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研究成果の概要（和文）：トランス系での縮小型R3Cリガーゼリボザイムの機能活性上昇に関係する
kissing-loopを介した複合体の形成は、熱力学的支配のみならず、速度論的支配にも依存し、連結活性の創出に
寄与していることが示唆された。また、タンパク質の情報を直接RNAの情報に変換する“逆翻訳”系構築への道
筋を探っていく足がかりとして、tRNAと相互作用するタンパク質（TrbpやアミノアシルtRNA合成酵素）との反応
を解析し、A. pernix Trbpとの結合に不可欠なRNAの構成要素は、3’末端の一本鎖CAヌクレオチドであることを
明らかにし、N. equitansのAlaRS、GlyRSの構造と機能解析も行った。

研究成果の概要（英文）：The formation of the kissing-loop-mediated complex, which is involved in the
 increased functional activity of the reduced R3C ligase ribozyme in “trans” system, depends not 
only on thermodynamic control, but also on kinetic control, which could lead to the creation of 
ligase activity. In addition, as a stepping stone to find a way to construct a "reverse translation"
 system that directly converts protein information into RNA information, I analyzed the reaction 
with proteins that interact with tRNA (Trbp and aminoacyl-tRNA synthetase). It was revealed that the
 RNA component essential for binding to A. pernix Trbp is a single-stranded CA nucleotide at the 3'
-end, and the structure and function of N. equitans AlaRS and GlyRS were also analyzed.

研究分野： 生体物質化学

キーワード： RNA

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これらの研究は、リガーゼリボザイムの起源と進化に迫るだけでなく、タンパク質合成系の進化への道筋にもつ
ながっており、本研究で得られるRNA-RNA相互作用、RNA-アミノ酸相互作用などの医工学応用等も期待できる。
また、本研究をさらに推進することによって、RNAの工学的可能性向上の重要な基盤研究となるだけでなく、従
来の生物学の常識を覆す画期的な発見につながる可能性も秘めている。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
RNAを連結するリガーゼリボザイムが、いかにして機能を獲得し、進化し、現在の生命に至っ
たのかは生命の起源と進化において、極めて重要な問題である。申請者は、モノマーで単独に機
能する最小の R3Cリボザイム（73ヌクレオチド（nt））を 50 ntまで縮小させることに成功し
た。更なる縮小化によりリボザイムは活性を失ったが、ループ部分の相互作用を介し、２分子系
としてトランスに働かせることによって、連結活性が著しく上昇する現象を発見した。しかしな
がら、この「トランス系での縮小型 R3Cリボザイムの機能活性上昇」がいかにして成し遂げら
れているのかについてのメカニズムの解明はされていなかった。また、ここでトランスに働く
RNAとして（原始）tRNAを用いることで、RNAワールドから現在の RNPワールドへ移行す
る際の進化過程や、生命系の情報伝達の起源の謎の解明にも重要な知見を与えることが期待さ
れるものの、挑戦的研究としてのまだ手つかずのまま残されている状態であった。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、この「トランス系での縮小型 R3Cリボザイムの機能活性上昇メカニズムの解明」
に本格的に取り組むことを主目的として、研究を推進した。また、「自己複製リボザイムへの発
展と翻訳系とのカップリング創出」を目指すために、遺伝暗号の起源に関係したタンパク質と
RNAとの相互作用、特に、tRNAと相互作用するタンパク質（Trbpやアミノアシル tRNA合成
酵素）との反応を解析していくことによって、将来的に、「タンパク質の情報を直接 RNA の情
報に変換する“逆翻訳”系構築」への道筋を探っていくことを目指した。生物が太古に獲得し進化
させてきた痕跡を抉り出す基礎科学への貢献は計り知れない。また、こうした基本的な分子メカ
ニズムの解明に留まらず、本研究で得られる RNA-RNA相互作用、RNA-アミノ酸相互作用など
の医工学応用等も期待できる。 
 
 
３．研究の方法 
研究目的を達成するために、以下の方法を用いて研究を展開した。 
 

(1) 実験に必要なサンプル等の調製について 
R3Cリガーゼリボザイム、および、その変異体、さらには、各種の RNAに関しては、T7プロ

モーターを有する DNAを鋳型とした in vitroでの転写を行い、変性ポリアクリルアミドゲル電

気泳動によって、分離精製した。In vitro selectionに用いる RNAは 30 merのランダム領域を

含む 60 mer から構成される N30H を鋳型として作製した。また、蛍光ラベル等を有する修飾

RNAに関しては、日本バイオサービスに合成を依頼した。タンパク質サンプルに関しては、pET
ベクター上に、目的となる DNA 配列をクローニングした後、大腸菌 BL21-Codon Plus(DE3)-
RILに形質転換し、目的タンパク質を発現した。精製は、Ni-NTAアガロースカラムを用いて行

った。 
 
(2) 活性検出等について 
リガーゼリボザイムによる連結反応は、R3Cリガーゼリボザイム、あるいは、その変異体を 5’-

FAM ラベルした基質 RNA と混合して行った。生成産物は、変性ポリアクリルアミドゲル電気

泳動によって分離した後、Typhoon FLA 7000 systemと Image Quant TL softwareを用いて
定量した。古細菌 Aeropyrum pernix Trbpとの結合活性の検出は、ニトロセルロースフィルタ

ーに Trbpを結合させておき、これに結合してくる RNAを選抜した。また、非変性ポリアクリ

ルアミドゲル電気泳動を用いたゲルシフトアッセイによって、Trbp と RNA との結合検出も実

施した。tRNAのアミノアシル化は、[14C]ラベルされたアミノ酸を使用し、ATPと RNAの存在

下で、アミノアシル tRNA合成酵素を用い、最終的に得られた[14C]アミノアシル tRNAを液体

シンチレーションカウンターによって、定量・検出した。X 線結晶構造解析は、高エネルギー加

速器研究機構の放射光施設を用いて、横浜市立大学の朴三用教授との共同研究で行った。分子シ

ミュレーションは、AMBER 16 software packageを用いた。 
 
 
４．研究成果 
(1) R3Cリガーゼリボザイムは、報告されているリガーゼリボザイムの中で最小のサイズ（73ヌ
クレオチド）を有し、基質分子を自身に連結するリガーゼ活性をもつ。R3C リガーゼリボザイ
ムを縮小した切断型変異体（48 ヌクレオチド）を作製すると、大きな活性の低下が見られた。
この変異体のループ配列を改変し、49 ヌクレオチドの変異体<A>、および、<A>のループ部分
と相補的な配列をもつ変異体を調製し、<A>と混合すると、連結効率は著しく上昇した。これら
の結果は、これは２つの変異体の相補的な配列が、kissing-loopを介して複合体を形成すること
により、活性に必要な構造変化によって引き起こされたと考えられた。 
 



(2) そこで、互いに kissing-loopを有す
る２分子 RNAを用いることによって、
連結活性が上昇するメカニズムを解明
するために、<A>と kissing-loop を形
成するループ配列をもち、基質結合部
位を持たないヘアピン状の RNA であ
る <hairpin-ΔU>を作製し、 <A>と
<hairpin-ΔU>を混合することによる
連結活性の変化を測定した。その結果、
基質結合部位がないにも関わらず、基
質の連結は<A>の側でなく、<hairpin-
ΔU>の側に起こることが明らかになっ
た（図１）。これは驚くべき結果である。 
 
 
(3) 次に、これらの kissing-loop 配列の一部を置換・欠損した変
異体を用いて実験を行った。その結果、連結効率が低下したり、
連結活性を示さないものも出現したりした（図２）。これらの解
析をもとに、kissing-loop 形成の自由エネルギーの観点から考察
を行った（図３）。そして、kissing-loopを介した複合体の形成
は、熱力学的支配のみならず、速度論的支配にも依存し、これら
が連結活性の創出に寄与していることが示唆された。 

 
 
(4) これらの kissing-loop 配列を介した相互作用は、
RNAの進化に対して、重要な意味を持ったことを証明
する一環として、まったく独立した短い２本の RNAを
用意し、これらを混合させ、kissing相互作用を介した
構造変化を引き起こさせることによって、初めて、ア
ミノアシル tRNA合成酵素によって認識され、アミノ
アシル化が起こることを明らかにした（図４）。 
 
 
(5) 翻訳系とのカップリング創出を目指すために、生物
種を違えて保存されているタンパク質（Trbp: tRNA 
binding protein）に結合する RNA はどのようなもの
であるかを明らかにする目的で、A. pernix Trbpに対
する RNAアプタマーを分離した。それらの二次構造をもとに、構
造の縮小化を行い、最終的に 21ヌクレオチドから構成される短縮
された配列が得られ、A. pernix Trbpとの結合に不可欠なのは、3’
末端の一本鎖 CAヌクレオチドであることを明らかにした（図５）。 
 
 



(6) 将来的に、「タンパク質の情報を直接 RNAの情報に変換する“逆翻訳”系構築」への道筋を探
っていくために、遺伝暗号の起源に関係するタンパク質との反応を解析した。最小のゲノムサイ
ズを有する古細菌 Nanoarchaeum equitansの αと βという 2本のポリペプチド鎖から構成さ
れるアラニル tRNA合成酵素（AlaRS）は α鎖のみの時は G3:U70 塩基対に依存しない tRNAAla

へのアラニン結合活性があり、これに β鎖が加わった時に初めて、G3:U70 塩基対に依存した活
性を生み出すことを解明した（図６）。また、N. equitansのグリシル tRNA合成酵素（GlyRS）
の構造も明らかにした
（PDB ID:5Z5E）（図
７）。さらに、長年謎で
あった L-アミノ酸が選
択的に選ばれる理由を、
原始 tRNA（RNA ミニ
ヘリックス）を用いた分
子動力学シミュレーシ
ョンにより指し示した
（図８）。 
 
これらの研究は、リガーゼリボザイムの起源と進化に迫るだけでなく、タンパク質合成系の進

化への道筋にもつながっており、RNAの工学的可能性向上の基盤研究となるだけでなく、従来

の生物学の常識を覆す画期的な発見につながる可能性を秘めている。 
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