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研究成果の概要（和文）：本研究ではRNA結合小分子のハイスループット検索システムの構築を目的として、
我々が開発したバーコードマイクロアレイ法と蛍光指示薬競合置換(FID)アッセイを組み合わせた方法論の開発
を検討した。まず蛍光指示薬を固定化し、高次構造を持つRNAライブラリと混合、低分子が結合したRNA配列のみ
を分離し、DNAマイクロアレイに付し、蛍光分子のRNAに対する親和性情報を取得した。得られた情報から疾患に
関連するRNAを選択し、化合物ライブラリを用いてFIDにより標的RNAに対するヒット化合物の探索を行った。そ
の結果、用いる蛍光指示薬の種類により標的RNAに対し結合するヒット化合物が異なることを見いだした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we examined the development of a methodology that combines 
our barcode microarray method with a fluorescent indicator competitive displacement (FID) assay in 
order to construct a high-throughput search system for RNA-binding small molecules. First, a 
fluorescent indicator was fixed on the solid support and mixed with a library of RNA having 
higher-order structure. The RNA sequences to which small molecules bound were separated and applied 
to a DNA microarray to obtain affinity information of fluorescent molecules for RNA. We selected the
 disease-related RNAs from the obtained affinity information, and the binding molecules for the 
target RNAs were searched from the compound library by FID assay. As a result, we found that the hit
 compounds binding to the target RNA differ depending on the using fluorescent indicator.

研究分野： 核酸化学、ケミカルバイオロジー

キーワード： 蛍光指示薬競合置換アッセイ　RNA高次構造　バーコードマイクロアレイ　ハイスループット検索システ
ム　RNA結合蛍光分子

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
蛍光指示薬置換アッセイは核酸に結合する小分子を探索する方法論として非常に有効である。しかし、RNAに結
合し、蛍光強度が変化する蛍光指示薬の報告例は限られている。本研究で開発した技術はRNA高次構造及び小分
子両方向からのハイスループット探索が可能であり、蛍光指示薬に対して、莫大な情報を容易に取得できる。さ
らに得られる莫大な情報はRNA結合分子探索を飛躍的に発展させると期待され、社会的意義も非常に高い。本研
究の進展は、RNA研究に大きなブレークスルーを起こすと考えられ、創薬科学、生命情報科学、核酸化学、生化
学など様々な分野へも大きなインパクトを与えると考えている。

※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 
蛋白質をコードしない非コード RNA（ncRNA）の発見以来、生命機能を制御する機能性分子と
して、RNA の重要性が再認識されており、RNA は非常に魅力的な創薬標的として注目を集めて
いる。RNA を標的とした創薬手法として、標的 RNA に配列特異的に結合する核酸医薬の開発研
究がさかんに検討されているが、細胞膜透過性が低いなど解決すべき課題も多くある。一方で、
近年標的となる RNA の高次構造に結合する低分子を用いた RNA 標的創薬が、非常に注目を集
めている。これらの構造に結合する低分子について、精力的な研究が検討されている。しかし、
RNA は多数の類似した構造を形成するため、強い結合性と高い選択性を併せ持つ優れた RNA 結
合性小分子の報告例は限られているのが現状である。 
 
２．研究の目的 
本研究では RNA 標的創薬を指向し、多様な RNA 高次構造に対して結合する分子のハイスルー
プット探索システムの構築を目的とした。具体的には、蛍光指示薬競合置換(FID)アッセイと我々
が京都大学 ips 細胞研究所の齊藤博英教授と共同で開発した、RNA-小分子間相互作用を大規模
に解析する Barcode microarray 法とを組み合わせてこれらの探索システムの構築について検討し
た。RNA結合性小分子探索法の一つとして蛍光指示薬競合置換(FID) アッセイが知られている。
本手法は RNA と結合し蛍光性が大きく変化する蛍光指示薬を用いて、対象化合物との競合置換
反応によってハイスループットで RNA 結合性を評価できる方法論である。RNA 結合性小分子
探索法として有効であるが、用いる蛍光指示薬の構造多様性は低く、また蛍光指示薬の RNA 結
合性情報も限定的である。一方、我々が開発した Barcode microarray 法(図１)では、高次構造に結
合する低分子の RNA 結合情報を大規模解析できる技術である。そこで、そこで本研究では
Barcode microarray を用いて、まず FID アッセイに用いる蛍光指示薬の RNA 結合性情報を解
析、得られた大規模情報から FID アッセイが可能な結合性 RNA を選択する。さらに選択した
RNA と蛍光指示薬を用いて、化合物ライブラリから FID アッセイにより RNA 結合分子を効率
的に探索できると期待した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
３．研究の方法 
本研究で提案した RNA 高次構造に対して結合する分子のハイスループット探索システムの概要
を図 2 に示している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図 1 RNA-小分子間相互作用大規模解析を可能とする Barcode microarray 法 
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図２ RNA 高次構造に対して結合する分子のハイスループット探索システムの概要 



まず RNA 結合蛍光分子を固相に固定化し、RNA ライブラリと混合、低分子が結合した RNA 配
列のみを分離し、DNA マイクロアレイに付すことで、蛍光分子の親和性情報を取得する。その
結果、多くの配列・構造を網羅する蛍光指示薬ライブラリが構築できる（STEP1）。次に STEP1
で得た情報から、阻害剤を探索したい RNA 配列で大きな蛍光変化を示す蛍光指示薬を選択する。
この蛍光指示薬と RNA さらに化合物ライブラリを混合し、蛍光指示薬競合置換アッセイを
96well プレート上で行い、蛍光強度の変化を指標に結合を評価する（STEP2）。標的 RNA に効率
的に結合するヒット化合物情報を取得後、再度化学合成により、ヒット化合物を固相に固定し結
合配列を解析する。その結果、特定 RNA 高次構造に高い選択性を示す化合物は、強い結合性と
高い選択性を併せ持つ RNA 結合分子であり RNA 標的医薬品のシード化合物となりうる
（STEP3）。本サイクルを繰り返すことで、様々な化合物の RNA に対する親和性情報から結合嗜
好性のビッグデータを得ることができ、化合物特有の結合性配列・高次構造のデータベース化が
可能となると考えられる。 
 
４．研究成果 
（1）固相に固定化する蛍光指示薬の合成と DNA マイクロアレイを用いた RNA 結合情報の取得 
まず蛍光指示薬として、RNA に結合することで蛍光強度が増強するチアゾール分子として、TO-
1 及び TO-3 を選択し、固相に固定するためにアジド基を導入したこれらの分子を合成した。さ
らに合成したチアゾール誘導体に対して DBCO-ビオチンとクリック反応した後、アビジンビー
ズに固定化した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
アビジンビーズと 3000 種類の RNA 構造を含むライブラリを混合した後、洗浄・解離操作を経
て、蛍光指示薬が結合した RNA 配列をバーコードマイクロアレイにより配列解析を行った。そ
の結果、それぞれの蛍光指示薬について 3000 種類の RNA に対する結合ランク情報を取得する
ことに成功した。 
次にそれぞれの蛍光指示薬につい
て、数十種類のランク上位と下位の
RNA を用いて、蛍光滴定実験によ
り、見かけの解離定数 Kd を算出し
た。その結果、いずれの蛍光指示薬に
ついても結合ランク情報を示す Z-ス
コア（値が大きいほど高い親和性を
示す）と Kd 値はよい相関が見られた
（図 5）。この結果は本手法によるラ
ンク化が妥当であることを示してい
ると考えている。 
 
（2）TO-1 及び TO-3 を用いた蛍光指示薬競合置換(FID)アッセイ 

TO-1 TO-3 

図３ 用いた蛍光指示薬の構造 図４ 蛍光指示薬の固相への固定化 
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図５ Z-スコアと解離定数の相関 
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図 6 FID アッセイに用いた蛍光指示薬と RNA 及びヒット化合物 

TO-PRO-1
(0.1 μM)

TO-PRO-3
(0.5 μM)



(1)で得られた結合ランク情報を元に、TO-1 及び TO-3 に対して親和性が高かった RNA 配列を４
種類選び、市販の化合物ライブラリ（118 化合物を含む）を用いて FID アッセイを行った。蛍光
試薬としては TO-PRO1 又は TO-PRO3 を用いた。その結果、それぞれの蛍光試薬で３種類のヒット
化合物が得られた。得られたヒット化合物のうち AS602801 は TO-PRO3 を用いた時にのみ得られ
たヒット化合物であり、その乖離呈すは 10μM 前後であることがわかった。このように、今回、
蛍光試薬によって得られたヒット化合物が異なることは非常に興味深い。これらの結果から FID
アッセイでは蛍光指示薬の構造多様性も重要であることが示唆された。 
 
以上、本研究では RNA 標的創薬を指向し、多様な RNA 高次構造に対して結合する分子のハイ
スループット探索システムの構築を目指した。その結果、蛍光指示薬の大規模 RNA 結合情報を
得ることに成功した。さらに得られた情報に基づき、FID アッセイにより化合物ライブラリから
RNA 結合分子を得ることにも成功した。今後はさらに様々な蛍光指示薬を用いて、大規模 RNA
結合情報を取得し、多くの配列・構造を網羅する蛍光指示薬ライブラリを構築し、蛍光指示薬競
合置換アッセイによる任意の RNA 標的に対する新規 RNA 結合小分子探索法への展開を目指す。
本法の特徴は、RNA 高次構造及び小分子両方向からのハイスループット探索が可能であるため、
莫大な情報を容易に取得できる点にある。得られるビックデーターに基づき、将来的には RNA
標的 AI 創薬への展開も期待できることから、社会的なインパクトも非常に高いと考えている。。 
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