
亡55コ

氏 ′名

学位(専攻分野)

学 位 記 番 号

学位授与の日付

学位授与の要件

研究科 ･専攻

学位論文題 目

ない とう よし かず

内 藤 義

博 士 (理 学)

理 博 第 2246号

平 成 12年 5月 23日

学 位 規 則 第 4粂 第 1項 該 当

理 学 研 究 科 化 学 専 攻

周辺構造P5abcによるテトラヒメナイントロンの活性化機構の解析

(主 査)
論文調査委員 教 授 井 上 丹 教 授 伊 藤 惟 昭 教 授 三 木 邦 夫

教 授 斎 藤 軍 治

論 文 内 容 ′ の 要 √ 旨

原生生物テトラヒメナの一つ Tetrahymenather耶OPhi血 のrRNA前駆体内に存在するイントロンRNAは,試験管内

におい七タンパク質の非存在下,自己をrRNA前駆体から切り出す活性をもつRNA酵素 (リボザイム)として知られて

いる. このRNAの構造は基本骨格とその外側にある周辺構造から構成されているo その周辺構葦のひとつP5abcドメイ

ンは,RNAが酵素活性を発揮するためには必須では酌 ､が,このドメイン内のA-richbulge,L5b,L5Cという三つの部位

がリボザイム内の他の領域と高次の相互作用を行い,リボザイムの活性化をすることが知られていた｡しかし,これらがど

のようにしてイントロンを活性化するのかは明らかではなかった｡申請看は,このドメインを研究対象とし,RNAと

RNAの高次の相互作用による′リボザイムの活性化のメカニズムの解明を行った｡

申請者は,まずP5abcドメインのA-richbulge,L5も,L5Cという三つの部位それぞれが,イントロンの活性化にどのよ

うに寄与するのかを調べるため,欠失変異体を作製し,これらによる高次相互作用が活性化に果たす役割を検討した｡その

結果,Aーichbulgeの寄与が,活性化に際し最も大きいことを明らかにし,また他の二者もそれぞれ活性化に重要な役割

を持つことを明らかにした｡申請者は,さらに解析を進め,三者それぞれが他の二者に非依存的に独立してイントロンを活

性化する能力を持つことを明らかにした｡また,これら三者が基本骨格とRNA-RNA相互作用において高い親和性を発揮

することが,リボザイムの活性化に重要であることを示唆する結果を得た｡

次に申請者は,これらのRNA-RNA高凍相互作用によるリボザイムの活性化に要求される構造単位の形成に必要な琴素

を明らかにするために,P5abcドメインの'p5bお声びP5C領域を完全にランダムな配列で置換した変異体の集団からiin

vitroselection法を用いて活性の高いクローンを選択したOその結果,選ばれたほとんどのクローンが,野生型リボザイム

のP5Cに存在するループやあるL5Cに酷似した塩基配列を持つこと,またP5C領域と畢通する二次構造を取りうることを

明らかにしたoまたこの結果から∴活性化に際し,P5Cサブドメインに隣接する構造は特定b-ものである必要は無く,さま

ざまな形状のもりでその機能を代替できることを予想した｡この仮説に基づき,検討しf=結果,この部位に極端な人工的改

変を行っても,高い活性を保持するリボザイムが存在することを兄い出した｡したがって,申請者は,P5Cサブドメインに

隣接する領域は,リボザイムを活性化するにあたり,様 や々構造を受容できることを明らかとし,野生型のP5abcの構造

は活性化の機能を果たすに高たり厳密に規定される必要が無く,さまざまな分子進化の対象となることを示した.一方,鰭

晶構造解析によりこのP5Cサブドメインの立体構準が知られていたが,L5Cと相互作用をするリボザイム内の領域および

この相互作用とリボザイムの活性発現との関係は不明であった,これに対し申請者は,選択されたクローンのランダム由来

の配列の解析から,野生型のリボザイムにおいてもP5Cサブドメインの構造がL5CとL2の相互作用において重要であるこ

とを強く示唆するとの結論を得ることに成功した｡
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論､文 審 査 の 結 果 の 要 旨

RNA酵素すなわちリボザイムは,生体内で最も基本的な生化学反応をになう重要な一群のRNAとして知られており,

その反応機構の解析がすすめられている｡ このRNAの構造は,活性中心を有する基本骨格とそれ以外の構造単位から構成

される場合が多々ある｡これらの構造単位には,基本骨格の構造の安定化およびRNA高次構造の形成を助ける働きをする

事が知られている｡ 申請者は,こわような構造単位が,原生生物テトラヒメナ由来のセルフスプライシング機能をもつリボ

ザイムの機能発現に際し,どのように働くのかを明らかにした｡

原生生物の一種であるテトラヒメナのあるもののrRNA前駆体のイントロンRNAは,自己をrRNA前駆体から切り出

す活性をもつリボザイムである｡ このRNAにある周辺構造のひとつP5abcドメインは,リボザイム活性を発揮するには

必須ではない｡ しかし,リボザイムの他の領域と高次の相互作用を行い,その酵素活性を向上させることが知られていた｡

このドメインは触媒機能を司るイントロン本体から完全に独立した構造体である｡ そのため,この構造体は,(1)リボザイム

の活性発現と構造との関係,またその活性化に果たす高次相互作用の笹割を解析するすぐれた材料である｡(2)リボザイムを

物理的に分割し,このドメインを独立したRNAとしてリボザイムの本体と分子間相互作用させることによりこれを活性化

できるため,生体内で酵素機能を発揮するさまざまなRNAに見られる複数のRNA分子の複合体形成による機能発現のメ

カニズムを知る上でよいモデルとなる｡ また(3)このドメインの構成はRNA分子の進化の過程を反映している可能性があり

分子進化的見地からも研究対象として興味深い｡申請者は,これらを考慮し,このドメインを材料として,RNA-RNAの

高次の相互作用によるリボザイムの活性化のメカニズムの解析を行った｡

申請者の研究以前では,P5abcドメインを構成する三つの部位 Aてichbulge,L5b,L5Cとそれらを含む対応する三つの

構造単位が,それぞれどのような仕組みでイントロンの活性化に寄与するのか不明であった｡申請者は(1)三つの部位それぞ

れとリボザイム本体とのRNA-RNA相互作用が活性化へ寄与する度合いを調べ,まず(a)Aてichbulgeが最も貢献度が高

いこと,また(b)残りの二者も活性化に重要な役割を果たすこと,さらに(e)三者とそれを含む構造単位は,互いに物理的に独

立した構造体としてイントロンを活性化する能力を有することを明らかにした｡ついで(2)p5abcRNAとリボザイムの本体

とに2分割された2分子から構成されるリボザイム複合体形成の解析により,複合体の安定性とリボザイムの活性化には相

関関係がみられ,二分子の親和性の強さに比例してリボザイムの活性化の程度が決定される事を強く示唆する結果を得た｡

さらに(3)invitroselection法を用いた解析から,野生型のリボザイムにおいて,L5CがL2と相互作用してイントロンを活

性化すること,および,L5C周辺の構造 (P5Cサブドメイン)がこの場合は特に重要であることを強く示唆する結果を得た｡

また(4)リボザイムの活性化に際し,P5CサブドメインとP5aの間の構造には柔軟性があり,したがって,ここには特定の

構造卑官要求されないことを予測し,この仮説を支持する結果を得た.

以上のことから,この申請論文は当該分野の研究の進展に寄与し,博士 (理学)の学位論文として価値あるものと判定さ

れる｡ なお申請論文に報告されている研究業績を中心として,これに関する研究分野について試問し,合格と認めた｡
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