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研究成果の概要（和文）：リボスイッチは低分子化合物と特異的に結合し翻訳や転写を調節し、原核生物では遺伝子発
現制御の主要な機構の一つである。本研究では天然リボスイッチの機能構造解析と人工改変を目的として次の３課題の
研究を行った。(1)「リボスイッチの構造-機能相関の解明、(２)人工リボスイッチ／アプタマーの創製、(３)天然リボ
スイッチの人工高次制御。（１）ではRNA構造で汎用されるGNRA/レセプターモジュールの新しい役割を同定し、（２）
ではGAACループを認識する新規アプタマー創製に成功した。(３)では天然c-di-GMPリボスイッチを改変し、第二のリガ
ンドによる高次制御が可能なRNAの設計に成功した。

研究成果の概要（英文）：Riboswitches are attractive not only as drug targets for novel antibiotics but als
o as modular tools for controlling gene expression. Riboswitches frequently have GNRA loop/receptor intera
ction modules in thier aptamer modules. In this study, the functional importance of the GAAA loop-receptor
 interaction in the c-diGMP riboswitch was examined. A series of variant c-diGMP riboswitches with mutatio
ns in the GAAA loop/receptor interaction were assayed for their switching abilities. These analyses strong
ly suggested that the GAAA loop/receptor interaction does not simply establish the RNA 3D structure but do
cking of P2 GAAA loop rigidifies the P3 element. This mechanism was applied to design an artificial  ribos
witch bearing a theophylline aptamer module in P3 the structural rigidity of which could be modulated by t
he small molecule theophylline. We also generated a new class of aptamer module that specifically recogniz
es a GAAC RNA tetraloop by employing in vitro directed evolution.
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１．研究開始当初の背景 
	
 バクテリアの遺伝子発現制御機構は分子
生物学の黎明期から研究されているが、2002
年、Ron	
 Breaker らにより「RNA を分子スイ
ッチとする新たな制御機構の存在」が報告さ
れた。「リボスイッチ」と命名された RNA ス
イッチは mRNA の部分配列として存在し、低
分子化合物と特異的に結合し翻訳や転写を
調節する。制御タンパク質が不明な遺伝子の
多くがリボスイッチで制御され、リボスイッ
チが遺伝子発現制御の普遍的機構であると
認識されつつあり、同時に RNA ベースの新し
い遺伝子制御ツールとして注目されつつあ
った。以上の重要性から RNA 分野の重要課題
として欧米では活発に行われていた一方、日
本で天然リボスイッチを扱った研究は極め
て少ない状況であった。以上の状況のもと、
報告者が従来培った天然 RNA 酵素の機能構造
解析と人工改変の技術を天然リボスイッチ
に適用し、その機能構造解析と人工改変を行
った。	
 
	
  
２．研究の目的 
	
 (課題１）「構造モジュール」を単位とする
リボスイッチの構造-機能相関の解明	
 
近年同定されたモジュール構造を有すると
考えられる c-di-GMP リボスイッチについて、機
能-構造相関の解明を行う。機能発現の鍵とな
る構造モジュール「GNRA ループ-レセプター
相互作用」を基点にリボスイッチの構造-機能
相関を解明する。 
	
 (課題２）RNA モジュール工学による人工リ
ボスイッチ／アプタマーの創製	
 
「GNRA ループ-レセプター相互作用」を有
する天然リボスイッチは、申請者が開発した
「RNA モジュール工学」で創製した「人工
RNA 構造体」と類似した立体構造を有する。
この知見を基盤に「人工 RNA 構造体」を骨格
として、分子認識ユニットを組み込めば、人
工リボスイッチあるいは人工アプタマーの
効率的創製が期待される。人工リボザイム創
製に開発した「分子デザインと進化工学の融
合法によるモジュール工学」を展開し人工ア
プタマーの創製を行う。 
	
 (課題３）RNA モジュール工学による天然リ
ボスイッチの人工高次制御	
 
「RNA モジュール工学」を駆使し、天然リ
ボスイッチに対し、本来のシグナルに加え、
小分子やペプチド等「第二のシグナル」に応
答する機能モジュールを組み込み、二つある
いはそれ以上の入力シグナル（リガンド）に
よって制御される人工 RNA スイッチを構築す
る。	
 
 
３．研究の方法 
（課題１）c-di-GMP リボスイッチの GNRA ル
ープ-レセプターのユニットを相互作用強度
の異なるユニットで系統的に置き換えた変
異体スイッチの翻訳制御効率をホスト細胞
として大腸菌を用い、lacZ遺伝子をレポータ

ーとした系により測定する。この実験は GNRA
ループ-レセプターの相互作用の強さと翻訳
制御の効率の関係について重要な基礎デー
タを与える。 
	
 さらに、同モジュールを起点とするアプタ
マーユニット、さらにその 5’および 3’側の領
域を含んだリボスイッチ全領域（計約 200塩
基）について二次構造予測による構造ドメイ
ンの推定を行い、そのドメイン構造の予測の
適否と機能的役割を、系統的な欠失変異体解
析により検証する。さらにリボスイッチによ
る遺伝子発現制御が転写段階か翻訳段階の
いずれであるかを検証するため、リアルタイ
ム PCR による lacZ 遺伝子 mRNA の定量を
行う。 
	
 
（課題２）申請者らが人工リボザイム創製に
開発した人工 RNA 構造体を利用し、進化分子
工学法でリガンド結合モジュールを創製し、
リボスイッチのコア部分となる人工アプタ
マーを創製する。対象とするリガンドとして
は、有機小分子と小型の RNA 構造モジュール
を標的とする。進化分子工学法でアプタマー
モジュールの創製に成功した場合は、選別さ
れた RNA 配列の解析と構造解析、特異性や親
和性を含めた分子認識能力の評価を行う。	
 
	
 
（課題３） 
「GNRA ループ-レセプター相互作用」モジ
ュールを有する c-diGMP リボスイッチを基盤
に、同ユニットを「小分子認識モジュール（ア
プタマーモジュール）」で交換し、本来のシグナ
ル分子（c-diGMP）に加え、アプタマーのリガンド
分子を「第二のシグナル」として遺伝子スイッチ
が二つの信号で制御されるリボスイッチをモジュ
ール工学により構築する。（課題 1）のアッセイ系
を利用し、リボスイッチ機能が「c-diGMP」と「第
二のリガンド」の双方に依存する「AND 型」の入
力信号依存性を検証する。 
	
 
４．研究成果	
 
(課題１)「構造モジュール」を単位とするリ
ボスイッチの構造-機能相関の解明	
 
	
 （成果１）c-di-GMP リボスイッチには、P2
の GAAA ループと P3 のレセプターモチーフ間
に LR 相互作用が形成される（図）。一般に LR
相互作用の寄与を調べるため破壊変異を導
入する場合、ループ部位とレセプター部位の
いずれに変異
を導入しても
LR 相互作用は
破壊されるた
め、二つの変
異は類似した
効果（構造形
成能力の低下
に伴う機能低
下）を示す。
しかしこのリ
ボスイッチの



場合、in	
 vivoおよび in	
 vitroの変異体解析
の結果、LR 相互作用を破壊する変異の効果が
GAAA ループとレセプターで異なることが明
らかとなった。P2	
 GAAA ループを相互作用で
きない UUCG ループで置換した変異体１、お
よび P3	
 レセプターモチーフを塩基対で置換
した変異体２を作成した結果、変異体１では
明確な機能低下が観察される一方、変異体２
ではリボスイッチの機能はほとんど変化し
なかった。一連の検証実験から、c-di-GMP リ
ボスイッチのスイッチ能力は「レセプター部
位を含んだ P3 領域の堅固性」に依存するこ
とが示された。	
 
	
 （成果２）アプタマー部位（リガンド結合
領域）に加えて 5’および 3’側の領域を含んだ
リボスイッチ全領域（計約 200塩基）につい
て二次構造予測による構造ドメインの推定
を行い、アプタマー部位、5’領域、3’領域の
欠失変異体を複数作成した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
	
 そのなかでアプタマー部位のリガンド結合
領域を破壊したにも関わらず、野生型に比べレ
ポータ蛋白質の発現が 3-5 倍向上（ハイパース
イッチ ON）した変異体(+++)が複数得られた。一
方で分子認識モジュールのリガンド結合型構造
（+）を保存したにも関わらず、遺伝子発現は顕
著に減少（スイッチ OFF）した変異体(-)も得ら
れた。以上の結果は c-di-GMP リボスイッチが、
単純な「OFF/ON 二段階(+/-)スイッチ」でなく、
分子認識モジュールの構造変化を引き金と
しつつ「多段階スイッチ」として機能すること
を強く示唆している。さらに以上の変異体につい
て、リアルタイム PCRによってmRNA量を比較し
た結果、c-di-GMP リボスイッチは翻訳段階で
の制御を行っている事が強く示唆された。 
	
 
	
 (課題２）RNA モジュール工学による人工リ
ボスイッチ／アプタマーの創製	
 
	
 人工リボスイッチの標的として選択した
複数のターゲット分子について進化分子工
学によるアプタマー創製を試みた。その結果、
GAAC ループモチーフを高い特異性と親和性
で認識する RNA アプタマーモチーフの取得に
成功した。GAAC ループは比較的近年（2008
年）に同定された RNA 末端
ループモチーフであり、同
ループを認識するアプタ
マーモチーフは天然 RNA
の解析からは報告されて
いない。従って、今回進化
分子工学で得られたアプ

タマーモチーフは天然型／人工型を含めて
GAAC ループに対する最初のアプタマーモジ
ュールである。RNA ループモチーフに対する
アプタマーモチーフは「GNRA／レセプター
相互作用」モジュールとして c-di-GMPリボ
スイッチを含む様々な機能性 RNA の構造形
成に見いだされる。今回創製に成功した「RNA
ループ／アプタマー」の相互作用の特異性と
親和性を各種の生化学手法で in	
 vitro 解析
した結果、その特性は「GNRA／レセプター
相互作用」モジュールに匹敵することが明ら
かとなった。さらにリガンド（Guanosine）
依存型リボザイムに人工モジュールを組み
込んだ場合も、本来の GNRA／レセプターモ
ジュールの機能を in vitroの酵素活性測定条
件下では完全に代替できることを明らかに
した。しかし人工リボスイッチとしての作動
場所である in vivo（大腸菌内）では、人工モ
ジュールを組み込んだリボザイムの酵素活
性は野生型に比べて顕著に低かった。これは
RNA モジュールの細胞内作動を実現する上
で、細胞内部での複雑な環境下でも構造形成
が可能とするには、転写と共役したフォール
ディング特性も含めた人工進化が必要であ
ることを示唆する結果である。	
 
	
 
(課題３)RNA モジュール工学による天然リボ
スイッチの人工高次制御	
 
	
 課題１の成果から、c-di-GMP	
 リボスイッチ
における P3 レセプターモチーフと P2	
 GAAA
ループ間の相互作用（LR 相互作用）は「アプ
タマーの構造変化による隣接する機能ユニ
ットの制御」におけるアプタマーと標的リガ
ンドの関係と類似していることが明らかと
なった。つまり P2	
 GAAA ループは内在性リガ
ンドとして振る舞い、P3 レセプターモチーフ
への結合によりレセプターに隣接する部位
の構造に正の効果を与えると考えられる。従
ってc-di-GMP	
 リボスイッチのLR相互作用の
役割はアプタマーと小分子リガンドによっ
て置換できる可能性が考えられる。実際に P3
レセプターをテオフィリンアプタマーで置
き換え、P2	
 GAAA ループの役割を小分子リガ
ンド（テオフィリン）で代替した改変型リボ
スイッチは、テオフィリン添加によって遺伝
子発現が 1.3 倍向上した。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 野生型や LR 相互作用の破壊変異体に対し



てテオフィリンは阻害作用を示す事を考慮
すると、改変型リボスイッチではテオフィリ
ンの結合に伴うアプタマー部位の構造変化
により、P3 領域の堅固性が向上したと考えら
れる。この実験におけるテオフィリンリガン
ドによる性能制御の変化値はまた不十分で
あるが、モジュール型天然リボスイッチを多
成分制御ロジックゲート型リボスイッチへ
合理的に改変する上での重要な成果である。	
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