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成果の概要／仲野 瞬 

 

我々はこれまでに、RNA-ペプチド複合体(RNP)を構造基盤に用いた機能性生体高分子の

作製方法論の開発をおこなってきた（T. Morii et al. J. Am. Chem. Soc. 2002, 124, 4617-4622. な

ど）。三次元構造が既に明らかな RNP の RNAサブユニットにランダムな塩基配列を導入し

て作製した「RNP ライブラリー」の中から、標的の小分子に特異的に結合する「RNP リセ

プター」を in vitroセレクションにより選択できる。ライブラリー法を適用することによっ

て、標的基質に対して様々な親和性をもった「RNP リセプターライブラリー」を一度に獲

得することができる。 

さらに、作製したこれらの RNP リセプターのペプチドサブユニットを機能化することで、

リセプターの基質結合性は維持したまま、さらなる機能変換をおこなうことができる。こ

れまでに、ペプチドサブユニットにランダムペプチド配列を導入したライブラリーを用い

てセレクションをおこなうことにより、基質結合場を拡張して、リセプターの基質識別能

を改善した RNP リセプターを作製することに成功した（S. Sato et al. J. Am. Chem. Soc. 2005, 

127, 30-31.）。また、ペプチドサブユニットに蛍光分子を導入することで、基質結合に伴っ

て蛍光強度が変化する「蛍光性 RNPセンサー」（M. Hagihara et al., J. Am. Chem. Soc. 2006, 128, 

12932-12940.など）や、触媒分子を導入して近接効果により標的反応の加速を示す「RNP 触

媒」の作製に成功した（T. Tamura et al., Bioorg. Med. Chem. 2017, 25, 1881-1888.）。このよう

に、複合体を基本骨格に用いて各サブユニットを段階的に機能化することで、RNA サブユ

ニットとペプチドサブユニットの組み合わせによる簡便かつ合目的なライブラリーの多様

性の拡大が可能である。そして、スクリーニングにより、親和性や蛍光応答性などの、目

的の機能を指標とした RNP の選出をおこなうことができる。また、本方法では、RNA サブ

ユニットがもつ基質親和性や特異性を維持したままでのリセプターベースの機能性分子作

製を容易におこなうことができる。 

この RNP の段階的機能化による、蛍光性 RNP センサーや RNP 触媒の作製における改善

点の一つとして、望みの基質親和性や基質特異性、立体構造などをもつ「ある特定の RNP

リセプター」に着目して機能化をおこなう際には、そのリセプターが必ずしも顕著な蛍光

応答性や触媒活性を発揮するとは限らないことが挙げられる。これは、既定のリセプター

の基質結合性を生かした分子設計をおこないたい場合には、大きな制約となる。そこで本

助成研究では、注目したある特定のRNPリセプターを利用して機能分子を作製するための、

新たな「RNP ライブラリー作製法」の開発を目指した。これには、多様な合成ペプチドラ

イブラリーを簡便に調製し、特定のリセプターと組み合わせたライブラリーを構築する方

法の確立が必要である。 

本研究では、蛍光性 RNP センサーの作製を事例とした。合成した「蛍光分子ライブラリ

ー」を「蛍光分子修飾ペプチドサブユニットライブラリー」へと変換し、ある特定の RNA

サブユニットと複合体形成させることで、多様な「蛍光分子修飾 RNP リセプターライブラ



リー」を作製し、その中から蛍光応答性を指標とした分子選択をおこなうことを目指した。 

異なる励起・蛍光波長をもった 4種の基本骨格をもつ、263個の蛍光分子のライブラリー

を利用した。これらの蛍光分子は全てクロロアセチル基を有しており、それをヨードアセ

チル基へと変換したのちに、ペプチドサブユニットの N 末端に導入したシステイン残基の

チオール基と反応させることで、「蛍光分子修飾ペプチドサブユニットライブラリー」を合

成した。エーテル抽出による粗精製をおこなったのち、特定の ATP 結合性 RNP リセプター

の RNA サブユニット(An16)とそれぞれのペプチドサブユニットを複合体形成させて、一度

に多数の蛍光分子修飾 RNP リセプターの蛍光応答性の評価をおこなった。基質の存在下と

非存在下で 1.3 倍以上の蛍光強度変化が見られた RNP を選出した。選出した各蛍光分子修

飾ペプチドを HPLC により精製し、再度蛍光強度変化比を評価した結果、13の RNP 候補の

うち、9つについて、スクリーニング時と同様、またはそれ以上の蛍光強度変化を示す RNP

センサーであることが示された。このうち、蛍光分子 CXCA1 を用いて作製した RNP セン

サー(An16/CXCA1-Rev)の基質結合能を評価した結果、もともとのリセプターと比較して若

干の親和性の低下が認められるものの、実際に基質 ATP に対して結合していることが示さ

れた。(S. Nakano, T. Morii et al. ChemBioChem 2017, 18, 2212-2216.) 

以上の結果から、多数の化合物ライブラリーを RNP のペプチドサブユニットに導入して、

機能性を指標としたスクリーニングを行うことによって、ある着目した性能を持つ特定の

RNP リセプターを基にして機能性分子を作製する新しい方法を開発することに成功した。 

本方法論の応用により、合成触媒分子のライブラリーと、「生成物との親和性制御を行っ

た基質結合性 RNP リセプター」とを利用することにより、生成物の解離速度を改善した人

工 RNP 酵素の作製法開発への展開が期待できる。 

 


