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研究成果の概要（和文）：非翻訳 RNA が多様な生体反応に直接関与することが知られるように

なったが、RNA の多様かつ複雑な高次構造がさまざまな RNA 機能を創出している。これら広

範な RNA 機能を小分子結合にともなう構造変化により制御することを指向して、RNA の特異

構造に選択的に結合する人工小分子リガンドを創製した。小分子結合に伴う RNA 構造変化を

制御機構に組み込んだ人工的なリボスイッチ型翻訳制御を実証した。 

 
研究成果の概要（英文）：Recent studies have revealed that RNA molecules directly involve in 

modulation of a wide variety of cellular functions. We have developed a series of small 

synthetic ligands that can bind to specific RNA structures and regulate the RNA-related 

functions. Ligand binding induced the structural change of target mRNA and resulted in 

translational regulation of the gene expression through a riboswitch-type regulatory 

mechanism. 
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１．研究開始当初の背景 

近年、ゲノムの全領域の 90%以上が RNA へと
転写されていることが報告され、RNA が生体
内の多様な機能発現・調節の主役を担ってい
ることが明らかになってきた。例えばリボス
イッチとよばれる mRNA の一部領域は、小分
子と直接相互作用・結合することにより、全
体的あるいは局所的な構造を変化させ、遺伝

子発現を制御している。このようにリボスイ
ッチ機構では、タンパク質などの仲介を経ず
に、mRNA が外部環境に応答して機能発現の制
御を行っている。近年、既存のリボスイッチ
をもとに改変を加えた人工的なリボスイッ
チも報告されている。リボスイッチには標的
小分子と結合する領域である RNA アプタマー
が必要であり、これは通常、進化分子工学（イ
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ンビトロセレクション）法により獲得するこ
とができる。しかしながら、ある小分子に結
合する RNA を得ることが可能である一方で、
ある RNAに結合する小分子を設計する手法は、
全く確立されていない。RNA の特定の配列や
構造に結合する小分子が開発できれば、標的
とする任意の RNAの機能制御を実現できるは
ずである。 
研究代表者らはこれまでに、合理的設計によ
る DNA 結合分子の開発を行い、さらに、DNA
の一本鎖／二本鎖構造変換を行うことので
きる人工小分子である「DNA 分子糊」の開発
に成功している。DNA 分子糊とは、自発的に
は二本鎖形成し得ない二本の一本鎖 DNA を貼
り合わせて二本鎖を形成させる文字通り「糊」
の働きをする小分子リガンドである。さらに、
光応答性部位を組み込むことにより、この分
子糊の機能を外部刺激である光によって可
逆的に制御できる光応答性 DNA分子糊へと発
展させることも可能である。この概念を RNA
へと発展させた「RNA 分子糊」が実現できれ
ば、人工小分子リガンドによる RNA 機能制御
が可能になると期待される。「RNA 分子糊」の
開発には、RNA の特定の配列・構造に結合す
る分子開発が必須である。しかしながら、DNA
／RNA の類似した化学構造に反して、その分
子設計は非常に困難であり、現在に至るまで
設計指針の確立には至っていない。 
 
２．研究の目的 

RNA は従来から知られている DNA からタンパ
ク質への遺伝情報の伝令役としてのみなら
ず、転写・翻訳の調節、さまざまな生体反応
の触媒や精密制御などに直接的に関与して
おり、近年においてなおその機能は拡大して
いる。このような広範な機能は、RNA 相補配
列間での二本鎖形成に加えて、RNA が非常に
多用かつ複雑な高次構造を形成しうること
に起因している。外部からの特定のシグナル
を与えることによって RNAの構造を任意に変
換することができれば、それに伴う RNA の多
様な機能をも自在に制御できるものと期待
される。本提案研究では、RNA の特定の配列
に結合する小分子の開発を行い、それにとも
なう RNA の二次・三次構造変化によって機能
発現制御を指向した。 
(1) RNA 結合分子の開発 
RNA の特定の配列・構造に結合する人工分子
の設計は、医薬・生物化学的に非常に重要で
ありながら、全世界的に成功例がほとんどな
く未開拓の領域である。研究代表者らがこれ
までに開発してきた DNA分子糊を基盤として、
RNA の特定の配列・構造に結合する分子開発
を行う。 
(2) RNA 分子糊による RNA 二次構造変化と
機能発現制御 

DNA 分子糊の概念を RNA に展開し、多様な生

体内機能を有する RNAの二次構造を制御する
RNA 分子糊の開発を行う。「RNA 分子糊」は、
特定の RNA 配列に結合することにより、ステ
ム（RNA 二本鎖）構造を誘起する RNA 結合リ
ガンドである。これら RNA 結合リガンドによ
る RNA 二次構造制御により、RNA の係る機能
制御を行う。リボスイッチは天然に存在する
小分子リガンドによるタンパク質発現制御
機構であり、リボスイッチ機構を基盤として、
RNA 分子糊に基づく翻訳制御を実現する。さ
らに、光応答性部位を組み込むことにより、
RNA の立体構造を光によって可逆的に制御す
ることのできる小分子、「光応答性 RNA 分子
糊」へと展開し、光応答性 RNA 分子糊を用い
た光機能制御を行う。 

 
３．研究の方法 

(1) RNA 結合分子の開発 
RNA を標的とする小分子リガンドの新規設計
は未だ確立されていない未開拓の領域であ
る。研究代表者らがこれまでに積み上げてき
た DNA の特異構造に結合する様々な小分子リ
ガンドに関する知見を基盤として、RNA の特
定の配列・構造に結合する合成小分子開発を
行う。 
研究代表者はこれまで様々な DNA に対する小
分子リガンドの合成を行ってきたが、その多
くは、RNA に対しては十分な親和性をもたな
い。RNA は一般的な DNA のとる B 型二重らせ
ん構造ではなく、A 型に近い構造をとるとさ
れており、両者は大きく異なった化学的挙動
を見せることが明らかになっている。そのよ
うな DNA 結合分子群の中で、RNA に対して有
意な親和性を示したナフチリジンテトラマ
ー型分子（NCTX）に注目して分子開発を行う。
NCTX は一分子内に４つのナフチリジンを有
するため、G クラスター様のミスマッチ配列
と高親和性をもって結合する（図１）。 

 
図１、NCTX の化学構造 

 
NCTX と DNA の結合を、融解温度測定、CD ス
ペクトル、複合体の CSI 質量分析、等温滴定
カロリメトリ、NMR 等により詳細に解析を行
い、得られた実験データとコンピュータモデ
リングによる複合体構造予測を統合し、その
相互作用様式を解明する。同様の解析を RNA
に対しても行い、その結合様式の違いを精査



する。これらの知見をもとに、NCTX を基本構
造として、高親和性、高選択性 RNA 分子糊に
向けての化学構造の最適化を行う。 
(2) RNA 分子糊による RNA 二次構造変化と
機能発現制御 

合成した RNA 結合分子を用いて、RNA の二次
三次構造制御を検討する。さらに同構造変化
に基づく、RNA 機能の制御を検討する。 

 
図２、RNA 分子糊による翻訳制御 

 
RNA が関与する細胞内機能の可逆的な制御を
検討する。天然に存在するリボスイッチによ
る制御機構から着想を得て、RNA 分子糊を用
いた転写・翻訳過程の調節を集中的に検討す
る。 
細菌や一部の植物等において、タンパク質の
発現制御に mRNA が直接的に関与するリボス
イッチと呼ばれる機構が存在することが近
年明らかにされた。（図２a）。mRNA からタン
パク質への翻訳過程は、mRNA の 5'非翻訳領
域に含まれるリボソーム結合部位（RBS）と
呼ばれる特別な配列へのリボソームの結合
により開始される。翻訳制御型リボスイッチ
では、リガンド存在下では、RBS がステム形
成に用いられているため翻訳が阻害される。
翻訳開始に重要な役割を果たしている RBSは
シャイン・ダルガーノ配列とも呼ばれる G を
多く含む配列であり、mRNA の 5'非翻訳部位
に若干の改変を加えれば、NCTX が結合するこ
とができる。すなわち、NCTXがRBSに結合し、
ステム構造を誘起することができれば、リボ
スイッチのリガンドと同様に翻訳過程を制
御できる（図２b）。発光タンパクなどをレポ
ータータンパクとして用いることで、翻訳過
程を発光量で観測する。さらに光応答性の
NCTX を用いることで、外部刺激である光によ
る可逆的な制御を行う。 
 
４．研究成果 
(1)新規合成小分子リガンドの設計と合成 
グアニン塩基認識部位であるナフチリジン
部位４ヶ所を有するナフチリジンテトラマ
ー型分子(NCTX)に注目して分子開発を行っ
た。合成した NCTX 誘導体は、ナフチリジン
カルバメート二量体(NCD)を種々のリンカー

分子で連結し構造をもち、NCT は柔軟なメチ
レンリンカー（メチレン鎖長５から８）を、
NCTB、E-NCTS、Z-NCTS は剛直な芳香族リンカ
ー（ビフェニル、E-、Z-スチルベン）をそれ
ぞれ有する。これら新規 NCTX リガンドを図
３のスキームに従って合成した。 

 

図３、NCTX の合成スキーム 
 
(2)新規リガンド NCTX の DNA との結合評価 
合成した全ての NCTX の DNA への結合評価を、
融解温度測定によりスクリーニングした。結
果、予測されたように NCTX は、GG ミスマッ
チに対して高選択性を示した。中でも Z-NCTS
が最も大きな融解温度上昇を示し、NCT、NCTB
の順でその安定化効果は低下した（図４）。E
型のスチルベンリンカーを有する E-NCTSは、
融解温度上昇がほとんど観測されなかった。 

 
図４、NCTX-DNA の融解温度測定 

 
４つのナフチリジンをもつ NCTX は、XGG/XGG
のようなミスマッチ配列に対して、1:1 の結
合量論が予測される。コールドスプレイイオ
ン化質量分析により、Z-NCTS、NCTB が、標的
配列と 1:1の複合体を形成することを明らか
にした。円偏光二色性スペクトル滴定、等温
滴定カロリメトリ法により、Z-NCTS が標的配
列に対して最も高い親和性を有することを
確認した。また、Z 型が結合し、E 型がほと
んど結合しない NCTS の特徴から、スチルベ
ン光異性化に基づく結合制御も可能である。
スチルベンをアゾベンゼンリンカーに置き
換えた NCTX を用いることにより、結合およ
び DNA 構造変換の光スイッチングを実現でき
ることを確認した。 
(3)新規リガンド NCTX の RNA との結合評価 
NCTXのRNA-XGG/XGGミスマッチに対して融解
温度を測定すると、Z-NCTS が非常に大きな融
解温度上昇を示した（図５）。 



  

図５、NCTX-RNA の融解温度測定 
 

また、質量分析の結果、非常に高い選択性で
標的 RNA と 1:1 の複合体を形成することが明
らかになった。円偏光二色性スペクトル滴定、
等温滴定カロリメトリ法により、結合親和性
を定量すると DNAミスマッチに対するものに
近い高い親和性を示した。これまでに研究代
表者らが開発した DNA 結合リガンドは標的
DNA に対して 1:2 の結合量論で複合体を形成
するが、RNA に対しては親和性が低い。RNA
に対しても非常に高親和性を示した Z-NCTS
は、非常に剛直かつ pre-organize された構
造のリンカーをもち、1:1 の結合量論を示す
等、従来のリガンドとは異なった特徴を有し
ている。以上の結果は、NCTS 型構造が、RNA
結合に対しても非常に有用であることを示
しており、また、困難であった人工 RNA 結合
小分子リガンドの設計への道を拓くもので
ある。 
(4)新規リガンド NCTX による DNA、RNA 高次
構造変化の誘起 
DNA、RNA 結合小分子リガンドを核酸に対する
分子糊として用いるためには、その結合が核
酸の一方の構造のみを大きく安定化する必
要がある。Z-NCTS は、融解温度測定によりス
クリーニングし、大きな融解温度上昇を示し
たリガンドである（図５）。すなわち、Z-NCTS
は不安定な DNA あるいは RNA ミスマッチに対
して、二本鎖構造（ステム構造）を誘起する
ことができる。また NCT は、単純な二本鎖構
造を誘起するのみならず、G を豊富に含む核
酸の２つのループ構造間の結合を安定化す
る新しいタイプの分子糊であることが分か
った。 
(5)分子糊 NCTX を用いる RNA 機能制御 
続いて Z-NCTS の高い RNA ミスマッチに対す
る結合親和性と複合体構造安定化を用いて、
RNA 機能の制御を試行した。翻訳制御型のリ
ボスイッチを模した、Z-NCTS による翻訳制御
を行った（図２b）。ルシフェラーゼをコード
した mRNA の 5'非翻訳領域に、ヘアピン型ス
テム形成を伴うリガンド結合サイトを導入
した mRNA を作成した。同結合サイトには、
RBS が含まれており、Z-NCTS の結合はリボソ
ームの転写開始複合体形成を阻害する。再構
築型無細胞翻訳系を用い、Z-NCTS 存在下、ル

シフェラーゼの化学発光量を追跡すること
により、翻訳効率への影響を評価した。結果、
Z-NCTS の結合サイトの挿入の有無によって、
ルシフェラーゼ発現量への Z-NCTS 濃度依存
性が大きく変化した。Z-NCTS の結合サイトを
もつ mRNA は、Z-NCTS 濃度依存的に翻訳効率
が変化し、Z-NCTS に対してリボスイッチ型の
翻訳効率調節機能を有していることが明ら
かになった。 

 

図６、NCTX による翻訳制御効果 
 

光応答性部位としてアゾベンゼンをもつ
NCTX 誘導体を用いた翻訳制御系の結果を図
６に示す。Z 型で観測されたルシフェラーゼ
発現抑制が、E 型へと光異性化することによ
り回復し、外部刺激である光を用いて翻訳効
率の制御が可能であることを確認した。RNA
に結合する小分子設計から人工リボスイッ
チの構築に成功した。 
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