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研究成果の概要（和文）：本研究では、RNA-タンパク質相互作用を活用することにより、タンパク質に応答し、
望みの機能を発現する機能性分子ロボットを作製した。RNAとタンパク質のみから構成される機能性分子ロボッ
トは、細胞内でも作製することが可能であり、細胞内に発現するタンパク質に応答して細胞運命を制御できるこ
とが明らかとなった。特定の細胞でのみ働く分子ロボットの創製により、医療応用などの分野での活用が期待で
きる。

研究成果の概要（英文）：We designed and constructed RNA-protein complex-based functional molecular 
robots that exert desired funtions in response to proteins. The functional molecular robots 
consisting of RNA and protein can be constructed within live cells. We demonstrated that mammalian 
cell fate can be controlled using functional molecular robots. Construction of a molecular robot 
that functions in a particular cell will be useful for medical applications.

研究分野： ケミカルバイオロジー

キーワード： RNA　タンパク質　核酸ナノテクノロジー
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１．研究開始当初の背景 
近年、生体分子の自己組織化を活用し、望み
の機能と構造を有する分子デバイスの構築
を目指す生体分子ロボティクス研究が注目
を集めている。核酸ナノテクノロジーの進展
により、生体分子を利用した機能性構造体の
作製技術は、進展しているものの、環境変動
に応答して構造変化を起こし、望みの機能を
発現する分子ロボットの創製には、至ってい
おらず、望みの構造・機能をあわせ持つ分子
ロボットの創製には、新たな分子デザインに
基づいた生体分子ロボットの設計・構築が必
要不可欠である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、RNA-タンパク質相互作用によ
るダイナミックな構造変化に着目し、RNA-
タンパク質複合体(RNP)形成による構造変化
を望みの機能へと変換する RNP 複合体分子
ロボットの作製を目指す。RNA とタンパク
質から構成される分子ロボットは、生体外だ
けでなく生体内においても作製可能であり、
特定の細胞中でのみ働く分子ロボットの創
製により、医療応用をはじめとする多岐にわ
たる分野での活用が期待できる。 
 
３．研究の方法 
本研究の目的を達成するために以下の研究
課題を設定した。	 
(1)	 RNA-タンパク質相互作用により、構造変
化を引き起こす RNA/RNP ナノ構造の設計及び
構築	 
RNA-タンパク質相互作用を活用し、タンパク
質存在下において、大きく構造変化する RNA	 
/RNP ナノ構造を設計し、構築する。RNA-タン
パク質相互作用モチーフとして、タンパク質
結合に伴い、RNA が 60°曲がることが知ら
れている K-turn-L7Ae 相互作用モチーフを
用い、分子モデリングを用いて目的とする
RNA/RNP ナノ構造を設計する。	 
(2)	 FRET 測定及び AFM 測定による RNA/RNP
ナノ構造変化の評価	 
設計した RNA/RNP ナノ構造の構造変化は、
FRET 測定及び AFM 測定により評価する。設計
した RNA ナノ構造の両末端に FRET ペアとな
るドナーとアクセプターを導入した RNA を用
い、タンパク質との相互作用による FRET シ
グナル変化を検出する。AFM 測定では、個々
のナノ構造をカウントすることにより、タン
パク質非存在下及び存在下におけるナノ構
造の分布を調べる。	 
(3)	 標的分子を捕捉する RNA/RNP ナノ構造の
創製	 
(1),(2)で設計・構築した RNA/RNP ナノ構造
を用いて小分子を捕捉する RNA/RNP ナノ構造
の作製を行う。特定の小分子を捕捉するため
に RNA アプタマーを用い、RNA ナノ構造とア
プタマーを繋げることによりタンパク質結
合による RNA の構造変化に応じてアプタマー
活性が変化するナノ構造を設計・構築する。	 

(4)	 細胞内で機能するタンパク質応答性 RNA
ナノデバイスの構築	 
RNA-タンパク質相互作用により構造変化す
る RNA ナノ構造の細胞内での機能を評価する。
細胞内 RNA-タンパク質相互作用を検出する
ために、構造変化により FRET シグナルが変
化するナノ構造を作製し、標的タンパク質を
発現する mRNA とナノ構造を細胞に導入し、
RNA-タンパク質相互作用による FRET シグナ
ル変化を検出する。	 
(5)	 タンパク質駆動型 RNA ナノデバイスによ
る細胞運命制御	 
RNA-タンパク質相互作用により、タンパク質
の局在をコントロールし、細胞内シグナルを
制御する。オリゴマー化により細胞死を誘導
するタンパク質を RNA-タンパク質相互作用
により RNA 上に集積させるために、タンパク
質結合モチーフを多数有する RNA ナノ構造を
設計・構築する。RNA 結合タンパク質に細胞
死誘導タンパク質を融合させたタンパク質
の mRNA を作製し、タンパク質結合モチーフ
を多数持つ RNA ナノ構造とともに細胞に導入
することにより細胞死活性を評価する。	 
	 
４．研究成果	 
(1),(2)	 RNA-タンパク質相互作用により、構
造変化を引き起こす RNA/RNP ナノ構造の構築	 
RNA-タンパク質相互作用により構造変化す
る RNA ナノ構造として、2つの K-turn モチー
フを RNA 二重鎖で繋げた RNA ナノ構造を設計
した。RNA 二重鎖の塩基数を変えることにタ
ンパク質結合時に三角形(2Kt-Tri)及び Z 型
(2Kt-Z)の RNA ナノ構造を設計・構築した。
RNA-タンパク質相互作用による RNA ナノ構造
の構造変化を評価するために AFM 測定を行っ
た。2Kt-Tri 及び 2Kt-Z の RNA ナノ構造は、
タンパク質非存在下では、わずかに湾曲した
棒状の構造であったが、タンパク質存在下に
おいては、二つの L7Ae タンパク質が結合し
た設計した通りの三角形及び Z型の RNP ナノ
構造が観測された。	 
	 

	 
(3)	 標的分子を捕捉する RNA/RNP ナノ構造の
創製	 
タンパク質を検知することにより、標的分子
を捕捉する RNA/RNP ナノ構造を構築するため

2Kt-Tri�

2Kt-Z�

− L7Ae + L7Ae

− L7Ae + L7Ae



に、2Kt-Tri 及び 2Kt-Z にマラカイトグリー
ンアプタマー(MGA)を繋げた Tri-MGA 及び
Tri-Z を作製した。Tri-MGA は、タンパク質
非存在下においては、アプタマー活性を示さ
ず、L7Ae タンパク質が結合するとアプタマー
活性を示すように設計した。一方、Z-MGA は、
タンパク質非存在下においては、アプタマー
活性を示すが、タンパク質の結合に伴い、ア
プタマーの構造変化が起こり、失活するよう
うに設計した。マラカイトグリーン(MG)は、
アプタマーに結合すると蛍光を発するため
蛍光測定を行うことによりアプタマー活性
を評価した。2Kt-Tri は、タンパク質の結合
に伴い、MG の蛍光増加が観測された。一方、
2Kt-Z においては、タンパク質の結合により
顕著な蛍光減少が観測された。したがって、
タンパク質を検知し、標的の小分子を捕捉、
放出する RNA/RNP ナノ構造を開発することに
成功した。	 
	 

	 
(4)	 細胞内で機能するタンパク質応答性 RNA
ナノデバイスの構築	 
細胞内でタンパク質を検知し、構造変化を引
き起こす RNA/RNP ナノ構造を設計・構築した。
細胞内での RNA-タンパク質相互作用による
構造変化を検出するために、RNA ナノ構造の
両末端に FRET ペアとなる 2 種類の蛍光色素
として Cy3,	 Cy5 を導入した RNA ナノ構造を
設計・構築した。具体的には、タンパク質非
存在下においては、RNA は二重鎖形成により、
FRET を引き起こす環状構造を取っているが、
タンパク質の結合に伴い、RNA 二重鎖の解離
が起こり、FRET が解消される。In	 vitro に
おいて RNA-タンパク質相互作用による構造
変化に応答して FRET シグナルが変化するか
どうかを調べたところ、タンパク質の結合に
伴い、FRET シグナルが変化することが明らか
となった。次に、細胞内でのタンパク質に応
答した構造変化を検出するために、RNA ナノ
構造とRNA結合タンパク質をコードするmRNA
を細胞内に導入し、フローサイトメトリーに
よる解析を行ったところ、コントロール RNA
結合タンパク質(MS2CP)発現細胞よりも、
L7Ae 発現細胞において FRET シグナルの変化
が観測された。したがって細胞内のタンパク
質に応答し、構造変化を引き起こす RNA/RNP

ナノ構造の構築に成功した。	 

	 
(5)	 タンパク質駆動型 RNA ナノデバイスによ
る細胞運命制御	 
RNA/RNP ナノ構造を利用して、細胞運命制御
可能な RNA ナノデバイスを創製するために、
RNA-タンパク質相互作用によりアポトーシ
スを誘導する RNA/RNP ナノ構造を設計・構築
し、RNP ナノ構造形成によるアポトーシス誘
導を検討した。	 
RNA ナノ構造として、L7Ae タンパク質結合モ
チーフである K-turn モチーフを 14 個含む
RNA ナノ構造を設計・作製した。RNA タンパ
ク質相互作用によりアポトーシスを誘導す
るタンパク質として caspase-8 に L7Ae を融
合させた L7Ae-caspase-8 を設計した。この
RNA/RNP ナ ノ構造は、 RNA ナノ構造と
L7Ae-caspase-8のRNP複合体形成により、RNA
ナノ構造上に多数の L7Ae-caspase-8 が集積
することにより caspase-8 が活性化し、アポ
トーシス誘導が引き起こされる。RNA ナノ構
造と L7Ae-caspase-8 をコードする mRNA を細
胞内に導入することにより、タンパク質の
RNA への結合に応答して細胞死が誘導される
ことが明らかとなった。また L7Ae とは異な
るタンパク質として Lin28A に応答してアポ
トーシスを制御する系を構築した。具体的に
は、Lin28A 結合モチーフを 9個導入した RNA
ナノ構造と Lin28A に caspase-8 を融合した
Lin28A-caspase-8 を作製し、Lin28A の有無
により、アポトーシス誘導制御が可能である
か検証した。Lin28A 存在下においては、
Lin28A-caspase-8とRNAナノ構造の複合体形
成が阻害されることにより細胞死が抑制さ
れることが明らかとなった。したがって、
RNA/RNP ナノ構造を利用して細胞内シグナル
に応答した細胞運命制御を可能とする機能
性分子ロボットを構築できることを実証し
た。	 
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