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研究成果の概要（和文）：本研究では、新生RNAの準安定構造から最安定構造への構造推移速度を調節することにより
、RNA構造スイッチとして効率的に機能化させることを目的に研究を行った。
バイオセンサーへの応用を念頭に、特定の低分子化合物に応答するRNA構造スイッチを設計した。構築したRNAを転写伸
長反応と共役させることにより、標的分子を濃度依存的に検出することに成功した。また、遺伝子発現の調節を念頭に
、準安定な二次構造から最安定な四重鎖構造への構造遷移速度が異なるRNA配列を設計した。これらの配列を有するレ
ポーター遺伝子を細胞内で発現させることにより、構造遷移速度の違いによる遺伝子発現調節が可能であることを示し
た。

研究成果の概要（英文）：In this study, we functionalized RNA conformational switch for constructing biosen
sors and gene regulation systems by focusing on metastable RNA structure, which is formed by co-transcript
ional folding during transcription. We selected RNAs, which show conformational transition in response to 
neomycin, from a library consists of neomycin aptamer and TAR-RNA connected by random nucleotides sequence
. Then, based on a secondary structure of the selected RNA, we rationally designed RNA conformational swit
ch that responds to thiamine pyrophosphate (TPP). The RNA enabled detection of TPP during transcription th
rough co-transcriptional transition of nascent RNA structure. We also designed RNAs, which transition its 
structure from metastable secondary structure formed by co-transcriptional folding to most stable quadrupl
ex structure. Intracellular gene expression depended on the rate of the conformation transition.

研究分野：
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
生命分子が有する高次な機能特性を活用

し、合理的な設計に基づく高機能なナノバイ
オマテリアルを構築する研究領域が発展し
ている。このような研究領域において RNA
は、1. 幅広い分子種への特異的な相互作用を
示す、2. 化学反応の触媒としても機能する、
3. 配列変異により機能特性を改変し易い、な
どの面からその有用性が注目されている。ま
た、RNA は、細胞内において DNA からの転
写により継続的に産生することが可能であ
るため、細胞内で機能するナノバイオマテリ
アルへの応用が期待される。 

RNA を利用したナノバイオマテリアルと
して、分子認識に伴う RNA の構造変化を利
用したものが多く開発されてきている。特に、
RNA とタンパク質とのアロステリックな相
互作用を利用したバイオセンサーの開発で
は、標的核酸もしくは標的分子との結合によ
る RNA の構造変化を起点とし、タンパク質
の結合を介したシグナル放出機能が制御さ
れている。一方で、リボザイムとアプタマー
とをモジュール式に組み合わせたアロステ
リックリボザイムなども開発され、バイオセ
ンサーや遺伝子発現制御などへの応用が検
討されている。アロステリックリボザイムで
は、アプタマー領域への分子の結合が RNA
の構造変化を誘起し、リボザイム領域の活性
が制御される。つまり、RNA の構造変化は
ナノバイオマテリアルの機能調節の作用点
となり得る。しかしながら、in vitroではRNA
構造変化を利用した機能性分子の創出が数
多く報告されているのに対し、細胞内におけ
る応用例は限定的である。その理由として、
細胞内環境で機能する RNA の構造スイッチ
を、効率的に設計・構築するための指針が不
足しているためであると考えられる。 

これまで、RNA の構造変化を利用した機
能性分子は、ほとんどが RNA の最安定構造
に焦点が当てられて設計が進められてきた。
つまり、分子間相互作用や環境の変化により
最安定となる RNA 構造を変化させ、RNA の
構造遷移を介してアウトプット機能の調節
につなげるような設計となっていた。しかし
ながら、細胞内では、RNA の転写は 5′末端
から順に反応が進行し、転写後の新生 RNA
は co-transcriptional foldingという形で構造
形成が進む。そのため、転写途中に速度論的
に有利な準安定構造が形成された場合、設計
した RNA の構造スイッチは、最安定構造を
形成する前に分解されてしまい、設計通りの
機能を果たすことができないことも考えら
れる。つまり、これまでの熱安定性に焦点を
当てた設計ではなく、転写反応に伴う RNA
の co-transcriptional folding に着目し、速度
論的に有利な RNA 構造に焦点を当てること
で、細胞内で効率良く機能する RNA の構造
スイッチを構築できるのではないかと期待
される。 
 

２．研究の目的 
本研究では、新生 RNA の速度論的に有利

な準安定構造に着目し、この準安定構造から
最安定構造への構造推移の速度を調節する。
さらには、機能性 RNA の構造遷移速度を制
御することにより、特定のリガンドを検出す
るためのバイオセンサーの構築や、細胞内に
おける遺伝子発現調節を試みる。 
 
３．研究の方法 
(1) RNA 構造スイッチの獲得 

特定の分子に応答して構造変化を起こす
RNA を構築するために、抗生物質の一種で
あるネオマイシンに結合する RNA アプタマ
ー（neo-ap）を 5′側に配置し、ウイルス由来
の Tat ペプチドに結合する TAR-RNA を 3′
側に配置した RNA を設計した。neo-ap と
TAR-RNA との間には 15 塩基分のランダム
な塩基配列を挿入し、RNA ライブラリを構
築した。そして、我々が以前に確立した手法
により、ネオマイシン存在下でのみ Tat ペプ
チドと結合する RNA をセレクションした。
具体的には、まず、ネオマイシン非存在下に
おいて Tat ペプチドと結合してしまう RNA
を、Tat ペプチドを固定化した磁性ビーズに
結合させて取り除いた（ネガティブセレクシ
ョン）。次に、残った RNA にネオマイシンを
添加し、ネオマイシン存在下でのみ Tat ペプ
チドに結合する RNA を、Tat ペプチドを固
定化した磁性ビーズで回収した（ポジティブ
セレクション）。この過程を繰り返すことに
より、ネオマイシンに応答して RNA 構造変
化を示し、Tat ペプチドに結合する RNA 構
造スイッチを獲得した（図 1）。さらに、得ら
れた RNA 配列の塩基配列を解析し、RNA 構
造スイッチとして機能する RNA の二次構造
予測を行った。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1 RNA 構造スイッチのセレクション過程 
ネガティブセレクションとポジティブセレク
ションを繰り返すことで、特定の分子に応答し
て Tat ペプチドに結合する RNA を濃縮する。 



(2) co-transcriptional folding を利用した
RNA 構造スイッチの制御 

(1)で獲得したネオマイシンに応答する
RNA 構造スイッチの二次構造を基に、その
他の分子にも応答する RNA 構造スイッチを
構築した。 
① RNA 構造スイッチの設計 

天然のリボスイッチに由来するRNA配列
を利用し、チアミンピロリン酸（TPP）に結
合するアプタマー（TPP-ap）を 5′側、
TAR-RNA を 3′ 側 に 配 置 し た RNA
（TPP-TAR）を設計した（図 2a）。この RNA
は、TPP-ap の 3′側領域と TAR-RNA の 5′側
領域が安定な二次構造を形成するように設
計してある。そのため、TPP 非存在下で RNA
が 転 写 さ れ た 場 合 、 co-transcriptional 
folding により RNA 二次構造が形成され、下
流に転写されてくるTAR-RNAが正しく構造
を形成されないと予測される（図 2b、上）。
一方で、TPP 存在下で RNA が転写された場
合には、5′側で最初に転写される TPP-ap が
co-transcriptional に TPP と結合し、その構
造が安定化される。その結果、下流の RNA
二次構造の形成が阻害され、さらに下流に存
在する TAR-RNA が正しく構造を形成する
（図 2b、下）。つまり、co-transcriptional 
folding を利用した TPP 応答型の RNA 構造
スイッチとして機能すると予測される。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
② RNA 構造スイッチの評価 

co-transcriptional folding によって形成
される TPP-TAR の構造を、TPP の結合によ
って制御することができるかどうかを確認

した。 T7 プロモーター配列の下流に
TPP-TAR の配列を有する DNA テンプレー
トを作製し、TPP の非存在下、および存在下
にて転写反応を行った。転写反応溶液中に、
TAR-RNA に結合して蛍光シグナルを変化さ
せる TAMRA 標識された Tat ペプチド
（TMR-Tat）を混合し、転写反応に伴う経時
的な蛍光シグナル変化を検出した。比較とし
て、転写後に精製した TPP-TAR を用いて、
TPP 存在下での RNA 構造変化も評価した。 

 
(3) co-transcriptional folding を利用した細
胞内遺伝子発現調節 

転写後 RNA の準安定な RNA 二次構造か
ら最安定な四重鎖構造への構造遷移速度に
着目し、細胞内での遺伝子発現調節を試みた。 
① RNA 四重鎖構造スイッチの設計 

我々は以前に、大腸菌の mRNA 配列を探
索し、5 つの遺伝子において mRNA の翻訳領
域中に四重鎖構造を形成しうる配列がある
ことを見出した。また、これらの配列が四重
鎖構造を形成すると、翻訳伸長反応が停滞す
ることを in vitro 実験で明らかにしている。
その中でも、EutE の遺伝子に由来する配列
は、四重鎖構造を形成しうるグアニンに富ん
だ配列の 5′側に、二次構造を形成し得る配列
が重なっている（図 3a、wild type）。そのた
め、転写反応直後には二次構造が優先的に形
成され、その後、時間経過と共に四重鎖構造
へと遷移していくことが予測される（図 3b）。
そこで、翻訳されるアミノ酸の配列は変えず
に、二次構造に存在する塩基対が崩れるよう
な変異配列を設計した（図 3a）。変異により
二次構造が不安定化した配列では、転写反応
後の四重鎖構造への遷移速度が速くなり、細
胞内での遺伝子発現に対する影響が大きく
なると予測される。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2 co-transcriptional folding を利用した
RNA 構造スイッチ 
a) 設計した TPP-TAR の塩基配列。 b) 転写反
応途中に新生 RNA と TPP が結合することで、
転写後の RNA 構造が変化する。 

 
図 3 co-transcriptional folding による二次構造
から四重鎖構造への構造遷移 
a) 本研究で使用したEutE mRNA由来の四重鎖
構造形成配列、およびその変異配列。b) 転写反
応の進行に伴う準安定なRNA二次構造から最安
定な四重鎖構造への構造遷移の概念図。 



② co-transcriptional folding による準安定
な二次構造形成の確認 

EutE の遺伝子に由来する配列、およびそ
の変異配列が、転写反応後に準安定な二次構
造から四重鎖構造への構造遷移を示すのか
どうかを検討した。EutE の遺伝子に由来す
る配列、およびその変異配列を翻訳領域中に
挿入し、その下流に Renilla Luciferase をコ
ードしたレポーター遺伝子を作製した。そし
て、in vitro にて転写反応を行った。転写反
応終了後に、四重鎖構造に対する蛍光プロー
ブとして働く N-methyl mesoporphyrin 
(NMM)を混合し、その蛍光シグナルから四重
鎖構造が形成されているかどうかの確認を
行った。 
③ 細胞内での遺伝子発現調節 

②にて作製したレポーター遺伝子を有す
プラスミドを構築した。作製したプラスミド
を細胞内に導入し、遺伝子発現への影響を評
価した。 

 
４．研究成果 
(1)ネオマイシンに応答する RNA 構造スイッ
チ 

図 1 に示すセレクションを行い、ネオマ
イシンに応答して Tat ペプチドに結合するよ
うになった RNA の塩基配列を解析した。そ
の結果、元々ランダムであった配列領域に、
特徴的な塩基配列が濃縮されていることが
確認された。得られた RNA の典型的な配列
の二次構造予測を行うと、濃縮されてきた塩
基配列とTAR-RNAの配列の一部が安定な塩
基対を形成することで、天然の TAR-RNA 構
造が形成されないことが分かった。また、最
安定な二次構造と、同じ RNA の配列が
neo-ap と TAR-RNA の双方の構造を形成し
た二次構造の熱安定性の差（ΔΔG˚37）は、7.9 
kcal mol−1となることが予測された。つまり、
ネオマイシンが存在しない時には最安定構
造が有意に安定であり、TAR-RNA領域がTat
ペプチドと結合できない状態となっている。
一方で、ネオマイシンの存在下では、neo-ap
領域とネオマイシンとの相互作用エネルギ
ーが RNA 構造変化を誘起し、TAR-RNA 領
域と Tat ペプチドとの結合親和性が増大する
と考えられる（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(2) co-transcriptional folding を利用した
TPP の検出 

ネオマイシンに応答するRNA構造スイッ
チの二次構造を基に、図 2a に示す TPP-TAR
を設計した。ここでは、転写反応後に
TPP-TAR と TPP とが結合して RNA 構造が
変化してしまわないように、最安定構造と、
TPP-ap および TAR-RNA の双方が形成され
た構造とのΔΔG˚37を 14.3 kcal mol−1とした。
特に、TPP-ap と TAR-RNA との間に安定な
二次構造が形成されるように設計し、転写反
応後の二次構造の解離が起こらないように
した。 

まず、転写反応後に精製した TPP-TAR を
用いて、TPP に応答した RNA の構造変化が
起こるかどうかを確認した。ネオマイシン存
在下で TPP-TAR と TMR-Tat を混合し、そ
の後の蛍光シグナル変化を 25˚C で経時的に
検出した。その結果、1 時間以上たっても蛍
光シグナルに変化は見られなかった（図 5a）。
このことは、TPP-TAR の最安定構造が安定
であり、25˚C 一定の条件では RNA 構造変化
が起こらないことを示している。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 4 ネオマイシン応答型の RNA 構造スイッチ 
ネオマイシンとneo-apとの相互作用エネルギーが
RNA 構造変化を誘起し、TAR-RNA の構造が形成
される。 

 

 
図 5 co-transcriptional folding を利用した TPP
の蛍光検出 
a, b) 転写後に精製した TPP-TAR (a)、もしくは転
写伸長反応途中のTPP-TAR (b)とTPPとの相互作
用による RNA 構造変化を、RNA の構造変化後に
形成されるTAR-RNAに結合するTMR-Tatの蛍光
シグナル変化から評価した。c) 転写伸長反応と共
に得られる蛍光シグナル変化(b)での 200—1000秒
における傾きを TPP の濃度に対してプロットし
た。 



そこで次に、co-transcriptional folding に
より、TPP に応答した RNA 構造変化が起こ
るかどうかを確認した。 TPP および
TMR-Tat 存在下で TPP-TAR の転写反応を
開始し、25˚C における経時的な蛍光シグナル
変化を検出した。その結果、TPP の濃度に依
存して経時的な蛍光シグナルの上昇度合い
が大きくなることが確認された（図 5b）。つ
まり、転写されてきた TPP-ap 領域と TPP
とが co-transcriptional に結合することで
TPP-ap の構造が安定化され、予想通り、下
流の TAR-RNA の構造も co-transcriptional 
folding により形成されたと考えられる（図
2b、下）。この結果は、転写後の RNA では起
こらなかった RNA の構造スイッチを、転写
反応と共役させることで機能化させること
ができたことを示している。また、転写反応
初期段階における蛍光シグナル上昇の傾き
を TPP 濃度に対してプロットすると、50 nM
の TPP でも有意な傾きの変化を確認するこ
と が で き た （ 図 5c ）。 つ ま り 、
co-transcriptional folding に基づいた RNA
の構造スイッチを、本研究の目的の 1 つであ
る特定分子を検出するためのバイオセンサ
ーに活かすことに成功した。 

 
(3) 四重鎖構造の形成速度変化による細胞内
遺伝子発現調節 

図 3 で設計した変異配列を有するレポー
ター遺伝子を in vitro で転写し、転写後の
mRNAがRNA四重鎖構造を形成しているか
どうかを NMM の蛍光シグナルで評価した
（図 6a）。その結果、wild type の配列、およ
び四重鎖構造を形成しないように 4カ所のグ
アニン塩基に変異を加えた mutant-A の配列
を有する mRNA では、mRNA を含まないサ
ンプルと同程度の蛍光シグナルであった。一
方で、co-transcriptional folding によって形
成されると予測される二次構造を不安定化
するように変異を加えた mutant-B、および
mutant-C の配列を含む mRNA では、有意に
強い蛍光シグナルが確認された。つまり、
wild-type の mRNA は、転写反応後には四重
鎖構造を形成していないことが確認された。
そこで、転写された mRNA を一度 70˚C まで
加温してリフォールディングを行い、その後
NMM と混合して蛍光シグナルを評価した
（図 6b）。その結果、リフォールディングし
た mRNA では NMM の蛍光シグナルが有意
に上昇した。このことは、wild type の塩基
配列の場合、co-transcriptional folding によ
って形成される準安定な RNA 二次構造が、
最安定な四重鎖構造の形成を抑制している
ことを示している。さらに、転写反応溶液に
NMM を混合し、反応時間の経過に伴う蛍光
シグナルの増大を評価した結果、二次構造の
不安定化度合いが高いほど蛍光シグナルの
上昇速度が速いことが確認され、準安定な二
次構造から最安定な四重鎖構造への構造遷
移速度を調節できることも見出している。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
塩基配列に変異を加えることで、準安定な

二次構造から最安定な四重鎖構造への構造
遷移速度を調節できることが示されたため、
細胞内における遺伝子発現への影響を評価
した。細胞内にレポーター遺伝子を含むプラ
スミドを導入し、遺伝子発現量を評価した。
この時、レポータータンパク質である
Renilla Luciferase の相対発現量を、mRNA
の相対転写量で補正することで、四重鎖構造
形成による翻訳反応への影響のみを評価し
た。その結果、四重鎖構造を形成できない
mutant-A、最安定構造としては四重鎖構造
を形成するが構造遷移速度は遅い wild type、
四重鎖構造への構造遷移速度が 2番目に早い
mutant-B、四重鎖構造への構造遷移速度が
最も早い mutant-C の順で、翻訳反応の抑制
効果が強くなっていくことが示された。
mRNA が転写され、転写後に形成される準安
定な二次構造から最安定な四重鎖構造へ遷
移するまでの速度が、細胞内での翻訳反応に
対して大きな影響を及ぼしていると考えら
れる。このことは、co-transcriptional folding
により形成される準安定な RNA 二次構造の
安定性を調節することにより、細胞内におけ
る四重鎖構造の形成を介した翻訳反応への
影響を変化させることができることを示し
ている。つまり、本研究の目的の 1つである、
co-transcriptional folding による mRNA の
構造形成を細胞内での遺伝子発現調節の一
例を示すことができた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 6 co-transcriptional folding による RNA 四重
鎖構造の形成 
a) 転写後の mRNA と NMM を混合し、蛍光シグ
ナルから四重鎖構造の形成を確認した。 b) リフォ
ールディング前後における wild-type の mRNA を
NMM と混合し、四重鎖構造の形成を確認した。 

 
図 7 四重鎖構造による翻訳反応効率への影響 
タンパク質発現量を細胞内 mRNA 量で補正した
相対値を翻訳効率として示す。 
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