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研究成果の概要（和文）：RNA のヘアピンループ構造に結合する分子を創製し、この分子の結

合により二つのヘアピンループ間の相互作用を誘起させ、RNA の二次構造調節に挑戦した。

ナフチリジンテトラマーの誘導体（NCT6）を用いることにより、ループ配列に(CGG)3 を持

つ二つのヘアピンループ間に相互作用を誘起する事に成功した。また、二つのへアピンループ

を分子内に持つ RNA では、FRET により二次構造変化が誘起されている事を確認した。 

 
研究成果の概要（英文）：In this study, we have challenged to modulate the secondary 

structure of RNA possessing two hairpin loops by small molecular binding. The molecule 

naphthyridine tetramer (NCT6) was found to bind two hairpin RNA possessing (CGG)3 

sequence and make two RNA interacted. By using two hairpin RNA in one RNA construct, 

we have succeeded to induce secondary structural change by the binding of NCT6. The 

structural change was evidenced by observing FRET upon treating with NCT6.  
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１．研究開始当初の背景 

(1) RNA は複雑な二次、三次構造を形成し、
その「形」が RNAの機能発現に直結している。
RNA の複雑な構造は、ヘアピンループやステ
ムループと一本鎖領域間の相互作用（pseudo 
knot）や、ループ間同士の相互作用（kissing 
loop, or loop-loop間相互作用）などにより
形成される。HIV-1 mRNAの Kissing Loopは、
HIV-1の複製に必須な extended dimer構造を
形成するための重要な中間構造である。ルー
プ領域に位置する核酸塩基間の複雑な水素
結合が、二つのループを繋ぎ合わせている。
Purine riboswitchは、5’非翻訳領域の二次
構造がアデニンやグアニン等のプリン塩基 

の結合により変化し、翻訳開始を ON/OFF し
ている。プリンリボスイッチにおいても、プ
リン塩基が結合すると同時に、二本のステム
がヘアピンループ領域で結合することによ
り、二次構造の大きな変化を可能にしている。
我々は RNA高次構造形成に必須なループ領域
間における相互作用を、低分子を介して実現
出来れば、低分子によるループ間相互作用に
よる RNA二次構造制御が可能となるという発
想に至った。 
 ヒトゲノムの解読以降、非翻訳 RNAが新た
な創薬標的として浮上し、マイクロ RNAやリ
ボザイム、リボスイッチに結合する小分子に
関する研究が始まっている。しかし、これま
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で RNA の二次構造を、ループ間相互作用を制
御することにより実現した研究は一切報告
されていない。我々は DNA のミスマッチ塩基
対に結合する分子を利用した DNA 構造制御に
関しては世界でオンリーワンの位置にあり、
本研究に先立って、DNA ループ間の相互作用
を低分子の結合により制御する事に世界で
初めて成功・報告（K.	 Nakatani	 et	 al.,	 Angew.	 
Chem.	 Int.	 Ed.	 2011,	 50,	 4390）している。
本提案研究では、この DNA に関するループ間
相互作用に関する研究を突破口として、RNA
ループ間相互作用を小分子で実現する事に
挑戦した。 
 
２．研究の目的 
(1)	 RNA 高次構造形成に必須なループ領域間
における相互作用を、低分子を介して実現す
る。具体的には同じ配列を持つループ間およ
び異なる配列のループ間を結びつける低分
子の創製とそれによる RNA 二次構造制御のコ
ンセプトを実証する。	 
 
３．研究の方法 
(1)	 分子間ループ−ループ相互作用の実証	 
	 非変成ポリアクリルアミド電気泳動
（native	 PAGE）を用いて、小分子の存在の
有無によりヘアピン RNA のバンドシフトを観
測する。ループ間相互作用では、分子サイズ
と電荷が一挙に大きく変化するために、
native	 PAGE でバンドが大きくシフト（遅く
泳動される）が観測される事が期待される。	 
 
	 (2)	 小分子の構造との相関	 
	 小分子の構造とループ間相互作用に関連
が有る事を確認するために、構造を微細に変
化させた対照化合物を用いて、native	 PAGE
解析を行う。 
 
(3)	 ループ配列との相関	 
	 小分子が結合すると予想しているループ
配列の変異体 RNA を用いて、小分子がループ
配列に結合している事、また、配列特異性が
認められる事を native	 PAGE 解析により実証
する。 
	 
(4)	 二次構造変化の解析	 
	 小分子が結合することにより、RNA の二次
構造が変化しているかどうかを確認するた
めに、分子内に二つのヘアピンループ配列を
持つ RNA コンストラクトを調整する。二つの
ヘアピン構造は FRET（Förster	 Resonance	 
Energy	 Transfer）ペアとなるドナー蛍光分
子とアクセプター蛍光分子により標識し、小
分子により二つのヘアピン構造の二次構造
が変化する時に生じる蛍光分子間の距離の
変化を FRET 効率の変化として観測する。ま
た同時に、次に構造変化を native	 PAGE 上で

のバンド変化としても観測する。 
	 
４．研究成果	 
	 本研究に用いた小分子を示す。	 

	 

また、用いた RNA の配列を次の表に示す。	 

	 
この表で、TR は Texas	 red	 標識を、	 ALU:
は、Alexa488 で標識されたウリジンを、	 CyU
は、Cy3 で標識されたウリジンを示す。	 
	 

	 (1)	 分子間ループ−ループ相互作用の実証	 

	 NCT5,	 NCT6,	 NCT7 の三種類の小分子を用い
て、ヘアピン RNA としてループ領域に(CGG)3
配列を持つ 12G3 との複合体形成を native	 
PAGE で解析した。（図１a）その結果、NCT6
と NCT7 では、泳動度が極端に遅くなったバ
ンド iii の生成が観測された。一方、NCT5 で
は、バンド iii の生成はわずかに観測された
ものの、さらに泳動度の遅いバンドが主に生
成した。この結果から、バンド iii が望む分
子間ループ−ループ相互作用を示す複合体で
あると予想した。	 
	 

 
図１(a)	 Native	 PAGE	 analysis	 of	 12G3	 (2	 µM)	 
incubated	 with	 NCTn.	 Key:	 lane	 M,	 DNA	 
marker	 (20	 bp	 bottom);	 lane	 1,	 12G3,	 lanes	 
2–4,	 with	 NCT5,	 at	 5,	 10,	 and	 15	 µM,	 lanes	 
5–7,	 with	 NCT6,	 at	 5,	 10,	 15	 µM,	 lanes	 8–
10,	 with	 NCT7,	 at	 5,	 10,	 15	 µM.	 (b)	 Native	 
PAGE	 analysis	 of	 hairpin	 RNA	 (2	 µM)	 
containing	 a	 different	 repeat	 sequence	 
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incubated	 with	 NCT6	 (15	 µM).	 Key:	 lane	 M,	 
DNA	 marker	 (20	 bp	 bottom);	 lanes	 1	 and	 2,	 
10G3;	 lanes	 3	 and	 4,	 10A3;	 lanes	 5	 and	 6,	 
10U3;	 lanes	 7	 and	 8,	 10C3.	 NCT6	 was	 added	 
in	 lanes	 with	 a	 plus	 sign	 (+).	 
	 
(2)	 小分子の構造との相関	 
	 NCT6が最も効率よくバンドiiiを生成する
事が判ったので、NCT6 の半分の化合物 NCD、
さらに NCD がグアニンに結合しない変異体
NCQ を用いて同様の結合実験を行い、native	 
PAGE により解析した。その結果、NCD ならび
に NCQ ではバンド iii の生成が全く認められ
なかった。NCD を高濃度で用いた実験も行っ
たが、結果は全くのネガティブであり、バン
ド iii の生成は NCT6 の構造が必須である事
が明らかとなった。また、NCT5 との比較によ
り、二つの NCD 構造を結合する中央のリンカ
ーの長さが、複合体形成に大きな影響を及ぼ
している事も明らかとなった。一方、DNA を
用いたループ間相互作用の研究では、バンド
iii の生成は、まずゲルシフトの小さいバン
ド ii の生成に続く事が示されていた。この
バンド ii の生成は NCD においても確認され
ていた事から、DNA の場合には、バンド ii が
小分子とヘアピン DNA との 1:1 相互作用と解
釈されていた。しかし、RNA へアピンループ
の場合、NCT6 においても、また、NCD を用い
た場合においても、バンド ii の生成は観測
されなかった。以上の結果から、DNA と RNA
ではループ間相互作用はどちらも NCTn によ
り誘起されるものの、バンド ii の生成には
大きな相違点が認められた。現時点ではこの
相違点が何に起因するのかは明らかではな
い。	 
	 
(3)	 ループ配列との相関	 
	 ヘアピン RNA12G3 のヘアピン領域を(CGG)3
から(CAG)3,	 (CUG)3,	 (CCG)3 に変異させた
RNA を調製し、NCT6 との結合の有無を native	 
PAGE により解析した（図１b）。	 
	 その結果、泳動度の遅いバンド iii の生成
は、(CGG)3 を持つ RNA10G3 においてのみ観測
され、残りの３種類の変異体 RNA(CAG)3,	 
(CUG)3,	 (CCG)3では、全く観測されなかった。
この結果から、NCT6 はヘアピン領域の(CGG)3
配列の G塩基を認識している事が明らかとな
った。また、この４種類の RNA は、それぞれ
同じステム配列を持っている。従って、NCT6
はステム領域には結合していない事も確認
された。	 
	 二つのヘアピン RNA 間に NCT6 が結合して
いる事を証明するために、二重標識実験を行
った。同じヘアピン配列を持つ二つの RNA を
異なる蛍光色素（TR と Alexa488）で標識し
た。二つの RNA は native	 PAGE で異なる場所
に泳動されるように、ステムの長さを変えて

ある。それぞれの RNA を NCT6 と混合し、
native	 PAGE で解析すると、それぞれバンド
iii の生成がゲルの異なる位置に観測された。
またそれぞれのバンドの蛍光イメージを測
定すると、赤と緑のイメージが得られ、それ
ぞれ TR と Alexa488 で標識された RNA である
事が判る（図２b）。 
	 以上を確認した上で、二つの RNA を混合し
た後に、NCT6 と処理をして、同様に native	 
PAGE で解析した。その結果をレーン６に示す。
まず、赤と緑のバンド iii の生成が確認され
る。これらは、それぞれ TR と Alexa で標識
された RNA のループ−ループ相互作用複合体
である事が確認された。さらに、この二つの
バンド iii の間に、オレンジ色のバンド iii
が確認された。これは、TR 標識された RNA と
Alexa 標識された	 RNA が同じバンド上に存在
している事を意味し、即ち、二つの異なる RNA
間の相互作用複合体である事を示している。	 
	 この実験により、バンド iii が分子間ルー
プ相互作用による複合体である事が証明さ
れると同時に、NCT6 がループ間相互作用を誘
起する事を実証した。	 
 

 
図 ２ .	 Native	 PAGE	 analysis	 of	 the	 
ligand-assisted	 complex	 formation	 of	 two	 
RNA	 hairpin	 loops	 by	 doubly-labeled	 RNA	 
hairpins	 TR31	 and	 AL44.	 AL44	 and	 TR31	 (2	 
µM)	 were	 incubated	 in	 the	 presence	 of	 NCT6	 
(12	 µM)	 (+	 sign)	 or	 absence	 (–	 sign).	 Bands	 
were	 visualized	 by	 (a)	 SYBR	 GoldTM	 with	 UV	 
irradiation	 and	 (b)	 ImageQuantTM	 LAS	 3000.	 
Key:	 lanes	 1	 and	 2,	 AL44;	 lanes	 3	 and	 4,	 
TR31;	 lanes	 5	 and	 6,	 AL44	 and	 TR31.	 
 
(4)	 二次構造変化の解析	 
	 ループ間相互作用が RNA の二次構造変化
を誘起するかどうかを、FRETにより観測す
る事を試みた。 
	 二つのヘアピン RNA を調製し、一方を
Alexa488で、もう一方を Cy3で標識した。
それぞれの RNA は両者がハイブリダイズす
る一本鎖領域を持つ。一本鎖領域とステム領
域の長さを変えることにより、二種類のRNA
コンストラクトを用意した。二つの RNA を
ハイブリダイゼーションさせた後、NCT6を
徐々に添加し蛍光を測定した。その結果を図
３に示す。その結果、二つの RNA コンスト

1 2 3 4 5 6

AL44TR31 Both

1 2 3 4 5 6

AL44TR31 Both

– + – + – + – + – + – +

(a) (b)

AL44/
AL44

TR31/
TR31

AL44/
TR31



 

 

ラクトの両方に於いて、NCT6の濃度上昇と
ともに、FRET効率の上昇が確認された。即
ち、NCT6の濃度上昇により二つの蛍光色素
間の距離が短くなっている事、RNA の二次
構造変化が誘起されている事が明らかとな
った。 

 

図３.	 NCT6-induced	 FRET	 between	 Alexa488-	 
and	 Cy3-labeled	 hairpins.	 (a)	 
Illustration	 of	 RNA	 construct	 of	 AL44	 and	 
Cy50	 and	 fluorescence	 spectra	 measured	 
with	 the	 NCT6	 at	 0	 (a	 blue	 line),	 2,	 4,	 6,	 
and	 8	 (a	 red	 line)	 µM	 at	 25	 °C.	 (b)	 
Illustration	 of	 RNA	 construct	 of	 AL44	 and	 
Cy46	 and	 fluorescence	 spectra	 measured	 
with	 the	 NCT6	 at	 0	 (a	 blue	 line),	 2,	 4,	 6,	 
and	 8	 (a	 red	 line)	 µM	 at	 10	 °C.	 
	 
結論	 
本研究により、小分子により RNA のループ間
相互作用を誘起出来る事を世界にさきがけ
て実証する事に成功した。この結果は、小分
子と RNA の相互作用が分子設計可能である事
を明確に示すとともに、その相互作用を用い
ることにより RNA の機能発現に必須な構造を
制御する事が可能である事を示している。	 
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