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研究分野： 複合新領域 
科研費の分科・細目：生物分子科学・生物分子科学 
キーワード：生体高分子、核酸・タンパク質、生体認識・機能化学、モジュール、センサー、

分子認識、ケミカルバイオロジー、RNA 
 
１．研究計画の概要 

（1）RNA モジュール構造をもとにしたセ
ンシング RNP の構築 
① 申請者らが開発した ATP 結合性 RNP

センサーの RNA 二次構造を系統的に解析し、
特定の蛍光分子の蛍光強度の変化に特異的
に寄与する二次構造モジュール（蛍光モジュ
ール）を同定する。 

②  同定された蛍光モジュールを既知の
RNA アプタマーに導入してセンサー化し、
蛍光モジュールの汎用性を検証する。 

 
（2）ATP 結合性 RNP センサーの三次元

構造解析 
① ATP に対する蛍光 RNP センサーの三

次元構造を NMR により解析する。ATP 結合
性 RNP センサー（RNP16）は 16 ヌクレオ
チドからなる ATP 結合領域を持ち、ATP と
の結合により、7-メチルクマリンの蛍光強度
は 4.5 倍に増大する。13C および 15N でラベ
ルした RNP16 を用いることにより、三次元
構造を解析する。 

② RNP16の三次元構造解析結果をもとに
して、ATP 認識と蛍光発光機構を明らかにす
るとともに合目的な RNP リセプター・セン
サーの機能設計原理を確立する。 

 
（3）ヘテロな分子認識モジュール構造を

持つ RNP リセプターの構築 
二つの特徴的な構造エレメントを持つ基

質を標的とし、二段階で RNP リセプターを
構築する方法論を確立する。 

① アデノシン骨格を認識するRNPリセプ
ターの RNA サブユニットとペプチドサブユ
ニットをファージディスプレイ法でライブ

ラリー化することにより、ペプチドサブユニ
ットでフラビンモノヌクレオチド（FMN）骨
格を認識する RNP を構築する。 
②ニコチンアミドアデニンジヌクレオチ

ドを用いて、段階的な RNP リセプター構築
法の有効性を実証する。 

 
（4）ペプチドモジュールの反応活性点を

もとにした RNP 触媒の構築 
金属イオンが配位可能な合成ペプチドモ

ジュールを、活性中心として用いた触媒反応
場を構築する。 
① C2H2 型亜鉛フィンガーおよびその変

異体を、ペプチドサブユニット N 末端に導入
した水分子が亜鉛イオンに配位できる構造
モジュールを有する Rev ペプチドサブユニ
ットとRNAライブラリーを結合させてRNP
ライブラリーを作製し、エステル加水分解触
媒構築法を検討する。 

②アミド結合の加水分解遷移状態アナロ
グを合成し、①と同様に RNP ライブラリー
に対するインビトロセレクションにより触
媒機能を持つ RNP を得る。 

 
（5）RNA タンパク質複合体の段階的機能

化による RNP 酵素の構築 
RNP の段階的機能化法により、エステル結

合を加水分解するRNP酵素の作製を試みる。 
ファージディスプレイ法によりライブラ

リー化したペプチドサブユニットを含む
RNP ライブラリーからエステルの加水分解
遷移状態アナログに結合するRNPを単離し、
その酵素活性を検証する。 

 
（6）細胞内に導入可能な機能性 RNP 複合
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体の構築 
① 酸化した RNA 末端をペプチドサブユ

ニットに導入したヒドラジド基で化学修飾
することにより安定な RNP を構築し、その
細胞内での利用を検討する。 

② RNP リセプターの RNA サブユニット
を細胞内で発現させ、ペプチドサブユニット
を細胞外液より導入し、細胞内でのリセプタ
ー・センサーの機能を検証する。 
 
２．研究の進捗状況 

（1）RNA モジュール構造をもとにしたセ
ンシング RNP の構築 

ATP 結合性 RNP の RNA 二次構造を系統
的に解析し、ATP の結合に伴って蛍光分子の
蛍光強度の変化に寄与する二次構造（蛍光モ
ジュール）を同定した。この蛍光モジュール
を既知のGTP結合性RNAアプタマーに導入
することにより、GTP アプタマーをもとにし
て蛍光 GTP センサーを構築した。 
（2）ATP 結合性 RNP センサーの三次元

構造解析 
16 ヌクレオチドからなる ATP 結合領域を

持つ RNP16 を 13C および 15N でラベルし、
NMRにより構造決定及びU:Ado:Uトリプレ
ットの形成による ATP 認識様式を明らかに
した。また、酵素、ジメチル硫酸を用いた構
造マッピングにより、ATP 複合体形成に伴う
三次元構造変化を明らかにした。 
（3）RNA タンパク質複合体の段階的機能

化による RNP 酵素の構築 
RNP の段階的機能化法により、エステル結

合を加水分解するRNP酵素の作製を試みた。 
RNA サブユニットに基質 ATP 結合場を作

製した。RNP を形成するペプチドとして、
Rev ペプチドの N 末端に C2H2 型 Zn フィン
ガーを有する亜鉛イオン配位型ペプチド
Zif-Rev を設計・合成した。得られた Zif-Rev
は ATP 結合性 RNP の RNA サブユニットと
安定な複合体を形成することが明らかにな
った。また、エステル加水分解触媒能をもた
せるため、Zif-Rev のヒスチジンをアラニン、
セリン、アスパラギン酸に変異させた誘導体
を合成した。 
（4）細胞内に導入可能な機能性 RNP 複合

体の構築 
非共有結合型RNA-ペプチド複合体（RNP）

をもとにして、RNA サブユニットとペプチ
ドサブユニットを共有結合で安定化した
cRNP を作製した。過ヨード酸で酸化した
RNA 末端をペプチドサブユニットに導入し
たヒドラジド基で化学修飾することにより
安定な RNP を構築し、その細胞内抽出液中
での安定性を評価したところ、２時間後でも
当初の８０％以上の蛍光センサー活性を示
すことが明らかになった。 
 

３．現在までの達成度 
②おおむね順調に進展している。 

（理由） 
当初計画した 5 つの研究項目（「研究計画

の概要」を参照）のうち、（1）および（2）
について期待した研究成果をあげることが
でき、それらについて論文を発表もしくは投
稿中である。また、（4）および（6）の研究
項目についても順調な研究成果を得ている。 

 
４．今後の研究の推進方策 
「研究計画の概要」にある研究項目（3）お
よび（5）については平成 23 年度以降重点的
に研究を進める。 
 
５. 代表的な研究成果 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
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