
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３６１０２

基盤研究(B)（一般）

2015～2012

ＲＮＡ分子の細胞内構造プローブ法開発と細胞質スプライシング機構解析

Structural probing of RNA molecules with in-cell NMR

７０３３３７９７研究者番号：

田中　好幸（TANAKA, Yoshiyuki）

徳島文理大学・薬学部・教授

研究期間：

２４３１０１６３

平成 年 月 日現在２８ １０ ２６

円    15,000,000

研究成果の概要（和文）：In-cell NMRは細胞内の生体分子の構造と挙動を解析できる優れた手法である。しかし核酸
分子への応用はなされていなかった。そこで本研究では、in-cell NMR分光法で細胞内に存在する核酸分子（特にRNA分
子）の構造及び細胞内プロセス過程をプローブする手法の開発をおこなう。まずRNA局所構造プローブのための長鎖RNA
分子の汎用的な部位特異的標識法を開発した。また実際に、核酸分子のin-cell NMR測定に向けて、核酸分子の細胞内
導入法について種々検討を行った。その結果、電気穿孔法により核酸分子が細胞内導入できることが解ったことに加え
、導入した核酸分子のプロセス過程の観測を達成した。

研究成果の概要（英文）：In-cell NMR has been rarely applied to nucleic acids. In order to apply in-cell 
NMR into nucleic acids, there are several issues. 1) There has been no appropriate site-specific labeling 
technique of long RNA molecules. 2) There was no established method for introducing nucleic acids into 
cells. Therefore, at first, Tanaka (principal investigator: PI) developed a site-specific labeling 
technique of RNA molecules by using a recently discovered primer-extension ability of RNA polymerases. 
Interestingly, by using the derived labeled RNA molecule (HAC1 mRNA), PI identified that conserved C883 
and G888 residues were base-paired within a loop. Then, in collaboration with grant team members, a 
method for introducing RNA molecules into cells was established by using an electroporation technique. It 
should be also mentioned that chemical reactions occurred to the introduced molecule was detected by 
using appropriate 19F-labeling tag. Thus, the team accomplished main purposes of this project.

研究分野：構造生物化学
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１．研究開始当初の背景 
NMR 分光法は生体高分子の一原子か

らシグナルを抽出できる優れた分光法で

ある。しかし RNA分子の安定同位体標識
技術の未整備により、RNA 分子の局所構
造情報を選択的に抽出する手法が存在し

なかった。その点を解決するため申請者は、

巨大 RNA分子の特定の１~数残基を標識
する手法を開発した (Nucleic Acids Res., 
40, e7 (2012); 図 1)。本手法を in-cell NMR
と組合わせると、生きた細胞内における

RNA 分子のプロセス過程の観測、局所的
な RNA二次構造・三次元構造を決定可能
となる。 

 
図 1 長鎖 RNA分子部位特異的標識法 

なおRNA分子の部位特異的安定導体標
識は研究代表者が行ってきた化学合成 
(JACS, 129, 244-245 (2007); JACS, 124, 
4595-4601 (2002)) が主流であったが、生化
学者および構造生物学者には敷居の高い

手法であった。また方法論的にも、短鎖

RNA 分子にしか適用できない難点があっ
た。なお長鎖 RNA分子にも適用可能な方
法として、大槻先生や研究代表者の酵素法 
(Ohtsuki et al., FEBS Lett., 514, 37–43 
(2002); Tanaka et al., Nucleic Acids Res., 40, 
e7 (2012)) があるが、汎用されるには至っ
ていない。また研究代表者が開発した手法

はグアノシン残基の標識にしか使用でき

なかった。従って、生物学系研究者にも実

施できる生化学的な手法で汎用性の高い

長鎖 RNA分子の部位特異的安定同位体標
識法が望まれていた。 
次に核酸分子の in-cell NMRにおいては

Lukáš Trantírek博士の研究例があるのみで 
(Trantírek et al., JACS, 131, 15761-15768 
(2009))、ほとんど未開拓の領域であった。
また in-cell NMRの研究が構造や相互作用
研究に用いられてきたが、細胞内の生体分

子のプロセス過程（化学反応）に着目した

研究も非常に少ない状況にあった。従って、

核酸分子の in-cell NMR測定に向けた各種
方法論開発（細胞内導入法の検討等）が求

められていた。さらに、細胞内における生

体分子の化学変換過程の観測への展開と

いう新しい基軸を打ち立てることにより、

生命現象の新たなビジョンが開けると期

待される状況であった。 
 
２．研究の目的 
上述の状況を踏まえて本研究では、  

(1) RNA の部位特異的標識法の改良、   
(2) in-cell NMR 分光法による細胞内での
RNA 分子構造及びプロセス過程をプロー
ブする手法の開発をおこなった。 
 
３．研究の方法 
(1) 長鎖 RNA分子の部位特異的標識法 
局所構造観測の対象の長鎖RNA分子と

して、スプライソソーム非依存的（細胞質）

スプライシングを受ける HAC1 mRNA を
選択した。本細胞質スプライシングは以下

に示す小胞体ストレス IRE1経路の中のイ
ベントである（図 2）。 

 

図 2 酵母 UPRシグナル経路 

小胞体内に異常蛋白質が蓄積すると、

ストレス応答として Unfoled Protein 



 

 

Response（UPR）シグナルが活性化され、
異常蛋白質の巻き戻し／分解等が引き起

こされる。酵母では Ire1pが異常蛋白質を
検出すると、転写因子 HAC1 mRNA 前駆
体のイントロン両端（２カ所）が、Ire1p 
RNaseドメインにより切断される（図 2, 3）。
tRNAリガーゼによるmRNA連結を経て生
じた成熟型mRNAからはHac1pが発現し、
下流の UPR 関連蛋白質発現が誘導される
（図 2）。以上のように、HAC1 mRNA は
生物学的に興味深い分子であるため、本研

究課題における解析対象とした。 

 

図 3 酵母 UPRシグナル経路 

なお HAC1 mRNAの二次構造は図 3の
ように予測されており、細胞質スプライシ

ングにより切断を受ける部位はループ配

列内に存在する。また Ire1p を含む IRE1
蛋白質によって切断を受けるループ配列

には 5' CNGNNGN 3'という保存配列が存
在する。従ってこのステムループ配列の三

次元構造を明らかにすることが細胞質ス

プライシングの機構の理解に不可欠であ

る。従って、HAC1 mRNAの 5'側のステム
ループ配列を最初の局所観測用サンプル

として選択した（図 3右）。 

  

図 4 RNA部位特異的標識法の新法 

なお長鎖 RNA 分子の部位特異的標識
法には改良が必要であった。そこで新たな

標識法の開発が求められる。今回、RNA 
polymerase について見いだされたプライ
マー伸長反応を利用して一残基のみを標

識することを計画した（図 4）。そこでル
ープ中の保存配列を個々に標識すること

を計画した（図 5）。 

5' CGUAAUC CAGCCGU GAUUACG 3' 
5' CGUAAUC CAGCCGU GAUUACG 3' 

図 5  NMR測定配列と標識部位 

(2) 核酸分子の in-cell NMR手法開発 

In-cell NMRにおいて一番のボトルネッ
クとなっている「核酸分子の細胞内導入」

について以下の 2つの方法を検討した。  

① リポソームと細胞の電気融合法 
② 電気穿孔(エレクトロポレーション)法 
 
４．研究成果 

(1) 長鎖 RNA分子の部位特異的標識法 
RNA polymeraseのプライマー伸長能を

利用した RNA 分子の一残基標識を G888
残基について実行したところ、当初の目論

見通り一残基標識体が作製できた。15N核
編集スペクトルにおいて、一残基分のシグ

ナルのみ観測されている（図 6）。即ち、
新規の長鎖 RNA分子部位特異的標識法が
開発できた。 

5' CGUAAUC CAGCCGU GAUUACG 3' 

図 6  C883 残基標識体の 15N 編集 NMR
スペクトル 

C883残基標識体も調製したところ、標
識シトシンのアミノプロトンのみが観測

された（図 7）。シトシン導入にも成功し、



 

 

本法の汎用性を示すデータである。このよ

うに、長鎖 RNA分子の部位特異的標識法
の改良を達成した（本データの生物学的意

義については後述）。 

図 7 C(-3)残基標識体の 15N編集 NMRス
ペクトル 

(2) 核酸分子の in-cell NMR手法開発 

① リポソームと細胞の電気融合法 
野村慎一郎博士（東北大）はリポソー

ム中に封入した核酸分子を電気刺激を用

いた細胞との融合により細胞内導入する

ことに成功している  (PLOS ONE, 9, 
e106853 (2014))。そこで野村博士の協力を
得て蛍光標識した核酸分子の導入を試み

た。その結果、細胞中に核酸分子が導入さ

れたことが確認できた。 

② 電気穿孔(エレクトロポレーション)法 
電気融合法を超える手法として電気穿

孔法の進展が著しい。そこで電気穿孔法に

ついても検討を行った。導入する核酸分子

として、トリフルオロチミジン（5位が CF3

基となったチミジン）を用いて、電気穿孔

法による細胞導入を行い、そのまま in-cell 
NMRまで測定した（図 8）。 

 

図 8  In-cell NMRスペクトル 

図 8 からわかるように電気穿孔法によ
る細胞導入により核酸分子の in-cell NMR
スペクトルの取得に成功した。このことか

ら、電気穿孔法が核酸分子の細胞内導入手

法として有効であることが判った。さらに

興味深いことに、スペクトルが経時変化す

ることが判り、核酸化合物の細胞内化学変

換過程の観測にも成功した。併せてフッ素

(19F)が構造プローブとして適しているこ
とも解った。このように、核酸分子の細胞

内導入法を確立するとともに、導入分子の

細胞内化学変換の過程まで観測するとい

う当初の目的を達成できた。 

(3) 生物学的意義 

RNA分子の部位特異的標識法開発に用
いられたHAC1 mRNAのNMRスペクトル
は、細胞質スプライシングを受けるための

構造要件についての重要な知見も与えて

くれる。図 6において G888由来と帰属さ
れたイミノプロトンは、過去の実験で帰属

がついていなかったものであり、本実験に

より初めて帰属された。さらに重要なこと

として、本イミノプロトンの化学シフト値

はループ内のG888残基がWatson-Crick型
塩基対を形成していることを示している。

塩基対の相手としてもっとも可能性が高

いのは C883 残基である。この C883 残基
由来のアミノプロトンのシグナルを見る

と（図 7）、こちらの化学シフト値もアミ
ノ基が Watson-Crick 型塩基対を形成して
いることを指示している。 
即ち、スプライシング部位のループ配

列はループ内で、保存残基の C883と G888
が Watson-Crick 型塩基対を形成している
ことが明らかとなった。これは、C883 と
G888 が保存されている理由が、ループ内
で塩基対を組むためであることを示して

おり、その三次元構造が Ire1pによって認
識されていると考えられる。 

(4) 総括 

このように当初の目的通り、長鎖 RNA
分子の部位特異的標識法を開発し、核酸分

子の in-cell NMRスペクトル取得、及び、
その化学変換過程の観測を達成した。 
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