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研究成果の概要（和文）：本申請研究「８位置換プリン化合物ライブラリーの合成とリボスイッチリエンジニアリング
」では、自然界には存在しない８位置換プリン化合物でのリボスイッチのリエンジニアリングを通じて、リボスイッチ
の仕組み・改変原理を理解し、semi-artificialリボスイッチの創成を目指した。
８－ブロモアデニン等と、市販されている複素環のホウ酸エステルとの鈴木－宮浦カップリングにより、８位置換プリ
ン誘導体ライブラリーを構築した。リボスイッチ配列をin vitroセレクションにより探索したが、求む機能を示すRNA
は得られなかった。セレクションに用いたRNAに十分な配列の多様性の不足が一つの要因と結論づけた。

研究成果の概要（英文）：In the projet "Synthesis of 8-substituted purine chemical library and 
ribolswitch-reengineering", we have focused our attention on the synthesis of compound library of 
8-substituted purim derivatives, and the application of compounds for the regulation of artificial 
riboswitches. The synthesis of 8-substituted purine derivatives were successfully done by a coupling of 
8-bromo-adenine and 8-bromo-adenosine with the commercially available borate esters under Suzuki-Miyaura 
coupling conditions, providing us a chemical library of 8-substituted purines. With these compounds in 
hand, we looked for the RNA functioning as riboswiches by in vitro selection using doped library of 
adenine riboswitch. We have changed the selection conditions, the desired RNA functioning as riboswitch 
could not be selected. The lack of diversity of RNA sequence was one of reason for these results.

研究分野： ケミカルバイオロジー
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１．研究開始当初の背景 
(1) ヒトゲノム解読に続くRNA研究の目を見
張る進展により、RNA が単純なセントラルド
グマの担い手ではなく、多様かつ重要な生体
維持調節機能を有していることが明らかに
なり、タンパク質をコードしない RNA
（non-coding RNA, ncRNA）が、原核生物か
ら植物などの高等生物にわたる多くの生物
種でタンパク質の発現即ち遺伝子発現を制
御している事例が見出されてきた。 
 
(2) 2002 年にアデニン、グアニンなどの小分
子化合物が mRNA の 5’-UTR に結合すること
により、 翻訳開始領域の二次構造が変化し、
その結果、下流遺伝子の翻訳が制御されるリ
ボスイッチが発見された(B. J. Tucker and R. 
R. Breaker, Curr. Opin. Struct. Biol., 
2005, 15, 342–348)。例えばアデニンリボス
イッチでは、アデニンが mRNA の 5’-UTR へ
結合すると翻訳開始領域の高次構造変化が
誘起され、リボソーム結合部位（RBS）への
リボソームの結合が促進される。その結果、
リボスイッチの下流に位置する遺伝子のタ
ンパク質への翻訳が OFF から ON へスイッチ
ングされる。 
 
２．研究の目的 
本申請研究「８位置換プリン化合物ライブラ
リーの合成とリボスイッチリエンジニアリ
ング」では、自然界には存在しない８位置換
プリン化合物でのリボスイッチのリエンジ
ニアリングを通じて、リボスイッチの仕組
み・改変原理を理解し、semi-artificial リ
ボスイッチの創成を目指した。 
 
３．研究の方法 
本申請研究の目的達成に向けて、天然リボス
イッチの構造を、８位置換プリン誘導体で動
作するように改変したsemi-artificialリボ
スイッチを創成し、その改変原理の理解と技
術の開発を研究する。具体的には、次の２項
目について研究を進めた。 
 
(1) ８位置換プリン誘導体化合物ライブラ
リーの構築と評価 
 
８−ブロモアデニン、８−ブロモアデノシン等
と、市販されている複素環のホウ酸エステル
との鈴木−宮浦カップリングにより、８位置
換プリン誘導体ライブラリーを構築した。蛍
光ディスプレイスメントアッセイにより、マ
イクロ RNA 前駆体への結合を評価した。 
 
(2) アプタマー部位を部分ランダム化した
プリンリボスイッチRNAライブラリーの構築 
 
 アデニンリボスイッチの小分子リガンド
認 識 部位を 部 分的に ラ ンダム 化 し た
Doped-RNA ライブラリーを構築した。構築し
たライブラリーを、別途合成した８位置換プ

リン誘導体を固定化した樹脂でセレクショ
ンした。結合したRNAフラクションを逆転写、
PCR、転写を１サイクルとするインビトロセ
レクションを実施しする。 
 
４．研究成果 
(1) ８位置換プリン誘導体化合物ライブラ
リーの構築と評価（図１） 

 

図１ 8 位置換アデニン誘導体の構造と特徴 

 
８−ブロモアデニン、８−ブロモアデノシン等
と、市販されている複素環のホウ酸エステル
との鈴木−宮浦カップリングにより、８位置
換プリン誘導体ライブラリーを構築した。図
２に合成した化合物の一覧と、評価に用いた
RNA の配列と二次構造を示した。 

 

図２ 合成したライブラリー化合物 

 

合成ルートの一例を Scheme 1 に示す 

 

構築したおおよそ 15 化合物からなるライブ
ラリーについて、蛍光ディスプレイスメント
アッセイにより、結合する RNA の探索を行っ
た。蛍光指示薬として X2S ジメチル体をもち
いて、数種のマイクロ RNA 前駆体を標的とし
て結合する化合物を探索した。その結果、い
くつかの化合物については、マイクロ RNA29
前駆体（pre-miR-29a）に結合する事が示さ
れた。さらに、これら化合物の結合の確証を
得るために、pre-miR-29a を表面プラズモン



共鳴センサーに固定化した後、ライブラリー
化合物の結合を評価した。（図３） 

 

図 3 SPR による pre-miR-29a との結合評価 

 
その結果、化合物 3f と 3h が、pre-miR-29a
に対して、強く結合すること、また、3fに比
べて 3h は、結合と解離が遅いことが示され
た。置換位置異性体により顕著な結合の違い
が認められる結果を得た。蛍光滴定実験の結
果（図４）、化合物 3hは pre-miR-29a に対し
て、dsRNA と比べて約 10 倍の親和性を示すこ
とが判った。 

 

図４ 蛍光滴定実験 (a) 3f, (b) 3h。

pre-miR-29a（赤）、deRNA（青）で示した。 

 
(2) アプタマー部位を部分ランダム化した
プリンリボスイッチRNAライブラリーの構築 
 
アデニンリボスイッチの小分子リガンド認
識部位を部分的にランダム化した Doped-RNA
ライブラリーを構築した。構築したライブラ
リーを、別途合成した８位置換プリン誘導体
を固定化した樹脂でセレクションし、結合し
た RNA フラクションを逆転写、PCR、転写を
１サイクルとするインビトロセレクション
を実施した。より強く結合する RNA 配列の取
得を目指して種々条件を振ってセレクショ
ンを行ったが、顕著な結合 RNA の取得には残
念ながら至らなかった。 
 
このような状況から in vitro セレクション
によるアプローチを中断し、大腸菌に
Doped-RNA ライブラリーをプラスミドとして
導入し、化合物存在下リボスイッチ機能がオ
ンになる RNA 配列を、レポーター遺伝子の発
現により選択する（大腸菌 in vivo セレク
ション）を試みた。細胞への導入、セレクシ
ョンを計画通りに進めたが、中間結果から結
合するRNA配列が収束しない可能性が高いと
いう結果を得たため、当初予定していた細胞

培養、セレクション条件を変更する必要が生
じ、研究期間を一年間延長した。 
 
大腸菌 in vivo セレクションの対象化合物と
し て 、 8-(2-aminopyridine-4-yl)adenine
（FT332）を選んだ。プリンリボスイッチ
Doped-RNA ライブラリーの下流にカナマイシ
ン耐性遺伝子と蛍光タンパク質（ZsGreen）
を組み込み、Lac プロモーターで発現を制御
した。まず、化合物（−）条件で ZsGreen が
発現するクローン ZsGreen(+)を、セルソータ
ーにより除き、FT332 存在下でカナマイシン
プレート上にコロニーを形成するクローン
を選別した。カナマイシン濃度を 10 ug/mL
と 12.5 ug/mL で、200 uM の FT332 を含む M9 
medium でセレクションを行い、それぞれ 40
クローンを選別し、FT332 存在下で ZsGreen
の蛍光強度が顕著に上昇するクローンを選
別し、評価した。 
 
一次スクリーニングでは、蛍光強度の増加が
観測されたものの、クローンを選別してさら
に条件を厳しくしてZsGreenの発現を精査し
たが、残念ながら目的とする FT332 に応答し
てZsGreenの発現を上昇させるリボスイッチ
配列の単離には至らなかった。 
 
結論 
リボスイッチ配列のランダム配列もしくは
プリンリボスイッチDoped-RNAライブラリー
配列から、目的とした８位置換プリン誘導体
により調節されるリボスイッチを得るには、
更なる工夫が必要であることが示された。具
体的な工夫すべき点を上げる。 
・化合物の水溶性を上昇させる。 
・大腸菌ではなく別の菌株を用いる。 
・リボスイッチ配列全体をセレクションする
のではなく、リボスイッチをプラットフォー
ムとしてリガンド結合による構造変化を反
映出来る配列設計 など。 
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