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1－1　研究背景

　近代から現代にかけて、人類はエネルギー資源である豊富な石油の巧みな利用により高度化

した社会を築き上げてきた。そのような技術の発展がもたらした大量生産、大量消費の社会は

豊かな生活を実現してきたが、今日のエネルギー事情は、石油のみならず・石炭や天然ガスも

含めたエネルギー資源の枯渇化という大きな問題に直面している・また・このような社会がも

たらした環境負荷は、自然破壊、大気汚染、水質汚染などの深刻な環境問題を引き起こした。

現在の化石資源を中心としたエネルギー供給体系を見直し、エネルギー・環境問題を改善する

ためには、環境負荷が少なく、クリーンかつ高効率なエネルギー生産・利用システムの開発が

望まれる。その一つとして生物のエネルギーシステムを利用する方法論がある。クリーンで、

極めて高いエネルギー利用効率を持つ生物のエネルギーシステムは、酵素をはじめとする生体

高分子によって構築されている。酵素は生物が用いている触媒であり、常温・常圧でその機能

を発揮し、かつ、容易に生分解されるため、非常に環境負荷の少ない触媒である。これら酵素

の長所をあわせもった、社会で必要とされるエネルギー利用にあわせたテーラーメイド酵素は、

持続可能社会実現に向けてのエネルギー・環境問題を解決する役割を担う機能性生体高分子で

あると考えられる。

　現代社会が直面しているエネルギー・環境問題に対して、環境汚染物質が生命に与える影響

や、環境中に存在する環境汚染物質を正確に計測し評価することも非常に重要な課題である。

環境汚染分子が生命に及ぼす影響を科学的に解明するためには、生体内の応答様式を解析する

技術及び、環境中の微量成分を迅速かつ簡便に計測する技術が必要である。その技術の一つと

してバイオセンサーが挙げられる。バイオセンサーは生体分子が持つ優れた基質認識能を利用

または模；倣し、標的分子を定量的に検出する化学センサーである。任意の標的分子に対して高

選択的かっ高感度に応答するテーラーメイドバイオセンサーを作製する一般的な方法論を開発

することにより、持続可能社会実現に大きく貢献できる。
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1－1－1　生体高分子を用いた機能性分子の作製方法

　生物が有するエネルギーシステムを社会で利用するためには、目的とする基質特異性と反応

性を有する機能性生体高分子を自在に設計、そして作製する方法論の開発が必要である。機能

性生体高分子の一つであるタンパク質酵素は、20種類のアミノ酸により構成される生体高分子

であり、生物が生命活動を行う上での様々な重要な働きを担っている。そのアミノ酸配列（一

次構造）は直鎖状であるが、αヘリックス構造やβシート構造などの二次構造を形成し、さらに

それらが折り畳まって複雑な三次元構造を形成することにより機能を発揮する。天然の酵素の

活性は、基質分子の反応中間体（遷移状態）が酵素との結合により安定化され、反応の活性化

エネルギーが減少されることで発揮される。また、天然の酵素は、厳密な配向性のもと基質が

結合する基質結合場、化学反応場を有し、基質分子の結合または反応に伴い立体構造変化が誘

起され、複数のアミノ酸残基が触媒基として協奏的に作用することで高い触媒活性を示してい

ると考えられている。

　生体高分子を利用した人工機能性分子を作製する方法論には、天然のタンパク質酵素の三次

元立体構造情報をもとに、分子化学的な洞察を組み合わせて部位特異的な変異導入を行い、新

たな分子の設計を行う手法（structure－based　design）1・2がある。また、エラーブローンPCR法3

やDNAシャッフリング法4を用いて全遺伝子に対して無作為に変異導入するランダム変異法は、

三次元構造情報を必要とせず、構造情報からは予測できない変異を見出すことが可能な手法で

ある。さらには、これら二つの手法を組み合わせ、設計できない領域に多様化させたライブラ

リーを導入し、目的の機能をもった分子を選び出す手法などがある。これらの手法により、天

然のタンパク質酵素の基質認識能および安定性の向上、そして活性の改変に一応の成功をみて

いるが5、タンパク質酵素の三次元立体構造を制御して設計し、社会で必要とされるエネルギー

利用反応にあわせたテーラーメイド酵素を作製する方法論には遠く及ばないものである。

　近年、ファージディスプレイ法の開発により、高機能なタンパク質や新たな機能を有するポ

リペプチドなどの機能性生体高分子を作製する手法が開発された6。ファージディスプレイ法は

1985年忌Smithが繊維状ファージの生活環を利用し（図1－1）、ファージ表面にランダムな

ポリペプチドの提示が可能であることを報告したのを発端に、現在までに目的の機能を有する

ポリペプチドをスクリーニングする方法として発展した。ファージは細菌に感染するウイルス
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であり、大腸菌を宿主とする繊維状ファージM13は、環状の一本鎖ゲノムDNAを数種類のコ

＿トタンパク質（93P、96P、97P、98P、99P）が包み込んだ形態である。このM13ファージを

用いたファージディスプレイ法は・宿主大腸菌に対する感染能を失わないように・外来ポリペ

プチドまたはタンパク質をコートタンパク質と融合させた形で発現させ、ファージ表面に提示

させる方法である。ファージディスプレイ法の利点は、（1）一度に107種以上の分子種を提示

したファージライブラリーの作製が可能であること、（2）ファージ1粒子につき1種類の外来

ペプチドが発現しているため、目的とする機能を有したファージの単離が可能であること、（3）

ファージには、提示しているペプチドまたはタンパク質をコードしている遺伝子が内包されて

いるため、DNA配列解析により容易にアミノ酸配列を決定できることが挙げられる。多様化し

たポリペプチドを提示したファージライブラリーを用いて、目的ポリペプチドをスクリーニン

グする方法はバイオパンニングとも呼ばれ（図　1－2）、この手法を用いて様々な分子に結合

するポリペプチドが単離されている。ファージディスプレイ法は、生理活性ペプチドの探索雰10、

プロテアーゼの認識配列1M3やタンパク質のリン酸化サイトの同定1416にも使用され、　DNA配

列を特異的に認識するZnフィンガータンパク質のDNA結合特異性の改変17など、タンパク質

機能改変にも応用されている。さらに、抗体の結合部位であるVHとVLをリンカーでつない

だscFv（一本鎖抗体）やFabの形でファージ表面への提示が可能であることが報告され・て以来

18
Aファージディスプレイ法はヒト抗体作製技術としても利用されている1⑧20。

　一方、標的物質に対して結合する核酸分子（アプタマー）は、1990年にSzostakらのグルー

プにより開発されたin　vitroセレクション法（試験管内分子進化法）21を用いることにより自在

に作製可能となった。in　vitroセレクション法は、多様化した塩基配列により構成された核酸ラ

イブラリーから、選択、増幅を繰り返し、試験管内で自然界の進化の過程を人為的に再現する

ことで、目的とする機能を有する核酸分子を選択する手法である。RNAアプタマーを選択する

『般的な方法を以下に示す（図1－3）。まず、ランダムな塩基配列を含むRNAライブラリー

を構築し、アガロースなどの担体に固定化した標的物質を用いて、標的分子に対して結合活性

を有するRNA分子を選択する。続いて、選択したRNA分子を逆転写反応によりDNAへと変

換し・PCR法により増幅することでDNAライブラリーを作製する。　DNAライブラリーを転写

反応により再びRNAライブラリーとし、次のサイクルに用いる。これら一連の選択、増幅操作
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を繰り返し行うことにより、RNAライブラリーは標的分子に対して結合するRN『A分子種に収

束する。これら収束した各RNA分子の塩基配列情報は、　DNAライブラリーの塩基配列解析に

より得ることができる。得られた塩基配列情報をもとに各RNA分子を作製し、機能評価を行う

ことでRNAアプタマーであるかを判定し、任意の標的分子に結合するRNAアプタマーが作製

される。現在までに、この手法を用いて得られているアプタマーは、アミノ酸2225、抗生物質

2◎27などの低分子物質28領から、ペプチド3，36、タンパク質3雰43まで幅広い物質を標的にするこ

とができ砕46、それらの一部はデータベース化されている（htΦ：〃aptameLicmb航exas．eduノ）47。　in

vitroセレクション法により、任意の標的物質に対して高い親和性及び選択性を有ナるアプタマ

ーが作製可能であることから、最近では診断システムや創薬へのアプタマーの応用が関心を集

めている48－50。

　現在までに、抗体作製技術をはじめ上述したファージディスプレイ法やin　vitroセレクション

法を用いることにより、任意の標的分子に結合するテーラーメイド生体高分子リセプターを作

製することが可能になった。これらの手法を用いて、基質分子の反応遷移状態を構造的かつ電

子的た模倣した遷移状態アナログ分子に結合するモノクローナル抗体（抗体触媒）51や艮NAア

プタマー52などが作製され、いくつかの生体高分子リセプターは触媒活性を示した。しかしな

がら、遷移状態アナログ分子に結合する抗体もしくはRNAを作製するこれらの方法論51・52で

は、天然の酵素に匹敵する触媒活性を生み出すことはできていない。生体高分子を用いて天然

の酵素活性に劣らないテーラーメイド酵素を創製する方法論を開発するためには、基質が厳密

な配向性のもとに結合し、基質の基底状態、反応遷移状態および反応生成物に合わせて構造変

化が可能な化学反応場の設計が必要である。
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M13ファージ

　　　　　．一本鎖ゲノムDNA

コー・トタンパク質るρ”ρ

宿主大腸菌

図1－1　繊維状ファージ（M13ファージ）の生活環
①ファージが宿主大腸菌に感染。②注入された一本鎖ゲノムDNAを鋳型にして、二本鎖

DNAが合成される。③合成された二本鎖DNAが複製される。④コートタンパク質が合

成されると同時に⑤子孫ゲノムDNAが複製される。⑥コートタンパク質、一本鎖bNA

が集積し、成熟したファージとなり放出される。
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図ユー2　ファージディスプレイ法を用いたバイオパンニング

5



　　　　　　（RNAライブラリー）

　　　　　　　　　　　一

（DNAライブラリー）
ナ 標的分子に対して結合能を有する

RNA分子の選択

逆転写によるDNAへの蛮換、　PCR法によ

る増幅、丁7プロモーター配列の付加

配列解析・機能解析

図1－3　in▼itroセレクション法によるRNAアプタマーの選択方法
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1＿1－2　生体高∠子歯用いたテーラーメイドバイオセンサーの構　方法

　バイオセンサーは生体高分子が持つ優れた基質認識能を利用、または模；倣し標的分子を定量

的に検出する化学センサーである・現在までに・タンパク質5㌻60や核酸分子61認などのりセプ

ターに蛍光分子を化学的に修飾し、リセプターへの標的分子の結合を蛍光シグナルによって検

出可能にすることにより、リセプターから蛍光性バイオセンサーへと機能を改変できることが

示されている。この方法論に従い蛍光性バイオセンサーを作製する上での第一ステップは・標

的分子に対して最適な親和性、選択性をもって結合するリセプターを天然の分子から探索する

かもしくは新規に作製することである。そして第ニスチップでは、リセプターから蛍光性セン

サーへ機能を改変するために、標的分子との結合が光学的なシグナルに変換されるよう・リセ

プターの三次元構造情報を元に蛍光分子を導入する位置を検討し、変異体を作製する。その後、

変異体に蛍光分子を化学修飾し、センサーとしての評価を行うことにより、望みとする基質結

合および蛍光特性を有する蛍光センサーを作製する。天然タンパク質を用いた蛍光センサーの

作製例として、イノシトール三リン酸（IP3）に対する蛍光性センサーの構築について述べる60。

天然に存在するPHドメインタンパク質は、　IP3と選択的に結合すること及び、三次元構造が既

に明らかになっている。この三次元構造情報をもとに、コンピューター・ケミストリーにより

PHドメイン中のIP3結合領域周辺での蛍光分子導：入が可能な位置を探索し、蛍光分子導入のた

めのシステインへのアミノ酸変異PHドメインの作製、蛍光分子による化学修飾、そして機能

評価という過程を経て、天然のタンパク質を蛍光センサーへと変換することに成功している。

続いて、核酸分子を用いた蛍光センサー作製の例を述べる。Ellingtonらのグループは、　ArPに

対して結合するDNAおよびRNAアプタマーを作製し、その三次元構造情報をもとに1貯Pとの

結合に伴い構造が変化する位置を予測し、その位置に蛍光修飾核酸を導入することで、基質と

の結合に伴い蛍光強度が変化するアプタマーセンサーの作製に成功している65。これら方法論

により、生体高分子リセプターをもとにしたセンサーが数多く開発されてきたが、リセプター

の詳細な三次元構造情報をもとにしても、生体高分子リセプターのどの位置を蛍光分子で修飾

すればよいか、どの蛍光分子が目的とする蛍光波長で応答するかを予測することは困難である。

また、蛍光分子で化学修飾した生体高分子リセプターは、本来の結合活性や安定性を失う可能

性がある。したがって、任意の標的分子に対する蛍光性センサー、すなわちテーラーメイド蛍
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光センサーを生体高分子リセプターをもとにして簡便に構築するためには新しい方法論の開発

が必要である。

1－1－3　触媒活性を有するRNA△子と高機能なR閥A一タンパク　複合

　生体内に存在するRNAは，遺伝情報が記されたメッセンジャーRNA（mRNA），アミノ酸を

リボソームに運搬する転移RNA（tRNA），リボソームの構造を形成するリボソームRNA（fRNA）

である。上に示したどのRNAも遺伝情報がDNAからタンパク質へ伝達されるための仲介役に

過ぎず、生体内において種々の代謝・生理反応を触媒するのはタンパク質酵素であると考えら

れていた。また、真核生物の遺伝子がアミノ酸配列情報を持たない領域（イントロン）と、ア

ミノ酸配列をコードしている領域（エキソン）に分断されていることが発見された79。1り81年、

Cechらは原生動物繊毛虫の一種である艶∫r融遡θηα（テトラヒメナ）のrRNA遺伝子の薪究過程

で、前躯体rRNA申のイントロンが切り出され、成熟RNA分子が生じるスプライシング反応が、

タンパク質を必要とせず、RNAのみで反応が進行することを発見した80・81。この発見により、

生体内で化学反応を触媒しているのはタンパク質酵素だけではなく、RNAも触媒活性を有して

いることが示され、触媒活性を示すRNAは「リボザイム」と命名された。

　核内には様々な300ヌクレオチド未満のsnRNAと呼ばれる小さなRNAが含まれており8鰯、

これらのR：NAは特異的なタンパク質と結合し、　snRNP（旦mall旦uclear墾A　and皇rotein　oomplex）

と呼ばれる複合体を形成する。さらに、これらはスプライシング因子と呼ばれる複数のタンパ

ク質と複合体を形成することにより、スプライソソームと呼ばれる巨大なRNA一タンパク質複

合体を形成する。このスプライソソームは、RNAとタンパク質が複合体を形成することにより、

RNAスプライシング反応を担っている。生体内に存在するRNA一タンパク質複合体酵素として、

原核生物のtRNA前駆体分子の5’末端からヌクレオチドを取り除くことによってtRNA分子の

成熟を触媒するリボヌクレアーゼP（RNase　P）84や。タンパク質合成に関わるリボソームが挙

げられる。リボソームは、近年X線回折法による結晶構造解析により詳細な三次元立体構造が

解明され（図　1－4）、その触媒活性を担っているのはR：NAであることが明らかになったが

85’86 Aその機能はタンパク質と複合体を形成することにより発揮される。このように、生体内に

は高機能なRNA一タンパク質複合体が数多く存在していることが明らかになっている。
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図1－4　リボソーム50Sサブユニットの構造
X線回折法による結晶構造解析により明らかになったリボソーム50Sサブユニッ

トの三次元立体構造田。RNAは緑色、タンパク質は黄色で表示している。
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1－2　RNA一ペプチド複合体を用いた機能性分子の創製

　現在までに、RNAおよびタンパク質を利用した機能性生体高分子を目的に合わせて設計また

は作製する上で、RNAもしくはタンパク質をそれぞれ単独で機能化する方法は数多く試みられ

ている。しかしながら、RNA一ペプチド複合体（リボヌクレオペプチド、　RNP）を用いた機能

性生体高分子を作製する試みは、生体内に数多くの機能性RNPが存在するにもかかわらず、未

だ端緒についたばかりである。現在までに森井らは、天然に存在するRRE　RNAとRevペプチ

ドの複合体87を基本骨格とし、RNAサブユニットを多様化したRNPライブラリーにin　vitroセ

レクション法を適用することにより、Arp（アデノシン三リン酸）に高選択的に結合するArp

結合性RNPリセプターを選択する方法論を開発した（図1－5）88。この方法論で作製された

Arp結合性RNPリセプターは、　RNPが複数のサブユニットから形成されているという点から、

引き続きペプチドサブユニットの機能化が可能である。本論文ではArp結合性RNPリセプター

のペプチドサブユニットに着目し、RNPリセプターの高機能化および機能改変する方法論の開

発を行った。本論文は（1）多様化したペプチドサブユニットを用いて、Arp結合性RNPリセ

プターの分子認識能を段階的に向上させる方法論（図1－6（A））、（2）蛍光分子を導入した

ペプチドサブユニットを用いて、RNPリセプターを蛍光性RNPセンサーに機能改変し、望みと

する基質結合および蛍光特性を有する「テーラーメイド蛍光センサー」を構築する方法論（図1

－6（B））友び、（3）基質分子を化学修飾したペプチドサブユニットを用いて、基質結合配向

性を制御したRNPリセプターを作製する方法論（図1－6（C））の開発を目的とした。本論

文では、これら三つの方法論を開発することにより、RNA一タンパク質複合体を用いたテーラ

ーメイド酵素を作製するための基盤的方法論を確立し、機能性RNP創製という新しい分野を開

拓する。
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　　　　基本骨格
　（RRE…evペプチド複合体）

inv弥。セレクション

RNAサブユニットが多様化した

　　RNPライブラリー

PA

ATP結合性RNPリセプター

　　　　図1－5　ATP結合性RNPリセプターの構築方法
（Morii，　T．；Hagihara，　M．；Sato，　S．；Makino，　K訊んη．α8〃L　50c．2002，124，4617．）

警：）

　RNP
リセプター

／

＼

（A）　　　’争

　　　グ

　　多様化した

ペプチドサブユニウト

（B）

　　　・

蛍光分子を化学修飾した

ペプチドサブユニット

（C）

クン・

基質分子を化学修飾した

ペプチドサブユニット

テーラーメイド蛍光

RNPセンサー

図1－6　RNA一ペプチド複合体を用いた機能性分子の創製
RNPリセプターのペプチドサブユニットを利用し、機能化および機能改変する方法

の概略図。（A）RNPリセプターの段階的高機能化方法の開発、（B）テーラーメイF

蛍光RNPセンサーの構築、（C）基質結合配向性を制御したRNPリセプターの構築
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　　　　　　　　　　　　　　　第二章

RNA一ペプチド複合体リセプターの段階的高機能化法の開発

2－1RNA一ペプチド複合体を用いた段階的高機能化法

　生体高分子を用いて天然の酵素活性に劣らないテーラーメイド酵素を創製するにはく構造変

化を伴い、基質の基底状態には準安定状態で結合し、遷移状態には高い親和性を示し、生成物

には親和性を示さない性質を有するリセプターを作製する方法論が必要である。このようなリ

セプターは、複数の生体高分子サブユニットから形成される複合体の各サブユニットを順次機

能化することにより作製できると考えられる。森井らは、RNAとペプチドの複合体（リボヌク

レオペプチド複合体、RNP）のRNAサブユニットにin　vitroセレクション法を適用し、　kNPリ

セプターを作製する方法論を開発した1。RNPは二つの生体高分子サブユニットから形成されて

いることから、各サブユニットを段階的に機能化することが可能である。RNPの第一段階機能

化では森井らが開発した方法論に従い、RNAサブユニットを多様化することによりRNPリセ

プターを作製できる。第二段階機能化では引き続きペプチドサブユニットの多様化が旬能であ

り、第一二段階機能化では達成できなかった、基質分子のさらなる特徴的な部分構造を認識す

る高機能なRNPリセプターを作製できると考えられる（図　2－1）。．また、　RNPの各サブユ

ニットにはin　vitroセレクション法2およびファージディスプレイ法3を適用することができる

ため、各サブユニットを多様化させたライブラリーから高機能なRNPリセプターを選枳するこ

とができる。本章では、RNPのRNAサブユニット及びペプチドサブユニットを多様化し、順

次機能化することで、段階的にRNPリセプターを高機能化する、　RNPリセプターの段階的高機

能化法を開発することを目的とした（図2－1）。
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基本骨格設計 第一段階機能化 第二段階機能化

．
〈

R閥A ペプチド

→
RNA ペプチド

も
▼

三次元楕造情報に基づいた

　　基本骨格設計

　RNLへり・ブユニニツト

→

R腱Aサツユニット

ベブチドサブユニット

分子の特徴的な

部分構造を認識 →
さらなる特徴的な

二分構造を認識

図2－1　RNPリセプターの段階的高機能化法の概略図
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2－1－1ATP結合性RNPリセプターの段階的高機能化法

　RNPリセプターの段階的高機能化法の開発にあたり、本章ではArp（アデノシンミジン酸）

を基質分子として用いた。現在までに、多様化したRNAサブユニットにより形成されるRNP

ライブラリーから、Arpに対して高選択的に結合するArp結合性RNPリセプターを選択する方

法論が既に示されている1。この方法論では、（1）ヒト免疫不全ウイルス（HIV）由来のRR豆RNA

とRevペプチドの複合体4を基本骨格とし、（2）RRE　RNAにランダムな20塩基配列を導入し

たRNAサブユニットライブラリーとRevペプチドサブユニットの複合体により、RNPライブ

ラリーを作製し、（3）RNPライブラリーにin　vitroセレクション法を適用しATP結合性RNP

リセプターを選択する1。本章では、上記方法論により作製したArp結合性RNPリセプターの

ペプチドサブユニットを多様化し、高機能なArp結合性RNPリセプターを段階的に構蘂する方

法論の開発を目的とした。Arp結合性RNPリセプターの段階的高機能化戦略について以下に示

す。まず、上記方法論に従い、RRB　RNAとRevペプチドの複合体のRNAサブユニットに、ラ

ンダムな30：塩基配列を導入したRNPライブラリーを作製する。第一段階機能化では、良NPラ

才ブラリーからArpに対して結合能を有するRNP参セプターをin　vitroセレラション法により

選択する（図2－2A）。第一段階機能化で得られるArp結合性RNPリセプターは、罠NAサ

ブユニットのArp結合場が最適化される。続いて第二段階機能化では、　Arp結合性RNセリセプ

ターのペプチドサブユニットにランダムな7アミノ酸により構成されるループ構造を導入し、

ペプチドサブユニットを多様化する。ループ構造を構成する7アミノ酸はファージディスプレ

イ法3を適用しライブラリー化する。RNAサブユニットが最適化されたArp結合性RNpリセ

プターのRNAサブユニットと、ライブラリー化したループ構造とRevペプチドを提示したファ

ージペプチドライブラリー（LpRevファージペプチドライブラリー）の複合体を形成させるこ

とにより、ペプチドサブユニットが多様化したRNPライブラリーを作製する。そのライブラリ

』から新たにArpに対してバイオパンニングを行い、高い親和性でArpに結合するR歯Pリセ

プターを選択する。この第二段階機能化で得られるArp結合性RNPリセプターは、　R歯Aサブ

ユニットに対して最適なArP結合場がペプチドサブユニットにより形成されるため、R画Aサブ

ユニットのみを機能化したRNPリセプターよりも高いArp親和性とArp選択性を有したArp

結合性RNPリセプターの選択が可能である（図2－2B）。
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A
Revペプチド

RNAライブラリーの作製

Arp

　．）～へ

RNPライブラリーの作製
（RNAライブラリー）

Arp結合性RNPリセプター
の選択

B
第一段階橿能化で得られた

RNAサブユニット

　　　　M13ファージ

LpRevファージペプチド
ライブラリーの作製

．→

RNPライブラリーの作製
（ペプチドライブラリー）

　　　　　　A「P

㎡…、　　　　jVV＼

ArP結合性RNPリセゴター
の選択

図2－2　ATP結合性RNPリセプターの段階的高機能化法の概略図
（A）第一段階機能化（RNAサブユニットの最適化）の方法を示す。多様化したRNAサヲユニ

　　ットとRevペプチドの複合体から形成されるRNPライブラリーを用いて、　in　vitroセレク

　　ション法によりArp結合性RNPリセプターを選択する。

（B）第二段階機能化（ペプチドサブコ・ニットの最適化）の方法を示す。ファージディスヲレイ

　　法を適用して作製したLpRevファージペプヂドライブラリーと、第一段階機能化で得ら

　　れたArp結合性RNPリセプターのRNAサブユニットにより、ペプチドサブユニラトが

　　多様化したRNPライブラリーを作製する。このRNPライブラリーを用いてArpに対し

　　てバイオパンニングを行い、ATP結合性RNPリセプターを選択する。
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2－2　RNAサブユニットの機能化によるArp結合性RNPリセプター

　　　　　　　　　　　　の構築（第一．段階機能化）

2－2－1　三次元構造に基づいたRNPライブラリーの△子設計

　RNPの第一段階機能化を行うためには、多様i化したRNAサブユニットにより形成されるRNP

ライブラリーを作製する必要がある。まず、森井らの設計1に従い、RevペプチドとR曲RNA

の複合体構造4（図2－3）を基本骨格として用いた。NMR法により解析されたRRE浪NA配

列中のA52：U64塩基対までのRevペプチド結合領域のステム部分を保存し、　G53からe65ま

での領域に、ランダムな30塩基配列を基質結合部位となるように導入した（図2－4九この

方法により、Revペプチドとの結合領域とランダム領域を有するRNAサブユニットライブラリ

ーが作製される。RNAサブユニットライブラリーとRevペプチドの複合体により形歳される

RNPライブラリーにin　vitroセレクション法を適用することで、基質分子に対し優れた親和性、

選択性を有するRNPリセプターを選択することができる（図2－4）。この方法論では、　RNP

リセプターのRNAサブユニットが形成する基質結合場が、RevペプチドのN末端領域1こ近接す

るように設計されている。このため、第二段階機能化においてRevペプチドサブユニジトのN

末端領域に、アミノ酸残基で形成される基質結合場を導入することにより、RNPリセプターを

高機能化することが可能である。
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図2－3㎜構翻析｝こよる田由来のRevペプチドと㎜㎜Aの構造
（A）NMR構造解析によるHIV由来のRevペプチドとRRE　RNAの構造4。　Revペプチドは

　　　リボン表示、RRE　RNAはスティック表示（A52：U64塩基対までを黒色、　G53から

　　C65までを灰色で表示）している。　RevペプチドN末端側3残基は緑色で表示してい

　　る。

（B）Revペプチド1RRE　RNA複合体の模式図と配列。　RRE　RNAの大文字はステム領域く小

　　文字はループ領域を示す。番号は天然のRRE　m3の塩基配列に準じて表示している。

　　Revペプチドのアミノ酸配列の番号は、天然のRevタンパク質のアミノ酸配列に準じ

　　て表示している。
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図2－4　Re▼ペプチドと㎜RNAの複合体を基本骨格とした
　　　　　　RNPライブラリーの作製

①RRE　RNAのG53からC65の領域を削除し、②そこにランダムな30塩基配

列導入しRNAサブユニットライブラリーを作製した。③RNAサブユニットラ

イブラリーとRevペプチドの複合体を形成させることにより、RNAサブユニ

ットが多様化したRNPライブラリーが作製できる。
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2－2－2　in　vitroセレクション法を用いたATP結合性RNPリセプターの選択

　RNPの第一段階機能化として、RNAサブユニットに対してin　vitroセレクション法を適粕し、

Arp結合性RNPリセプターの選択を行った。　Arp結合性RNPリセプターの選択方法ほ、森井

らの開発した方法論に従った1。その選択方法を以下に示す。まず、ランダムな30塩基酋己列を

導入したDNAを調製し、　in　vitro転写反応によりRNAサブユニットライブラリーを作褻した。

続いて、RNAサブユニットライブラリーとRevペプチドの複合体を形成させることによりRNP

ライブラリーを作製した。RNPライブラリーをアデニン環の。8位から固定化されているArp

固定化アが四一ス樹脂に加え、結合反応を行った後、樹脂を十分洗浄することで非特異的に結

合しているRNP分子種を除去した。その後、　ATp固定化アガロース樹脂に対して結合したRNP

を、Arpを競合させることにより特異的に溶出した。この選択過程で、アガロース樹脂に結合

するRNP分子種が選択されないように、予めArpが固定化されていないアガロース樹脂に対し

て結合反応を行い、結合画分を除去する操作を行った。溶出したRNPのRNAサブユ訟ット脅

逆転写反応によりDNAに変換し、　PCR法を用いてDNAを増幅した。増幅したDNAを鋳型と

1して転写反応を行い、再かRNAライブラリーを作激した。ここで作製したkNAライブラリー

は次のサイクルのRNAライブラリーとして使用した。これら一連の選択、増幅のサイクルを繰

り返し行うことで、Arpに対して結合活性を有するRNPリセプターの選択を行った（図2－

5）。このサイクルを10回行った後、DNA塩基配列解析を行い、選択されたRNAサブユニッ

トの塩基配列を確認した（図2－6）。その結果、9塩基の高度に保存された配列

5’一GUGUA－UA－CU－3’配列を有するRNAサブユニットを得ることができた。この保存配列は、

ランダムな20塩基配列を導：妬したRNPライブラリーから選択されたArp結合性RNPウセプタ

ーのRNAサブユニットと同様の配列であった1。しかしながら、以前得られた配列とは異なり、

RNA　18や08に見られるように、保存配列がランダム領域内の5・側や3・側に偏った位置に存在

するRNAサブユニットが今回新たに選択された。
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2－2－3　一段機能ヒにより得られたRNPリセプターの評価

　in　vi住。セレクションにより選択されたRNPのArP結合能を評価するため、　ArP固定化アガ

ロース樹脂を用いたArp結合試験を行った。選択されたRNAサブユニットから、結合試験に

用いるRNAサブユニットは保存配列5LGUGUA－UA－CU－3’を有するRNA33を用た。まず、

RNA33のRevペプチド存在下、非存在下でのArP結合活性を評価した。その結果、　R醤A33は

A：fPに対してRevペプチド依存的なArP結合活性を示した（図2－7）。次に、　RNA蕗とRev

ペプチドから形成されるRNP33／Revの塩基選択性を評価するため、3種類の核酸、　ArP、　UTP

（ウリジン三リン酸）、CTP（シチジン三リン酸）を用いた競合試験を行った。そあ結果、

RNP331RevはArP樹脂との結合がArPの濃度増加に従って阻害されたが、　CTP、　UTPではArP

が阻害した濃度範囲で結合阻害は認められなかった（図2－8）。以上の結果より、R齢33！Rev

は、Arpの塩基部分を識別して結合するAIP結合陸RM’リセプターであることが明らがになっ

た。このRNP331RevのRevペプチド依存的なArP結合挙動及び塩基選択性は、ランダムな20

塩基配列を導：入したRNPライブラリーから選択されたArp結合性RNPリセプターと向様であ

らた1。そのことから、ランダムな30塩基配列を導入して作製したRNPラ，イブラリーを痢いて、

今回行ったin　vitroセレクションにより選択されたRNPは、　ArP結合活性を有する分子種に収

束していることが明らかになった。
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図2－7　RNA33のATP結合評価
RNA33のRevペプチド存在下（黒色）、非存在下（灰色）で

のArp固定化アガロース樹脂に対する結合割合を示す。
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図2－8　RNP331Re▼複合体の塩基選択性評価
Arp（黒丸）、　UTP（白三角）、　CTP（白四角）競合剤存在下でのATP固定化アガ

ロース樹脂に対する結合％を示す。競合剤非存在下でのArp固定化アガローヌ

樹脂に対する結合％を100％としている。
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　　　　2－3　ペプチドサブユニットの機能化による

Arp結合性RNPリセプターの高機能化（第二段階機能化）

2－3－1　フ　ージデ　スプレイ　を　いたペプチドーイブー1一の

　第二段階機能化ではペプチドサブユニットの多様化を行った。RRE　RN！）Revペプチド複合体

の三次元構造から、第一段階機能化で得られたATP結合性RNPリセプターのATP結合場は、

RevペプチドのN末端に近接していると予測される（図2－3）。そこで、　RevペプチドのN

末端にATP認識面としてランダムなアミノ酸により構成されるループ構造5を導入することに

より、ペプチドサブユニットを多様化した。RevペプチドのN末端にランダムループ槽造を導

入したLpRevペプチドライブラリーは、　M　l　3ファージを用いたファージディスプレイ法3によ

り作製した。LpRevファージペプチドライブラリーは、　Revペプチド及び、そのN末端1こシス

テインで挟まれたランダムな7アミノ酸残基（Cys－x7－Cys（xはランダムなアミノ酸残基））で

構成されるループペプチドを、ファージタンパク質pmと融合した形で表面に提示させること

により作製した（図2－9）。LpRevファージペプチ“ライブラリーはRNA結合部位及びラン

ダムループを提示していることから、RNAサブユニットと複合体を形成することにより、ペプ

チドサブユニットが多様化したRNPライブラリーとなる。

ファージが提示するペプチド配列

C一一一㈱G蹄lII（X：ランダムー）ランダムループ　　　　　　Reサペヲチド

　　　　　　　　　　　　　　RNAサブユニット　　ランダムループ

　　　　　M13ファージ

LpRevファージペプチドライブラリー

rへ

ペプ手ドサブユニットがライブラリー化

されたRNPライブラリー

図2－9　LpR．e▼ファージペプチドライブラリーの設計
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2－3－2　ファージディスプレイ法を用いたバイオパンニングによる

　　　　　　ATP《、　A　R：NPリセプターの選

　第一段階機能化で選択されたArp結合性RNPリセプターのペプチドサブユニットを最適化す

るため、以下に示す方法を用いてバイオパンニングを行った（図2－10）。まず、Lpkevフ

ァージペプチドライブラリーと第一段階機能化で得られたRNAサブユニットの複合体を形成

させることにより、ペプチドサブユニットが多様化したRNPライブラリーを作製した6このラ

イブラリーをATP固定化ナガロース樹脂に加え、結合反応を行った。結合反応後、非結合の

LpRevファージ1RNA複合体を除き、非特異的に結合した分子を除くために樹脂をバッブァーで

十分洗浄した。その後、Arp樹脂に結合したLpRevファージ／RNA複合体は、第一段式機能化

と局様に、Arpを競合させることにより特異的に溶出した。溶出したLpRevファージは宿主大

腸菌に感染させ、増幅を行った。増幅したファージ溶液をポリエチレングリコール沈殿により

精製し、次のサイクルのLpRevファージペプチドライブラリーとした（図2－10）。この「

連の操作を行うことにより、RNAサブユニットと複合体を形成した時に、ペプチドサブユニッ

トのループ構造がAfpに対して最適な結合場を形成するArp結合性RNPリセプターの選択を

行った。第二段階機能化で用いるRNAサブユニットは、　RevペプチドのN末端近傍にArp結

合場が位置していることが望ましい。しかしながら、第一段階機能化で得られたRNAサブユニ

ットの塩基配列から、RevペプチドN末端に対するArp結合場の位置を予測するのは困難であ

るため、保存配列の存在する位置の異なるRNAO8、　RNA　18、　RNA30、　RNA33の4種鞭を第二

段階機能化に用いることにした（図2－6）。これら4種類のRNAとLpRevファージペプチ

ドライブラリーにより形成されるRNPライブラリーを用いてバイオパンニングを行った。　Arp

に対して12回のバイオパンニングを行った後、ファージが提示しているペプチドのアミノ酸配

列を確認した。それぞれ4種類のRNAサブユニットを用いてバイオパンニングを行ったLpRev

ファージペプチドライブラリーから、30のLpRevファージクローンを単離し、　DNA配列解析

を行った。配列解析の結果、RNA33を用いたバイオパンニングにより選択されたLpReセファー

ジは、30のLpRevファージクローンの内、7ファージクローンがランダムループ領域に戸ro－Arg

配列を有していた（図2－11）。
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ATP結合性RNPリセプターの選択方法
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図2－11　バイオパンニングにより選択されたLpRevファージ
　　　　　　　　　が提示していたペプチドのアミノ酸配列

RNA331LpRevファージペプチドライブラリーを用いて、ArPに対して12回選択

を行った後のLpRevファージが提示していたアミノ酸配列

32



2－3－3　バイオパンニングにより選択されたLRevペプチドの評価

　配列解析結果により明らかになったPro－Arg配列を含むLpRevペプチドの機能評価を行った。

まず、各LpRevペプチド（LpRevO3、　LpRevO4、　LpRev11、　LpRev19）を化学合成し、　HPLCに

より精製を行った。精製後のLpRevペプチドは、ランダム領域の両末端に存在する二つのシス

テイン同士を分子内でジスルフィド結合を形成させるため、酸化反応を行った。その後、ルー

プ構造を形成しているLpRevペプチドをHPLCにより精製し、評価に用いた。各LpR帥ペプチ

ドとバイオパンニング時に用いた琴NA33の複合体（RNP33／LpRevO3、　RNP33／LpRlevO4、

RNP33／LpRev11、　RNP33／LpRev19）により、ArP結合性RNPリセプターを形成させた。これら

各Arp結合性RNPリセプターを用いて、Arpアガロース樹脂に対する親和性を評価した（図2

－12）。第一段階機能化で得られたArP結合性RNPリセプターと比較するため、　RN弟3／Rev

も同様の条件で評価を行った。その結果、第一段階機能化で得られたRNP331RevとAr戸の解

離定数はKb＝153．6±11．3μM（図2－12（赤））であったのに対し、第二段階機能化で得

られたArP結合性RNPリセプターとArPの解離定数は、RNP33／LpRevO3：Kb＝113．7±4．5μM

（図2－12（黄））、RNP33／LpRevO4：1も＝121．2±5．4μM（図2－12（緑））、

RNP331LpRev11：Kb＝164．8±8．6μM（図2－12（紫））であり、ほぼ同じ値を示した。し

かしながら、RNP33／LpRev19においては約6倍ArPに対する親和性が向上しKb＝25．7±1．9

μMであった（図2－12（青））。この結果より、RNA33はRevペプチド依存的にATPに結

合し、第二段階機能化でペプチドサブユニットが最適化されたことにより、ATPに対する親和

性がさらに向上したことが明らかになった（図2－13）。これらの結果より、Arp結合性RNP

リセプターのATP親和性を段階的に向上させることに成功した。以後、　LpRev19の機能につい

て詳しく評価行った。
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各RNP33！LpRevのATP結合飽和曲線を示す。　RNP33／LpRev　19（青）、

RNP331LpRevO3（黄）、　RNP331LpRevO4（緑）、　RNP33几pRev　l　1（紫）、
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図2－13　RNP33几pRe▼19複合体を用いたATP結合試験
RNA33（黒）、　RNP331Rev（赤）、　RNP331LpRev　l9（青）のATP結合飽和曲

線を示す。
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2－4　第二段階機能化により得られたArp結合性RNPリセプターの

　　　　　　　　　　　　　　　　　機能評価

2－4－1　ゲルシフト法によるRNA33とLRev19の　合体多　認

　RNA33とRevペプチド及びLpRev19ペプチド間の結合様式をゲルシフト法により解析を行っ

た（図2－14）。ペプチド濃度の増加に従い、RNA33とRev、　LpRev19ペプチド共に複：合体

を示すバンドの増加が認められた。結合飽和曲線の解析により、RNP33／Rev、　RNP33／LpRev19

共に1：1で複合体を形成することが明らかになった。また、RNA33とRevペプチドの解離定i数

はKb＝3．4±0．6　nMであり、RNA33とLpRev19ペプチドの解離定数はκb＝15．6±0、6　nMで

あった。この結果は、RevペプチドのN末端にループ構造を導入することで複合体の熱力学的

な安定性に影響与えているが、依然としてLpRev19とRNA33は特異的な1：1複合体形成が可能

であることを示している。

2－4－2　RNP331L　Rev19の2 のATPに圭　る妬A試

　RNP331LpRev19の溶液中でのArPに対する結合能を評価するため、平衡結合試験を行った。

まず、RNP33／LpRev19に各濃度のArPを加え結合反応を行った。その後、限外ろ過膜を用いて

RNP331LpRev19と結合したArPを膜に吸着させ、非結合のArPを測定することで結合割合を算

出した。結合飽和曲線の解析により、RNP33／LpRev19とArPの解離定数は1も＝151μMである

ことが明らかになった（図2－15）。これは、アガロース樹脂に固定化されたArpを用いて

測定した時の解離定数1ζb匿26μMよりも高い値であった。この結果は、Arpを樹脂に固定化す

る際の固定化方法が、アデニン環のC－8位から固定されているためであると考えられる。C－8

位を修飾したArpは、塩基部とリボース部が卵η配向に平衡が偏ることが知られている68。こ

のATP固定化アガロース樹脂を用いて選択されたRNP33／LpRev19は、5翼配向のArPに対して

選択的に結合するリセプターであることが示唆される。一方、溶液中のArpはα纏配向をとり

やすいとから、RNP33／LpRev19と溶液中に存在するArPの解離定数が、固定化されたATPで測

定された解離定数よりも高い値を示すことは適当である。
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図2－14　ゲルシフト法を用いたRNP331LpRe▼19の複合体解析

（A）RNA33にRev（上図）及び、　LpRev19（下図）を加えた時のオートラジオグ

　ラムを示す。ペプチド濃度は0、1、2、4、6、8、10、11、12立Mである。

（B）（A）で得られた電気泳動結果から算出したRNA33とRev（黒丸）及び、　LpRev　19

　（黒四角）の結合割合を示す。Rev（実線）、　LpRev　19（破線）のRNA33に対

　する結合飽和曲線を理論式に基づいて近似した曲線を表示している。
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RNA331LpRev　l　9の平衡結合試験により得られた結果を示す。　ArP結合

飽和曲線は理論式に基づいて近似した曲線を表示している。
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2－4－3　RNP331L　Rev19の基　選択性評　　ATP　vs　AMP

　第一段階機能化で得られたRNP33／Revと、第二段階機能化で得られたRNP33／LpRev19のArP

選択性を比較するため、Arp固定化アガロース樹脂を用いた競合試験を行った。まず、　ATpの
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1
リン酸基に対する分子認識能を評価するため、ATPとAMP（アデノシンーリン酸）を用いた競

合試験を行った。その結果、RNP33／Rev、　RNP331LpRev19共に、　ATP樹脂との結合がArPの濃

度増加に従って阻害されたが、AMPではArpが阻害した濃度範囲での結合阻害は認められなか

った（図2－16）。この結果より、第一段階機能化で既にRNP331Revが保有していたArPの

リン酸基に対する認識能は、第二段階機能化で得られたRNP33！LpRev19にもその機能が維持さ

れていることが明らかになった。

2－4－4　RNP331L　Rev19の基　選択性評　　ATP　vs　dATP

　続いて、リボース2’位のOH基の認識能を評価するためArpとdArp（デオキシアデノシ叱

三リン酸）を用いた競合試験を行った。その結果、RNP33／RevはArPによる結合阻害が認めら

れる濃度領域で、dArPも同様の結合阻害を示しているに対して、　RNP33／LpRev19はdATPによ

る結合阻害が認められなかった（図2－17）。この結果は、第一段階機能化で得られた

RNP33／Revは保有していなかったdArPとArPを識別する機能が、第二段階機能化で得られた

RNP331LpRev19にはその機能が付加されたことを示している。つまり、LpRev19のループ構造

が、RNP33／LpRev19のArPに対する選択性に寄与していることが明らかになった。次に、

LpRev　19がArP結合性RNPリセプターのArP選択性に与える影響が、ループ構造を形成して

いることに起因しているかを評価した。まず、ループ構造を形成させないようにするため、

LpRev19に存在する2つのCys残基をSer残基に変異させたペプチドLpRev19Serを合成した。

このLpRev19SerとRNA33の複合体を用いて競合試験を行った結果、　RNP33／LpRev　19と比較し

て、ATPとdArPの識別能の低下が確認された（図2－17）。この結果より、LpRev　19はル

ープ構造を形成することによって、ATP結合性RNPリセプターのArp選択性を向上させている

ことが明らかになった。
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図2－16　RNP331LpRev19複合体の基質選択性評価（ATP　vs　AMP）

RNP331Rev（赤）とRNP33／LpRev19（青）の、　ArP（丸）、　AMP（三角）存在下でのArP

固定化アガロース樹脂に対する結合％を示す。競合剤非存在下でのAIP固定化アガロー

ス樹脂に対する結合％を100％としている。
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図2－17　RNP33几pRe▼19複合体め基質選択性評価（ATP▼s　dATP）

RNP331Rev（赤）、　RNP33几pRev　19（青）、　RNP331LpRev19Ser（緑菱形）の、　ArP（丸）、

dArp（四角）存在下でのArp固定化アガロース樹脂に対する結合％を示す。競合剤非

存在下でのArp固定化アガロース樹脂に対する結合％を100％としている。
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2－4－5　RNP331L　Rev19の基’ ・　まとめ

　RNPリセプターの段階的高機能化法を用いてATP結合性RNPリセプターを作製した結果、

第一段階機能化ではATPの塩基部分、リン酸基を識別して結合するArp結合性RNPリセプタ

ーを得ることができた。第二段階機能化では、第一段階機能化で保有していた選択性を維持し、

新たにリボース2’位のOH基を識別する機能を付加することに成功した（図2－18）。

　　　　　　HO　　OH

第一段階機能化で得られた

RNPリセプターの基質選択性

⇒ 　　　　　　HO　　　OH

第二段階機能化で得られた

RNPリセプターの基質選択性

図2－18　段階的機能進化法で選択されたATP結合性RNPリ

　　　　　　セプターの基質選択性

RNP331Rev及びRNP33几pRev　19のArP選択性を示す。（榊）強い結合阻害効

果あり、（＋＋）結合阻害効果あり、（＋）結合阻害効果なし。
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考察

　本章では、in　vitroセレクション法により選択されたArp結合性RNPリセプターのペプチド

サブユニットに、ランダムなアミノ酸から構成されるループ構造を導入し、新たにA挫に対し

て選択を行うことにより、AIP結合能、　AIP選択性が向上したArp結合性RNPリセプターを

選択することに成功した。RNAもしくはタンパク質をそれぞれ単独で用いてリセプターを作製

する方法は数多く報告されているが1剛、本章では複数の生体高分子サブユニットから高機能な

りセプターが作製できることを実証した。

　第一段階機能化で得られたATP結合性RNPリセプターは、以前選択されたArp結合性RNP、

リセプターと同様の保存配列を有していた1。これらのArp結合性RNPリセプターの遵P結合

様式は、Revペプチド依存的なArp結合、塩基選択性から、以前得られたArp結合性kNPリ

セプター1と同様であると考えられる。しかしながら、ランダム領域が30塩基配列で構成され

るRNPライブラリーから今回選択したArP結合性RNPリセプターは、以前のRNPリゼプター

には存在しなかったArpのリン酸基を識別する機能が付加されていた。この結果は、ランダム

領域を構成する塩基配列の長さを変えることで、さらなる高機能なRNPリセプターの作製が可

能であることを示唆している。

　第一段階機能化で選択されたRNAサブユニットの保存配列は、ランダム領域内の多様な位置

に存在していた。このことから、各RNAサブユニットで、　Arp結合場がRevペプチド醤末端

に対して異なる位置に存在していると考えられる。第二段階機能化では、Revペプチド蚕末端

にアミノ酸により構成さ帰るループ構造を導入するため、用いるRNAサブユニットはATP結

合場がN末端近傍に存在することカ1望ましい。今回、第二段階機能化で用いた4種類のRNA

サブユニットの内、RNA33しか機能化に成功しなかったのは、　RNAサブユニットが形成する

RevペプチドN末端に対するArp結合場の位置が影響している可能性がある。したがって、RNP

リセプターの段階的高機能化法をさらに発展させるためには、RevペプチドN末端近傍にATP

結合場が存在するRNAサブユニットを選択する方法論が望まれる。

　第二段階機能化で選択されたArP結合性RNPリセプターRNP331LpRev19は、　RNP3きIRevと

比較してArp親和性が向上し、　ArpとdArpを識別する機能が付加されていた。本章あ第二段
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階機能化で選択されたLpRevペプチドは、保存配列としてPro－Arg配列を含んでいたぷ、　RNP

リセプターを形成した際に機能を発揮したのはLpRev19だけであった。この原因を解回するた

めには、アミノ酸変異導入または三次元構造解析などにより、LpRev19のループ構造を構成し

ている各アミノ酸がArp結合に与える影響を詳細に解析し、　Pro－Arg配列が担っている役割を

明らかにする必要がある。

　Arp結合性RNPリセプターの段階的高機能化法を応用し、今回選択されたアデニン部分を識

別して結合するRNAサブユ土ットを用いて、　S一アデノシルメチオニン、ニコチンアミFアデニ

ンジヌクレオチド（NAD＋）、フラビンアデニンジヌクレオチド（FAD）などのアデノシン誘導

体を基質分子とすることで、ATP結合性RNPリセプ全層から、基質選択性が拡張されたRNP

リセプターを作製することが可能であると考えられる。

　多様化した生体高分子から目的とする機能を有するリセプターを選択する方法論においては、

初期ライブラリーの多様性が重要である。RNPの各サブユニットを独立にライブラリー化し牟

ときの多様性は、30塩基をライブラリー化したRNAサブユニットでは1018であり、7ナミノ酸

をライブラリー化したペプチドサブユニットでは109である。これらのサブユニットを組み合わ

せRNPライブラリーとすることで1027の多様性を有するライブラリーを構築できる。こみよう

な大きなサイズの多様性を有する生体高分子ライブラリーを扱うことができる方法論は他に類

はなく、本方法論のような異なる生体高分子から形成されるライブラリーを用いる方法は、高

機能な生体高分子リセプターを作製できる可能性が高いと考えられる。また、本方法論の設計

では両サブユニットを同時にライブラリー化したRNPライブラリーの構築と、そのライブラリ

ーからの機能性RNPの選択も可能である。このような、両サブユニットが基質分子に対して同

時に最適化できる方法論も非常に興味深い。
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結論

　第一段階機能化では、既に示されている方法論に従い、ランダムな30塩基配列を導入した

RNPライブラリーから、　in　vitroセレクション法を適用してArP結合性RNPリセプター選択し

た。選択されたRNAサブユニットは、ランダムな20塩：基配列を導入したRNPライブラリーを

用いて作製されたArp結合性RNPリセプターのRNAサブユニットと同様の保存配列を有して

いた。選択されたRNA33はRevペプチド依存的にArPに結合し、　RNP33／RevはATPめ塩基部

分及びリン酸基を認識するArp結合性RNPリセプターが得られた。第二段階機能化でほ、　Arp

結合性RNPリセプターのペプチドサブユニットにループ構造を導入し、ループ構造を椿成する

7アミノ酸をファージディスプレイ法により多様化した。第一段階機能化で得られたRNA33と

多様化したペプチドサブユニットにより構成されるRNPライブラリーから、新たにA壷に対し

て結合するRNPを選択した結果、ループ構造を形成するアミノ酸にPro－Arg配列を保存酋己列と

するペプチドサブユニットを得た。第二段階機能化で得られたLpRev19ペプチドとR面A33の

複合体により構成されるRNA33／LpRev19は、第一段出機能化で選択されたRN『A331ReVのAIP

選択性は維持し、新たにdArPとArPを識別する高機能なArP結合性RNPリセプタ弘であっ

た。また、LpRev19のループ構造形成がArp選択性に寄与していることを明らかにした。以上

の結果より、RNPを基本骨格としてArpに対して両サブユニットを順次最適化することにより、

Arp結合陸RNPリセプターのArp親和性、Arp選択性を段階的に向上させることに二二した。
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実験の部

盤
　側鎖を保護したFmoc（9－fluorenylmethoxycarbonyl）アミノ酸はNovabiochem社から、

Fmoc－PAL－PEG樹’脂、　HATU（〇一（7－azabenzotriazo1－1－yl）一1，1，3，3－tetramethy癒tOnium

hexanuorophosphate）はApplied　Biosystems社から、ペプチド合成用DMFは和光純薬から購入し

た。ArP固定化アガロース樹脂、ヌクレオチド（ArP、　AMP、、dArP、　UTP、　CTP）はSigma－Aldrich

社から購入した。照enow　DNAポリメラーゼ、制限酵素（Bα醒HI、　EcoRI）、　T4　RNAリガーゼ

はNew　England　Biolab社から購入した。Pyrobest　DNAポリメラーゼ、TaKaRa　Ligadon】強舵L2は

TaKaRa社から購入した。　DH5αコンピテントセルはInvitrogen社から購入した。逆転写酵素

（AMV（Avian　Myeloblastosis　Virus）Reverse　Transcriptase）はPromega社から購入した。・．　hNA転

写キット（Ampli　Scribe　T7　High　Yield　Transcdpdon照t）はEpicentre社から購入した。　Bact6　Tryptqn、

Y6ast　Extract、　Bacto　AgarはDifco社より購入した。オリゴDNAの合成はAmersham　Ph盆macia

社に依頼した。放射性アイソトープはAmersham　Pha㎜acia社から購入した。　QIAprep　Sρin　Mini

Prep　Kit、　QIAgen　Nucleodde　Removal　KitはQiagen社から購入した。スピンカラムSUPkEC－01

はTaKaRa社から購入した。ファージミドベク境川pSu㎡schpt　SK（一）画agemidはInvitro奮6n社か

ら購入した。VCSM13ヘルパーファージはStratagene社から購i如した。その他の試薬ほ分子生

物学用もしくは特級のものを使用した　　　’　　　　　　　　　　　　　　　　　　。

　いたDNAプライマーの配列

Nはランダムな核酸塩基、MはAもしくはC、アンダーラインは相補的な塩基、小文字表記は

EcoRI認識配列とBα班HI認識配列を表している。

RRE　N30：5LGGAATAGGTCTGGGCGCA（N30）TGACGGTACAGGCCGAAAG－3’

REV　O1プライマー：5LCTTTCGGCCTGTACCGTCA－3「

FOR　O1フ．ライマー：5’一TCTAArACGACTCACTArAGGAATAGGTCTGGGCGCA－3曾

FOR　O2プライマー：5’一CGgaattcTAArAGGACTCACTArAGG－3’

　　　　　　　　　　　　　り
REV　O2プライマー：5LGCGggatccTTTCGGCCTGTACCGTC奏一3！
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FOR　O3プライマー：5LGAATTCTAATACGACTCACTA：rAGG－3’

M13　RVプライマー：5LCAGGAA－ACAGCTATGAC－3’

T7　Promotorプライマ』：5’一GTAArACGACTATAGGGC－3’

5’一DNAプライマ』：5’一CTCGCTCGCCCATATGCGGCCGCAGGTCTCC－3’

3’一DNAプライマー：5’一CCATGGGCGCGCTTGTCAAGTGC－3’

C7CRev　Fプライマー：5℃CA　TGG　GCG　CGC　TTG　TCT　AGT　GCA　MNN　MNN　MNN　MN寅MNN

　　　　　　　　　　　　MNN　MNN　ACA　AGC　GGC　CAr　TGC　TGG　TTG－3I

C7CRev　Rプライマー：5℃TC　GCT　CGC　CCA　T訂GCG　GCC　GCA　GGT　CTC　CTC　CTC　T士A　GCA

　　　　　　　　　　　　GCA　C入A　CCA　GCA　ArG　GCC　GCT　TGT－3蟹

PCRはBIO－RAD社iCycler　The㎜瓠CyclerあるいはTa：KaRa社PCR　Therm田Cycler

PERSONALを用い、標準的なPCR反応は、　TaKlaRa社のPyrobest　DNAポリメラーゼを角いて、

添付のPyrobest　Buf£er　H反応液中0，2　mMのプライマーDNAを用い、0．2　mMのdNTPの条件で

行った。

DNAライブラリーの

　30塩基のランダムな塩基配列を含む鋳型DNA（RRE　N30）に、　RRE　N30の3’末端領嵐こ相補

的なREV　O1プライマーを99℃から室温まで2時間かけてアニーリングさせた。　Klen戯DNA

ポリメラーゼを用いて25℃、15分間の伸長反応を行うことにより、2本鎖DNAを去歳した。

続いて、T7プロモーターを含むFOR　O1プライマー、　REV　O1プライマーを用いて、変性曳℃、

30秒、アニーリング55℃、30秒、伸長反応720C、1分の条件により、4サイクル鹿R反応

を行うことで、ランダムな30塩基を含む2本鎖のDNAライブラリーを構築した。

RNAライブラリーの

　1μgの2本鎖DNAを鋳型として、　Ampli　Scribe　T7　High　Yield　Transchpdon　Kitを用いて20μ1

の容量で37℃で3時間転写反応を行った。転写反応終了後、1UのDNase　Iを加え37℃で15
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方言反応を行い、鋳…型DNAを分解した。転写したRNAは酢酸ナトリウム存在下エタノール沈

殿により精製した。RNAサンプルは、80％ホルムアミド水溶液に溶解し、80℃で5分簡の熱

処理を行った後、氷上で急冷して変性させ、6M尿素を含んだ8％ポリアクリルアミド変性ゲル

により精製した。TLC板上でUV光を照射し、目的分子量のRNAのバンドを確認した上で切り

出しを行った。目的RNAを含んだ切り出し後のゲル断片を細かく破砕し、　TE緩衝液（iO　mM

T五s－HCI（pH　7．6）、1mM　EDTA）を加え、4℃、12時間抽出した。抽出したRNAは酢酸ナトリ

ウム存在下エタノール沈殿を行い精製した。精製したRNAは10μMとなるようにiO　mM

Tds－HCI（pH7．6）、150　mM　NaClを含んだバッファーで希釈し、80℃で3分加熱直した後、室

温まで2時間かけて温度を下げることにより、適切な二次構造を形成させた。

Revペプチドの合

R・vペプチドはFm・・固相合成法1・より化学合成した・樹脂はF…跣レPEG・ell・（α“1

㎜oVg）を0．05　g用いた。縮合は、樹脂に対して5当量のFmocアミノ酸、5当量のHArUを5％

のジイソプロピルエチルアミンを含むDMFに溶解したもの加え、60分撹拝することで行った。

ペプチドのN末端のFmoc基を除去した後、5当量の1＞一アセチルイミダゾールを用いてペプチ

ドのN末端をアセチル化した。樹脂からの切り出しおよび側鎖の脱保護は、氷上、窒素雰囲気

下にて0．75gフェノール、05　mlチオアニソール、0．25　mlエタンジチオール、0．5　ml永く10ml

トリフルオロ酢酸の混合溶液を、乾燥させた樹脂に加え、窒素雰囲気下、氷上にて6蒔間撹搾

することにより行った。反応終了後、樹脂を濾面した反応溶液に、氷上にて水、エーデルを加

え激しく撹拝した後、水相を回収した。この操作を3回行った。エーテルで抽出精製した水相

をエバボレーターにより溶媒を減圧留新し、5％酢酸水溶液で溶解した。その後、5％酢酸水

溶液を溶断液としてゲルろ過（Sephadex　G－10）精製を行った後、逆相HPLCにより精製した（溶

血液AO．2％トリフルオロ酢酸水溶液、溶離液BO．2％トリフルオロ酢酸を含む50％アセトニト

リル水溶液）。ペプチドの同定にはVbyager　MALDI－TOFマススペクトル（ApPlied　Bios夕stems）

を用いた。

ATP　A・RNPリセプターの選方’
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結合試験には4％beadedア加一ス固定されたArP樹脂（2．3㎜ol訂P／μ1棚田容量、訂Pの

C8位からリンカーを介して樹脂に固定化）を用いた。樹脂はあらかじめ、樹脂容量の3倍量の

結合バッファー（10mM　Ths－HC1（pH7，6）、100　mM　KCI、5mM　MgCI2）で3回洗浄することに

より平衡化した。50μ1容量のArP樹脂と、10μMのRNA、15μM　Ac－Revペプチド混合液100叫

をスピンカラムSUPREC－01に加え、氷上で30分間結合反応を行った。結合反応後、遠心分離

（5，000g、1分間、4℃）を行い、非結合二分を除去した。結合反応後の樹脂に、300μ1の結

合バッファーを加え擁搾し、遠心分離（5，000g、。1分間、4℃）する操作を3回繰り返して樹

脂を洗浄した。樹脂に結合したRNAは4mM　ArPを含んだ結合バッファー100μ1で溶出させ、

これを3回繰り返した。回収した溶液は酢酸アンモニウム存在下エタノール沈殿を行い、RNA、

を回収した。回収したRNAは10叫TE（10mM　Ths－HCI（pH　7．6）、　I　mM　EDTA）に溶解した。

3μ1のRNAを鋳型として、5腸MのREV　O1プライマー存在下、80℃3分間加熱後、30分聞

かけて25℃まで徐冷しアニーリングさせた。その後、逆転写酵素及びdNTPを加え、42℃、

30分間逆転写反応を行った。反応液を990C、5分間加熱処理し逆転写酵素を失活させた後、反

応液の1110量についてREV　O1、　FOR　O　1プライマーを用いて、変性（94℃、30秒間）、アニー

リング（55℃、30秒間）、伸長反応（72℃、1分間）の条件でPcR反応を行った。3bサイク

ルまで5サイクル毎に反応液を分取し、8％ポリアクリルアミドゲル（アクリルアミド：ビスア

クリルアミド＝29：1）電気泳動により増幅DNAを分析した。分析結果から、指数的にbNAの

増幅が確認される最小のサイクル数でPCR反応を行い、新たなDNAライブラリーを調褻した。

PCR産物は、酢酸アンモニウム溶存在下、2一プロパノール沈殿により精製し、次のセレクショ

ンのDNAライブラリーとして用いた。

’　されたATP　A’RNPリセプターのRNA配列

　選択を行ったDNAライブラリーについて、制限酵素の切断領域を付加するために、制限酵素

切断領域を有するFOR　O2プライマー、　REV　O2プライマーを用いてPCRを行った。　Pごkは100

骸1の反応容量で鋳型DNA　100　ngを用いて変性（94℃、30秒間）、アニーリング（55℃、30

秒間）、伸長反応（72℃、1分間）の条件で4サイクル行った。PCR産物は、酢酸アンモニウ

ム溶存在下2一プロパノール沈殿により精製した。精製後のDNAはBα〃3HI、　EcoRIにより37℃
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で3時間酵素反応を行った。酵素消化後、フェノール／クロロホルム処理を行い、酢酸ナトリウ

ム存在下エタノール沈殿により精製し、インサートDNAを作製した。予め制限酵素翫〃zHI、

EcoRIにより切断したpUC19プラスミドDNAに対し、3倍モル量のインサートDNAを加えl

TaKaRa　LigaUon　Kit恥し2溶液を加え、16℃、1時間ライゲーション反応を行った。ライゲーシ

ョンサンプルをDH5αコンピテントセルに形質転換し、アンピシリンを含むLBプレ」ト培地

上で一晩静置培養した。プレート培地上の各シングルコロニーを5m1のアンピシリンを含んだ

液体LBに麗し、37℃で16時騰養した．培養後の大腸菌からQi・g・n　Mi㎡P・ep照・を用いて

アルカリ法によりプラスミドDNAを抽出した。200　ngプラスミドDNA、1．6　pmo1　M13食〉プラ

イマー、Big　Dye　Te㎜inatorプレミックス液4μ1を反応容量10肌1となるように混合し、変性

（96℃、30秒間）、アニーリング（50℃、15秒間）、伸長反応（60℃、4分間）の条件で25

サイクル反応を行った。反応終了後のDNAサンプルは、酢酸ナトリウム溶液存在下エタノール

沈殿により精製した。精製後のDNAは3μ1のシークエンス用ローディング溶液に溶解させ＼、

99℃で2分間熱処理した後、氷上で急冷し、配列解析用のDNAサンプルとした。　DNA醜列解

析はApplied　Biosystems社の自動DNA配列解析装置（ABI　Model　377）を使用した。

配列析を行ったプラスミドDNAからRNAの垂・

　配列確認を行ったプラスミドDNA　10　ngを鋳型DNAとして、　FOR　O3プライマー、蓑EV　O1

プライマーを用いて、全量100μ1のPCR反応溶液を作製した。　PCRは、変性（94℃、30秒間）、

アニーリング（55℃、30秒間）、伸長反応（72℃、1分間）で30サイクル反応を行った。PCR

産物は酢酸アンモニウム存在下2．プロパノール沈殿を行った。精製したDNAはTE緩衝液に溶

解し、前述した方法により転写反応を行った後、8％ポリアクリルアミド変性ゲルを用いて精製

した。

RNAの5，端、ロ

［γ．32P］齪（5000　mCシ㎜ol）とT4ポリヌクレオチドキナーゼを用いて37℃で塒簡、團A

の5・末端の標識反応を行った後、6M尿素を含んだ8％変性ポリアクリルアミドゲル（アクリル

アミド：ビスアクリルアミド＝29：1）により精製した。切り出したゲルを細かく破砕し、並緩衝
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液中にて4℃、12時間かけてRNAを溶出させた。抽出したRNAは酢酸ナトリウム存在下エ

タノール沈殿を行い精製した。

RNP331RevのATPのA試

　樹脂量として50μ1容量のArP一アガロース樹脂、　RNA（最終濃度10μM）とRevペプチド（最

終濃度15μM）を加えた結合バッファー（10mM　Tds－HCI（pH7．6）、100　mM　KCI、10mM血gC12）

をSUPREC　O1に加え、氷上30分間反応させた。反慮液を遠心分離（5，000　g、1分間忌4℃）

によりろ過した。樹脂に300μ1の結合バッファーを加え二二した後、遠心分離（5，000．島　1分

間、4℃）することにより溶液を除去した。この操作を3回繰り返して樹脂を洗浄した。樹脂

に結合したRNAは、4mM　ATPを含んだバッファー100μ1で10分間インキュベートした後、遠

心分離（5，000g、1分間、4℃）により溶液を回収した。この操作を3回繰り返した。洗浄液

中、回収液中、さらに樹脂の放射活性をチェレンコフ法により測定し、それぞれを非結合画分、

特異的結合画分、非特異的結合二分とした。結合反応に用いたRNAの放射活性に対し、．得られ

たRNAの放射活性から非結合二分（％）、特異的結合山分（％）、非特異的結合山分（％）を算

出した。データは平均±標準偏差により表記した。

　A試　によるRNP331Revの塩基選　性ま

　樹脂量50μ1のArP一アガロース樹脂に、　RNA（最終濃度10叫M）、Revペプチド（最終濃度15

μM）を加えた結合バッファー（10mM　Tds－HCI（pH7．6）、100　mM　KCI、10　mM　MgC12）中、各

濃度の競合物質を加えて氷上30分間反応させた。以下、Arp固定化アガロース樹脂に対する結

合試験方法に従った。

recursor㎞a　e㎡d　R．evの　1

　ファージミドベクターであるpSurfscript　SK（一）phagelnidにRevペプチドをコードするDNA

（Rev　DNA）を導入した。　Rev　DNAはNot　IISpe　Iサイトを持つプライマーを用いてPCk法によ

り作製した。得られたRev　DNAは制限酵素Not　IISpe　I処理後、同制限酵素により調整したファ

ージミドベクターに導入した。得られたprecursor　phagemid（pRev）はDNA配列解析装置により
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配列を確認した。

ランダムカセットの作製

　RevペプチドのN末端にランダムループを導入するため、ベクター由来のリーダー醜列およ

びRevペプチドのN末端配列を含むランダムカセットを作製した。ランダムカセットほランダ

ムな7アミノ酸に相当する配列を含むプライマー（C7CRev　F）と相補配列を含むプライマー

（C7CRev　R）を、それぞれ5μMの濃度でアニール後、　Klenowポリメラーゼにより23℃、20

分間反応させることにより作製した。

フ　ージミドRev　C7Cの

　ファ」ジミドpRev（C7C）を作製するため、　pRevをNot　BssH　IIによる処理後、1％アガロース

ゲルにより切り出し精製を行った。切り出したゲル断片から、エレクトロエリューシヨンにタ

り目的DNAを回収した。ランダムカセット（C7C）はNot　IIBssH　Hによる処理後、◇IAgen

Nucleo丘de　Removal　Kitにより回収・精製した。精製後pRevベクターおよびランダムカセット

（C7C）をモル比率1：5で混合し、　Takara　Liga廿on　Kit　veL2を用いてライゲーション反応を行い、

ファージミドpRev（C7C）を作製した。

VCSM13ヘルパーファージの諦整

　組換えファージミドの切り出し（in　vivo　excision）のために必要なVCSM13ヘルパーラァージ

の調整を行った。まず400mlのしB培地（20μglmlテトラサイクリン）にホスト大腸菌

XL1－BLUEを植字し、0．　D．600　nmの値が0．3になるまで培養した。次に、muldphcity　of　ihfec亘on

（MOI）大腸菌：ファージ＝20：1相当のVCSM13ヘルパーファージを感染し、37℃、30労培養し

た。更に終濃度25μ91m1のカナマイシンを加え、8時間培養した。得られた培養液は砧℃、15

分間の熱処理後、遠心分離　（8，000rPm，15分間）により沈殿物を除き・VCSM13ヘルパーファ

ー遊回収した・VCSM13へ・レ・・一ファージはタイター測定の結果・1・73×1・12　P釦1血（P釦・

plaque　forming　unit）であった。
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形転換およびin　vivo　excision

　pRev－C7Cを、エレクトロポレーション法を用いてSOLR　cellに形質転換した。形質転換は10

μ9のpRev－C7Cあたり200　ml培養分のエレクトロコンピテントセルを使用し、20回のエレクト

ロポレーションにより調整した。エレクトロポレーションは0．2cmを使用し、25　kV、　bapacitor

25μFで行った（平均時間5msec）。得られた形質転換体は速やかにSOC培地に懸濁し、1時間

37℃で静置培養後、400m1のしB培地（25μg／m1カナマイシン，25μgllnlアンピシリン，　i　O　mM

MgSO4含む）により2時間培養した。続けて、予め調整したVCSM13ヘルパーファージを共感

染（大腸菌とヘルパーファージの比MOI＝1：10）させ、0．　D．600　nmの値が1．0を越えるまで約

5時間培養した。得られた培養液を遠心分離（6，000g、20分間）し、その上清をLpR6》ファー

ジペプチドライブラリーとした。

ファージミドの’　・精’

　ファージミドはRNase除去（精製）および濃縮を目的としてポリエチレングリコール（PEG）

沈殿を行った。100m1のLpRevファージ尺プチドライブラリーに30％PEG－2．5　M　NaC1溶液を

116量加え、遠心分離（10，0009、10分間）した。得られた沈殿物に5m1をmilliQ水に溶：直後、

1m1の30％PEG－2．5　M　NaCI溶液を加え、15分間静置後、遠心分離（10，000　g、10分間）した。

更に得られた沈殿物は1mlのmilliQ水に溶解後、200μしの30％PEG－2．5　M　NaCl溶液を加え、

15分間静置後、遠心分離（10，000g、10分間）した。遠心上清を除去後、500μ1の結合試験に

用いるバッファーに溶解した。得られたLpRevファージライブラリーは遠心分離（17，4bO　g，20

min．，4℃）し、不溶性の沈殿物を除去後、結合試験に用いた。

RNAIL　Revフ　ージライブラリーを　いたバイオパンニング

　1μMRNA、～2×1011　pfuのLpRevファージライブラリーを含む結合反応溶液（10　mM

Ths一｝ICI（pH　7．6）、100　mM　KCI、5mM　MgC12）100μ1を、50μ1のATP樹脂に加え氷上で30分

間インキュベートすることにより結合反応を行った。その後、非結合または非特異的に結合し

たRNAILpRevファージ複合体を除くため、300μ1の結合バッファーを加え樹脂を憾言後、溶液

を除く操作を8回繰り返した。結合したRNAILpRevファージ複合体を回収するためにd50μ1
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の4mM　Arpを含む結合バッファーを加え室温下10分間インキュベートした後、溶液を回収す

る操作を3回行った。回収した溶液は大腸菌SOLRに感染させることにより増幅を行らた。増

幅したLpRevファージライブラリー溶液はPEG沈殿により精製し、次のサイクルのL泳evフ

ァージライブラリーとした。

　LpRevファージライブラリーは8サイクルのバイオパンニング終了後に再構築を行った。8

サイクル目のバイオパンニングで得られたLpR・vファージライブラリーをS・LR　cen燃染さ

せ、100ml　LB培地にて培養を行った。培養した大腸菌からアルカリーSDS法によりファージミ

ドDNAを回収した。回収したDNAを鋳…型としてランダム領域のDNAを5’一DNAプライマー

と3’一DNAプライマーを用いて、　Pyr・best　DNAポリメラーゼによりPCR反応を行い増幅した．

作製したDNAフラグメントを制限酵素Not　IIBssH　Hにより切断し、ランダムカセット（C7C）

導入方法に従い再びLpRevファージライブラリーを作製した。再構築したLpRevファ山ジライ

ブラリーを用いて上に示した方法で再度バイオパンニングを行った。

DNA配列　析による提示ペプチド配列の　認

バイオパンニング後、タイター測定を行ったLBプレート上のシングルコロニーをピシクアッ

プし、T7　PromotorプライマーとM13RVプライマーを用いて、コロニーPCR法によりインサー

トDNAの増幅を行った。以下の操作は、上述した方法に従った。

LRevペプチドの合

　LpRevペプチドはFmoc固相合成法により化学合成した。樹脂はFmoc－PAL－PEG　resin用いた。

樹脂に対して5当量のFmocアミノ酸、5当量のHAru、5％のジイソプロピルエチルアミンを

含むDMFに加え、60分撹心することで縮合反応を行った。樹脂からの切り出しおよび側鎖の

脱保護は、氷上、窒素雰囲気下にてフェノール（0．759）、チオアニソール（0．5ml）、主タンジ

チオール（0．25ml）、水（0．5血1）、トリフルオロ酢酸（10　ml）の混合溶液を、乾燥させた樹脂

に加え、窒素雰囲気下、氷上にて6時間撹搾することにより行った。反応終了後、樹脂を濾乱

した反応溶液に、氷上にてエーテルを加え激しく撹拝した後、遠心分離により沈殿を回減した。

この操作を3回行い、沈殿を5％酢酸水溶液で溶：解した。その後、5％酢酸水溶液を溶離液とし
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てゲルろ過（Sephadex　G－10）精製を行った後、逆相HPLCにより精製した（溶離液AOゑ％トリ

フルオロ酢酸水溶液、溶離液BO．2％トリフルオロ酢酸を含む50％アセトニトリル水溶液）。ペ

プチドの同定にはVbyager　MALDI－TOFマススペクトル（ApPlied　Biosystems）を用いた。精製後

のペプチドが終濃度10μMとなるようにThs－HCI（pH　8．0）緩衝溶液で希釈し、スターラ」で一

晩撹搾させることにより空気酸化反応を行った。酸化反応後、HPLCにより精製を行った。

ATP定ビアガロース樹脂の　’度出

　ArPが固定化された樹脂を含む結合バッファー（10　mM　Ths－HCI（pH　7。6）、10mM　KCi、10mM

MgC12）中、放射標識したRNA33を、結合が飽和に達するまで結合させた。1分子の融Pに対

して1分子のRNAが結合すると仮定して、樹脂に固定化されたArpの有効基質濃度を算：出し

た。その結果、有効ArP濃度は256．1±20　nmol！ln1であった。

RNAIL　Rev　A　を　いたATP　A試

　各樹脂量のATp固定化アガロース樹脂にRNA（最終濃度1μM）とペプチド（最終濃度1μM）

を加えた結合バッファー（10mM　Ths－HCI（pH　7．6）、100　mM　KCI、10mM　MgC12、50　Fglml　tRNA、

D．005％Tween　20）中で、室温下30分間反応させた。反応液を遠心分離（1，000　g、1分間、4℃）

によりろ過した。樹脂に300“1の結合バッファーを加え擁搾後、遠心分離（1，000g、1分間、4℃）

した。この操作を3回繰り返して樹脂を洗浄した。樹脂に結合したRNPは、10　mM　A距を含ん

だバッファー100μ1を加え、10分間反応させた後、遠心分離（1，000g、1分間、4℃）により

溶液を回収した。この操作を3回繰り返して、樹脂に結合したRNPを回収した。洗浄液中、回

収液中、さらに樹脂の放射活性をチェレンコフ法により測定し、それぞれを非結合画分、特異

約結合画分、非特異的結合画分とした。結合反応に用いたRNAの放射活性に対し、得られた

kNAの放射活性から非結合二分（％）、特異的結合二分（％）、非特異的結合画分（％）を算出

した。データは平均±標準偏差により表記した。RNPリセプターのATPとの解離定数kbは、

以下の理論式［1］に従って算出した。解析ソフトにはIgor　Proを用いた。

1＝［Arp］1（［Arp］＋瓦））　　［1］

fはATPに結合したRNPの結合割合、［Arp］はArp濃度を示す。
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ゲルシフト法によるRNAペプチド合体の析

　終濃度20pMの5’末端をRI標識したRNAを含む結合溶液（10　mM　Ths－HCI（pH　7．6）llbO　mM

KCI・．1ρ酬MgC1・・6％スク・一ス・・の・5％Tween　2・）に・様々な濃度のR・vペプチドもし

くはしp良evペプチドを加え、全量20μ1とした溶液を4℃にて30分間反応させた。反慮溶液の

うち8国を、100Vで60分以上予めプレランした8％非変性ポリアクリルアミドゲル（アクリ

ルアミド：ビスアクリルアミド＝29：1）にロードし、100V、4℃で電気泳動を行った。電気泳

動は、ArTO社のAE－6410ゲルボックスで行い、泳動温度は、水一メタノール混合液の循環によ

る温度コントローラーによって制御した。泳動後のゲルを、BIO－RAD社のModel　583ゲルドラ

イヤーで乾燥した後、STORM（Amersham　Ph㎜acia社）を用いて可視化した。データ4）解析に

はImage　Quant（Molecular　Dynamics社）を用いた。

RNP331L　Rev19を　いた・’A試

18μMRNA　331LpRev　19を結合バッファー（10mM　T冠s－HC1（pH7．6）、10mM　KC1、10　mM　MgC12）

中、各面のArP（［筆32P］ArP（5000　mCi1㎜ol）を含む）を加え、サンプル瀦を氷上で30

分間結合反応を行った。サンプル溶液50μ1を限外ろ過膜：ULIRAFREE－MC　M曽：3000cut

（MILLPORE社）に加え、遠心分離（5，000　g、1分間、4℃）を行い、炉液を破棄した6その

後、再び遠心分離（5，000g、1分間、4℃）を行い、ろ液10μ1を回収した。回収した溶液とサ

ンプル溶液それぞれ10μ1の放射活性を測定することによりRNP33／LpRevのATP結合割合を算

出した。Arpとの解離定数κdは、理論式［2］に従って算：出した。解析ソフトにはIgor戸foを用

いた。

f＝【RNP］＋［ArPl！［RNP］T

＝（［RNP］。＋［A㎜］。＋邸）／2［RNP］T一（（［RNP］，＋［ArP］，＋κb）2－4［RNP］。【ArP］。）11212［RNP］，［乞1

fはArPに結合したRNPの結合割合、［］は濃度、［RNP］Tは全RNP濃度、　IArP］Tは全ATP濃

度を示す。

RNP331Rev　RNP331L　Rev19を　いた　A
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樹脂量として50μ1のArP固定化アガロース樹脂に5’末端をRI標識したRNA（最終濃度1μM）

とペプチド（最終濃度1．2μM）を加えた結合バッファー（10mM　Tds－HC1（pH　7．6）、4m温KCI、

10mM　MgC12）中、各濃度の競合物質を加えて室温下30分間反応させた。　RNAILpRev複合体を

用いたArp結合試験の方法に従った。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　第三章

RNA一ペプチド複合体を用いたテーラーメイドバイオセンサーの構築

3－1　蛍光性リボヌクレオペプチド複合体センサー

　　　　　　　（蛍光RNPセンサー）の構築

　現在までに、タンパク質Bや核酸分子狸26などの生体高分子リセプターをもとにした蛍光セ

ンサーが数多く開発されてきた。しかしながら、従来の蛍光センサー作製の方法論で1嵐（1）、

蛍光分子を修飾する最：適な部位の予測が困難であること、（2）蛍光分子を化学修飾することに

より、リセプター本来の結合活性や安定性を失う可能性があることが問題点として挙げられる。

本章では、RNAとペプチドの複合体（リボヌクレオペプチド、　RNP）リセプターのペプチドサ

ブユニットに蛍光分子を導入し、望みとする基質結合および蛍光特性を有する「テーラーメイ

ド蛍光センサー」を構築するための新しい方法論の開発を目的とした。

3－2　Arp応答性蛍光RNPセンサーの構築

　本章では、蛍光RNPセンサーを構築する方法論を開発するため、既にRNPリセプターを得

る方法論が確立されているArp（アデノシン三リン酸）を標的分子として用いた。　A距結合性

RNPリセプターは、ライブラリー化したRNAサブユニットとRevペプチドとの複合俸1こより

形成されるRNPライブラリーにin　vitroセレクション法を適用することにより作製できる27。本

章では、RevペプチドのN末端に蛍光分子を化学修飾した蛍光性Revペプチドを合成し、　Arp

結合性RNPリセプターのRNAサブユニットと複合体を形成させることにより、Arp応答性蛍

光RNPセンサーを構築する方法論を示す（図3－1）。本方法論は、リセプター自身を蛍光セ

ンサーに機能改変する従来のセンサー作製法とは異なり、RNPリセプターの基質との結合に関

わるRNAサブユニットを化学修飾することなく蛍光センサーを作製できる。そのため、蛍光分
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子を化学修飾することによるりセプター本来の結合活性や安定性が失われるという問題点を克

服できる。in　viroセレクションにより選択されるArP結合性RNPリセプターのRNAサブユニ

ットは、様々な塩基配動を有するRNAサブニ・ニットライブラリーとして得られることボ厩に示

されている27（本論文第二章参照）。また、ペプチドサブユニットは、励起・発光波長め異なる

様々な蛍光分子をRevペプチドに化学修飾することにより、蛍光修飾Revペプチドサブユニッ

トライブラリーとして用いることができる。これらRNAサブユニットライブラリー、蛍光修飾

Revペプチドライブラリーを組み合わせた蛍光RNPライブラリーからスクリーニングを行うこ

とにより、迅速に目的とする蛍光特性を有するATP応答性蛍光RNPセンサーを選択できると考

えられる。

　　　　　　　　　　　　　　　　営光修茸Re》ペプチド

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　虹ノ

図3－1　リポヌクレオペプチド（RNP）複合体を用いた蛍光㎜センサー

　　　　　構築戦略
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3－2－1　in　vitroセレクション法を用いたATP結合性RNPリセプターの選択

　本方法論では・AIP応答性蛍光RNPセンサーを作製するための第一ステップとして、　Arp結

合性RNPリセプターの作製が必要である。　Arp結合性RNPリセプターは、第二章で示したラ

ンダムな30塩基配列を導入したRNAサブユニットと、　Revペプチドの複合体により形成され

るRNPライブラリーにin　vitroセレクション法を適用することにより作製した。以前め選択に

1は、Arpがアデニン環の。－8位からリンカーを介してアガロース固定されたATp固定花アガロ

ース樹脂を使用した。アデニン環の。－8位を修飾したArpは塩基部とリボース部が騨配向に

平衡が偏り28’29、溶液中のArpはα纏配向をとりやすいことが知られている。このA炉固定化

アガロース樹脂を用いて選択されたArp結合性RNPリセプターは、5yη配向のArpに対して選

択的に結合することが示されている27。このことから、溶液中のArpを検出するArp応答性蛍

光RNPセンサーを作製するためには、　in　vitroセレクションに用いるArp固定化アが世一ス樹

脂のArp固定化方法を検討する必要がある。そこで本章では、固定化されたArpがよら溶液中

の構造に近くなるように、リボースの2’位と3’位からリンカー分子を介してアガローヌ囲定さ

れているArp固定化アガロニス樹脂を用いた。この樹脂に対してRNPを用いたin　vitfdセレク

ションを行い、Arp結合性RNPリセプターの選択を行った。10回選択後、　DNA配列解析より

明らかになったRNAサブユニットの塩基配列を示す（図3－2）。選択されたRNAザブユニ

ットの塩基配列は、5’一GUAGUGG－UGUG－3’の保存配列が確認された。この保存配列は曳アデニ

ン環のC－8位から固定化されたATP固定化アガロース樹脂を用いた時に選択されたR轡Aサブ

ユニットの保存配列（5’一GUGUA－UA－CU－3’）とは異なる配列であった（第二章参照）労、初期

RNPライブラリーは同様のものを用いてin　vitroセレクションを行ったにも関わらず、淘fpの固

定化方法の違いにより異なる保存配列を有するRNPが選択されたのは、固定化された離Pの構

造の違いに起因すると考えられる。
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3－2－2　ATP結A性RNPリセプターからATP応葱性’”RNPセンサー

　　　　　　　塑
　in　vitroセレクションにより選択されたRNPリセプターのArP結合能を評価するために、AIP

固定化アガロース樹脂を用いたArp結合試験を行った。　RNPリセプ七一は保存配列

5’一GUAGUGG－UGUG－3’を有しているA23　RNA（図3－2）とRevペプチドの複合体A23／Rev

を用いた。結合試験の結果より、A23／RevはArpに結合することが示され、結合飽和曲線の解

析によりA23／RevとATPの解離定数は1ζb＝21．0μMであることが明らかになった（図3－3）。

続いて、A23／Revの塩基選択性を評価するため、4種類の核酸ArP、　GTP（グアノシン三リン酸）、

CTP（シチジン三リン酸）、　UTP（ウリジン三リン酸）を用いた競合試験を行った。その結果、・

A231Revは、　ATPの結合阻害が確認されている濃度領域において他の核酸塩基での結合阻害は

認められなかった（図3－4）。以上の結果より、in　vitroセレクションにより選択されたRNP

リセプターは、核酸塩基を高選択的に謙別するArp結合性RNPリセプターであることが明らか

になった。

　ArP結合性RNPリセプターをArP応答性蛍光RNPセンサーへ機能改変するため、　Revペプ

チドサブユニットのN末端に蛍光分子を導入した。RRE　RNAIRevペプチド複合体30を基本骨格

とするRNPリセプターは、　RevペプチドのN末端がランダムな塩基配列を導入した位置に近接

するよう設計されていることから、Arpの結合に伴い蛍光分子周辺の環境が変化し蛍光発光挙

動に影響を与えると期待した。そこでまず、RevペプチドのN末端に蛍光性分子である

1－pyrenesulfonyl　chlorideを化学修飾したRevペプチド（Pyr－Rev）を化学合成により作製した。

このPyr－RevとA23　RNAから形成される複合体に対してArPを添加し、それに伴う蛍光発光挙

動を観察した（図3－5）。その結果、A23／Pyr－RevはArPの添加に伴い蛍光強度が増加する

ことが確認された。この結果より、Arp結合性RNPリセプターからArp応答性蛍光RNPセン

サ「に機能改変できることが明らかになった。続いて、A23／Pyr－RevにATP以外の核酸である

GTP、　UTP、　CTPを添加した時の蛍光強度を測定した。各濃度の核酸存在下（1）と比存在下（Zo）

の蛍光強度から相対蛍光強度比（1〃b）を算出した（図3－7）。その結果、Arp存在論では非

存在下における初期蛍光強度の2倍の蛍光強度を示したにも関わらず、他の核酸塩基を添加し

た時は変化を示さなかった。この結果は、ArP結合性RNPリセプターであるA231Revが保有し
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ていた塩基選択性が、ArP応答性蛍光RNPセンサーであるA23／Pyr－Revにも維持されているこ

とを示している。また、A23／Pyr－Revに対するArP滴定時に得られる蛍光強度から、　ArP飽和

曲線を算出し解析を行った結果、A23／Pyr－RevとArPの解離定数は1ζb＝195μMであった（図3

－6）。この値はリセプターであるA23／Revとほぼ同じ値であった（1【bニ9．2μM）（図3－3）。

　A23　RNAとは異なる塩基配列のA28　RNAについても同様の試験を行った。　ArP固定化アガ

ロース樹脂を用いたArP結合試験結果から、　A28／RevはArPに結合するRNPリセプターであ

ることが明らかになった（解離定数Kb＝15．2μM）（図3－7）。続いてA281Pyr－RevにArPを

添加した時の蛍光強度を測定した。その結果、A281Pyr－Revも同様に、　ArP添加に伴い蛍光強度

が増加した。蛍光強度測定により算出したA28∠Pyr－RevとArPの解離定数は1ヒb＝6．6μMであり、

A281RevとArPの解離定数（Kb＝15．2叫M）とほぼ同じ値を示した（図3－8）。また、A281Pyr－Rev

にArp以外の核酸塩基を加えても、蛍光強度変化を示さなかった。

　以上の結果より、Revペプチドサブユニットに蛍光分子を化学修飾した蛍光性Revペプチド

サブユニットを合成し、Arp結合性RNPリセプターのRNAサブユニットと複合体を形成させ

るだけで、本来のリセプターの機能は失わず簡便にArp応答性蛍光RNPセンサーに機能改変で

きることが明らかになった。
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図3－3　A231Rev複合体のATP結合評価
A23！Rev複合体のArp結合飽和曲線を示す。結合飽和曲線は、

理論式に基づいて近似した曲線を示している。
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図3－4　A231Re▼複合体の塩基選択性評価

ATP（白丸）、　UTP（黒四角）、（㎜（黒三角）、　GTP（黒丸）による競合阻

害効果から、RNP331Rev複合体のArP結合選択性を評価した。
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図3－5　A23！Pyr・RevのATP添加に伴う蛍光強度変化

A23　RNAlpyr－Rev複合体（0．1μM）に対してATPを1、3、10、30、100、

300、1000、3㎜μM添加した時の蛍光スペクトルを示す。赤線はArp非存

在下のスペクトルを示している。
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図3－6　A231P∬・Re▼の蛍光強度測定による塩基選択性評価

A23晒r－Revに各濃度のArP（白丸）、　UTP（黒四角）、　CTP（黒三角）、　GTP（黒丸）

を加えた時の相対強度変化比を示す。Arpに関しては理論式により近似した飽和曲線

を示している。
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A28！Rev複合体のArp結合飽和曲線を示す。飽和曲線は理論式

に基づいて近似した曲線を示している。
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図3－8　A281Pyr・Revの蛍光強度測定による塩基選択性評価

A28！Pyr－Revに各濃度のArP（白丸）、　UTP（黒四角）、　CTP（黒三角）、　GTP（黒丸）

を加えた時の相対強度変化比を示す。Arpに関しては理論式により近似した飽和曲線

を示している。
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3－3　蛍光性RNPライブラリーを用いたATP応答性蛍光RNP

　　　　　　　　　　センサーのスクリーニング

　in　vi廿。セレクションにより選択されたArp結合性RNPリセプターの各RNA配列は、ランダ

ム領域内の様々な位置に保存配列が存在し、保存配列以外の配列も豊富な種類が存在している。

これらをRNAサブユニットライブラリーとし、蛍光修飾Revペプチドと複合体を形成させるこ

とにより、ATPに対して多様な結合特性および発光特性を有する蛍光性RNPライブラリーが構

築できる。また、様々な蛍光特性を有する蛍光分子を化学修飾した蛍光性Revペプチドサブユ

ニットライブラリーを用いることにより、励起波長、発光波長の異なる蛍光性RNPライブラリ

ーの作製も可能である。したがって、RNAサブユニットライブリーと蛍光修飾Revペプチドサ

ブユニットライブラリーを組み合わせて構築した蛍光性RNPライブラリーからは、目的とする

蛍光特性を有するArp応答性蛍光RNPセンサーを得ることができる（図3－9）。

ArP結合性RNP
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ライブラリー
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。
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ス製グ

　　　　テーラーメイド
　　　　ArP応答性蛍光
　　　　　RNPセンサー

図3－9 蛍光性RNPライブラリーを用いた、目的とする蛍光特性を

有するATP応答性蛍光RNPセンサーのスクリーニング
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3－3－1　ATP応慧性’”RNPライブラリーの　」

　本章で行ったin　vitroセレクションでは、29種類のArP結合性RNPリセプターが選択された。

これらのRNAサブユニット（図3－2）と蛍光修飾Revペプチドの複合体は、　ArP応答性蛍

光RNPライブラリーとして用いることができる。そこで、各RNAサブユニットと、蛍光分子

7－methoxycoumadn－3－carboxylic　acidをRevペプチドN末端に化学修飾した7mC－Revを用いて、

Arp応答性蛍光RNPライブラリーを構築した。次に、このライブラリーのセンサー評価を行う

ため、各RNA／7mC－Rev複合体をそれぞれマイクロタイタープレートのウェルに加え、蛍光マ

イクロプレートリーダーにより1mM　Arp存在下、非存在下での蛍光強度を測定した（図3－

9）。その結果、7mC－Revのみのレーン（図3－9（レーンno　RNA））と比較すると、ほとん

どの複合体において、RNAと複合体を形成することにより7mC－Revの蛍光が消光を受けている

ことが観測された（図3－9）。また、RNA　AI4、　A23、　A32、　A34、　A35、　AO2、　A28、　AO7、

AO6（図3－9（レーン14、23、32、34、35、02、28、07、06））と7mC－Revの複合体は、　ArP

の添加に伴う蛍光強度の増加が観測された。この簡便なスクリーニングを行うことにより、Arp

添加に伴う蛍光強度変化を示した蛍光性RNPは、　Arpセンサーの候補として選択することがで

きる。

　次に、望みとする励起・発光波長で応答する蛍光RNPセンサーを得るため、様々な蛍光特性

を有する蛍光分子をRevペプチドのN末端に化学修飾し、蛍光性Revペプチドサブユニットラ

イブラリーを作製した。使用した蛍光分子と、作製した蛍光修飾Revペプチドを以下に示す（図

3－10）。蛍光分子（蛍光修飾Revペプチド）：7－methoxycoumarin－3－carboxylic　acid（7mC－Rev）、

4－Huoro－7－nitrobenz－2－oxa－1，3－diazole（NBD－Rev）、1－pyrenes田fonyl　chloride（Pyr－Rev）、　Dansyl

chloride（Dan－Rev）、　Dapoxy　sulfonyl　chloride（Dapoxy－Rev）、6－carboxy且uorescein－succinimidyl　ester

（6FAM－Rev）、　Cy5　mono　NHS　ester（Cy5－Rev）。　RNAサブユニットライブラリーと、それぞれ

7mC－Rev、　Pyr－Rev、　NBD司Rev、　Dan－Rev、　Dap畔y－Rev、6F～短M－Rev、　Cy5－Revの複合体をATP応

答性蛍光RNPライブラリーとして用いた。上に示した方法と同様に、各複合体のArp存在下、

非存在下での蛍光強度を蛍光マイクロプレートリーダーにより測定した。蛍光検出波長は

7mC－Rev：390　nm・Py卜Rev：390　nm・Dan－Rev：535　nm・Dapoxy－Rev：535　nm・NBD－Rev：、535

nm、6FAM－Rev：535　nm、　Cy5－Rev：670　n黛1を用いた。得られた結果をもとに、相対蛍光強度比
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（11Zo）をArp存在下（1）と非存在下（あ）の蛍光強度から算出した。各蛍光修飾Revペプチ

ドを使用した時の相対強度比をグラフで示した（図3－11）。全てのRNAサブユニットと各

蛍光性Revペプチド複合体の評価を行った結果、相対強度比の値が0．6から6までの様々な応

答を示した。7mC－Rev、　Pyr－Rev、　NBD－Rev、　Cy5－Revにおいては相対強度比が2を超える値を

示すATP応答性蛍光RNPセンサーが存在した（図3－11（A）、（B）、（E）、（G））。このスクリ

ーニングにより、例えばCy5－Revとの複合体により形成された蛍光性RNPライブラリーからは、

発光波長が高波長（670nm）であり、相対強度比が2を超えるArp応答性蛍光RNPセンサーを

得ることができる（図3－11（G））。以上より、蛍光マイクロプレートリーダーを用いた簡便

なスクリーニングにより、340nmから650　nmの励起波長、390　nmから670　nmの発光波長で

Arpを検出可能なArp応答性蛍光RNPセンサーが迅速に得られることを明らかにした。蛍光性

RNPライブラリーの相対強度比は、各RNAサブユニットでそれぞれ固有の値を示した。　A26

とA30　RNAは7mC－Rev（図3－11（A））もしくはNBD嗣Rev（図3－11（E））と複合体を形

成した時、相対強度比が大きなArpセンサーであることが明らかになった。また、同一のRNA

サブユニットを用いても、化学修飾する蛍光分子の種類によっては相対強度比が異なる値を示

すRNAサブユニットが存在した。　A25！Pyr－Rev（図3－11（B））では相対強度比4．5であった

のに対し、A25／7mC－Rev（図3－11（A））では2．5であった。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　○

図3－9蛍光マイクロプレートリーダーを用いたATP存在下、非存

　　　　　下下におけるRNA〃皿C・Re▼の蛍光強度イメージ図

それぞれのウェルに各RNA〃mC－Rev複合体（1μM）を加え1mM　ATP存在下、

非存在下における蛍光強度を励起波長355nm、発光波長390㎜を用いてマイ

クロプレートリーダーにより測定した。各レーンの上に記載した数字はRNAの

クローン番号に対応している。イメージ図は蛍光強度が強い場合は赤色．弱い場

合は青色で示している。
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図3－11　ATP存在下、非存在下におけるRNA1蛍光性Revペプチド複合
　　　　　　　体の相対蛍光強度比

各RNAサブユニットと異なる蛍光修飾Revペプチド、（A）7mC－Rev、（B）P陛Rev複合体に

対して、ATP存在（1）、非存在時（あ）の相対蛍光強度比（珊）を棒グラフで示した。
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図3－11　ATP存在下、非存在下におけるRNA1蛍光性Re▼ペプチド複合体

　　　　　　の相対蛍光強度比

各RNAサブユニットと異なる蛍光修飾Revペプチド、（C）Dan－Rev、Φ）Dapoxy－Rev、（E）

NBD。Rev複合体に対して、　Arp存在（1）、非存在時（為）の相対蛍光強度比（〃颪。）を棒グラ

フで示した。
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図3－11　AITP存在下、非存在下におけるRNA1蛍光性Re▼ペプチド複合

　　　　　　　体の相対蛍光強度比

各RNAサブユニットと異なる蛍光修飾Revペプチド、（F）6FAM－Rev、（G）Cy5－Rev複合体

に対して、Arp存在（1）、非存在時（10）の相対蛍光強度比（〃Zo）を棒グラフで示した。

73



3－3－2　リンカー∠子’入による蛍’性RNPライブラリーの拡張

　蛍光分子は微小な環境変化に対して鋭敏に影響を受けることから、Revペプチドと蛍光分子

の間にリンカー分子を導入することで、蛍光性RNPの蛍光発光挙動が変化すると考えられる。

この修飾により、蛍光性RNPライブラリーの多様性をさらに拡張することができる。そこで、

71nC－Revの蛍光分子とRevペプチドの間に、リンカー分子としてGly残基を導入した7mC－GRev

ペプチドを作製した。リンカー導入による蛍光発光挙動の変化を確認するため、7mC－GRevと

各RNAサブユニットにより形成したRNA／7mC－GRev複合体のArP存在下、非存在下での蛍光「

強度をマイクロプレートリーダーにより測定し、相対強度比を算出した（図3－13）。その

結果、リンカー分子を導入したRNA／7mC－GRev複合体ライブラリーは、　RevペプチドN末端に

直接蛍光分子導入したRNA17mC－Rev複合体ライブラリーとは異なる蛍光強度変化を示した（図

3－11（A）、3－13）。相対強度比の値は、ほとんどのRNPセンサーにおいて減少したが、

AO8／7mC－GRevはAO817mC－Revと比較して相対強度比の値が増加した（図3－14）。この錆

果より、同一の蛍光分子を用いた場合でも、リンカー分子を導入することにより相対強度比が

変化することが明らかになった。また、ツンカー分子を導入し蛍光分子壱異なる位置に導入し

た蛍光性Revペプチドサブユニットを用いることにより、蛍光性RNPライブラリーの多様性の

拡張が可能であることが明らかになった。
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図3－13　ATP存在下、非存在下におけるRNA〃mC－GRe▼の相対蛍光強度比
各RNAサブユニット17mC－GRevのArP存在、非存在下での相対蛍光強度比（〃』o）を棒グラ

フで示している。
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図3－14　AO8　RNA／7mC．RevとAO8　RNA／7mC．GRevの蛍光スペクトル測定

（A）AO8　RNA17mC－Revと（B）AO8　RNA〃mC－GRevを用いたATP存在下（赤）、非存在下（青）

で測定した蛍光スペクトル曲線を示す。
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3－3－3　幅広いATP濃度E域で応答する蛍’RNPセンサーのスクリーニング

　本方法論では、RNPリセプターのATP親和性、　ArP選択性を維持し、　ArP応答1生蛍光RNP

センサー機能改変できる。また、in　vitroセレクションにより選択された各Arp結合性RNPリ

セプターは、それぞれATPに対して様々な親和性で結合する。これらの性質を利用することに

より、RNAサブユニットライブラリーと蛍光修飾Revペプチドの複合体を幅広い濃度領域で応

答するArp応答性蛍光RNPライブラリーとして用いることができる。そこで、　Arp応答性蛍光

RNPライブラリーに対してATPを滴定し、蛍光強度を測定することで蛍光RNPセンサーが応

答する濃度領域を確認した。各RNA17mC－Revに対してArPを10　nMから10　mMまで滴定し、

それぞれの蛍光強度をマイクロプレートリーダーにより測定した。蛍光マ’イクロプレートリー

ダーにより測定した結果の蛍光強度イメージ図を示す（図3－15）。その結果、蛍光強度が

変化し始めるATP濃度領域はそれぞれの複合体で異なることが観測された。そこで、蛍光強度

が飽和する中間点のArP濃度が大きく異なっている3種類のセンサーAO2／7mC－Rev、、

A35／7mC－Rev、　A26／7mC－Revについて詳しく評価を行った。上に示した3種類のArPセンサー

に対してArpを滴定し、各濃度における蛍光強度を測定することによりArp結合飽和曲線を算

出した（図3－16）。その結果、蛍光強度変化が飽和するArP濃度の中間点は、AO217mC－Rev：

2．2μ：M、A35／7mC－Rev：15．7μM、　A2617mC－Rev：156μMであり、各センサー間で約1オーダー

の値の差が認められた。また、A31／7mC－Revは1mMから10　mMの間で蛍光強度が変化するこ

とから、先に評価した3種類のセンサーよりもさらに高濃度領域で応答するArp応答性蛍光

RNPセンサーであることが分かった（図3－15（レーン31））。これら結果より、Arp応答

性蛍光ライブラリーからは、10冒7Mから1σ2　MまでのATP濃度を検出可能なセンサーが得られ

ることが明らかになった。
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　　　　　　　　　　　　　　　　RNA／7mC－Rev
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図3－15　マイクロプレートリーダーを用いたRNA〃mC・Re▼のATP滴定時

　　　　　　の蛍光強度イメージ図

各RNA〃mC－Revをそれぞれのウェルに加え、図左に示した濃度に対応したATPを添加した時

の蛍光強度を、マイクロプレートリーダーにより測定した結果のイメージ図を示す。上に示し

た数字はRNAサブユニットのクローン番号に対応している。イメージ図は蛍光強度が強い場合

は赤色、弱い場合は青色で示している。
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図3－16　蛍光強度測定により算出したAO2、　A35、　A26〃mC・Revの

　　　　　　ATP結合飽和曲線
ATP滴定による蛍光強度変化により算出したAO2！7mC－Rev（黒丸）、　A3517mC－Rev（黒四角）、

A26”mC－Rev（黒三角）の結合飽和曲線を示す。それぞれ理論式により近似した曲線を示して

いる。
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3－4　GTP応答性蛍光RNPセンサーの構築

　現在までにin　vitroセレクション法により様々な標的分子に対して結合するRNAアプタマー

3聯 ｪ作製されていることから、本方法論におけるRNP用いたin　vitroセレクションでも任意の

基質分子に対して結合するRNPリセプターの作製が可能である。つまり、得られたRNPリセ

プターから簡便に蛍光性センサーに機能改変できる本方法論は、任意の標的分子に対して応答

する蛍光性RNPセンサーが容易に作製できると考えられる。そこで、ここまでに示した方法論

がArp以外の標的分子に対しても適応可能であることを示すため、標的分子をGTPとしてGTP

応答性蛍光RNPセンサーの構築を行った。

3－4－1　in　vitroセレクション法を用いたGTP結A性RNPリセプターの選択

　まず、RNPライブラリーを用いたin　vitroセレクションを行い、　GTP結合性RNPリセプタマ

を選択した。得られたRNAサブユニットの塩基配列は、5’一GCGG－UGUCUAC－3’が保存配列と

して確認された（図3－17）。これらのGTP結合性RNPリセプターのRNAサブユニットも、

保存配列の位置や、保存配列以外の配列に複数のバリエーションが存在することから、GTP応

答性蛍光RNPライブラリーのRNAサブユニットとして用いることが可能であると示唆される。

3－4－2　GTP結A性RNPリセプターからGTP応葱性“’RNPセンサー

　　　　　　蜷
　in　vitroセレクションにより選択された26種類のRNAサブユニットライブラリーと、蛍光修

飾Revペプチドの複合体を蛍光性RNPライブラリーとして用いた。蛍光性RNPライブラリー

は、各種蛍光性Revペプチド（7mC－Rev、　PyrRev、　NBD－Rev、　Dan－Rev、6FAM－Rev）を用いて

作製した。この蛍光性RNPライブラリーのGTPに対する蛍光応答を確認するため、各RNAと

蛍光修飾Revペプチドの複合体のGTP存在下、非存在下における蛍光強度をマイクロプレート

リーダーにより測定し、相対強度比を算出した（図3－18）。その結果、ATP応答性蛍光RNP

センサーの場合と同様に、GTP結合性RNPリセプターのRNAサブユニットと71nC－Rev、Pyr－Rev、

NBD．Revにより形成される蛍光性RNPライブラリーからは、相対強度比の値が2を超えるGTP
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応答性蛍光RNPセンサーが得られることが明らかになった。7mC－Revで形成される蛍光RNP

ライブラリーからは、G23／7mC－Rev、　G26／7mC－Rev、　GO5／7mC－Rev、　G14／7mC－Revに見られる

ように、相対強度比が4を超える非常に大きな値を示した（図3－18（A））。これらのセンサ

ーは、GTPを高感度に検出できるGTP応答性蛍光RNPセンサーの候補として選択することが

できる。ATPセンサーの場合にも観測されたように、　GTPセンサーの揚合も同一のRNAサブ

ユニットを用いても蛍光分子に依存的な相対強度比の変化が観測された。GO5／7mC－Revの相対

強度比は約6であるのに対し（図3－18（A））、GO5／Pyr－Rev（図3－18（B））は約1であ

った。

3－4－3　冨広いGTP’度レンジで応答する蛍’RN『Pセンサーのスクリーニング

　GTP応答性蛍光RNPライブラリーに対してGTPを滴定し、各濃度のGTP存在時における蛍

光強度を測定することによりGTP応答性蛍光RNPセンサーが応答する濃度領域を確認した。

各RNA17mC－Revに対してGTPを100　nMから1mMまで滴定し、それぞれの蛍光強度をマイク

ロプレートリーダーにより測定した。蛍光マ：イクロプレートリーダーたより測定した結果の蛍馳

光強度イメージ図を示す（図3－19）。その結果、ATP応答性RNPセンサーと同様に、蛍光

強度が変化し始めるGTP濃度領域が、それぞれの複合体で異なることが明らかになった。

G10／7mC－Rev、　G23／7mC－Rev、　G14／7mC－Revは蛍光強度が飽和する中間点におけるGTP濃度が

大きく異なっていた。これら3種類の蛍光強度変化が飽和する中間点のGTP濃度は、

G1017mGRev：0．45芦M、　G23／7mC－Rev：15．6睡M、　G14／7mC－Rev：973μMであり、各センサー

間で約1オーダーの値の差が認められた（図3－20）。この結果より、この蛍光性RNPライ

ブラリーからは～10”7Mから10－3MまでのGTP濃度範囲で応答する蛍光RNPセンサーが得られ

ることが明らかになった。
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図3－18　GTP存在下、非存在下におけるRNA1蛍光修飾Revペプチド複合体の

　　　　　　相対蛍光強度比
各RNAサブユニットと異なる蛍光修飾Revペプチド、（A）7mGRev、（B）P聾Rev、（C）Dan－Rev

の複合体に対して、GTP存在（1）、非存在時（あ）の相対蛍光強度比（〃為）を棒グラフで示した。
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図3－18　GTP存在下、非存在下におけるRNA1蛍光修飾Re▼ペプチド複合体の

　　　　　　　相対蛍光強度比

各RNAサブユニットと異なる蛍光修飾Revペプチド、（D）NBD－Rev、（E）6EAM－Revの複合体に対

して、GTP存在（1）、非存在時（10）の相対蛍光強度比（〃Zo）を棒グラフで示した。
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図3－19　マイクロプレートリーダーを用いたRNA〃mC・Re▼のGTP滴定時

　　　　　　の蛍光強度イメージ図

各RNA！7mC。Revをそれぞれのウェルに加え、図左に示した濃度に対応したGTPを添加した時

の蛍光強度をマイクロプレートリーダーにより測定した結果のイメージ図を示す。上に示した

数字はRNAサブユニットのクローン番号に対応している。イメージ図は蛍光強度が巌い場合

は赤色、弱い場合は青色で示している。
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図3－20　蛍光強度測定により算出したG10、　G23、　G14！7mC・Revの

　　　　　　GTP結合飽和曲線
GTP滴定による蛍光強度変化により算出したGlO〃mC－Rev（黒丸）、G23〃mC・Rev（黒四角）、

G14〃mC－Rev（黒三角）の結合飽和曲線を示す。それぞれ理論式により近似した曲線を示し

ている。
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3－5　蛍光マイクロプレートリーダーを用いたArp、　GTP応答性蛍光

　　　　　　　　　　　RNPセンサーの塩基選択性評価

　ここまでに得られたArp、　GTP応答性蛍光RNPセンサーの塩基選択性をマイクロプレートリ

ーダーにより評価するために、それぞれのRNPセンサーにArP、　GTP、　cTP、　uTPを加え蛍光

強度測定を行った。各縦レーンにAO1、　A14、　A23、　A32、　A34、　GO8、　G23、　GlO、　G16、　GO5　RNA

と7mC－Revにより構築された蛍光RNPセンサーを加え、それぞれの核酸を終濃度0．1　mMとな

るように添加した。蛍光マイクロプレートリーダーにより測定した結果のイメージ図を示す（図

3－21）。それぞれAO　1、　A　14、　A23、　A32、　A34のレーンでは、　ATPが存在している時のみ蛍

光強度変化を示し、同様にGO8、　G23、　G10、　G　l6、　GO5のレーンでは、　GTPが存在している時

のみ蛍光強度変化を示した。これらの結果より、本方法論で作製した蛍光RNPセンサーは、塩

基選択的に応答する蛍光性RNPセンサーであることが明らかになった。

　　　　　　ATP　　’　　　　　　　　GTP

Pep　AOl　A14　A23　A32　A34　GO8　G23　G10　G16　GO5　blank

蕃質な・

冴P ｣璽皇黒門皇豊野璽豊洲璽

図3－21　マイクロプレートリーダーを用いたATP応答性蛍光㎜セン
　　　　　　　サーとGTP応答性蛍光RNPセンサーの選択性評価
ATP結合性RNPリセプターのRNAサブユニット（AO　1、　A　l4、　A23、　A32、　A34）とGTP

結合性RNPリセプターのRNAサブユニット（GO8、　G23、　G　lO、　G　16、　GO5）を用いて、

それぞれのRNAと7皿C－Revから構築されるセンサ・一に対して塩基選択性試験を行った。

マイクロプレートのウェルにセンサーを加え、0．lmM　ArP、　UTP、　CTP、　GTP存在時の蛍

光強度をマイクロプレートリーダーにより測定した結果のイメージ図を示す。Pepレーン

は7mC－Revペプチドのみを加えた。　Blankレーンには用いたバッファーのみを加えた。イ

メージ図は蛍光強度が強い場合は赤色、弱い場合は青色で示している。
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3－6　蛍光マイクロプレートリーダーを用いたArpとGTP共存溶液中の

　　　　　　　Arp、　GTPを異なる波長で検出する方法の検討

　蛍光センサーを用いて細胞内や細胞抽出液中の標的物質を検出するためには、複数の化合物

が含まれた溶液中の標的物質に対して高選択的に応答する蛍光センサーを作製する必要がある。

本方法論で作製したATP応答性蛍光RNPセンサ憎及びGTP応答性蛍光RNPセンサーほ、それ

ぞれArp、　GTPに対して高選択的に応答する（図3－21）。また、本方法論では望みとする

波長で応答するRNPセンサーを自由に作製できることから、ここまでに得られたArpセンサー

とGTPセンサーを用いて、　ArPとGTPが共存した溶液中でそれぞれArPとGTPを異なる波長

で検出することが可能であるかを検討した。ここまでにスクリーニングを行った結果から、試

験に用いるArPセンサーはA32／Cy5－Rev、　GTPセンサーはG33／NBD－Revを選択した。

A32／Cy5－Rev、　G33／NBD－Revを同一マイクロプレートに加え、500μM　ArP及びGTPが存在した

状態でのArp、　GTP滴定時の蛍光強度を異なる波長で測定した（図3－22）。得られたそれ

ぞれの結果をもとに飽和曲線を近似し、解離定数を算出した（図3－23、図3－24）。そ

の結果、ATPセンサーA32／Cy5－RevはサブμMからmMオーダーのATP濃度範囲を670　nh1の波

長で検出することが可能であり（Kb＝4．8μM）（図3－22（レーン1）、3－23（A））、　GTP

センサーG33／NBD－Revも同様の濃度領域で存在するGTPを535　nmで検出可能であることが明

らかになった（Kb＝8．6μM）（図3－22（レーン6）、3－24（A））。また、　GTPが500μM存

在下でもA32／Cy5－Revは蛍光強度変化を示し、　GTP非存在下と同様の応答を示した（Kb＝7．8

μM）（図3－22（レーン3）、3－23（：B））。G33／NBD－Revも同様に、500μM　ArP存在下（1も

＝9．7μM）、非存在下に関わらず同様の蛍光強度変化を示した（図3－22レーン8、図3－

24（B））。500μMArP存在下でのA32／Cy5－Rev及び、500μM　GTP存在下でのG331N壼D－Rev

はそれぞれATP、　GTP濃度が上昇しても一定の蛍光強度を示した（図3－22（レーン4、7））。

これらの結果より、本章で作製したArP応答性蛍光RNPセンサーとGTP応答性蛍光RNPセン

サーを用いることにより、ATP、　GTP共存溶液中の各ArP、　GTPを望みとする波長で検出でき

ることが明らかになった。
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図3－22　Arp、　GTP共存溶液中でのATP応答性蛍光RNPセンサーξ

　　　　　　　GTP応答性蛍光㎜センサーに対するATP、　GTP滴定結果

　　　　　　　のイメージ図

ATPセンサーA321Cy5－Rev（レーン1、3、5、7）とGTPセンサーG331NBD－Rev（レー

ン2、4、6、8）に対してArP、　GTPを1、10、100、500μM滴定時の相対強度比を色め

濃淡で可視化したイメージ図を示す。レーン1からレーン4にはArp滴定、レーン5が

らレーン8はGTP滴定を行った結果を示している。検出波長はArpセンサー（670㎡）r

GTPセンサー（535　nm）を用いた。レーン3、4は500μM　GTPを、レーン7、8は500幽

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヨ　ATPが共存した状態での相対強度比を示している。イメージ図に用いた色は各ATp、　GTP

非存在下（相対強度比1）の値を淡色で、相対強度比の変化が飽和する値を濃色で示し

ている。相対強度変化が飽和する値は図2－22の飽和曲線より算出した。
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図3－23　蛍光強度により算出したA321Cy5－RevのGTP存在、非存往

　　　　　　　下でのATP結合飽和曲線

ArP滴定による蛍光強度変化により算出した（A）GTP非存在下、（B）500μM　GTP存

在下におけるA32／Cy5－RevのArP飽和曲線を示す。理論式に基づいて近似した曲線

を示している。
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図3－24　蛍光強度により算出したG331NBI）一RevのGTP存在、非

　　　　　　　存在下でのGTP結合飽和曲線

GTP滴定による蛍光強度変化により算出した（A）ArP非存在下、（B）500μM　ArP

存在下におけるG33／NBD－RevのGTP飽和曲線を示す。理論式に基づいて近似した

曲線を示している。

88



考察

　RNPを骨格として蛍光性センサーを作製する本方法論では、　RNAサブユニットとペプチドサ

ブユニットが非共有結合で複合体を形成しているため、蛍光修飾Revペプチドサブユヂットを

容易に交換することができる。そのため、RNAサブユニットライブラリーと様々な励起・発光

波長で応答する蛍光性ペプチドサブユニットライブラリーを組み合わせて用いることにより、

目的とする蛍光特性を有するセンサーを簡便なスクリーニングにより得ることができた。

　各種蛍光修飾Revペプチドを用いて相対強度比を算出した結果、同一のRNAサブユニットを

用いた場合でも、ペプチドサブユニットに化学修飾する蛍光分子の種類を変えることで、相対

強度比の値が変化するRNPセンサーが確認された。この結果は、蛍光センサーの光学的な応答

を予測することが困難であることを示している。本章で選択されたArp結合性RNPリセプター

の塩基配列から、Arp結合場がRevペプチドN末端に対して様々な位置に存在していると予測

される。しかしながら、ほとんどすべての蛍光性RNPがArp添加に伴い蛍光強度変化を示した。

この結果から、RNAサブユニットが形成するArp結合場の位置が蛍光分子を修飾した食evペプ

チドのN末端の近傍に存在しなくても、Arpとの結合に伴い蛍光強度が変化していると考えら

れる。つまり、Arp応答性蛍光RNPセンサーは、　Arpとの結合に伴いRNAサブユニットの構

造変化が誘起され、蛍光分子周辺の環境が変化することにより蛍光強度が変化していると考え

られる。このことからも、リセプターの詳細な三次元構造情報をもとにして、蛍光分子を導入

する最適な位置を予測することが困難であることが伺える。従って、蛍光RNPライブラリーか

ら簡便なスクリーニングにより様々な蛍光特性を有するセンサーを選択する本方法論は、テー

ラーメイド蛍光センサーを作製する上で非常に有利であると考えられる。

　本：方法論により得られるArp結合性蛍光RNPセンサーを組み合わせることで、幅広い濃度領

域の標的分子を検出することができる。従来の方法では、広範囲の濃度領域で存在する穗的物

質を検出するためには、詳細な三次元構造情報をもとに点変異を導入することによ二元のリ

セプターの標的分子に対する親和性を低下させる方法で行われてきた3牛38。しかしながら本方法

論では、ライブラリー化したRNAサブユニットにより形成されたRNPライブラリーから、標

的分子に対して結合能を有するRNPリセプターを選択するだけで、標的分子に対する親和性が
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多様なRNPリセプターライブラリーを得ることができる。このようなRNPリセプターが容易

に選択できることは、テーラーメイド蛍光性センサーを作製する上で非常に有利である6また、

本章では蛍光分子とRevペプチドの間にリンカー分子を導入することにより、相対強度比の値

が増加するRNPセンサーを得ることができた。この結果は、様々なリンカー分子を導入するこ

とにより、蛍光RNPセンサーの更なる最適化が可能であることを示している。

　これらの結果より、最適な蛍光特性を有する蛍光性RNPセンサーを選択することにより、細

胞抽出液に見られるようなサンプル中に含まれている蛍光性分子に阻害されることなく、多種

の標的分子を高感度に検出することが可能であると考えられる。最適な蛍光RNPセンサーを一

度構築してしまえば、RNAサブユニットと蛍光修飾Revペプチドサブユニットを共有結合で安

定化することで、より安定な蛍光RNPセンサーが作製できる。このような安定な蛍光RNPセ

ンサーは、基盤表面に固定された相補的なDNAプローブ39’40とハイブリダイゼーションさせる

ことによりRNPセンサーマイクロアレイにも応用できると期待される。
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結論

　Arp結合性RNPリセプターのペプチドサブユニットに蛍光分子を導入することにより、リセ

プターの性能を失うことなくArp応答性蛍光RNPセンサーに機能改変できることを明らかにし

た。Arp結合1生RNPリセプターのRNAサブユニットライブラリーと、蛍光修飾Revペプチド

から形成される蛍光性RNPライブラリーから、相対蛍光強度比が大きな値を示すArp応答性蛍

光RNPセンサーをスクリーニングできることを明らかにした。また、このライブラリーからは

幅広いArp濃度領域で様々な波長で応答するArp応答性蛍光RNPセンサーを得ることができ

た。加えて、Arp応答性蛍光RNPセンサーの作製方法と同様の方法を用いてGTP応答性蛍光

RNPセンサーを作製した。　GTP結合性RNPリセプターのRNAサブユニットライブラリーと、

蛍光修飾Revペプチドから形成される蛍光性RNPライブラリーから、　Arp応答性蛍光kNPセ

ンサーと同様に、様々な励起・発光波長、幅広い濃度領域で応答するGTP応答性蛍光RNPセ

ンサーを得ることができた。この方法論で作製したArp、　GTP応答性蛍光RNPセンサーは塩基

選択的な応答を示すことを明らかにした。この塩基選択的な応答を利用することにより、作製

したArP応答性蛍光RNPセンサー、　GTP応答性蛍光RNPセンサーを用いて、　ArP、　GTP共存

溶液中のArp、　GTPを異なる波長で定量的に検出できることを明らかにした。以上の結果より、

RNPを基本骨格として、　RNAサブユニットライブラリー、蛍光修飾Revペプチドライブラリー

を組み合わせた蛍光性RNPライブラリーから簡便なスクリーニングを行うことにより、望みと

する基質結合および発光特性を有するテーラーメイド蛍光RNPセンサーを構築できることを明

らかにした。
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実験の部

試薬

　ArPアガロース樹脂（4％beadedアガロース固定）、　GTPアガロース樹脂（4％beadedアガロ

ース固定）、ヌクレオチド（ArP、　UTP、　CTP、　GTP）はSigma－A玉drich社から購入した。側鎖を

保護したFmoc（9』uorenylmethoxycarbonyl）アミノ酸はNovabiochem社：から、　Fmoc－PAL－PEG

樹脂、HATU（0一（7－azabenzotriazol－1－yl）一1，1，3，3－tetramethyluronium　hexafborophosphate）は入pplied

Biosystems社から、ペプチド合成用DMFは和光純薬から購入した。

4－fluoro－7－nitrobenz－2－oxa－1，3－diazole（NBD　fluoride），1－pyrenesulfonyl　chldhde、

7－methoxycoumarin－3－carboxylic　acid、　Dansyl　chloride、　Dapoxy　sulfonyl　chloride、

6－carboxy且uorescein－succinimidyl　esterはMolecular　Probes社から購入した。　Cy5皿ono　NHS　ester

はAmersham　Bioscienceから購入した。　Klenow　DNAポリメラーゼ、制限酵素（Bα配HI、　Eむ∂RI）、、

T4　RNAリが一滴はNew　England　Biolab社から購入した。　Pyrobest　DNAポリメラーゼ、↑aKaRa

Ligation　Kit惚r　2はTaKaRa社から購入した。ライブラリー作成用DH5αコンピーテントセルは

Invitrogen社から購入した。逆転写酵素（AMV（Avian　Myeloblastosis　Virus）Reverse　Trans¢fiptase）

はPromega社から購入した。　RNA転写キット（Ampli　Scribe　T7　High　Yield　Transcriptioi　kit）は

Epicentre社から購入した。　B　acto　Trypton、　Y6ast　Extract、　Bacto　AgarはDifco社より購入した。

DNAライブラリー、　PCRプライマー用のDNAの合成はAmersham　Pharmacia社に依頼した。放

射性アイソトープはAmersham　Phamlacia社から購入した。　QIAprep　Spin　Mini　Prep　Kitぽ（⊇iagen

社から購入した。スピンカラムSUPREC－01はTaKaRa社から購入した。その他の試薬ぽ分子生

物学用もしくは特級のものを使用した。

蛍光修　Revペプチドの合成

　RevペプチドはSimadzu　PSSM．8ペプチド合成機を用いて、　Fmoc固相合成法により化学合成

した。樹脂はFmoc－1込L－PEG　resin（0．41㎜oy9）用いた。縮合は、棚旨に対して5当量のFmoc

アミノ酸、5当量のHATUを5％のジイソプロピルエチルアミン（DIEA）を含むDMFに溶解

したものを加え、60分撹搾することで行った。ペプチドのN末端のFmoc基を樹脂上で除去し
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た後、それぞれの活性化された蛍光分子（NBD伽oride、1－pyrenesulfonyl　chloride、Dansyl　chibride、

Dapoxy　sulfonyl　chloride、6－carboxyfluorescein－succinimidyl　ester、　Cy5　mono　NHS　ester）を5％DIEA

（v／v）を含むDMF中でカップリングした。7－methoxycouma血一3－carboxylic　acidにおいては5％

DIEA（v／v）、HAruを含むDMF中でカップリングを行った。蛍光修飾したペプチドの樹脂から

の切り出し及び脱保護は、氷上、窒素雰囲気下にてフェノール（0．75g）、チオアニソール（α5　ml）、

エタンジチオール（0．25m1）、水（0．5　ml）、トリフルオロ酢酸（10　m1）の混合溶液を乾燥させ

た樹脂に加え、窒素雰囲気下、氷上にて3時間擾搾することにより行った。その後、ゲルろ過

樹脂G－10（Amersham　Pha㎜acia）を用いて粗精製を行い、逆相HPLCにより精製を行った。精

製したペプチドはV6yager　MALDI－TOFマススペクトル（Applied　Biosystems）を用いて同定を行

った。蛍光修飾ペプチドの濃度はアミノ酸組成分析により決定した。

RNPリセプターの選　方’

　RNAライブラリーの作製は第二章の方法に従った。　Arp結合性RNPリセプター及び、　GTP

結合性RNPリセプターは以下の方法で選択を行った。結合実験には4％beadedアガロース固定

されたArp固定化アガロース樹脂、　GTP固定化アガロース樹脂を用いた。樹脂はあらかじめ、

結合バッファー（10mM　Tris－HCI（pH7．6）、100　mM　KCI、10　mM　MgC12、0．005％Tweeh20）に

より、樹脂容量の3倍量の結合バッファーで3回洗浄することにより平衡化した。50μi容量の

ArP樹脂またはGTP樹脂と、1μMのRNA、1．5μ耳Revペプチド混合液100μ1をスピ著カラム

SUPREC．01に加え、氷上で30分間時々三三しながら結合させた。結合反応後、遠心分離（5，000

g、1分間、4℃）を行い、非結合二分を除去した。300μ1の結合バッファーを加え、遠心分離

（5000g、1分間、4℃）する操作を3回繰り返し、樹脂を洗浄した。樹脂に結合したRNAは、

4mM　Arpを含んだ結合バッファー100μ1で溶出させ、これを3回繰り返した。回収した溶：液は

酢酸アンモニウム存在下エタノール沈殿を行い、RNAを回収した。回収したRNAのD寅Aへの

逆転写反応、PCRによる増幅、　RNAへの転写反応は第二章で示した方法に従った。

ATP固定化アガロース樹脂の有効濃度算出

　ATPが固定化された樹脂を含む結合バッファー（10mM　Tds－HCI（pH　7．6）、100　mM　i《Cl、10
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mM　MgC12、50μ9／ml　tRNA、0．005％Tween　20）中、放射線標識したA23　RNAを、結合が飽和

に達するまで結合させた。1分子のArpに対して1分子のRNAが結合すると仮定して、樹脂

に固定化されたArpの有効基質濃度を算出した。その結果、　Arp固定化アガロース面諭の有効

ATP濃度は73．6　nmol／血1樹脂容量であった。

ATP樹脂を用いたATP結合性RNPリセプターのATP結合能評価

　各樹脂量のArp固定化アガロース樹脂とRNA（最終濃摩1μM）とペプチド（最終濃度1μM）

を加えた結合バッファー（10mM　Tds－HCI（pH7．6）、10　mM　KC1、10mM　MgC12）をスピンカラ

ムSUPREC－01に加え、室温下30分間反応させた。反応液を遠心分離（5，000　g、1分間、4℃）

により濾過した後、300μ1の結合バッファーを加え遠心分離（5000g、1分間、4℃）する操作

を3回繰り返し、樹脂を洗浄した。樹脂に結合したRNAは、10mM　ArPを含んだバッファー100

μ1で溶出させ、これを3回繰り返した。洗浄液中、回収雨中、さらに樹脂の放射活性をチェヒ

ンコフ法により測定し、それぞれを非結合配分、特異的結合二分、非特異腰結油画分とした。

結合反応に用いたRNAの放射活性に対し、得られたRNAの放射活性から非結合自分（％）、特

異的結合画分（％）、非特異的結合部分（％）を算出した。データは平均±標準偏差により表記

した。RNPリセプターのArpとの解離定数κdは、以下の理論式［1］に従って算出した。解析ソ

フトにはIgor　Proを用いた。

　f＝［RNP］＋［ATP］／［RNP］T

　＝（［RNP］T＋［ATP］T＋瓦））／2［RNP］T一（（［RNP］T＋［ATP］T＋Kb）2－4［RNP］T［ArP］T）112／2［RNP］T　［1］

　fはArPに結合したRNPの結合割合、［］は濃度、［RNP］Tは全RNP濃度、［ArP］Tは全ArP

濃度を示す。

ATP樹脂を用いたATP結合性RNPリセプターの塩基選択性評

　樹脂量20μ1画面ArP固定化アガロース樹脂と、　RNA（最終濃度1μM）、　Revペプチド（最

終濃度1μM）、各濃度の競合剤を加えた結合バッファー（10mM　Ths－HCI（pH　7，6）、100　mM　KCI、

10mM　MgC12、0，005％Tween　20）40μ1をスピンカラムSUPREC－01に加え、室温下30分間反応

させた。以下、ATP結合能評価の方法に従い結合割合を算出した。
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蛍光スペクトル測定

　蛍光スペクトルはHitachi社製F4500蛍光スペクトル測定装置を用いて測定した。励起、発

光バンド幅は5nm、測定温度は20℃で行った。全測定は300μ1のバッファー（10　mM　Tds－HCl

（pH7．6）、100　mM　KCI、10　mM　MgC12）中に各蛍光性RNP複合体05μMもしくは0．1μMを

含むサンプル溶液を調整し測定を行った。励起波長はPyr－Rev（357　nm）、7mC－Rev（360　nm）、

7mGC－Rev（360　nm）を用いた。

蛍’強度測定結　を基にした解　定iの算出

蛍光強度測定結果を基にした解離定数1もの算出は、以下の理論式［2］に従って算出した。解析ソ

フトにはIgor　Proを用いた。

F。bs＝A（（（［F畑T＋［煎P］T＋邸）一（（［F脳P］T＋［訂P］T＋邸）2－4［㎜］T［訂P］T）112）／2［團P］［2］

Aは結合が飽和する時のArp濃度における蛍光強度（Fm、x一君血）を示している。邸は解離定

数、［FRNPhは蛍光性RNPの濃度、［ATP］TはArP濃度を示している。

蛍光マイクロプレートリーダーを用いた蛍光強度測定

　96ウェルマイクロプレートリーダーを用いた蛍光測定は、Wallac　ARVOsx　1420マルチプレー

トカウンター（Perkin　Elmer社）により測定を行った。1μM蛍光性RNPを含む結合バッファー

（10mM　Tds－HCl（pH7、6）、100　mM　KCI、10　mM　MgC12）に、各濃度の基質を加えた結合反応

溶液100μ1をマイクロタイタープレートに加え、数分穏やかに擁拝した後、30分間インキュベ

ートした。発光スペクトルの測定はそれぞれの蛍光分子に最適なフィルターを用いて行った。

フィルターは、Pyr－Rev（355，390　nm）、7mC－Rev（355，390　nm）、Dan－Rev（475，535　nm）、Dapoxy－Rev

（475，535nm）、　NBD－Rev（475，535　nm）、6FAM－Rev（475，535　nm）、　Cy5－Rev（650，670nm）を

用いた。各ウェルの蛍光強度イメージ図と、その図で用いた蛍光強度を示した色はW瓠ac　1420

so衰ware　ver　2．00を用いて作製した。
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一

　　　　　　　　　　　　　　　　　第四章

基質結合配向性を制御したRNA一ペプチド複合体リセプターの構築

4－1　基質の結合配向性を制御したRNPリセプターの構築

　天然の酵素には、厳密な基質の配向性をもとにして優れた反応選択性を発揮する基質結合場

及び化学反応場が存在する。しかしながら、従来の、化学反応の遷移状態アナログ分子に結合

する生体高分子リセプターの作製によるテーラーメイド酵素創製の方法論1・2では、こめような

特徴はデザインできない。この方法論を応用し、生体高分子リセプターに厳密な配向性のもと

に基質が結合する活性中心を設計できれば、天然の酵素に比べても遜色のない触媒活性を発揮

するテーラーメイド酵素が作製できると考えられる。現在までのin　vimセレクション法3を適

用したRNAアプタマー牛15及びRNA一ペプチド複合体（リボヌクレオペプチド、　RNP）リセプ

タ；一16の作製方法は、基質会子に対する結合活性のみを選択圧として目的分子を選択してきた。

そこで本章では、RNPのペプチドサブユニットを応用したin　vi廿。セレクションを行い㍉Revペ

プチドN末端近傍において、特定の配向で基質が結合するRNPリセプターを構築する方法論の

開発を行った。

inv醐mセレクション法により選択

されたRNPリセブター

RevペプチドN末蛸近傍に基質結合場

が存在し、特定の配向で善質が結合す

るRNPリセプター

図4－1　基質結合配向性を制御したRNPリセプターの選択
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4－1－1　基質の結合配向性を舗したin　vitmセレクション法の開発

　RNAサブユニットにin　vitroセレクション法を適用したArP結合性RNPリセプターの選択方

法16は、アガロースに固定化されたArpに対して結合活性を有するRNPを回収する方法で行

われた。上記方法論で選択されたRNAサブユニットの塩基配列は、本論文の第二章及び第三章

で選択されたRNAサブユニットにみられるように、保存配列がランダム領域内の多様な位置に

存在していた。Arpに対する結合活性のみを選択圧としてRNPリセプターを選択するこの方法

では、選択された各RNAサブユニットのArp結合場がRevペプチドN末端に対してそれぞれ

異なる位置で形成されていると考えられる。そこで本章では、基質結合場が形成される位置及

び、基質結合配向性を制御したRNPリセプ貝田の選択を可能とするin　vitroセレクション法の

開発を行った。この方法論を開発するため、RNPリセプターのペプチドサブユニットを利用し

た。RevペプチドのN末端にリンカー分子を介して基質分子を化学修飾し、　RNAサブゴニット

と複合体を形成させることで、RevペプチドN末端近傍に基質が存在している状態を作り出す、

ことができる。基質結合場がRevペプチドN末端近傍に存在しているRNAサブユニットは、

基質修飾Revペプチドと複合体を形成することで、ペプチドに化学修飾された基質分子と相互

作用する。この複合体は、アガロースなどの担体に固定化された基質分子に対して結合友応を

行うと、基質結合場がすでに基質と相互作用しているため、担体に固定化された基質との結合

が阻害されると予想される（図4－2）。この方法を用いることにより、基質結合場が良evペ

プチドのN末端近傍に存在したRNPリセプターの選択が可能であると考えられる。また本方法

論では、基質分子に導入するリンカー分子の位置を検討することにより、任意の基質結合配向

性で基質分子と結合するRNPリセプターを作製することが可能である。
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RNPリセプターのRNAサブユニット
と基質修飾Revペプチドの複合体
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RevペプチドN末靖近傍
に基質結合場が存在する

RNPリセプター

　
X

　
0

基質結合場がRevペプチドのN末端近傍に

存在する複合体は、担体に固定化された基

質分子に結合することができない。

図4－2　基質の結合配向性を制御した㎞vitroセレクション法の開発
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4－2　Arp結合配向性を制御したArp結合性RNPリセプターの構築

4－2－1　ランダム　域の長さの異なるRNAライブラリーの作製

　本章では標的分子をアデノシン三リン酸（Arp）とし、　Arp結合性RNPリセプターのRevペ

プチドN末端に対する基質結合場の位置及び、Arp結合配向性を制御する方法論の開発を行っ

た。現在までに、ランダム領域を構成している塩：基数が20塩基配列4と30塩基配列のR：NAラ

イブラリーにより形成されたRNPライブラリーにin　vitroセレクション法を適用し、雌P結合

性RNPリセプターが選択されている。これら二種類の塩基長を有するRNPライブラリーから

選択されたATP結合性RNPリセプターのRNAサブユニットの塩基配列を比較すると、塩基長

が20塩基から30塩基になることで、ランダム領域内に存在する保存配列の位置が5’側や3’側

に偏ったRNAサブユ『ニットが確認された（本論文第二章及び、第三章）。これらの結果から、

RNAサブユニットのランダム領域を構成する塩基長は、選択されるArp結合陸RNPリセプタ

ーのATP結合場のRevペプチドN末端に対する位置に大きく影響を与えていると予測される。

そのため、Revペプチドの歯末端に対し：て様々な位置℃Arp結合場を形成する’Arp結合性RNP

ライブラリーを作製するためには、ランダム領域の長さも検討する必要があると考えられる。

そこで、ランダム領域を構成する塩基配列の長さが異なるRNAライブラリー（Nn　RNAライブ

ラリー）を作製した。Nn　RNAライブラリーは以下に示す方法により作製した（図4－3）。3’

末端がリン酸化された5’側のRRE配列とランダムな40塩基からなる一本鎖DNAを鋳型DNA

とした。その鋳型DNAと3’側のRRE配列とランダムな6塩基からなるランダムプライマーDNA

を用いて相補鎖を形成させた後、Klenow　DNAポリメラーゼを用いて伸長反応を行った。鋳型

DNA、ランダムプライマーDNAともランダムな領域を含んでいるため、それぞれが相補鎖を形

成する場所により長さの異なる（7～40塩基）一本鎖DNAライブラリーが作製できる。鋳型

DNAは3’末端をリン酸化されているため、　Iqenow　DNAポリメラーゼによる伸長反応が阻害さ

れる。伸長反応後の一本鎖DNAライブラリーを鋳型DNAとして、両末端のRRE配列を含む

プライマーを用いてPCR反応により増幅し、長さの異なる二本鎖DNAライブラリーを作製し

た。その後、増幅した二本鎖DNAを鋳型とし、　RNAに転写反応を行うことでNn　RNAライブ

ラリーを作製した。
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　Revペプチド結合領域
　　　　　（RRE）　　　　　　　　　ランダム領域

5＝＝＝＝＝＝一一一・一一」一一一●3「）〈→・
　　　　　　　　　　　　　　　一一一3’（HO）■■■■■■■■■1＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝コ5’

Klenow　fragment

　　　　　　　　　　　　Revペプチド結合領域

　　　　　　　　　　　　　　　　（RRE）

様々な位置でのアニーリング

3＝＝

3’＝＝ニ：ニ＝＝＝一コ5’
3’＝ニ：＝＝＝：：：＝一コ5’

3’1＝＝：＝：＝：＝＝一■哩＝＝＝＝＝＝＝コ5，

PCRによる鋳型DNAの増幅

　　　　　　　　RNAに転写

幅
写

増
転

の
にA
A
N
N
D
R

型寿

ランダムな7～40塩基を含む

　ssDNAライブラリー

ランダム領域の長さの異なるRNAサブユニットライブラリー
　　　　　　　　　（Nn　RNAライブラリー）

図4－3　Nn　RNAライブラリーの作製方法
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4－2－2　Nn　RNAライブラリーを用いたATP結合性RNPリセプ荘川の選択

　作製したNn　RNAライブラリーを用いてin　v虹。セレクションを行い、塩基長の異なるATP

結合性RNPリセプターの選択を行った。まず、　Nn　RNAライブラリーとRevペプチドの複合体

を形成させることにより、RNPライブラリーを作製した。　in　vitroセレクション法を用いたRNP

リセプターの選択方法16に従い、このRNPライブラリーからATp結合活性のみを選択圧とし、

Arp結合性RNPリセプターの選択を行った。12回選択後、得られたRNAサブユニットの塩基

配列を示す（図4－4）。配列解析を行った結果、ランダム領域が17塩基から34塩基で構成

されるRNAサブユニットが選択されていた。その塩基配列には、ランダム領域の長さが30塩

基に固定されたライブラリーを用いて選択されたRNAサブユニット（第三章参照）と同様の保

存配列（5’一GUAGUGG－UGUG－3’）が確認された。この結果より、今回行ったin　vitroセレクシ

ョンにより、塩基長の異なるArp結合性RNPリセプターを選択できたと示唆される。さらに、

今回のセレクションでは、保存配列の5’末端のGがUに置換した（5’一UUAGUGG－UdUG－3’）

配列を有する複数のRNA配列も選択された。

4－2－3　選択されたATP、。　A性RNPリセプターの評

　選択されたRNPリセプターのArp結合能を評価するため、蛍光修飾Revペプチドを用いた

蛍光強度変化測定を行った。評価には、保存配列5’一GUAGUGG－UGUG－3’を含むランダム領域

が19塩基で構成されるAn16　RNAと、保存配列の5’末端の1塩基が置換された

5’一UUAGUGG－UGUG－3を含む、ランダム領域が17塩基で構成されているAn17　RNAを用いた。

蛍光修飾Revペプチドは7－methoxycoumarin－3－carboxylic　acidをN末端に化学修飾したツ1nC－Rev

ペプチドを用いた。上に示した2種類のRNAサブユニットと7mC－Revの複合体に対してArP

を滴定し、蛍光マイクロプレートリーダーを用いて蛍光強度を測定した。その後、得られた結

果から相対蛍光強度比を算出した（図4－5、4－6）。相対蛍光強度比より求めたArp結合

飽和曲線の解析により、An16RNA／7mC－RevとArPの解離定数は1もニ6．22日頃であった（図4

－5）。同様の方法で算出したAn17　RNA／7mC－RevとArPの解離定数はKb＝1．83μMであった

（図4－6）。これらの結果より、今回行ったNn　RNAライブラリーを用いたin　vitroセレクシ

ョンにより、長さの異なるATP結合性RNPリセプターが選択されたことが明らかになった。

104



AnO1
AnO2

An30 --
An35 --An29
AnO3
An08 -
An18 --
An15
An16

An33 --1tnO9

An22

An34 'An1O
An19
An17

" RRE O
GGUCUGGGCGCA

,
AAGCUG
CAAUAUC
AGUCAAUC
AUCAC
GCU
UU
AU
AC
AU
c
c
AC
U
AC

    7>YAsw
GUAGUGG GUAAGCG
GUAGUGG UGAGGVG
GUAGUGG ACUGUG
GUAGUGG AUUGUG
GUAGUGG UUUGAG
GUAGUGG UUUCUGUG
GUAGUGG UVUVGUG
GUAGUGG GUUGAG
GUAGUGG UUUGUG
GUAGUGG UGUGUG
GUAGUGG AAUGUG
GIUb,GUGG UUUUGAG
GCAGUGG GUAUGUG
UUAGUGG UUUGUG
VUAGUGG UUITUGUG
UUAGUGG UUIJVGUG
UUAGUGG UUIJGUG

UGUG
UGVG
UGVG
UGUG
UGUG
UGUG
UGVG
VGUG
UGUG
UGUG
UGUG
UGUG
VGVG
VGUG
UGUG
UGUG
VGUG

       ,

ACAGCAAGA
GAUAU
GAU
GUGGU
AGV
AA
AUU
GU
AV
G
G
GV
A
GU
U

" RRE O
UGACGGUACAGGCC

An26
An31
An14
An25
An36
An21

- - CAACGVAUUUUGCUGGCGAUCVGGCACUAGVCAG
    AGUUGAAAUACUUGCGUAAUUAA.GUGCCGGUAG
    GCUAUACCUUGCGCUGAALUAUCGUCGAGG
    GAUUGGAAUAUCUCGUCGUAGUAVCGUUAGVG
    GUCCGCCGUUUCAGCCUUAAUGCUAGGCAUCG
    AGCCGUUIJCUGCGUGAAAUUCGCAUCG

pa 4-4 Nn RNA iii -r fi7 Y -z}lrMvNk in vitro -t: 1-tT E7 g ;zee ,L D Mti<

s2zk RNA tff=;y Fovagaliju

105

x



　　5

盛｛4

栄3
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　　　　一8　　　　　　　－7　　　　　　　－6　　　　　　　勇　　　　　　　4　　　　　　　．3

　　　10　　　　　　　　初　　　　　　　　　　　　　噛0　　　　　　　　　　　　　　　　　旬　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　季0　　　　10

　　　　　　　　　　　　　Arp濃度（M）

図4－5　An16　RNA／7mC・Rev複合体の蛍光強度測定による

ATP結合評価
An16　RNA！7mC－Rev複合体のArPに対する結合飽和曲線を示す。理論式

に基づいて近似した曲線を示している。

　3、0

ヨ2．5

崇2・O

理15

　to
　　　　⑱　　　　　　　一7　　　　　　　－6　　　　　　　占　　　　　　　一4　　　　　　　“
　　　｛0　　　　噸0　　　　　葉0　　　　　10　　　　10　　　　　10

　　　　　　　　　　　　ATP濃度（M）

図4－6　An17　RNA17並C・Rev複合体の蛍光強度測定による

　　　　　　ATP結合評価

An　17　RNA／7mC－Rev複合体のArPに対する結合飽和曲線を示す。理論式に

基づいて近似した曲線を示している。
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4－2－4　N末端にATPをヒ学修　したRevペプチドの合成

　基質の結合配向性を制御したRNPリセプターを作製するためには、　RevペプチドのN末端に

基質分子を化学修飾した基質修飾Revペプチドが必要である。そこで、　RevペプチドN末端に

Arpを化学修飾したペプチドの合成を行った。合成スキームを以下に示す（図4－7）1z　18。

まず、RevペプチドのN末端にリンカー分子としてGly残基を導入したGRevペプチドをFmoc

固相合成法により合成した。その後、樹脂上でプロモ酢酸を縮合した。続いて、合成ペプチド

の樹脂からの切り出し及び脱保護反応を行い、HPLCにより精製を行った。精製したペプチド

にAdenosine　5’｛γ一thio］triphosphate（ArPγS）を反応させることにより、ArPをγ位：のリン酸基を介

して合成ペプチドと結合させた。この操作により、基質Arpのリン酸基とRevペプチドがリン

カー分子を介して共有結合で繋がれたArp－GRevペプチドを合成した。
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図4－7　ATP・GRevペプチドの合成スキーム
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4－2－5ATP修　Revペプチドを用いたATP結合配向性を制’したセレクション

　Nn　RNAライブラリーを用いたin　vitroセレクションにより選択されたRNPリセプターの中か

ら、RevペプチドのN末端近傍及び、特定の配向でATPと相互作用するArP結合性RNPリセ

プターの選択を行った（図4－8）。ArP－GRevペプチドと複合体を形成したArP結合性RNP

リセプターのRNAサブユニットは、　Arp結合場がRevペプチドのN末端近傍に存在している

とペプチドに修飾されたArpと相互作用する。このため、アガロースに固定化されたArpへの

結合が阻害されると考えられる。そこで、ATP結合配向性を制御したセレクションの第1ステ

ップとして、選択されたArP結合性RNPリセプ豊田のRNAサブユニットと、ArP－GRevペプ

チドの複合体をATP固定化アガロース樹脂に加え、結合反応を行い、非結合画分を回収した。

この操作により、RevペプチドN末端近傍以外にATP結合場が存在するRNAサブユニットを

除去した。この方法では、ATP結合活性のないRNPも選択されることになる。第2ステップで

は第一ステップで回収したRNPからArp結合活性のあるRNPを得るため、まずは

RNAIArP－GRevペプチド複合体からRNAサブユニットの回収を行った。第1ステップで回収し

た溶液を陽イオン交換樹脂に加えることにより、RNAと複合体を形成しているArp－GRevペプ

チドを除去し、RNAサブユニットのみを回収した。続いて第3ステップで、回収したRNAサ

ブユニットに対して等量のRevペプチドを加え、再びRNPを形成させた後、　Arp固定化アが日

脚ス樹脂と結合反応を行った。結合反応後、非特異的に結合した分子を除き、Arp結合活性の

あるRNPを回収した。回収したRNAを用いて逆転写反応を行い、PCR法を用いて増幅させた。

増幅したDNAを鋳型として転写反応を行い、次のサイクルのRNAライブラリーを作製した。

この一連の操作を繰り返し、RevペプチドのN末端近傍、特定の配向でATPと結合するATP結

合性RNPリセプターの選択を行った。
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ATP結合性RNPリセプターの
RNAサブユニットライブラリー
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PCR法による増幅
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図4－8 Re▼ペプチドN末端近傍にATP結合場が存在す

るATP結合性R、NPリセプターの選択方法
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4－2－6　　ATP　　A　　口 を　Zしたセレクションにより選択された

　ATP－GRevペプチドを用いたArP結合子向性を制御したin　vi吐。セレクションを6サイクル行

い、RNAサブユニットの塩基配列解析を行った。その結果、以下に示すRNAサブユニットの

塩基配列を得た（図4－9）。得られた配列中には5’一UGXAAUA－GUUGUAG－3’（X：Aor　G　or　C）

の保存された塩基配列が確認された。RevペプチドとRRE　RNAの複合体の三次元立体構造から、

RNAサブユニットのランダム領域内で、　RevペプチドのN末端に最も近接するのは3’末端であ

ることが明らかになっている。選択されたRNAサブコ・ニットの塩基配列は、ランダム領域内の

3’末端に、5’一GUUGUAG－3’配列が保存されていることから、　RevペプチドN末端近傍にATP結

合場が存在していると予測される。選択された配列は、ランダム領域を構成している塩基数が

33塩基から37塩基であった。基質結合配向性を制御したセレクションを行う前のRNAサブコ・

ニットライブラリーの配列（図4－4）と比較すると、ランダム領域を構成する塩基数が増加

していた。

ATPROl

ATPRO　2

ATPRO　3

ATPRO　4

ATPRO　5

ATPRO　6

ATPRO　7

ATPRO　8

λTPROg

AτPR10

や　RRE　ゆ如
GGUCUGGGCGCA　　　　GC瓦U

一一一一一一一一一一一一@　　　ゑGGU

一一一一一一一一一一一一 @　　　　UC

一一・一一一一一一一一一一 @　　　　UGU

一一一一一一一一一一一一 @GUUCGGU

一一一一一一一一一一一一 @　　　AGGA

一一一一一一一一一一一一@　　　UAUC

一一一一・一一一一@一一一　　　　UAGU

一一一一一一一一一一一一@　　　GGU

一一一一一一一一一一一一 f

　　　　　　ランダム領域　　　　　　　　ゆ釦

UG」臨AUA　UGCUGAGGCGAUUUACAG　　GUUGUAG

UGGAAUA　CCUUGUGCGUAUGUハAUCU　GGUGUAG
UGGAAUA　CAUGCGCCUUAUUGCUU　　　GUUGUAG

UG㎜UA　CUAGCGUCGGA瓦GUAG巫　　GσUGUAG
UGCAAUA　CCUUGCGCGAA瓦GCA　　　　　GUUGUAG

UGGハAUU　GCCUUGUGUUAGGAUUG　　　UσUGUAG

UG㎜UA　UAUGUGCGAUAGUUAAUU　　GUUGUAG
UGGAAUA　CUAUUCGCGAACAUU　　　　　GUUGUAG

UGGAAUA　CCGCGCUGUUUAGUGU　　　　GUUGUAG

UGCUAUA　UG飢「AGUCGUGCUGUGCCGCUAGUA直CG

　　　　RRE　ゆ

UGACGGUACAGGCC

図4－9 ATP・GRevペプチドを用いたセレクションによ

り選択されたRNAサブユニットの塩基配列
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4－2－7　選択されたATP結合性RNPリセプターのATP結合能の評価

　選択されたRNAサブユニットのArp結合能を評価するため、　Arp樹脂を用いた結合試験を

行った。RNAサブユニットはATPROI、　ATPRO2、　ArPRO3、　ArPRO4、　ArPRO5、　ArPRO6　RNA

を用いた（図4－9）。また、基質結合配向性を制御していないArp結合1生RNPリセプターと

比較するため、本論文の第三章で得られたRNAサブユニットから任意に選択したA34　RNAも

試験に用いた。まず、得られたRNAサブユニットのATP結合活性を評価するため、　Revペプチ

ド存在下、非存在下（RNAのみ）でArp結合試験を行った（図4－10）。その結果、今回評

価に用いた全てのRNPがArp結合活性を示した。また、　Revペプチド依存的なArp結合は確

認されなかった。続いて、選択されたArp結合性RNPリセプターの基質結合場がRevペプチ

ドN末端近傍に存在しているかを評価するため、Arp－GRevペプチドを用いたA：rp結合試験を

行った。試験は、各RNAサブユニットとRevペプチド及びArP－GRevペプチドの複合体を、

ATP固定化アガロース樹脂に対して結合反応を行い、結合割合を算出した。基質結合配向性を

制御したセレクションにより得られたRNAサブユニットと、　ATP－GRevペプチドの複合体は、

Revペプチドとの複合体と比較して結合割合の大幅な減少が確認された（図4－11）。一方、

結合能のみで選択されたA34　RNAにおいては、A34　RNAIArP－GRevはA341Rev複合体の結合割

合と比較して大きな差は確認されなかった（図4－10）。この結果は、ArPR　RNAIArP－GRev

複合体のペプチドサブユニットに修飾されたATpが、RNAサブユニットの樹脂に固定化された

Arpに対する結合を阻害していることを示している。これらの結果より、基質結合配向性を制

御したセレクションにより得られたRNAとRevペプチドにより形成されるArp結合性RNPリ

セプターは、RevペプチドN末端近傍にArp結合場が存在するRNPリセプターであることが

示唆される。
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図4－10　ATPR　RNA／Revペプチド複合体を用いたATP結合

　　　　　　　試験

選択されたRNAのRevペプチド存在下（青色）、非存在下（灰色）における

Arp固定化アガロース樹脂に対する結合割合を示した。
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図4－11　ATPR　RNAIATP・GRe▼ペプチド複合体を用いた

　　　　　　　ATP結合試験

選択されたRNA／Revペプチド複合体（青色）、ArP－GRevペプチド複合体（紫

色）のAn⊃固定化アガロース樹脂に対する結合割合を示した。

■
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考察

　本章では、Arp結合性RNPリセプターのペプチドサブユニットを利用することにより、Arp

結合配向性を制御したArp結合性RNPリセプターの選択が可能であることを示した。本論文第

二章及び、第三章では、ペプチドサブユニットにランダムなアミノ酸により構成されるループ

構造や、蛍光分子を導入することによりペプチドサブユニットをライブラリー化し、再び選択

もしくはスクリーニングを行うことでRNPの高機能化及び機能改変が可能であることを示した。

これらの方法論を用いれば確かに高機能なRNPを創製することができるが、異なるアプローチ

として分子設計による機能性RNP創製の方法論が考えられる。分子設計による機能性RNPを

創製するためには、RNA、ペプチド、基質の三者間の詳細な位置情報が必要であり、また、そ

れらの位置を人為的に操作できる方法論が必要である。本章で示した方法論を用いて得られた

RNAサブユニットは、　RevペプチドN末端近傍でArPと相互作用すると示唆される。このArP

結合性RNPリセプターの構造解析を行い、　Arp結合場のRevペプチドN末端からの距離及び

角度の詳細な構造情報を得ることで、分子設計によりRevペプチドN末端に触媒活性基を導入

したRNP酵素など、機能性RNPの創製が；期待できる。本章で用いた基質修飾Revペプチドは、

Arpの拉のリン酸基からリンカー分子を介してRevペプチドと連結したArp－GRevペプチドを

用いたが、Arpのリボースや塩基部分にリンカーを導入することで、今回得られたRNAサブユ

ニットとは異なるArp配向性で結合するRNPリセプターを、人為的に作製することが可能であ

ると考えられる。また、本章で開発した基質結合配向性を制御したRNPリセプターの選択方法

は、第二章に示したRNPリセプターの段階的高機能化法に適用でき、第二段階機能化に用いる

RNAサブユニットの選択に効果を発揮する。　RevペプチドN末端近傍で基質と相互作用する

RNAサブユニットと、ペプチドライブラリーを用いたRNPリセプターの段階的高機能化に興

味がもたれる。

　ランダム領域を構成する塩基数の異なるRNAライブラリー（Nn　RNAライブラリー）を用い

て、ArP結合性RNPリセプターを選択した結果、ランダム領域が17塩基から34塩基のRNA

サブユニットが得られた。この結果より、Nn　RNAライブラリーは基質結合場の空間的な位置

を多様化させるだけではなく、基質結合場を構成するための最小塩基数を探索することに利用
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できると考えられる6そのため、RNPリセプターの構造解析が容易になり、今後偉基質結合モ

ジュールの探索をはじめとする機能性RNPの構造と機能の関係を研究するための重要なツール

となり得る。

　本章では、in　vitroセレクション法によりArPに対して結合能を有するArP結合性RNPリセ

プターを選択し、その後、基質結合配向性を制御したArp結合性RNPリセプターを選択した。

結果に示したRNAサブユニットの塩基配列からも明ちかなように、Arp結合能のみで選択した

RNPリセプターと、そこから浸プチドサブユニットを利用しArp結合配向性を選択圧として選

択されたRNPリセプターのRNAサブユニットは、全く異なる塩基配列が収束した。この結果

は、ある選択圧で収束したかに見えるライブラリーでも、そのライブラリー内には配列解析で

は発見できない高機能なRNPが存在している可能性があることを示している。また、複数の選

択圧を順番にかけることによるRNPリセプターの機能化が可能であることを示している。これ

らの知見より、今後、in　vitroセレクション法を用いた機能性RNPの選択方法を改良することで、．

さらなる高機能なRNPを選択する方法論の開発が期待される。
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結論

　本章では、基質結合配向性を制御したRNPリセプターを構築する一般的な方法論の開発を目

指し、特定の位置及び配向性でArpと結合するATP結合性RNPリセプターを選択する方法論

を示した。まず、RNPリセプターのRNAサブユニットに、　RevペプチドのN末端に対して様i々

な位置でArp結合場を形成させるため、ランダム領域を構成する塩基数が異なるRNAライブ

ラリー（Nn　RNAライブラリー）を作製した。このNn　RNAライブラリーを用いたin　vitroセレ

クションにより、塩基長の異なるArp結合性RNPリセプターを作製することに成功した6次に、

Arp結合配向性を制御したin　vitroセレクションを行うため、　RevペプチドN末端にリン酸基を

介してArPを化学修飾したATP－GRevペプチドを作製した。このArP－GRevペプチドと、選択

されたRNAサブユニットの複合体を用いて、　RevペプチドN末端近傍において特定の配向で

ArPと相互作用するATP結合性kNPリセプターを選択するin　vi廿。セレクションを行った。こ

の方法で選択されたRNPは、　ATp結合活性を有することを明らかにした。さらに、今回のセレ

クションで選択されたRNAサブユニットとArp－GRevの複合体は、アガロースに固定化された

ArPに対する結合が阻害される結果を得た。この結果より、ArP結合配向性を制御したin　vitro

セレクションにより選択されたArP結合性RNPリセプターは、　ArP結合場がRevペプチドN

末端近傍に存在していると示唆された。以上の結果より、基質修飾Revペプチドサブユニット

を用いて、基質結合配向性を制御したRNPリセプターを構築する方法論を示すことができた。

115



実験の部

曲
　側鎖を保護したFmoc（9－fluorenylmethoxycarbonyl）アミノ酸、月：BTU

　（2一（1H－Benzotriazole－1－y1）一1，1，3，3－tetramethyluronium　hexafluorophosphate）、打OBT

（1－hydroxybenzotdazole）は渡辺化学工業から、　Fmoc－PAL－PEG樹脂はApphed　Biosyste趣社か

ら、ペプチド合成用DMF、　bromoace丘。　acid、　DIC（diisopropylcarbodiimide）は和光純薬から購

入した。7－methoxycoumadn－3－carboxylic　acidはMolecular　Probes社から購入した。　ATP闘定化ア

ガロース樹脂（4％beadedアガロース固定）、ヌクレオチド（ArP、　ArPYS）はSigma－Aiadch社

から購入した。Klenow　DNAポリメラーゼ、制限酵素（βα1ηHI、　EcoRI）、　T4　RNAリガーゼは

New　England　Biolab社から購入した。　Pyrobest　DNAポリメラーゼ、　TaKaRa　Ligation　I董t脆r2は

TaKaRa社から購入した。ライブラリー作成用DH5αコンピテントセルはInvitrogen社がら購入、

した。逆転写酵素（AMV（Avian　Myeloblastosis　Virus）Reverse　Transcriptase）はPromega社から購

入した。RNA転写キット（AmpH　Sc㎡be　T7　High　Yield　Transcd画on　Kit）はEpicentre社民ら購入

した。Bacto　Trypton、　Y6ast　Extract、　Bacto　AgarはDifco社より購入した。　DNAライブラリー、

PCRプライマー用のDNAの合成はAmersham　Phamlacia社に依頼した。放射性アイソトープは

Amersham　Pharmacia社から購入した。　QIAprep　spin　Mini　Prep　KitはQiagen社から購入した。ス

ピンカラムSUPREC－01はTaKaRa社から購i入した。陽イオン交換樹脂CM－TOYOPEAkL　650M

はTOSOH社から購入した。その他の試薬は分子生物学用もしくは特級のものを使痢した。

ランダム　　の長さの　なるRNAライブラリー　Nn　RNAライブラリー　の　製

　3’末端がリン酸化された40塩基のランダムな塩基配列を含む鋳型DNA（temp－Nn　40）にRRE

配列とアランダムな塩基により構成されたランダムプライマー（Rev　Nn7）を99℃から室温ま

で2時間かけてアニーリングさせた後、Klenow　DNAポリメラーゼを用いて25℃、15団子の伸

長反応により2本鎖DNAを合成した。　T7プロモーターを含むFOR　O1プライマーとR帥01プ

ライマーを用いて、変性94℃、30秒、アニーリング55℃、30秒、伸長反応72℃、i分の条

件により4サイクルPCR反応を行うことで、異なる長さのランダム領域を含む2本鎖めDNA
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ライブラリーを構築した。DNAライブラリーを鋳型としてAmph　Scribe　T7　High　Yield

Transcripロon】益tを用いて転写したRNAを長さの異なるNn　RNAライブラリーとした、痢いた

DNAプライマーの配列を以下に示す。

temp－Nn　40：5LGGAArAGGTCTGGGCGCA（N40）一3’P（Nはランダムな核酸塩基）

Rev　Nn7：3LNNNNNNNACTGCCArGTCCGGArAAGG－5曾

Nnライブラリーを　いたATP　A　RNPリセプターの選　方■

　Nnライブラリーを用いたArp結合性RNPリセプターは、以下の方法に従い選択した6結合

反応には4％beadedアガロース固定されたArp樹脂を用いた。樹脂はあらかじめ、結脊バ．ッフ

ァー（10mM　Tds－HCI（pH7．6）、100　mM　KCI、10　mM　MgC12、0．005％Tween20）によ顔樹脂

容量の3倍量の結合バッファーで3回洗浄することにより平衡化した。50叫容量のA挫樹脂、

1μMのNn　RNAライブラリー、1．5μM　Revペプチド混合液100μ1をスピンカラムSゆ鮎C－01

に加え、氷上で30分間、撹拝しながら結合させた。以下、第三章に示したRNPリセプターの

選択方法に従った。

評に用いるRNAの

　選択されたArp結合性RNPリセプ春日のRNA配列解析、クローニングを行ったプラスミド

DNAの配列解析、配列解析を行ったプラスミドDNAからRNAの調製は第二章に示し滝方法に

従った。

蛍’マイクロプレートリーダーを用いた蛍’強度測定

　96ウェルマイクロプレートリーダーを用いた蛍光測定はWa11ac　ARVOsx　1420マルチプレート

カウンター（Perkin　Elmer社）を用いて行った。0．5μM蛍光性RNPを含む結合パッフデー（10

mM　Ths－HCI（pH7．6）、100　mM　KCI、10　mM　MgC12）に、各濃度のArPを加えた結合皮応溶液

100μ1をマイクロタイタープレートに加え、数分穏やかに撹絆した後、30分間インキ土ベート

した。発光強度の測定は7mC－Rev（355，390　nm）のフィルターを用いて行った。
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蛍光強度測定結果を基にした　離定数の算出

　蛍光性RNPとArpとの解離定数Kbは、以下の理論式に従って算出した。解析ソフトにほIgor

Proを用いた。

Fobs＝抵（（（［FRNP］T＋［ArP］T＋長））一

　　　　（（［FRNPjT＋［ArP］T＋瓦））2　－4【FRNP］T［ATP］T）1ρ）12［RNP］

Aは結合が飽和する時のArp濃度における蛍光強度（．F㎜一1㌔血）を示している。　Kbほ解離定

数［FRNP］Tは蛍光性RNP　g）濃度、【ArP］TはArP濃度を示している。

ATP・Revペプチドの合

　リンカー分子としてRevペプチドのN末端にGly残基を導入したGRevペプチドは、歯madzu

PSSM－8ペプチド合成機を用いて、Fmoc固相合成法により化学合成した。樹脂はFmoc一議L－PEG

resin（0．37㎜oVg）を0．05　g用いた。縮合は、樹脂に対して10当量のFmocアミノ酸、10当量の、

H弓TU、　HOBTを5％DIEAを含むDMFに溶解したもの加え、60分撹拝することで行づた。合

成終了後の樹脂をDMFで3回洗浄後、　bromoac磁。　acid（190μmol）とDIC（190μmol）をDMF

に融解した溶液1mlを加え、室温下3時間反応させることによりプロモアセチル化を符つた。

ペプチドの樹脂からの切り出し及び脱保護は、氷上、窒素雰囲気重にてトリフルオロ酢酸（5ml）、

チオアニソール（0．1m1）、ジクロロメタン（15m1）、水（0．25　ml）の混合溶液を乾燥きせた樹

脂に加え、窒素雰囲気下、氷上にて3時間豊北することにより行った。その後、ゲル塔過樹脂

G－10（Amersham　Pha㎜acia）を用いて粗精製を行い、逆相HPLC（溶離液A：0．2％T痘薄H20、

溶離液B：0．2％TFA／50％CH3CNIH20）により精製を行った。精製したペプチドはVbyager

MALDI－TOFマススペクトル（Applied　Biosystems）を用いて同定を行った。精製後のペプチド

に対して2等量のArPγSを加え、10　mM　TEAA（pH．8．0）でpHを調整した反応溶液を塗温海3

時間反応させた。反応後、逆相HPLC（溶離液A：0．2％TFAIH20、溶離液B：0．2％T議／50％

CH3CNIH20）により精製を行った。

ATP・R．evペプチドを用いたATP結合配向性を制∠したin　vitroセレクション

Arp結合配向性を制御したArp結合性RNPリセプターは、以下の方法に従い選択を牲つた。

118



結合実験には4％beadedアガロース固定されたArP樹脂を用いた。結合反応は、　ArP樹脂に対

しての12回選択を行ったRNPライブラリーのRNAサブユニット5μM、5μM　ATP－G長bvペプ

チドを含む結合バッファー溶液（10mM　Tris－HCI（pH7．6）、100　mM　KCI、10　mM　MgC12、　b。005％

Tween20）100μと樹脂容量50固のArP樹脂をスピンカラムSUPREC－01に加え、氷上で30分

間結合反応を行った。結合反応後、遠心分離（5，000g、1分間、4℃）を行い、樹脂に非結合の

品分を回収した。さらに100μ1の結合バッファーを加え撹搾した後、再び遠心分離により溶液

を回収した。得られた非結合此分の溶液を樹脂容量50μ1の陽イオン交換樹脂（CM－TOY◎飽AR正

650M（TOSOH））に加え、氷上で30分間結合反応を行った。その後、遠心分離（5，00d　g、1分

間、4℃）により非結合画分を回収することで、RNAと複合体を形成していたArp－Reヤペプチ

ドを除いた。回収した溶液のRNA濃度をUV測定により定量し、等量のRevペプチドを加え、

2回目の結合反応に用いるサンプル溶液とした。その溶液200興1と樹脂容量50叫のA距樹脂を

スピンカラムSUPREC－01に加え、氷上で30分問結合反応を行った。遠心分離（5，000　g、1分

問、4℃）により結合反応溶液を除き、さらに樹脂を200μ1の結合バッファーで2回洗浄を行

った。洗浄後の樹脂に4mM　ArPを含む結合バッファーを100μ1加え、氷上で10分間才ンキュ

ベートし、結合したRNPを回収した。この溶出操作を2回行った。回収したRNA精嵐DNA

への逆転写反応、RNAへの転写反応は第三章のRNPリセプターの選択で示した方法に頻った。

転写したRNAは、次のサイクルのRNAライブラリーとして用いた。

ATP－GRevペプチドを用いたRNPリセプターのATP結合試験

　樹脂量として20μ1のATP固定化アガロース樹脂と、放射線ラベルしたRNA（最終濃度5脾M）

と各ペプチド（RevおよびArP－GRevペプチド、最終濃度5μM）を加えた結合バッフナー（10

mM　T冠s－HCI（pH7．6）、10mM　KCI、10nlM　MgC12）50μ1を、スピンカラムSUPREC－01に加え、

氷上で30分間結合反応を行った。反応液を遠心分離（5，0009、1分間、4℃）により濾過した

後、300μ1の結合バッファーを加え、遠心分離（50009、1分間、4℃）する操作を3画繰り返

し樹脂を洗浄した。樹脂に結合したRNAは、4mM　ArPを含んだバッファー100μ1で溶出させ、

これを3回繰り返した。洗浄液中、回収液中、さらに樹脂の放射活性をチェレンコフ法たより

測定し、それぞれを非結合一分、特異的結合福分、非特異的結合面分とした。結合反応た用い
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たRNAの放射活性に対し、得られたRNAの放射活性から非結合画分（％）、特異的結合画分（％）、

非特異的結合画分（％）を算出した。
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第五章

総括

　これまでに、目的とする基質特異性と反応性を有する生体高分子を自在に設計、そしで作製す

る試みが数多く行われている。その中で、従来のタンパク質工学的手法に加え、in　vitr6セレク

ション法や、ファージディスプレイ法の開発により、高機能を有する生体高分子を作製する技

術が発展してきた。現在までに、抗体触媒やRNA触媒が作製されてきたが、化学反応め遷移状

態アナログ分子に結合する抗体もしくはRNAを作製するこれらの方法論では、天然の酵素に匹

敵する触媒活性を生み出すことはできていない。天然の酵素活性に劣らないテーラーメイド酵

素を創製するためには、基質が厳密な配向性のもとに結合し、基質の基底状態、反応遷移状態

および反応生成物に合わせて構造変化が可能な化学反応場を、生体高分子を用いて設計するこ

とが可能な方法論が必要である。森井らは、RNAとペプチドの複合体（RNP）のRNAサブユ

ニットにin　vitroセレクション法を適用し、アデノシン三リン酸（Arp）結合性RNPリセプター

を作製した。本論文では、AIP結合性RNPリセプターの「RNAとペプチドの複数のザブユニ

ットで構成されていること」こと及び「ペプチドサブユニットの機能化が可能であること」に

着目し、ペプチドサブユニットの機能化による機能性RNP創製の方法論を開発した。

　第二章では、RNPが複数のサブユニットから形成されているという利点を生かし、顧Pを構

成するRNAとペプチドサブユニットを段階的に機能化する方法論を開発した。Arp結合性RNP

リセプターのペプチドサブユニットにループ構造を導入し、ループ構造を構成する7アミノ酸

をファージディスプレイ法を用いてライブラリー化した。ライブラリー化したペプチドサブユ

ニットとRNAサブユニットから得られるRNPリセプタープールから、新たにArP結合性RNP

リセプターを選び出した。その結果、もとのRNAサブユニットのみを機能化したAT参．結合性

RNPリセプターよりも高いArP親和性とArP選択性をもつArP結合性RNPリセプターが作製

できることを明らかにした。これにより、複数の生体高分子サブユニットを用いて、高い分子

識別能と親和性を持つリセプターが作製できることを実証した。本論文で示したRNPリセプタ

ーの段階的高機能化法は、基質に対する親和性、選択性を多段階的に制御することが笥能であ

ることから、RNPリセプターに基質の基底状態、遷移状態および反応生成物に合わせて最適化

122



された化学反応場の構築が可能であると考えられる。即ち、化学反応の進行に応じて反応場の

構造が変化することで触媒活性を発揮させるという、新たなテーラーメイド酵素の作製法の開

発が期待できる。

　第三章では、Arp結合性RNPリセプターのペプチドサブユニットに蛍光分子を導入すること

で、リセプターとしての性能を維持しつつ、Arpとの結合に伴い蛍光強度が変化するA黛P応答

性蛍光RNPセンサーに機能改変できることを明らかにした。これにより、RNPの各サブユニッ

トに異なる機能を付加することによって、新たな機能性生体高分子の作製が可能であることを

明らかにした。種々の蛍光分子で修飾した蛍光性ペプチドサブユニットライブラリーを用いる

ことにより、望みとする励起・発光波長で応答するArp応答性蛍光RNPセンサーを簡使に得る

方法論を開発した。また、in　vitroセレクション法により得られた各RNPリセプターが、　ArPに

対する親和性が多様であることを利用し、幅広い濃度レンジで応答するArp応答性蛍光RNP

センサーの作製を可能にした。さらに、ATP応答性蛍光RNPセンサーの作製と同様め方法で、

GTP応答性蛍光RNPセンサーを作製した。本方法論は、リセプター自身を蛍光センサー1こ機能

改変する従来のセンサー作製法の問題点を克服し、RNPリセプターの基質との結合に関わる

RNAサブユニットを化学修飾することなく、任意の標的に対するテーラーメイド蛍光センサー

を作製する一般的な方法論となることが期待される。

　第四章では、基質の結合配向性を制御したRNPリセプターの作製方法を開発した。ペプチド

サブユニットのアミノ末端にATPを固定化したArp－GRevペプチドを用いてセレクシ旨ンを行

う方法論を開発し、基質Arpの結合配向性を制御したArp結合性RNPリセプターを得ること

に成功した。本方法論の開発により、天然の酵素にみられる厳密な結合配向性のもと基質が結

合する化学結合揚をRNPリセプターに設計することを可能にする。また、本方法論はペプチド

サブユニットに触媒活性基を導入し、合目的な分子設計によりテーラーメイド酵素を作製する

ための基盤的方法論となる。

　本論文で開発したRNPリセプターの段階的高機能化法および基質結合配向性を制御した

RNPリセプター作製法により、天然の酵素に見られる「化学反応の進行に伴う構造変化」と「厳密

な配向性のもと基質が結合する」という特徴の設計が可能となり、天然の酵素に引けをとらない

触媒活性を有したテーラーメイドRNP酵素の作製が期待できる。本論文で新たに開発した、迅
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速かつ簡便に望みとする性質を有した蛍光RNPセンサーを作製する方法論を応用することによ

り、環境中に存在する数多くの環境汚染分子をそれぞれ高感度に検出できる計測ツールの開発

が可能である。また、蛍光性RNPセンサーは、共有結合によって複合体を安定化させることに

より、マイクロチップ上に固定化することが可能である。様々な環境汚染分子を同時1こ、かつ

簡便に計測することが可能な蛍光性マイクロアレイセンサーは、持続可能祉会の実現に必要な

新しい環境計測技術となることが期待できる。現在までにRNA、タンパク質をそれぞれ単独で

用いた機能性生体高分子を創製する方法論が示されてきたが、本論文では、RNPリセプターを

機能化する方法論の開発により、RNA一タンパク質複合体を用いた機能性分子創製という新し

い分野を開拓した。今後、本論文に示した方法論を発展させることにより、高機能な煎A一タ

ンパク質もしくはRNA一ペプチド複合体の創製が期待される。

124



　　　　　　　　　　　　　　　　　　論文目録

（主論文）

Stepwise　Molding　of　a　H：ighly　Selective　Ribonucleopeptide　Receptor

（リボヌクレオペプチドリセプターの段階的高機能化）

Shin－ichi　Sato，　Masatora　F亘㎞da，　Masaki　Hagihara，　YUkiko　Tanabe，　Katsutoshi　Oh㎞bo，

and　T欲ashi　Morii

2005年1，月12日発行

ノ。班ηα1｛ガ’舵んηθrfcαηC舵〃2∫cα130c∫6リァ第127巻　1号　30頁～31頁

（参考論文）

Opthnization　of　an　ATP－b血塾ding　ribonucleopeptide　receptor

（ATP結合性リボヌクレオペプチドリセプターの最適化）

Shin－ichi　Sato，　Tetsuya　Hasegawa，　Masaki　Hagihara，　Masatora　Fu㎞da，　Katsutoshi　Oh㎞bo，

and　Takashi　Morii

2003年9，月発行

2＞〃cZθ∫cAc∫45Rθ36α肋5塑ρZ6耀η’第3巻239頁ん240頁

（関連する原著論文、総説など）

ファージディスプレイ法を用いたセレクション～標的分子に結合する生体分子の作製ん

福田将虎、杉本健二、森井孝

2006年10月発行

生命科学研究レター　22号　24頁～29頁

125



（主論文）

AM。d。1。。　St，at。gy　b曲i1。・i・g　Flu。re，ce・t　Ri・・en・…貨・m　Rib・・u・1・・P・ptid・C・mp蓋・論

（リボヌクレオペプチド複合体を用いた蛍光性バイオセンサーの構築）

Masaki　Hagihara，　Masatora：Fukuda，艶tsuya　Hasegawa，　and　Takashi　Morii

2006年10月4日発行

」偲rηα1げ伽A〃3θr∫c伽C加砺。α」50c’8り，第128巻39号12932頁～12940頁

（参考論文）

Stepwise　functiona夏ization　of　ribonucleopeptide　complexes　to　receptors　and　sensors

（リボヌクレオペプチド複合体の段階的高機能化）

Masatora　Fu㎞da，　YUkiko肱nabe　and，馳kashi　Morii

2005年9月発行．1物cZε∫oAo薦5　Rε5εα肋5塑ρZθ〃吻∫第49号355項～356項

（主論文）

Construction　of　an　ribonucieopeptide　receptor　regulated　binding　geometry

（基質結合配向性を制御したRNPリセプ山盛の構築）

Masatora：Fukuda，　Masaki　Hagihara　and　Takashi　Morii

投稿準備中

126



学会発表

第7回生命化学研究会シンポジウム（仙台　2005年1月）

リボヌクレオペプチドレセプターの段階的構築法

福田将虎、佐藤慎一、萩原正規、大久保捷敏、森井　孝

日本化学会第85春季年会（神奈川　2005年3月）

RNA一ペプチド複合体の段階的高機能品

品田面虎、佐藤慎一、萩原正規、大久保漏出、森井　孝

国際核酸化学シンポジウム（福岡　2005年9，月）

Stepwise　functionalization　of　ribonucleopeptide　complexes　to　receptors　and　sensors

Masatora　Fu㎞da，　YUkiko　Tanabe　and　Thkashi　Morh

SORSTジョイントシンポジウム（大阪2005年11，月）

リボヌクレオペプチドリセプターを用いたテーラーメイドバイオセンサーの開発

福田愚詠・森井　孝

Gordon　Research　Conference　Bioorganic　Chemistry（ニューハンプシャー2005年6月）

Stepwise　Molding　of　Func口onal　Ribonucleopepdde　bomplexes

Masatora　Fu㎞da，　Takashi　Morii

環太平洋国際化学会議（ハワイ2005年12，月）

Ribonucleopepdde　receptor　recognizing　Partial　structure　by　each　subunit

Masatora　Fu㎞da　and　T曲shi　Mohi1

127



日本化学会第86春季年会（横浜2006年3，月）

RNA一ペプチド複合体の段階的高機能化

福田将虎・森井孝

バイオ関連化学合同シンポジウム（京都2006年9，月）

ペプチドライブラリーを用いたりボヌクレオペプチドリセプターの段階的高機能化

福田将虎・森井　孝

128



謝辞

　本研究を遂行するにあたり、終始熱心な御指導と御鞭捷を賜りました京都大学エネルギー理

工学研究所　森井　孝教授に謹んで感謝の意を表します。

　常に誠意ある御指導を賜りました大久保　鳥山京都大学名誉教授に心より感謝いたします。

　本博士論文を作成するにあたり、多くの御助言御指導賜りました牧野　旧記博士（京都大学

エネルギー理工学研究所教授）、木下　正弘（京都大学国際融合創造センター教授）に感謝いた

します。種々の有益な御助言並びに御激励いただきました佐川　尚博士（京都大学エネルギー

理工学研究所助教授）に感謝いたします。本研究を遂行するにあたり、海外での貴重な経験な

らびに多くの御助言忌指導賜りましたChrisdne　Chow博士（Wayne　State　University教授）に心か

ら感謝いたします。本研究を遂行するにあたり、多くの御助言御指導賜りました上杉　志成博

士（京都大学化学研究科教授）に感謝いたします。本研究を遂行するにあたり、実験構想およ

び実験手法の細部に至るまで熱心な御指導御助言賜りました、萩原　正規博士（大阪二三産業

科学研究所助手）、佐藤　慎一博士（Baylor　College　of　Medicine研究員）、杉本　健二博士（京都

大学エネルギー理工学研究所助手）に心から感謝いたします。研究を行うにあたり、多くの御

助言忌指導賜りました藤i井　康代博士（京都学園大学助教授）、秦　恵博士（Universi自己Space

Research　Associaロon研究員）に心から感謝いたします。本研究を遂行するにあたり、熱心な討

論を戴きました、長谷川　哲也氏（京都大学生存基盤科学研究ユニット研究員）、平田　晃義氏

（株式会社ハイペップ研究所）に感謝いたします。本論文を作成するにあたり、多くの御助言

いただきました藤枝　点点博士（次世代開拓研究ユニット助手）に感謝いたします。研究を行

うにあたり、様々な御助言、御協力いただきました、坂口　玲子女史、井上　雅文氏、林　宏

典氏、松村　貴弘氏、藤本　菜保女史、仲野　瞬氏に心から感謝いたします。本研究を遂行す

るにあたり、様々な御配慮、御助言いただきました木村のり子女史、森井靖子女史に探く感

謝いたします。様々な局面で支援していただいた、生物機能科学分野め方々、機能性先進材料

分野の方々に深く感謝いたします。研究生活を送るにあたり、心の支えとなってくれた竹本　沙

織さんに心から感謝いたします。

　最後に、様々な面で心の支えとなってくれた家族や友人に心から感謝いたします。

129


