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研究題目：低分子医薬の新規ターゲットとしてのRNA分子スイッチの解析：リガンド

認識から遺伝子制御への伝達機構の解明と人工改変 

 

【研究概要】 

RNA分子スイッチは、「低分子医薬の作用標的」として期待され、既存の蛋白質スイッチに比べ

多くの利点を有するため、その人為制御は「細胞機能を人工制御する」技術を要する分野での

分子ツールとして有望視されている。天然の RNA分子スイッチをこれらの目的の制御因子とし

て利用する研究は数例報告されているが、いずれも小型で単純なタイプのスイッチを用いてお

り、遺伝子発現の高次な制御には不十分である。本研究では「c-di-GMP 応答型 RNA 分子スイッ

チ（リボスイッチ）のモジュール集積構造と多段階制御」の知見に立脚し、リガンド分子によ

る制御機構の同定をおこない、人工リボスイッチ構築の基礎知見を得る。 

 系統的な欠失変異体から発現するリボスイッチ RNA を in vitro 転写により合成し、化学修

飾などの手法により、状態の二次構造を実験的に同定する。分子認識モジュールを有する変異

体については、c-di-GMPの添加による二次構造の変化も検証する。 

 

【成果要約】 

RNAの二次構造予測プログラムを利用した同リボザイムのモジュール集積型構造の構造ドメイ

ンを単位として、４つの領域に区分したリボスイッチ RNAについて欠失変異体を作成し、分子ス

イッチとしての性能を転写（mRNA）および翻訳（酵素活性）を指標に評価した。その結果、本リ

ボスイッチは c-di GMP結合に応じて翻訳の段階を負に制御する「スイッチオフ型」分子スイッ

チであることが強く示唆された。次にこの制御を直接引き起こす部位とその変化をリボスイッチ

が細胞内で作動する条件下において同定すべく、鋳型 DNAからの転写合成時に c-di-GMPを添加

しておき、リガンドの結合が RNA合成と同時に進行する条件下で硫酸ジメチルによる RNA 構造解

析を行なう実験プロトコルを確立し、実際に解析を行なった。その結果、従来法のプロトコルで

は同定できなかった「リガンド分子（c-di GMP）の添加に依存した構造変化の検出」に成功した。

実験データを詳細に解析した結果、構造変化を伴う遺伝子制御部位としてリボソーム結合部位が

同定された。また本研究で確立した化学修飾法プロトコルはリボスイッチ RNA構造の変化部位を

一塩基単位で同定できることから、本リボスイッチの解析に限らず、人工リボスイッチ設計の作

動確認を含むリボスイッチ研究全般に有用な実験手法となることを明らかにした。 
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