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研究成果の概要（和文）：研究提案「In vivoセレクション法によるゲノムワイドなリボ

ザイム探索」では、機能性RNAのうち自己切断型リボザイムの探索を目標に設定し、

ゲノムから転写されるRNAを網羅的にライブラリー化した「ゲノムRNAライブラリー

」から、大腸菌を用いたin vivoセレクション法による効率的なスクリーニング系を

用いて、リボザイムなどの機能性RNAの探索を行った。 

 
 
研究成果の概要（英文）：In vitro selection provides one of the most powerful strategies 
for obtaining functional RNA molecules. The selection and evolution technique has 
produced RNA aptamers that specifically bind small molecules or ribozymes that catalyze 
a variety of chemical reactions from randomized pools of RNA. In this project, we performed 
an in vitro selection aimed at isolating functional RNAs from the human genome RNA library.  
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１．研究開始当初の背景 
 ヒトゲノムプロジェクトによるヒトゲノム

の完全解析の結果、遺伝子の大部分はRNAに転

写され、さらに転写されるRNAの大部分（98%

）はタンパク質配列をコードしないnon 

coding RNA（ncRNA）であることが明らかにな

った。ncRNAにはmicroRNA、リボザイム、リボ

スイッチに加えて未解明の機能が隠されてい

ると考えられている。しかしながら現在のマ

イクロアレイ、公的データベース情報では未

知機能のRNAを探索することは困難である。す

なわち、生理活性分子との結合に応じた翻訳

制御（リボスイッチ機能）、あるいは触媒機

能により翻訳を制御するリボザイム機能など

機能性ncRNAなどを効率的に探索する化学的、

生化学的方法論は、今後のncRNA研究を飛躍的
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に進展させると期待されている。 

 本研究提案「In vivo セレクション法によ
るゲノムワイドなリボザイム探索」では、機
能性RNAのうち自己切断型リボザイムの探索
を目標に設定し、ゲノムから転写される RNA
を網羅的にライブラリー化した「ゲノム RNA
ライブラリー」から、大腸菌を用いた in vivo
セレクション法による効率的なスクリーニ
ング系を用いて新規リボザイムの探索と機
能解明を行う。ゲノム中にコードされたリボ
ザイムは、RNA レベルにおける遺伝子発現制
御、オルタナティブスプライシングなど重要
な生物学的機能を持つと考えられるが、新規
なリボザイムを探索する方法論はこれまで
あまり研究されてこなかった。リボザイムを
はじめとして、生物学的に重要な意味を持つ
新たな機能性 RNAの研究は、基礎研究、医療、
診断など、生命科学における広い領域におい
て重要なものとなる。 
 
 
２．研究の目的 
 近年、メッセンジャーRNA（mRNA）の5’末
端側に存在する非翻訳領域（untranslated 
region: UTR）中に、遺伝子発現を抑制する制
御領域が存在することが発見された。また
mRNA前駆体体における自己触媒的なRNA切断
機構が転写の終結に関わっていることも明ら
かにされた（Akoulitchev el al., Nature, 
2004）。このように現在ncRNAの探索と、機能
解明が精力的に行われており、今後も生物学
的に重要な機能を有するncRNAが数多く発見
されると考えられる。 
 これまでに申請者は、（１）in vitroセレ
クション法とペプチドライブラリーを組み合
わせた蛍光ATPセンサーの開発研究(JACS, 
2002, 2006)、（２）人為的なリボスイッチ制
御を目指した光応答性RNAレセプターの開発
研究(JACS, 2007)を通じて、合成RNAライブラ
リーを用いたin vitroセレクション法を用い
た機能性RNAの開発研究を進めてきた。これら
の研究を通じて、合成RNAライブラリーを用い
るのではなくゲノムに存在する機能性RNAを
セレクション法により探索する発想に至った。 
 近年、Szostakらは、ゲノムを断片化したRNA
ライブラリーから、in vitroセレクション法
を利用して新規リボザイムを発見した
（Szostak el al., Science, 2006）。しかし、
この手法はリボザイム活性画分を電気泳動法
によりゲルから回収するために、塩基長の決
まったRNAライブラリーからのin vitroセレ
クションに限定されている。一方、レポータ
ータンパク質の発現を指標とする細胞ベース
のin vivoセレクション法は、極めて効率的に
合目的分子のライブラリーからのスクリーニ
ングが可能であるが、目的とする読み枠（リ
ーディングフレーム）でタンパク質が翻訳さ

れる確率が１／３しかないという問題があっ
た。本研究で提案する大腸菌を用いたin vivo
セレクション法では、すべての読み枠でタン
パク質が翻訳できるタンパク質発現ベクター
を利用することにより、塩基長に制限の無い
RNAライブラリーからのセレクションを可能
にした。即ち、本研究提案で用いるRNAライブ
ラリーは、Szostakらにより報告された塩基長
の限定されたRNAライブラリーと比較して、圧
倒的に配列的、構造的多様性に優れている。
この多様性が格段に向上したゲノムRNAライ
ブラリーを用いて、ゲノムワイドにリボザイ
ムを探索する方法論は、新たな機能性ncRNA
探索において極めて有効である。 
 本研究提案で用いる細胞をベースとした
スクリーニング系は、有機小分子（エフェク
ター分子）との結合に応じて機能発現がコン
トロールされるリボザイム、リボスイッチの
ような ncRNA の探索にも応用でき、生物学的
に重要な RNAを探索する画期的な方法論であ
る。ゲノム RNA ライブラリーから選び出され
た RNA は、機能性 ncRNA として生命維持に関
わる可能性があり、遺伝子発現を操作可能な
人工分子の開発にも有用な知見を与えると
期待している。一方、ゲノム配列中には進化
の過程において蓄積された情報も含まれて
おり、生物種、時代を超えた生命現象が、機
能性ncRNA探索をきっかけに理解できる可能
性も開ける。将来的には、本研究で探索、機
能解析するリボザイムをはじめとした ncRNA
を、制御する有機小分子の開発研究へと展開
することを考えている 
 
 
３．研究の方法 
 本研究提案「In vivoセレクション法による
ゲノムワイドなリボザイム探索」では、ゲノ
ムにコードされた自己切断活性を有するリボ
ザイムを探索し、その機能評価を行う。具体
的には、 
（１）ヒト、酵母などのゲノムから調製した
ゲノム RNAライブラリーの作製、 
（２）致死遺伝子を選択マーカーとしたin 
vivoセレクション法の開発、リボザイムの探
索を行う。 
  
 ヒト、酵母などのゲノムからゲノム RNA ラ
イブラリーを作製し、大腸菌を用いたin vivo
セレクションの実験系を立ち上げ、リボザイ
ムを探索する。ゲノムライブラリーはゲノム
を DNA分解酵素（DNaseI）で部分消化した後、
目的とする塩基長の DNAをゲル電気泳動法に
より分離して作製する。ライブラリーの塩基
長は DNaseI の反応時間により自由に制御可
能であり、当初は 100-300 塩基長のゲノムラ
イブラリーの作製を計画した。次に、作製し
たゲノムライブラリーを Phe-tRNA 合成酵素



変異体の遺伝子上流に融合させ、大腸菌に導
入する。Phe-tRNA 合成酵素変異体は p-クロ
ロフェニルアラニン（pCl-Phe）を基質とし
て認識し、非天然アミノ酸を含むアミノアシ
ル tRNA を合成する。その結果、Phe-tRNA 合
成酵素変異体が発現した大腸菌は、pCl-Phe
を取り込んだ異常タンパク質を生産するた
め、pCl-Phe を含む培地では生育できない
（Kast, Gene, 1994）。この酵素変異体 基質
ペアーを利用して、pCl-Phe を含む培地中で
大腸菌の in vivo セレクションを行う。セレ
クション法における選択圧を培地中の
pCl-Phe 濃度により制御できる点が、酵素 
基質ペアーを利用する利点である。自己切断
型リボザイムにより酵素の翻訳が阻害され
た結果、pCl-Phe を含有する培地中で生育可
能になった大腸菌からプラスミドを回収す
る。プラスミド DNA の配列解析により自己切
断活性を有するリボザイム配列が同定でき
る。 
 引き続いて、公的ゲノムデータベースを用
いてリボザイム配列の下流に存在する遺伝子
を探索し、同定したリボザイムの生物学的な
機能解明を行う。リボザイム活性は分光学的
解析、フットプリント法などの分析手法、お
よびRNA配列の下流に導入したルシフェラー
ゼなどレポータータンパク質の発現量の変化
から評価する。 
 
 
４．研究成果 
(1) 大腸菌、枯草菌、ヒト、酵母などのゲノ
ムからゲノム RNA ライブラリーを作製し、in 
vivo セレクションの実験系の立ち上げを行
った。各種ゲノムを調整した後、ゲノムを DNA
分解酵素（DNaseI）でゲノム DNA を部分消化
した後、目的とする塩基長の DNA をゲル電気
泳動法により分離した。ライブラリーの塩基
長は DNaseI の反応時間により自由に制御可
能であることが確認できた。本研究では
100-200 塩基長のゲノム DNA ライブラリーを
作成した。 
 作成したゲノム DNA ライブラリーに、リン
カー配列を連結して in vitro セレクション
に利用可能なゲノム DNAライブラリーへと変
換した。ゲノム DNA ライブラリーから転写し
たゲノム RNA ライブラリーには、mRNA、リボ
ソーム RNA をはじめとして、タンパク質へ翻
訳されないイントロンや、様々な機能性
ncRNA が含まれていると考えられる。ゲノム
RNA ライブラリーを初期ライブラリーとして
利用すると、選択された配列は必ずゲノム中
に存在する。すなわち、ゲノム RNA ライブラ
リーを用いた研究は、これまでの合成 RNA ラ
イブラリーを用いた方法と比較して、より直
接的に生物学的機能制御を指向したものと
なりうる。 

 
(2) 作製したゲノムライブラリーを使用し
て、in vitroセレクション法を行ったところ、
目的としたリボザイムの獲得までにはいた
らなかった。そこで、ヒトゲノム RNA ライブ
ラリーから、in vitro セレクションを行い、
核酸結合性小分子化合物（ナフチリジンダイ
マー：ND）に対して選択的に結合する RNA を
探索した。セレクションサイクルごとに ND
カラムに対する結合 RNA画分が増大していく
ことが確認できた（下グラフ）ことから、ヒ
トゲノム RNA ライブラリーからも in vitro
セレクションが効率よく行えることがわか
った。１３回のセレクションサイクル後の
RNA 配列を解析し、ヒトゲノムデータベース
を利用して ND 結合性 RNA のゲノム上の位置
を同定した。 

（図）in vitro セレクションサイクル毎の
ND 結合性 RNA 画分の変化 
 
 配列解析の結果、ND 結合性の様々な RNA 配
列が同定できた。今回のセレクションでは、
選択条件は変更せずに行った。そのため配列
解析を行ったサンプル中には、高度に収束し
た配列は認められなかった。今後、セレクシ
ョンを高塩濃度条件で行うことにより、高い
親和性で結合するRNAが得られるものと考え
ている。解析した配列の中で、特に高い相同
配列であったクローンについてゲノムデー
タより解析を行った。Blast 解析の結果、こ
れ ら の 配 列 は Contactin-associated 
protein-like 4 precursor (Cell 
recognition molecule Caspr4)内に存在する
ことがわかった。すなわち、これらの mRNA
配列はNDと結合することが示唆され、Caspr4
タンパク質は ND による発現制御の標的分子
となることが期待された。誘起小分子化合物
に対して、選択的に結合する RNA を獲得出来
たことから、ゲノムライブラリーを利用した
セレクション法の有用性が明らかになった。
セレクションにより得られた配列は、タンパ
ク質をコードする領域に存在しており、小分
子を利用した新たな遺伝子発現制御の可能
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性を提示するものであった。 
 ゲノム RNA ライブラリーから in vitro セ
レクションにより得られた RNA 配列は、標的
小分子の生物学的機能を評価する上で重要
な情報になる。今後、これらの RNA が実際に
ND と高い親和性で結合すること、さらには標
的 RNAに結合して生物学的な機能を発揮する
ことを、標的遺伝子のタンパク質発現量解析
により評価していきたい。 
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