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研究成果の概要（和文）：本研究では遺伝性疾患治療薬の開発を目指して、様々な生物/細胞がもつリボソーム
RNA分子スイッチのＸ線結晶解析による構造研究と、得られた構造情報を基にした新規薬剤の設計・合成に取り
組んだ。その結果、高いリードスルー活性、抗原虫活性または抗菌活性をもち、人体に対する副作用が低い数種
類の化合物の設計・合成に成功した。特に、今回設計・合成したフッ素化アミノグリコシドのうちのひとつは、
真核生物や薬剤耐性菌がもつRNA分子スイッチに特異的に結合することが明らかになった。この新規フッ素化ア
ミノグリコシドは、ナンセンス変異型遺伝性疾患に対する治療薬となる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：In order to develop new therapeutic agents against genetic diseases, I have 
performed structural studies of the ribosomal RNA molecular switches of several different 
organisms/cells by X-ray analysis and have designed and synthesized new drug compounds based on the 
obtained structural data. We have succeeded to design and synthesize several compounds possessing 
high readthrough, antiprotozoal or antibacterial activity and less toxicity against human. 
Especially, one of the designed/synthesized fluorinated aminoglycosides specifically binds to the 
RNA molecular switches of eukaryote and antibiotic-resistant bacteria. This compound can be a potent
 therapeutic agent against genetic diseases caused by nonsense mutations.

研究分野：構造生命科学

キーワード： ナンセンス変異型遺伝性疾患　抗生物質　リボソーム　Ｘ線結晶解析　ドラッグデザイン
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１．研究開始当初の背景 
筋ジストロフィー症など約 2,400 種類にも
及ぶナンセンス変異型遺伝性疾患は、アミノ
酸コドンが突然変異によって終止コドン（中
途終止コドンと呼ぶ）に変化し、それによっ
て完全長タンパク質が合成されなくなるた
めに起こる。近年、細菌感染症に対して処方
されるアミノグリコシド系抗生物質がヒト
細胞質リボソームの活性部位に存在する
RNA 分子スイッチに作用して中途終止コド
ンを読み飛ばすリードスルー活性を示すこ
と、その結果として遺伝性疾患に対する薬理
活性をもつことが基礎・臨床研究で明らかに
なってきている（Bidou et al., 2012など）。 
タンパク質合成の過程では、リボソームの

RNA 分子スイッチがそのコンフォメーショ
ンをON/OFFの間で切り替える事で正しくコ
ドンを読み取り、正確なタンパク質合成を可
能にしている。アミノグリコシド系抗生物質
は、細菌がもつこの分子スイッチを ON状態
に固定して OFFへの切り替えを妨げ、コドン
の読み取りにエラーを生じさせることで殺
菌効果を示す。一方、この薬剤がヒトの分子
スイッチに間違って作用してしまうと、当然
ながら人体への副作用を引き起こす。しかし、
この副作用を逆手にとって、意図的にコドン
の読み取りにエラーを生じさせて中途終止
コドンをリードスルーさせれば、完全長タン
パク質の合成がある程度回復し、ナンセンス
変異型遺伝性疾患の治療が可能になる。この
アイデアに基づいて遺伝性疾患治療の臨床
研究が行われているが、その詳しい分子メカ
ニズムが明らかになっていないために、現在
使用されている薬剤には薬理活性と副作用
の両面で大きな課題が残っている。 
 
 
２．研究の目的 
 研究代表者は本研究で、アミノグリコシド
がヒト細胞質リボソームの分子スイッチに
作用する様子を X 線結晶解析で詳しく観察
して、遺伝性疾患に対する薬理活性と人体へ
の副作用のメカニズムを分子レベルで明ら
かにし、薬理活性が高く副作用の低い新規の
遺伝性疾患治療薬を設計・開発することを目
指した。 
アミノグリコシドの作用点であるヒト細
胞質 RNA 分子スイッチは、そのコンフォメ
ーションをON/OFFの間で切り替えることで
コドンの読み取りを制御している（図 1）。そ
こでまず、この分子スイッチの ONと OFFの
間のさまざまな状態の構造を解析して繋ぎ
合わせ、正常な ON/OFFスイッチングの動き
を観察することを第一の目標とした。つぎに、
分子スイッチと種々のアミノグリコシドの
複合体構造を解析し、この薬剤がスイッチン
グの動きに及ぼす影響を詳しく観察するこ
とで、アミノグリコシドがもつ遺伝性疾患に
対する薬理活性と人体への副作用の両方の
メカニズムを分子レベルで明らかにするこ

とを第二の目標とした。そして、本研究で得
られた立体構造情報を利用して、より優れた
薬理活性をもち、人体への副作用の低い新規
薬剤を設計・開発することを最終目標とした。 

 

図 1. ヒト細胞質リボソームがもつ 
RNA分子スイッチの働き方の概念図 

 
 
３．研究の方法 
細菌（野生型 1種類、薬剤耐性型 2種類）、
原虫、およびヒト（細胞質、ミトコンドリア）
のリボソーム RNA 分子スイッチ（図１）の
配列を導入した比較的小さな RNA モデル分
子を設計・合成して実験に用いた。化学合成
した RNA をポリアクリルアミドゲル電気泳
動とC18逆相カラムクロマトグラフィーで精
製した。RNAの結晶化は、研究代表者らが独
自に開発した「塩溶効果を利用した核酸分子
結晶化用スクリーニングキット」（近藤＆竹
中. 2005）を用いて行った。Ｘ線回折実験は
高エネルギー加速器研究機構 Photon Factory
の構造生物学ビームラインで行った。構造決
定は分子置換法および単波長/多波長異常分
散法を用いて行った。 
構造解析によって得られた結晶構造から

RNA 分子スイッチ部分を抽出し、多様な安
定・準安定状態の立体構造スナップショット
を線形補間によって繋ぎ合わせてスムーズ
に動く動画を編集することで、細菌・原虫・
ヒトのRNA分子スイッチの動きを観察した。
そして、さまざまなアミノグリコシドが各分
子スイッチに対してどのように結合するの
か、そしてスイッチの動きにどのような影響
を及ぼすのかを詳しく観察した。 
以上の実験で得られた各分子スイッチの
立体構造および動的構造変化の情報を基に
新規抗生物質の設計を行った。設計した薬剤
の化学合成と薬理効果の検討は、研究協力者
であるモントリオール大学（カナダ）の
Stephen Hanessian教授およびテクニオン工科
大学（イスラエル）の Timor Baasov教授の研
究グループと共同で行った。薬剤の各分子ス
イッチへの結合定数の解析については、スト
ラスブール大学（フランス）の Eric Ennifar
研究部長のグループと共同で現在も進めて
いる。さらに今回設計・合成した新規フッ素
化アミノグリコシドについては、RNAに対す
る新しい結合様式を発見したため、この相互
作用についての理論化学的な解析について
は、ストラスブール大学の Pascal Auffinger研
究部長と共同で現在も進めている。



４．研究成果 
(1) 分子スイッチの動的構造変化の観察 
 ヒト細胞質リボソームがもつ RNA 分子ス
イッチに特異的に作用し、ヒトミトコンドリ
アリボソームがもつ分子スイッチには結合
しない（副作用のない）アミノグリコシドを
設計・合成するために、これら 2種類の分子
スイッチの立体構造とその動的変化を解析
した。その結果、ヒト細胞質分子スイッチは
ON 状態と OFF 状態の構造がともに安定で、
ON/OFF の切り替わりもスムーズに起こるこ
とがわかった。一方、ヒトミトコンドリア分
子スイッチは OFF 状態の構造が極めて安定
で、OFFから ONへの切り替わりが起こりに
くいことがわかった。以上のことから、ヒト
細胞質分子スイッチに特異的に結合するア
ミノグリコシドを設計するための立体構
造・動的構造変化の情報を得ることができた。 
 
(2) パロモマイシン誘導体の合成と RNA 分
子スイッチへの結合様式の解明 
遺伝性疾患治療薬の設計・開発のためのリ
ード化合物として、5 種類のパロモマイシン
誘導体を化学合成した（T. Baasov教授との共
同研究）。これらの薬理作用を調べたところ、
すべての化合物が高いリードスルー活性を
示すことが確認できた。さらにこれらの化合
物は高い抗原虫活性を示すことも明らかに
なった。 
そこで、パロモマイシンとその誘導体 5種
類について、ヒト細胞質および原虫の RNA
分子スイッチとの複合体の X 線結晶解析に
取り組んだ。その結果、ヒト細胞質分子スイ
ッチとの複合体については良質な結晶を得
ることができず、構造解析には至らなかった。
一方、原虫分子スイッチについてはパロモマ
イシンとの複合体の立体構造解析に成功し
（図 2）、新規薬剤を設計するための立体構造
情報を得ることができた。 

 
図 2. 原虫分子スイッチとパロモマイシンの

複合体の立体構造 
 
(3) フッ素化アミノグリコシドの合成と細菌
RNA分子スイッチへの結合様式の解明 
遺伝性疾患治療薬の設計・開発の手段とし
て、アミノグリコシドのフッ素化に着目した。
フッ素は最も電気陰性度が高い原子であり、
さらにサイズが水素原子と酸素原子の中間
ほどで立体障害がほとんど問題にならない。
また正電荷をもつアミノ基の近傍にフッ素

を導入することでアミノ基の pKaを低下させ
ることが報告されており、アミノグリコシド
の正電荷に起因すると考えられている腎毒
性のような副作用を低減させることが期待
できる。 
まず、7 種類のフッ素化アミノグリコシド
を化学合成した（S. Hanessian教授との共同研
究）。これらの薬理作用を調べたところ、フ
ッ素化アミノグリコシドの多くは極めて高
い殺菌作用を示しつつ人体への副作用が低
いことが明らかになった。 
そこで、7 種類のフッ素化アミノグリコシ
ドと細菌 RNA分子スイッチの複合体の X線
結晶解析に取り組んだ。その結果、4 種類の
複合体の構造解析に成功し、フッ素原子と
RNA との間に生じる新しい相互作用を発見
した。 
 
(4) 真核生物の RNA 分子スイッチを標的と
したフッ素化アミノグリコシドの合成と各
種分子スイッチへの結合様式の解明 
上述の 3つの研究によって得られた立体構
造情報に基づいて、真核生物の RNA 分子ス
イッチに特異的に結合しうるフッ素化アミ
ノグリコシド 6'-fluoro sisomicinを設計・合成
した。そしてこの薬剤と細菌（野生型 1種類・
薬剤耐性型 2 種類）・原虫・ヒト細胞質の合
計 5 種類の RNA 分子スイッチとの複合体の
結晶化と構造解析に取り組んだ。その結果、
ヒト以外の 4種類の分子スイッチとの複合体
の構造決定に成功した。得られた構造から、
このフッ素化アミノグリコシドは細菌（野生
型）の分子スイッチに対しては弱く結合する
（図 3左：水素結合の数が少ない）のに対し
て、薬剤耐性菌と原虫の分子スイッチに対し
ては強く結合する（図 3右：水素結合の数が
多い）ことが明らかになった。このように本
研究では、一般的な細菌には効かないが、重
篤な感染症を引き起こす薬剤耐性菌や原虫
に対して選択的に効果を発揮するアミノグ
リコシドのデザイン・合成に成功した。また、
今回合成した 6'-fluoro sisomicin については、
ヒトの分子スイッチとの複合体の構造解析
には至らなかったものの、ヒトの分子スイッ
チに結合する可能性があるので、今後はこの
薬剤についてリードスルー活性があるかど
うかを確認し、ナンセンス変異型遺伝性疾患
治療薬の合成へと結び付けていきたい。 

 

  
図3. 6’-fluoro sisomicinの糖環が細菌の分子ス
イッチのアデニン（左）と薬剤耐性菌および
原虫の分子スイッチのグアニン（右）と水素
結合をする様子 
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