HSQC スペクトルを測定した。RNA と抗癌剤が

相互作用をした場合には、HSQC スペクトル中

のピークの移動が見られるので、これを目印にし

て Vault RNA がどの抗癌剤と相互作用するのか

スクリーニングを行った。 
 

 
４．研究成果 
(1)翻訳阻害RNAアプタマー 

酵素合成法により、NMR 測定に用いるための

RNA アプタマーを得る事ができた。得られたア

プタマーは生化学実験から予想される 2 次構

造を形成していると考えられる。また G-U 塩基

対やG-A塩基対などの非Watson-Crick型塩基

対の形成を示唆するスペクトルが得られた。現

在は主体構造の決定に向けて塩基プロトン領域

の情報を取得中である。 

また、IRES の部分配列を得られた RNA アプタ

マーに添加したところ、相互作用を示す水素結

合が検出された。 

 
(2)ノンコーディングＲＮＡ 

 本研究では、vault に含まれる RNA 成分

(vRNA)のうち hvg-2 を、相互作用領域を残した



まま NMR 測定用に短く設計した hvg-2 49-mer

を用いた。上述の 3(2)の手法を用いることで、6

種類の抗がん剤との相互作用のスクリーニ

ングを行った結果、mitoxantrone、doxorubicin、

etoposide は hvg-2 49-mer との結合が検出され

た。また Cisplatin、mitomycin C、paclitaxel につ

いては hvg-2 49-mer の結合が検出されなかっ

た 。 hvg-2 49-mer と の 結 合 が 検 出 さ れ た

mitoxantrone、doxorubicin、etoposide はいずれ

も連続した芳香環またはシクロヘキサンを持ち、

核酸塩基間にインターカレートして結合すること

がよく知られている薬剤である。vRNA はこの特

徴的な、連続した芳香環またはシクロヘキサン

化学構造を認識していると考えられる。 
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