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研究成果の概要（和文）：本研究提案『生体内 ncRNA の機能解明を目指した蛍光性 RNAタグの開

発』では、有機合成化学手法で作製した GFP発色団を構造的基盤とする発色団化合物ライブラ

リーを構築し、およびそれに結合する分子生物学手法により獲得した RNA アプタマーペアから

形成される RNA-発色団ペアライブラリーから、『蛍光性 RNA 発色団複合体』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. In this project, we tried to obtain RNA receptors 
against the synthetic chromophores by in vitro selection to investigate whether synthetic 
RNA receptor-chromophore complexes can emit fluorescence as other fluorescent proteins 
do. The selection and evolution technique has produced RNA aptamers that specifically 
bind small molecules and emit fluorescence only when RNA aptamers bound to synthetic 
chromophores.  
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１．研究開始当初の背景 

 緑色蛍光タンパク質（Green Fluorescent 

Protein; GFP）は、融合タンパク質として発
現させてもその優れた蛍光特性を失わない
ことから、タンパク質の細胞内局在をリアル
タイムに検出するツールとして広く使われ
ている。GFP は、特別な基質を必要とするこ
と無く、それ自身が強い蛍光を発し、また融
合タンパク質としてもその蛍光特性を失わ
ないことから、シグナル伝達などに関与する
タンパク質の細胞内局在をリアルタイムに
生きたままで検出するタグとして、最も広く
使われる蛍光タンパク質である。 

 GFP は樽型（バレル）構造内に蛍光発色団

を保持した特徴的な三次元構造を有するタ
ンパク質である。蛍光発色団は、アミノ酸側
鎖から非酵素的に環化、脱水反応を経て形成
される。近年、GFP とは異なる多様な色彩を
示すフルーツ蛍光タンパク質が開発された。
蛍光波長が十分に離れた蛍光タンパク質を
標的タンパク質の分子タグとして利用する
と、細胞内で複数のタンパク質を同時に検出
することができることから、様々な励起•蛍
光波長を有する蛍光タンパク質を用いたマ
ルチカラーイメージング技術は細胞生物学
において、必要不可欠なものになっている。  

 GFP を利用したタンパク質可視化技術の
発展に伴い、細胞内でのタンパク質動態に関
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する技術基盤は整いつつある。一方で、タン
パク質同様に重要な細胞内情報制御分子と
して明らかになった ncRNA の動態について
は、技術基盤が全く整備されていないため、
機能解明がほとんど進んでいなかった。 

 

２．研究の目的 

 タンパク質へと翻訳されないノンコーデ
ィング RNA（ncRNA）が細胞の癌化、分化、
さらには代謝経路の制御に重要な役割を果
たしていることが明らかにされ、ncRNA は
学問的な対象にとどまらず医薬品開発にお
ける重要な標的として認識されている。本研
究提案、『生体内 ncRNA の機能解明を目指し
た蛍光性 RNA タグの開発』では、細胞内で
のタンパク質可視化技術と比較して、未だ十
分な方法論が確立されていない、機能性
ncRNAを細胞内でリアルタイムに検出•定量
し、ncRNA の機能を体系的に研究•理解する
ための技術基盤確立を目指し、ncRNA を標
識する蛍光性 RNA タグの開発を行う。 

 本研究提案では、有機合成化学手法で作製
した GFP 発色団を構造的基盤とする発色団
化合物ライブラリーを構築し、およびそれに
結合する分子生物学手法により獲得した
RNA アプタマーペアから形成される RNA-

発色団ペアライブラリーから、『蛍光性 RNA

発色団複合体』を創製し、細胞内 RNA の特
異的な蛍光標識法を確立する。作製した蛍光
性 RNA 複合体を、標的 ncRNA に対する蛍
光分子タグ、に利用し、ncRNA の細胞内機
能解明に応用する。 

 申請者は、試験管内分子進化法（in vitro

セレクション法）による RNA ライブラリー
からの RNA 人工受容体（RNA アプタマー）
の創製、および蛍光センサー構築に関する研
究（JACS, 2002、2006 など）の過程で、RNA

アプタマーが、さまざまな環境場として利用
できることを学んだ。GFP をはじめとする蛍
光タンパク質では、バレル内部の酸性、塩基
性、芳香族アミノ酸の側鎖が様々な環境を形
成することで、発色団は特有の蛍光波長特性
を呈示する。一方、RNA アプタマーにおい
ても、アデニン、グアニン、ウラシル、シト
シンを含む各種塩基とのπ-πスタッキング
相互作用、水素結合、およびリン酸バックボ
ーンとの相互作用を通じて、タンパク質内部
環境に匹敵する微小環境の異なる基質結合
場を構築することが可能である。即ち、化学
合成した様々な発色団化合物ライブラリー
と RNA ライブラリーを組み合わせることに
より、GFP を初めとする蛍光タンパク質に匹
敵する多様な蛍光特性（色彩、蛍光寿命など）
を有する新奇な蛍光性 RNA-発色団複合体を
創製できると着想した。 

 本研究提案の究極目標は、GFP で培われた
タンパク質可視化•定量化技術に匹敵する

ncRNA 検出技術基盤を築き、ncRNA の機能
解明、さらには産業利用、社会福祉に貢献す
ることである。我々は、未だ細胞内で機能す
る核酸、タンパク質の生物学的機能を十分に
理解するにはいたっておらず、ゲノム解析、
プロテオーム解析などで得られた膨大な情
報力を利用することができない。これまでに
GFP 融合タンパク質を用いた可視化技術に
より、タンパク質分子間の相互作用や反応速
度が、ナノメートルスケールの精度やミリ秒
の分解能で、リアルタイムかつ定量的に追跡
できるようになった。しかしながら、タンパ
ク質同様に重要な情報制御分子の RNA につ
いては、未だ確固たる技術基盤は築かれてい
ない。有機合成化学と試験管内進化工学を融
合して機能性分子を創製する本研究提案は、
学術的な先進性を充分に世界にアピールで
きる。RNA-発色団ペアライブラリーを利用
する全く新しい ncRNA の標識•検出技術は、
GFP で培われたタンパク質可視化技術と適
合性が高い。これまで発展した GFP テクノ
ロジーの大部分が、細胞内での RNA 標識、
検出技術に応用できると考えられるため、本
提案技術は RNA テクノロジーのブレークス
ルーとなる。 

 

３．研究の方法 

 本研究提案『生体内 ncRNA の機能解明を目
指した蛍光性 RNAタグの開発』では、GFP発
色団を構造的基盤とした、発色団化合物ライ
ブラリーの構築、およびそれら発色団化合物
ライブラリーに選択的に結合する RNAアプタ
マーの探索、を通じて優れた蛍光特性を有す
る『蛍光性 RNA発色団複合体ペア』を創製す
ることにより、細胞内 RNAの特異的な蛍光標
識法を確立する。 
 
（１）発色団化合物ライブラリーの構築 
 GFP 類縁蛍光タンパク質の蛍光発色団は、
３つの連続するアミノ酸側から非酵素的に
環化、脱水反応を経て形成される。トリアリ
ールメタン系色素のマラカイトグリーン、お
よびシアニン系色素のチアゾールオレンジ
などと同様に、GFP の発色団自体は、芳香環
部の自由回転により低い蛍光量子収率を示
す。単独では蛍光性の無い GFP発色団の母核
構造に、化学構造修飾を施すことにより、異
なる蛍光特性を有する発色団化合物ライブ
ラリー作製を目指した。 
 
（２）RNA-発色団蛍光ペアライブラリーの探
索 
 70塩基のランダムな塩基配列を有する RNA
ライブラリーを化学的に合成した後、発色団
との結合活性を指標にして、選択的に結合す
る RNAアプタマーを試験管内分子進化法（in 
vitro セレクション法）を利用することによ



 

 

り探索した。（１）で構築した発色団化合物
ライブラリーの化合物それぞれに対してセ
レクションを行うことにより、様々な結合特
性の異なる RNA アプタマーが得られる。多様
な RNA配列について、発色団との結合特性（親
和性、結合速度）を解析し、発色団との結合
に伴う蛍光変化を解析した。 
 
４．研究成果 
（１）発色団ライブラリーの合成 
 GFP 発色団から特に蛍光特性に関わる部位
を中心として合成計画を立てた。多様な化合
物ライブラリーを構築するために、コンビナ
トリアルな手法で化合物ライブラリーを構
築する。芳香族アルデヒドユニット（ユニッ
ト A）、およびグリシン誘導体ユニット（ユニ
ット B）を予めユニットごとに合成し、R1 ユ
ニ ッ ト と 、 R2 ユ ニ ッ ト を Erlenmeyer 
Azalactone Synthesisにより環化させること
により合成した。今回の研究では、天然の GFP
の発色団であるアリール基がフェノール、お
よび天然には存在しないアリール基がピリ
ジンを有する芳香族アルデヒドユニットか
ら２種類の発色団を合成した（図）。 

 

 
（図）（上）芳香族アルデヒドを原料とした
発色団の合成スキーム(a)天然型 GFP 発色団
類自体（フェノール型）(b)非天然型発色団
（ピリジン型） 
 
（２）蛍光スペクトルの測定 
 GFP が強い蛍光を発する理由として、発色
団が ßバレルに囲まれることにより分子の回
転運動が妨げられ、光照射の励起によって得
られたエネルギーが蛍光として放出されや
すくなることが挙げられる。これに対して今
回合成した GFP 発色団誘導体は、通常の水溶
液中では分子の回転運動が自由に行える環
境にあるのでほとんど蛍光を発しないと考
えられる。しかし粘性溶液中では分子の運動
が妨げられ、蛍光強度が増大すると予想され
るので、粘度と蛍光強度の関係を調べた。こ
の結果からグリセリンの濃度が増し、粘性が
大きくなるにつれてフェノール型、ピリジン
型いずれの発色団でも蛍光強度が上昇する

ことがわかった（図）。すなわち、合成され
た発色団は、水溶液中でほぼ無蛍光であった
が、溶液の粘性が増加するに従って、蛍光強
度の増強が観測された。このことから発色団
を疎水的で分子の運動を抑制する空間内に
置くことで、蛍光強度が増加すると考えられ
る。 

 
（図）天然型 GFP発色団類自体（フェノール
型）の、グリセロール濃度増加に伴う蛍光強
度変化 
 
（３）RNAアプタマーの探索 
核酸の化学合成および酵素化学的な方法を
用いて作製した 70 塩基のランダムな配列を
有する RNAに対して、合成した発色団に対す
る親和性の差を利用した選択と、酵素による
増幅を繰り返すことで、標的化合物に対して
強く結合する核酸分子を探索したところ、フ
ェノール、及びピリジンを有する発色団それ
ぞれに高い親和性で結合する RNAが得られた。
獲得した RNA アプタマーと発色団誘導体の
相互作用を、表面プラズモン共鳴を利用した
Biacore システム（GE Healthcare）を用いて
観測したところ、解離定数（Kd）で数μM 程
度の高い親和性で結合する RNA が得られた。
また RNA アプタマーの配列から、どの領域が
発色団誘導体との結合に関与しているのか
を調べるために、RNA アプタマーの短縮化や
Doped-selection を行い、発色団との結合領
域を同定することが出来た。 
 
（４）RNA-発色団複合体の蛍光評価 
 得られた RNA アプタマーと発色団誘導体
を混合し、蛍光強度が変化するか調べた。し
かしながら現在のところ、複合体形成によっ
て蛍光強度が増加するような RNA アプタマ
ー・発色団のペアはまだ見つかっていない。
現在の in vitro セレクション法は、化合物
との結合活性のみを指標にした選択方法で
あるため、高い選択性、親和性で結合する RNA
アプタマーが、発色団との複合体形成に際し
て、期待するような蛍光変化を示すとは限ら



 

 

ない。今後は、DNA ライブラリーが１分子ず
つ封入された油中水滴（w/o 型）エマルジョ
ン内で RNA転写反応を行った後、発色団との
結合に伴う蛍光発色（表現型）と対応する RNA
配列（遺伝子型）を共存させながらセレクシ
ョ ン を 行 う 方 法 （ in vitro 
compartmentalization 法）を利用することで、
発色団との結合に伴う蛍光活性を指標にし
て『蛍光性 RNA-発色団複合体』を獲得する方
法が有効であると考えられる。 
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