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研究成果の概要（和文）： 
リボザイムによる遺伝子治療では mRNA に UC、UA、UU のいずれかの配列が無ければ異常
mRNA を切断できないが、これがリボザイムの遺伝子治療応用への障害となっている。そこで
本研究では三次元構造に基づきリボザイムを改変し、上記を越える広範囲の配列を切断可能な
リボザイム創製に成功した（切断必須配列の改変・拡張）。これによりリボザイムで切断可能な
異常 mRNA の数が飛躍的に増え、リボザイムを汎用的な遺伝子治療薬とできると期待される。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Gene therapy using hammerhead ribozyme were studied. It is known that hammerhead 
ribozyme can only cleave RNAs with UC or UA or UU sequence near the cleavage site. 
Based on the crystal structure of the hammerhead ribozyme, we drastically expanded the 
variations of the cleavable sequences, in a logical and rational manner (base-substitutions 
or a non-standard base-introduction into the hammerhead ribozyme). These modified 
ribozymes with wider cleavable sequences could be useful for a gene therapy. 
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１．研究開始当初の背景 

遺伝治療に於いては異常mRNAの変異を
おこした部位の配列を特異的に認識して、そ
の mRNA の発現のみを押さえることが必要
である。発現抑制の方法としては、異常
mRNA と二重らせん形成（hybridization）
して翻訳抑制を行うアンチセンス核酸法と、
異常 mRNA 配列を切断する方法とが存在す
る。後者の方法には RNA 干渉を利用した方

法と、リボザイムのような RNA 鎖切断活性
を有した酵素 RNA 分子を利用する方法が存
在する。 RNA 干渉法が点変異（ point 
mutation）の認識を苦手としているのに対し
て（異常配列のみでなく正常配列の発現抑
制：off-target 効果）、リボザイムでは酵素の
反応の基質（配列）特異性を利用して異常
mRNA のみの発現抑制が原理的に可能であ
る。そこでリボザイム法の問題点を解決し、
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より汎用性の高い方法へと改良することを
試みた。なお今回は基質となるための配列要
求性が低いハンマーヘッド型リボザイムの
改良を行った。 

ところで、ハンマーヘッド型リボザイムに
よる遺伝子治療では mRNA に UC、UA、UU
のいずれかの配列が無ければ異常 mRNA を
切断できないが、これがリボザイムを遺伝子
治療応用する際の障害となっている。そこで
本研究では三次元構造に基づきリボザイム
を改変し、上記以外の配列も切断可能なリボ
ザイムを創製（切断必須配列の改変・拡張）
することを目指した。これによりリボザイム
で切断可能な異常 mRNA の数が飛躍的に増
え、リボザイムを汎用的な遺伝子治療薬とで
きると期待される。 
 
２．研究の目的 

上述の背景に示した通り、ハンマーヘッド
型リボザイムでは切断可能な RNA 配列のバ
リエーションが限られている。即ち、治療可
能な異常mRNAと不可能なmRNAが存在す
る。ハンマーヘッド型リボザイムのこの制限
をなくして、より汎用性の高いリボザイムを
作成できれば有効な遺伝子治療薬となる。 

しかしながら触媒する化学反応の基質特
異性が高いのがリボザイムのような酵素の
最大の特徴であり、簡単には達成できない目
標である（散発的な変異導入等では到底到達
不能である）。即ち、酵素分子（ハンマーヘ
ッド型リボザイム）の構造化学特性を把握し
た上で、メカニズムに根ざした明確な改変指
針を立てて論理的かつシステマティックな
改変を加えることが必要となる。 

ハンマーヘッド型リボザイムに対してこ
のような改変を行うにあたり、重要な発見が
二つある。一つ目は、活性中心となるコア配
列の外側に、二重らせんステム領域同士を近
づけるためのループ・ループ相互作用モチー
フが存在し（Figure 1）、本モチーフを有した
リボザイムが高活性となる、という発見であ
る（ Khvorova et al. Nature Structural 
Biology, 2003, 10, 708-712.）。二つ目は、こ
のループ・ループ相互作用モチーフを有した
ハンマーヘッド型リボザイムの結晶構造が
解かれていることである（Martick and Scott, 
Cell, 2006, 126, 309–320.）（Figure 2）。 

従って、本研究においてはループ・ループ
相互作用モチーフを有した高活性ハンマー
ヘッド型リボザイムを用いて、上記結晶構造
に基づき、論理的に切断可能配列を拡張する
ための配列改変を試みた。 
 
３．研究の方法 
3 (1) ループ・ループ相互作用モチーフを有
した天然型ハンマーヘッド型リボザイムの

切断可能配列の再検討 
背景の章にて、ハンマーヘッド型リボザイ

ムでは、基質 RNA 鎖の切断部位に UC、UA、
UU のいずれかの配列があることが切断を受
けるために必須であることを述べた。しかし
この認識はループ・ループ相互作用モチーフ
の存在が明らかになる前に決められたもの
であり、高活性型のループ・ループ相互作用
モチーフを有したリボザイムでも同様の配
列が切断を受けるための必須配列であるか
どうかはデータが存在しない。そこで最初に
高活性型リボザイムが切断可能な配列を調
べることから着手した。 

具体的には切断部位に必須な二塩基分の
配列として（二次構造上 UX として示されて
いる配列）、考えられうる 16 種類の配列を導
入した RNA 配列（21 塩基）を調製した。な
お基質のその他の配列およびハンマーヘッ
ド型リボザイムの配列は、先の結晶構造の論
文（Martick and Scott, Cell, 2006, 126, 
309–320.）において用いられていた塩基配列
とした。 

 

 
Figure 2. ループ・ループ相互作用モチーフを有したハ

ンマーヘッド型リボザイムの三次元構造 
 
3 (2) 改変型ハンマーヘッド型リボザイムの
切断可能配列の検討 

先の結晶構造の論文（Martick and Scott, 
Cell, 2006, 126, 309–320.）において、C3 残
基と G8 残基が塩基対を形成していることが
明らかとなっている。加えて、グアノシンと
シチジンを入れ替えた G3-C8 変異体も活性
をもつことが示されており、この位置の二つ
の塩基は塩基対形成していることが活性を
もつために必要条件であることが示された。 

従って、本変異体の切断可能配列は天然型

Figure 1. ループ・ルー

プ相互作用モチーフを有

したハンマーヘッド型リ

ボザイムの二次構造 



 

 

リボザイムと似た配列となることが予想さ
れるが、微妙な構造特性の違いにより、切断
可能な配列のバリエーションが天然型と異
なる可能性も充分にある。しかしながら、本
変異体に関しても切断可能な基質配列を網
羅的に調べたデータは存在しない。そこで、
G3-C8 変異体（Figure 3）を作製し、各変異
体の切断可能配列を調べることとした。 

またこの二つの塩基が塩基対を形成する
ことが必要充分条件であるなら、この部位の
塩基を U3-A8 に改変することも可能である
と期待される。そこで U3-A8 変異体（Figure 
3）についても作製して、本変異体が切断可
能な基質配列について検証した。 

 
 

 
3 (3) 立体構造に基づくハンマーヘッド型リ
ボザイムの切断可能配列の改変への挑戦 

ここでは UX 配列の U (U16.1) が C 
(C16.1) に置換されても切断可能なリボザイ
ムを設計した（Figure 4）。切断配列に U が
必要な理由は、塩基対の相手が A15.1 である
こと、さらにA15.1残基がG5 残基と van der 
Waals 接触・水素結合をして基質結合ポケッ
トを形成しているためである（Figure 4a）。
この三次元相互作用を保存しつつ U を C に
置換するにはC16.1の塩基対の相手をイノシ
ン (I15.1) にすればよい（G15.1 では立体反
発で構造が崩れる）。そこで、配列改変（CX
配列切断）リボザイムを作製し（Figure 4b）、
活性を評価した。 

 
(a)   

(b)  

４．研究成果 

4 (1) ループ・ループ相互作用モチーフを有
した天然型ハンマーヘッド型リボザイムの
切断可能配列の再検討 

本サブテーマでは、高活性型のループ・ル
ープ相互作用モチーフを有したリボザイム
の切断可能な配列のバリエーションを調べ
た。 

Figure 1 に示す天然型配列を有したハン
マーヘッド型リボザイム、および、切断部位
に 16 通りのバリエーションをもたせた基質
配列を化学合成により調製した。次にリボザ
イムによる基質切断実験を行った。今回はリ
ボザイムによる切断反応が飽和した時点で
の切断割合を指標として活性を評価するこ
ととした（Figure 5）。 

本実験の結果、ループ・ループ相互作用モ
チーフを有した高活性型ハンマーヘッド型
リボザイム（天然型配列）は、従来知られて
いた切断可能配列のバリエーションより広
い基質配列を切断可能であることが示され
た（Figure 5）。従来は UX (X≠G) という配
列が必須であったが、今回の実験により ZX 
(Z≠C; X≠G) および CC という配列が切断
可能であることが示された（Figure 5）。この
発見は 20 年来信じられてきた知見（切断部
位の必須配列）を大きく覆すものである。特
に遺伝子治療という観点からは、ループ・ル
ープ相互作用を導入することで、切断可能な
配列バリエーションが大幅に広げられるこ
とが示されたことの意義は大きい。 

 

(a)  

(b)  

 
4 (2) 改変型ハンマーヘッド型リボザイムの
切断可能配列の検討 

ここでは、高活性型のループ・ループ相互
作用モチーフを有したリボザイムの配列に
変異を導入した改変型リボザイムの切断可
能な配列のバリエーションを調べた。 

Figure 3 に示す改変型ハンマーヘッド型
リボザイム、および、切断部位に 16 通りの
バリエーションをもたせた基質配列を化学

Figure 4. ハンマーヘッ

ド型リボザイム基質特

異性改変の作業仮説。(a)
基質（U16.1）認識部位

の立体構造と化学構造。

(b) A15.1I 変異体のコア

配列と二次構造 

Figure 5. ル
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uncleaved: 切
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cleaved: 切断

後の基質 

Figure 3. G3-C8 変

異体及びU3-A8変異

体のコア配列と二次

構造 



 

 

合成により調製した。改変型リボザイムとし
ては、G3-C8 変異体（Figure 3）、U3-A8 変異
体（Figure 3）の二種類の改変リボザイムを調
製した。次にリボザイムによる基質切断実験
を行った。今回もリボザイムによる切断反応
が飽和した時点での切断割合を指標として
活性を評価することとした（Figure 6）。 

 
 (a)  

(b)  

 
まずは改変型ハンマーヘッド型リボザイ

ム（G3-C8）の結果について述べる（Figure 
6）。本改編型リボザイムは従来の報告通り、
活性を有していた。しかし天然型リボザイム
と比べると、おしなべて活性が低いことが判
った。切断可能配列という観点からは、本改
変型リボザイム（G3-C8）は天然型と非常に
近い切断可能配列を有していると思われる。
しかし残念ながら、本改変型リボザイムは活
性自体が低いため、結果論的に切断可能と言
える配列バリエーションが天然型よリ少な
くなっている。切断可能配列のバリエーショ
ンが少なくなったとはいうものの、この結果
も従来知られていた切断可能配列のバリエ
ーションより広い基質配列を切断可能であ
ることが示された。 

 
 (a)  

(b)  

次に改変型ハンマーヘッド型リボザイム

（U3-A8）の結果について述べる。本改変型
リボザイムも従来の報告通り、活性を有して
いた（Figure 7）。先の改変型リボザイム
（G3-C8）と同様、天然型リボザイムより活
性が低かった（Figure 7）。切断可能配列とい
う観点でも、改変型リボザイム（G3-C8）に
非常に近い配列特異性を有していると思わ
れる（Figure 7）。その理由については、改変
型リボザイム（G3-C8）と同じ議論が成り立
つものと考えている。しかしこの結果も、従
来知られていた切断可能配列のバリエーシ
ョンより広い基質配列を切断可能であるこ
とを示しており、ループ・ループ相互作用モ
チーフを有したリボザイムが高活性である
ことの証拠であろう。 
  
4 (3) 立体構造に基づくハンマーヘッド型リ
ボザイムの切断可能配列の改変への挑戦 

ここでは UX 配列の U (U16.1) が C 
(C16.1) に置換されても切断可能なリボザイ
ムを設計した（Figure 4）。具体的には A15.1
残基をイノシン (I15.1) に置換した改変型リ
ボザイム（A15.1I）を作製し、その切断可能
配列の検証を行った。ここでも切断部位に 16
通りのバリエーションをもたせた基質配列
を利用して基質切断実験を行った。今回もリ
ボザイムによる切断反応が飽和した時点で
の切断割合を指標として活性を評価するこ
ととした（Figure 8）。 

 
(a)  

(b)  

 
改変型ハンマーヘッド型リボザイム

（A15.1I）においては、当初の計画通り CN
配列（N = A, G, C, U）が切断可能となった
（Figure 8b）。立体構造に基づく酵素の論理
的機能改変は想定外の事象がおきて望む機
能を出せないことが多いのに対して、今回の
論理的機能改変が成功したことは非常に意
義深い。 

なお本成果を遺伝子治療の観点からみる
と、改変型リボザイム（A15.1I）は、天然型

Figure 6. 改変
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ッド型リボザ

イム（G3-C8）
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ボザイム; Sub:
基 質 RNA;
uncleaved: 切

断 前 の 基 質 ;
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後の基質 

Figure 7. 改変

型ハンマーヘッ

ド型リボザイム

（U3-A8）の切断

可能配列の検証：

HHRz: ハ ン マ

ーヘッド型リボ

ザイム; Sub: 基
質 RNA;
uncleaved: 切断

前 の 基 質 ;
cleaved: 切断後

の基質 

Figure 8. 改変

型ハンマーヘッ

ド型リボザイム

（A15.1I）の切

断可能配列の検

証 ：  HHRz:
ハンマーヘッド

型リボザイム ;
Sub: 基 質

RNA; 
uncleaved: 切

断 前 の 基 質 ;
cleaved: 切 断

後の基質 



 

 

ハンマーヘッド型リボザイム（最も広い切断
可能配列を有したリボザイム）でも切断が不
可能であった CN 配列（N = A, G, C, U）を
切断可能とするリボザイムである。 

本結果をメカニズム解明の観点から眺め
ると、A15.1 残基の具体的な役割が見えてく
る。A15.1 残基は基質 RNA 鎖の UX 配列の
U16.1残基を塩基対形成により認識するとい
う役割に加えて、コア配列の G5 残基が活性
中心の正しい位置に結合できるようなプラ
ットフォームとして機能していることが示
された。 

立体構造上、A15.1 残基をグアノシンにし
た場合は、マイナーグルーブ側にアミノ基が
突き出す形になり、活性が大幅に下がること
が知られている（Figure 4a）。一方、アデノ
シンとイノシンにはマイナーグルーブ側に
突き出た官能基がないため、マイナーグルー
ブの正しい位置に G5 残基を誘導して、活性
中心を形成するのに寄与していること考え
られる。即ち、論理的設計に基づく酵素の機
能改変実験を通じて、メカニズム解明に通じ
る成果を得ることまでできた。 
 

 
Table 1. ループ・ループ相互作用を有したハンマーヘッ

ド型リボザイムの基質配列特異性 
 

まとめとして、天然型および改変型リボザ
イムの基質配列ごとの切断の可否について
まとめる（Table 1）。この結果から判ること
として、改変リボザイム（A15.1I）は天然型
リボザイムで切断可能な配列は全て切断で
きるという非常に広範囲の基質配列を切断
できるリボザイムであることも判明した。上
述のように、改変リボザイム（A15.1I）は
CX 配列（N = A, G, C, U）も切断可能なため、
今回検証を行ったリボザイムの中で最も広
い切断可能配列を有していることが判った。
このように本研究により、論理的分子設計に
よる、新規の基質切断特性を獲得した人口改
変リボザイムの創製に成功した。 
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