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研究成果の概要： 
「人工酵素などの機能性生体高分子のテーラーメイドな創製」は、RNA に限らず、広く生体
高分子研究において、基礎化学/生物学的に、また医療やバイオ工学などへの応用面からも重要
な課題である。本研究では、研究代表者の考案した新手法「design & selection法」を基盤と
する人工リボザイムの創製、機能改変、機能解析に取り組み、本手法の確立を行い、その有効
性を示した。 
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 直接経費 間接経費 合 計 
2006年度 7,400,000 2,220,000 9,620,000 

2007年度 8,000,000 2,400,000 10,400,000 

2008年度 3,300,000 990,000 4,290,000 

年度  

  年度  

総 計 18,700,000 5,610,000 24,310,000 

 
 
研究分野：化学 
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１．研究開始当初の背景 
（１）「人工酵素に代表される機能性生体高
分子のテーラーメイドな創製」は、RNA に
限らず、広く生体高分子研究において、基礎
化学/生物学的に、また医療やバイオ工学など
への応用面からも重要な課題である。研究開
始当初、その創製法としては、「立体構造の
知見に基づいた合理的分子デザイン」と「ラ
ンダムライブラリーからの進化工学法」の両
極端のアプローチが試みられていた。 
 両手法については、長所とともに固有の短
所も抱えていた。 

 
（２）リボザイムやアプタマーなどの機能性
RNA はバイオテクノロジーのツールとして
非常に有望であり、効率的かつエンジニアリ
ングが容易な人工創製法の開発が望まれて
いた。 
 
（３）上述の背景のもと、研究代表者は「合
理的分子デザイン」と「ランダムライブラリ
ーからの進化工学法」を複合化した新手法
（design & selection法）を考案した。 
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２．研究の目的 
本研究では「design & selection法」の有用
性を実証し、その展開を図ることを目的とし、
3年間で下記の 3課題に取り組んだ。 
 
（１）design & selection法で最初に得られ
た RNA 酵素（DSL）の機能解析とバイオテ
クノロジーツールへの人工改変。 
（２）DSL 創製に用いた分子骨格(scaffold)
を利用した人工リボザイムの更なる創製。 
 
（３）他の分子骨格(scaffold)を利用した人工
リボザイムの創製。 
 
３．研究の方法 
（１）design & selection法で最初に得られ
た RNA 酵素（DSL）の機能解析とバイオテ
クノロジーツールへの人工改変。 
 
DSL リボザイムは２つの RNA 断片を tmplate
依存的に連結する活性を示す ligase リボザ
イムであり、その活性の高さとモジュール集
積型の構造から注目を集めている。 
 DSL のモジュールは、酵素モジュール、基
質モジュール、酵素モジュールと基質モジュ
ールを連結するリンカーモジュールより構
成されている。本研究では、そのモジュール
性について理解を深めるために、リンカーモ
ジュールに着目して機能解析を行った。 
 具体的な研究方法としてはリンカーモジ
ュールを構成する機能モチーフのスワップ
変異体、並びにリンカー部分の塩基対を系統
的に置換し、その影響をリボザイムの酵素活
性および RNAの構造形成能力を指標として解
析する。 
 
（２）DSL創製に用いた分子骨格(scaffold)
を利用した人工リボザイムの更なる創製。 
 
DSLリボザイムは触媒反応に Mg2+イオンを補
因子として要求する金属酵素であることが
明らかとなっている。RNA を切断する蛋白質
酵素の場合、DSL リボザイムと同様の金属イ
オンを用いる酵素反応機構に加え、アミノ酸
側鎖の官能基を利用した一般酸塩基触媒の
機構により RNA を切断する酵素も存在する。
このような同一の化学反応を異なる反応機
構により行っている例は生体内で幾つも見
つかっているため、同様の多様性を人工リボ
ザイムにおいても実現できれば、非常に興味
深い。 
 
 具体的な研究方法としては、DSL 創製と同
様の design & selection法により、分子設計
した RNA構造体（type-BRNA）に対し、計
45塩基のランダム塩基配列のライブラリー
を基質モジュールと接触可能な領域に組み

込み、進化工学法により目的とする酵素ユニ
ットを選別する。DSLリボザイムの創製では、
選別時にMg2+イオンを添加したが、今回は
Mg2+イオンは加えず、代わりに一般酸塩基
触媒として機能しうるヒスチジンを含む短
鎖ペプチドを反応系に添加する。 
 
（３）他の分子骨格(scaffold)を利用した人工
リボザイムの創製。 
DSL リボザイム創製に用いた RNA 構造体以外
の RNA を用い、モジュールを集積化して新し
い機能性 RNA を創製したり、既にある機能を
改変、制御することを試みる。 
 本研究では、天然に既存の機能性 RNA 構造
に対して進化工学的に創製した人工モジュ
ールを付加し、既存の機能性 RNA 構造の性能
に対する影響を生化学的解析により検討す
る。 
 
４．研究成果 
(1) design & selection法で最初に得られた
RNA 酵素（DSL）の機能解析とバイオテク
ノロジーツールへの人工改変。 
 

DSLリボザイ
ムのリンカー
モジュール中、
上部リンカー
モ ジ ュ ー ル

(clamp 
module) に つ
いての機能解
析を行った。
上部リンカー
モジュールと
酵素モジュー
ルを連結する

塩基対(55U-75A)について、塩基対を変化さ
せてその効果を検討した所、A-U および G－C
への塩基対置換は大きな性能低下を引き起
こさなかった。しかし C-G へ置換した変異体
の性能は大きく低下した。 
 
 このモジュール同士を結合する 55-75塩基
の効果をさらに解析するため、モジュール工
学により、上部リンカーモジュールを他の種
類に変更した、invDSL リボザイムについても
同様の解析を行った。その結果、invDSL リボ
ザイムについても、モジュール間を連結する
U-A 塩基対を C-G に置換した場合には活性が
極端に低下することが明らかとなった。 

 これらの
結果より、
モジュール
集積型 DSL
リボザイム
の性能最適



化には、機能モジュール自体の性能向上に加
えて、モジュール間を連結する部分の最適化
も有効である事が明らかとなった。この知見
は、今後モジュール集積型機能性 RNA の機能
向上ついて一般的な指針となり得る。 
 
 
２）DSL 創製に用いた分子骨格(scaffold)を
利用した人工リボザイムの更なる創製。 

 
DSL リボザイムの
創製に用いたRNA
構 造 体
（typeB-RNA、左
図）に対し、計 45
塩基のランダム塩
基配列のライブラ
リーを基質モジュ
ール（P1）と接触
可能な P2と P3の
境界領域に組み込
み、10 の 14 乗の

異なる分子種を含んだコンビナトリアル・ラ
イブラリーを構築した。ライブラリーは化学
合成法により DNA 分子として構築し、つい
て試験管内転写により RNAへと変換した。 
 
 進化工学法（in vitroselection）を用い
て触媒活性を示す配列を選別、濃縮する際、
DSL 創製時に加えた Mg2+イオンを外し、触媒
活性を補助できない[Co(NH3)6]3+イオンを
RNA の３D 構造形成の金属イオンとして添加
した。さらに、RNA 断片同士の連結反応の加
速に直接関与できる生体由来の一般酸塩基
触媒としてヒスチジンを含むジペプチドと
トリペプチド４種を化学合成し、反応系に添
加した。これらのペプチドにはヒスチジンに
加え、RNA との静電的な親和性を高める目的
でアルギニンを導入した。トリペプチドの配
列を下に示した。 

 調整した RNAライブラリーを上記の条件下
で基質 RNA と反応させ、反応混合物中から基
質との連結がおこった分子を逆転写-PCR 法
により選択-増幅する。この一連の作業を、
選別条件を段階的に厳しくしながら６ラウ
ンド繰り返した。RT-PCR 産物の電気泳動の結
果から、連結活性を持つ RNA 分子が濃縮され
ている事が示唆されたため、PCR 産物をクロ
ーニングし、塩基配列を決定した。その結果、
数種の配列について、基質 RNA が連結した配
列が確認できた。 

 これらの DNA 配列から RNA を転写し、リボ
ザイム活性を測定したが、現在のところ、有
意な活性は見いだされていない。進化工学法
を行う上でのテクニカルな問題で、反応加速
能力がないにも関わらず特定の配列が濃縮
されてしまうのか、あるいは一定の反応加速
能力を有する配列が選別/濃縮されているが、
その効果が研究者の用いている機器の感度
限界以下で確認できないのか、現在のところ
明らかでない。進化工学法の一つの欠点とし
て、ライブラリー構築の際に原理的な可能な
配列の数が実際の実験操作で取り扱い可能
なモル数より多くなることが上げられる。従
って、一回の in vitro selection で目的と
する機能を示す配列が得られない場合、RNA
にその能力が原理的にないためなのか、その
実験で用いた RNAライブラリーにたまたま目
的配列が含まれていなかったのかの判別が
むつかしい。しかしながら、いずれの結果に
せよ、今回の進化工学実験では DSL リボザイ
ムに匹敵する反応加速能力を示す触媒モジ
ュールは得られなかった。 
 
 
（３）他の分子骨格(scaffold)を利用した人工
リボザイムの創製。 
 
 モジュール構造を有することが知られて
おり、その３D構造も解明されている T4td グ
ループ Iイントロンを機能が既に組みもまれ
ている分子骨格(scaffold)として用い、その
機能性構造体に対して更にアクチベーター
機能を持つ人工構造モジュールを付加し、機
能の向上を試みた。 
 人工構造モジュールは研究代表者により、
T4td グループ I イントロンの天然のアクチ
ベーターモジュールを削除した変異体を用
い、進化工学的に創製されたモジュールを利
用した。このモジュールを野生型の T4 td グ
ループ Iイントロンに組み込む事により、得
られるリボザイムは、天然型、及び人工型の
２つのアクチベーターモジュールを同時に
有することになる。天然型モジュールがリボ
ザイムの反応速度を向上させるのに対し、人
工モジュールはリボザイムの基質に対する
親和性を向上させる事が個別の解析から明
らかになっていた。 

 従って、２つ
のモジュールを
同時に組み込ん
だハイブリッド
体(WT+2.1)は両
者の活性化能の
利点を併せ持ち、
反応速度と基質
親和性のいずれ
もが向上する事



が期待された。 
 しかし、ハイブリッド体(WT+2.1)の生化学
的解析の結果は、予想に反したものであった。 
 
 天然型のアクチベーターモジュールのみ
を有する野生型リボザイムと２つのアクチ
ベータモジュールを有するハイブリッド・リ
ボザイムの速度論パラメータを比較から、ハ
イブリッド化により、向上が予想された基質
親和能は野生型よりも低下している一方で、
野生型と変らないと予想された反応速度が
野生型より向上した事が判明した。 
 変異を導入した基質、および変異を導入し
たリボザイムを用いた系統的な変異体の性
能比較、ならびに T4td グループ I イントロ
ンに近縁な Twort グループ Iイントロンの立
体構造に基いた構造の検討から、この予期せ
ぬ結果は以下の理由に起因すると考察した。 
１）本研究に用いた T4td グループ I イント
ロンが触媒する RNA連結反応の反応速度
の律速段階は、化学反応の段階ではなく、
基質がリボザイムに会合した後、基質-
酵素複合体が反応活性な構造に変化す
る、構造変化の段階であることが示唆さ
れた。ハイブリッドリボザイムでは、２
つのアクチベータモジュールが共存す
る事で、この過程に各モジュールが単独
で存在する場合とは異なる効果が現れ
たと考えられる。 

２）Twort グループ I イントロンの立体構造
に基づいて、天然と人工のアクチベータ
モジュールの立体的な位置関係を考察
した所、２つのモジュールが立体的にぶ
つかりあう可能性が示唆された。生化学
的解析からハイブリッド・リボザイムの
性能は予想と異なり、二つのモジュール
の加算にはなっていないものの、二つの
モジュールの特性は、それぞれ部分的に
保持されている事も明らかになった。し
たがって、２つのモジュールの立体的な
ぶつかり合いが、基質-酵素複合体が反
応活性な構造に変化する、構造変化の過
程に影響を与え、リボザイムの酵素活性
が予期せぬ結果を示したと考えられる。 

 
以上の結果は、個別の実験（あるいは自然界
での進化）により獲得されたモジュールを集
積化する際、モジュール間の相互作用により
各モジュールの機能の加算とならず予期せ
ぬ効果をもたらす場合があることを示して
いる。この結果は、RNA や蛋白質のモジュー
ル工学において、重要な知見であるのみなら
ず、自然界での RNA の分子進化においても、
モジュールの付加などによって、加算的でな
い機能の変化が起こって来た可能性を示唆
している。 
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