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論文内容の要旨

RNAは、 DNAの遺伝情報の複製だけでなく、アプタマーやリボザイムのようにタンパク質類似

の機能を持つ生体高分子である。特に 200塩基以上からなる大型リボザイムは、 tRNAプロセシン

グ等の重要な生体反応を行う。また、 RNAはDNA類似の化学構造のため、 Watson-Crick塩基対

による分子設計も容易である。そのため、ナノ構造体や生体分子ツーノレに有望な素材である。しか

し、 RNA構造体の分子設計において機能付加や高度化、大型化はあまり実現されておらず、大型リ

ボザイムの機能と構造はナノ構造体には全く利用されていない。また、分子サイズや安定性等のい

わば f静的J性質の構造体の報告がある一方、リボザイムやリボスイッチの複合体形成や構造変化

に伴う自身の大きな活性変化の様ないわば「動的Jな性質を持つ RNA構造体の報告例はほとんど

ない。この f動的J性質を組込み可能な分子設計技術を開発できれば、 RNAの材料としての更なる

応用展開が期待できる。

RNAの3次構造は、 2重鎖と fRNAモチーフ」と呼ばれる特定の構造を形成する保存された配

列の組み合わせにより形成される。この性質を利用し、コンビュータ上の分子モデリングを用いて

2重鎖と RNAモチーフの組み合わせで分子設計を行う 「RNAモジューノレ工学j と呼ばれる分子設

計技術がある。 一方、大型リボザイムは自己折り畳み ・自己集合可能なドメイン構造を持ち、分割

された不活性なドメイン構造は自己集合により活性なリボザイム構造を回復させる。そのため、こ

のドメイン構造を「拡張した RNAモチーフ」と見なし、 RNAモジューノレ工学的に利用することで、

f静的Jと「動的Jの2つの性質を持つRNA構造体とそれに基づく分子ツーノレの開発を試みた。

本学位論文の主眼は、以下の 2点に分けられる。1点目は、大型リボザイムのドメイン構造が 「拡

張した RNAモチーフJとして取り扱い可能であるかの検証である。互いに相互作用を行うドメイ

ン構造の構造基盤としての特性と、ドメイン間相互作用の選択性改変について検証した。2点目は、

f拡張した RNAモチーフj を用いて大型リボザイムが行うスプライシング反応の制御を行う分子

ツーノレの開発で、ある。RNAモジューノレ工学に基づく分子設計で、協調的なスプライシング制御リボ

ザイムの構築を試みた。各章の詳細を以下に示す。

本学位論文の 1章では、 RNA酵素反応とその構造、特に先trahymena由来のグループIリボザ

イムのP5／企P5ドメインの構造や、触媒反応の基本的な特性に関して要約した。RNAモジューノレ工

学による RNAナノテクノロジ｝やRNAツールの研究例を例示した。

2章では、 P5/AP5のドメイン上に、 2つの構造体を近接させる基盤モチーフと見なせるか検証し

た。P5/AP5の各領域に 2重鎖とループ・内部ノレープ構造から成るペプチド認識モジューノレ（PRM)

が近接するように導入した鋳型 RNAを作成し、連結反応のために末端を活性化した認識ペプチド

を導入した際の連結効率から、 P5/AP5の基盤構造としての性能を評価した。鋳型RNAは、ベプチ



ド連結を促進したことから P5／企P5は基盤構造として働き構造を形成していることを確認した。

3章では、 P5／企P5の両ドメイン聞の 3つの相互作用のうち、 RNAモチーフであるが配列特性が

不明な kissingloop(Pl4）の特性を調べた。以前の報告を基にした配列設計指針により、新規 P14

配列を設計した。この新規Pl4配列と loop-receptorモチーフ（LR）を組み合わせた P5/.6P5変異体

は、野生型に対して直交する相互作用を示した。このことから、 P14とLRの組み合わせで、 P5/.6P5

の自己集合を制御できる事が示された。

4、5牽では、 2、3章の結果を踏まえ、免trahymenaグ、ノレープIリボザイムを基に 2つの RNA

鎖聞のスプライシングを協調的に制御する新規システムの構築を試みた。5章では、 P5と.6P5を

RNAモチーフとして扱うことで、 RNAモジューノレ工学的に Tetrahymenaグ、ノレープIリボザイム 2

量体を設計した。この 2量化リボザイムは、 P5/.6P5よりも高い会合効率を示し、単独では不活性

なりボザイムが構造形成依存的に活性を回復することで協調的な分子内スプライシングシステムと

なった。4章は、 5章と並行して分子間スプライシング反応であるトランススプライシングの制御

を試みた。I-3章を踏まえ、グ、ループIリボザイムのコア領域である P4-P6領域及びP3-P7領域の

モジュール性に着目し、 2量体形成に基づくトランススプライシングの制御を試みた。

6章では、これら結果を踏まえた今後の展開を含め総括を行った。


