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研究成果の概要（和文）：触媒機能をもつ核酸、特にRNA（リボザイム）は、生命の起源や遺伝子治療など、基
礎的にも応用的にも興味深い分子である。リボザイムの塩基配列とその機能とどのような関係を持っているか
を、測定し、予測することが本研究の主な目的である。本研究では、リガーゼというRNAを結合するリボザイム
について、大量の配列とその活性を測定し、そのデータを機械学習などによって解析した。その結果、リボザイ
ム配列とその触媒活性について、多くの興味深い知見が得られた。

研究成果の概要（英文）：Catalytic nucleic acids, especially those based on RNAs (ribozymes), are 
intriguing molecules for their implications in the origin of life and applications in gene therapy. 
The main objective of this project is to measure and predict the sequence-function relationships of 
these ribozymes. In this project, we measured activities of a large set of ribozyme sequences that 
have RNA ligase activity. The data were then analyzed by various methods including machine learning.
 As a result, we obtained various insights into the relationships between ribozyme sequence and its 
function.

研究分野：核酸化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
触媒機能をもつRNA、リボザイムは、生命の起源に深く関わると考えられている。また、遺伝子治療などへの応
用も有望な機能性核酸である。本研究は大量のリボザイム塩基配列とその機能を実験的に測定し、得られた大量
のデータを機械学習などで解析することにより、これまでにない基礎的な知見が得られた。本研究により開発さ
れたリボザイム測定技術やデータ解析法は、他の核酸酵素にも応用可能であり、様々な発展が期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
タンパク質や核酸の機能向上や機能創生において、進化工学は強力な手法である。進化
工学の手順は、まず多くの変異体を作成し、その中から望みの機能を有する少数の変異
体を分離（選択）し、それらの遺伝子配列を増幅する、というサイクルを繰り返し、最
後に生き残った配列を解析する、というものである。進化工学により、様々な機能を持
ったタンパク質や核酸が作成されてきたが、いくつかの限界も存在する。まず、進化工
学実験においては、膨大な数の変異体が生成されるものの、実際に解読される配列は、
最終的に生き残ったごく少数の変異体に限られる。また、その中でも個別に機能（結合
能や触媒活性）測定が行われるのはごく一部である。つまり、実際に機能が定量的に測
定されるのは 100配列にも満たない。 

申請者は、触媒活性を持つリボザイム（RNA 酵素）について、次世代シーケンシング
（NGS）多数の変異体の活性を一度に定量的に測定する手法を開発した[1,2]。本研究で
はこの手法と、遺伝的アルゴリズム（GA）や機械学習といった計算機による手法を組み
合わせて、リボザイムの配列と機能の相関、つまり適応度地形を解析することを試みた。 
 
２．研究の目的 
 
申請者は NGS を活用して、従来の手法では得られなかった、核酸酵素の大規模配列―
機能相関データを取得することに成功した。本研究ではこの独自手法によって初めて得
られるデータを活用し、さらに計算機による（in silico）デザインを取り入れることに
より、実験と計算を高いレベルで融合した、新しい核酸酵素の進化工学の確立を目指す。 
 
３．研究の方法 
 

遺伝的アルゴリズム（GA）によるリボザイム配列設計と、大規模活性測定 
• 103から104種類の変異体配列を計算機上で設計し、それらをマイクロチップ多配
列DNA合成で混合物（oligo mix）として化学合成する。 

• それを利用して作成したリボザイムライブラリをNGSにより活性測定し、そのデ
ータをもとにGAにより次世代の配列集団（103から104種類）を計算機内で設計す
る。このサイクルを繰り返す(Figure 1)。 

 
 
 
 
 
Figure 1. 遺伝的アルゴリズム（GA）による計算機上での配列設計の概念図。 

機械学習（深層学習）によるリボザイムの適応度地形の予測 
• NGSにより得られた配列―活性相関データを学習用データと検証用データに分
け、深層学習により適応度地形モデルを作成する。 

• 未検証の配列を任意に選び、多配列DNA合成により核酸酵素を作成し、NGS法に
より活性測定を行う。この新しいデータにより適応度地形モデルの精度を評価す
る（Figure 2）。 



Figure 2. 深層学習（deep learning）による計算機上での適応度地形予測の概念図。 
 
４．研究成果 
 
我々は、RNAリガーゼ活性をもつリボザイム F1*Uを対象とした。まず、すべての 1塩
基変異体（105種類）、2塩基変異体（5355種類）、ランダムに選んだ 3塩基変異体（4540
種類）を合成し、NGS により相対活性（Relative Activity: RA）を測定した(Figure 3)。
その配列活性相関データを用い、GAにより新たな 2000種類の配列を計算機で設計し、
実際に合成・測定した。このような操作を 7世代繰り返し、多くのリガーゼ活性を保持
するリボザイム変異体データが得られた。 
 
さらに、このデータを用い
て深層学習モデルを構築
し、計算機上で 100世代に
渡って GA を実行し、
12000種類の第8世代配列
を設計したところ、約 50%
の配列が活性を保持して
いることが確認された。こ
れらの配列は F1*Uと比較
して、平均 13 塩基もの変
異を含んでおり、スタート
配列から遠い配列領域に
おいて活性を維持したリ
ボザイム集団を予測でき
ることが示された。 
 
また、F1*Uと比較して 16
塩基の変異を有する変異
体（Mut）に着目し、F1*U
から Mut に変異する過程
において、65536種類すべ
ての中間変異体の活性を
測定した。その結果、この
2つの配列の間に位置する
変異体は、非常に高い活性
を有することが確認され
た。これらはいわゆる
neutral network を形成する配列集団と考えられ、今回実験的に解析されたことには大
きな意義がある。また、本研究で得られた大規模なリボザイム配列―機能相関データは、
実験的な生体高分子の適応度地形データとして、今後のさらなる解析によって新しい知
見が得られることが期待できる。 
 

文献リスト 
1) Kobori S, Nomura Y, Miu A, Yokobayashi Y. Nucleic Acids Res 2015; 43: e85. 
2) Kobori S, Yokobayashi Y. Angew Chem Int Ed 2016; 55: 10354-10357. 
 

 

ニューラルネットワーク
による深層学習

入力
核酸酵素配列

出力
核酸酵素活性

適応度地形モデル

•未検証配列の合成
と活性測定

•適応度地形モデル
の検証および精度
向上

 
 Figure 3. F1*Uリガーゼと１，２塩基変異体活性マトリ
ックス。 
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