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第一車 序論  

1－1 リボザイムについて  

1981年に、CechらがテトラヒメナのrRNAの研究中、タンパク質酵素の存在し  

ない系でその前駆体RNAのイントロンがRNAの自己切断により切り出されるこ  

とを発見し、リボザイム（Ribonuc】eic AcidとEnzymeの合成語）と命名した  

（Cechetal・，1981）。リボザイムの発見は、RNAは遺伝情報をタンパク質に翻  

訳する際の仲介物質であり、酵素晴性を有するのはタンパク質のみであるという  

従来の常識をくつがえすものであった。さらに、リボザイムの発見により、生命  

の起源においてRNAが一番始めの物質であるというRNA起源説が注目され始め  

た（Joyce，1989）。それ以来、様々なリボザイムが発見され、多くの研究者に  

よって研究が進められている。   

現在までに様々なリボザイムが見つかっているが、グループⅠイントロン  

（Cechet al・，1981）、グループtlイントロン（van derVeenet al．，1986）、  

RNasePのMIRNA（Guerrior－Takadaetal．，1983）、ハンマーヘッド型リボザ  

イム（Forster＆Symons，1987）、ヘアピン型リボザイム（Hampel＆Triz，1989）、  

肝炎6型ウイルス（HDV）T）ポザイム（Kuoetal．，1988）およぴVSRNA（G。。  

etal・，1993）がリボザイムとしてあげられる。バクテリオファージT4のRNA前  

駆体（p2SpIRNA）は、一般的にはリボザイムとして認められていないが非イオ  

ン性界面活性剤と一価陽イオンの存在下で自己切断する（Watsonetal．，1984）。  

またJ〝Vか0で、タンパク質合成を行うリポソームにおいてプロテアーゼ処理お  

よびフェノール処理を行ってもpeptidyltransferase活性があることから、リボソー  

ムのRNA成分にpeplidyltransferase活性があることが明らかにされている  

（Nolieretal・，1992）。これもRNAが触媒機能を持っていることから、リボザ  

イムと考えることができる。さらに、近年新しい機能を持つRNAを人工的にスク  

リーニングする試みがあり、その方法はSELEX法と呼ばれている（第7車参照）。  

SELEX法により、鉛リボザイム（Pan＆Uhlenb¢Ck，1992）、DNAを切断するリ  

ボザイム（Robertson＆Joyce，1990）、色素に結合するI）ポザイム（Ellington  

＆Szost且k，1990）など、その他多くの機能を持つリボザイムが得られており  

（Joyce，1994）、今後も新しい機能を持つリボザイムが見つかることが期待さ  

れる。SELEX法により自分自身で増殖できるRNAを得ることができれば、生命  

の起源についての新たな知見が得られるかもしれない。   

ここでは、上記の様々なリボザイムについて簡単に説明する（図1－1；  

Symons，1994）。グループⅠイントロンは、主にミトコンドリアや葉緑体などの  

細胞内小器官のrRNA、mRNA、tRNAなどに見つかっており、Ce。hらにより発見  

されたリボザイムはこのタイプである（Cechetal．，1981）。グループIイントロ  
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はじめに  

リボザイムはRNAを切断することができるRN魂孝素として発見され、現在、抗エイズ  

ウイルス剤や抗癌剤等の薬剤としての応用が期待されている。しかし現在、リボザイム  

の切断反応機構の分子的基盤は明らかになっておらず、リボザイムを薬剤としてデザイ  

ンするための指標は得られていない。そこで本論文では、酵素学的特性および構造を調  

べることにより、リボザイムの構造と機能の相関を明らかにすることを目的とした。   

本研究では、最も研究が進んでいるハンマーヘッド型リボザイムと、ハンマーヘッド  

型より大型のヒト肝炎∂ウイルス型（HDV）リボザイムを研究対象とした。始めに、  

第一章で本研究の背景について述べる。そして、本論の概要は以下のとおりであ  

る。はじめに、NMRによる構造解析を容易にするために小型化したリボザイムをデザ  

インし（第二章）、調製した（第三章）。次に、小型ハンマーヘッド型リボザイムの酵  

素学的特性を調べ、デザインの元となったリボザイム（親リボザイム）の特性と比較し  

たところ、MgC12濃度依存性などが親リボザイムと異なることがわかった（第四章）。  

そこで、MgCl滴定によるCD変化を調べ、MgC12濃度による構造変化および活性変化を  

カープフィッティングにより解析する方法を確立した。カープフィッティングにより解  

析したところ、Mg2◆イオンは2つ以上結合しているが、結合数は親リボザイムに比べて  

少ないことが示唆された（弟四車）。さらに、安定同位体標識法を用いたNMRによる  

ハンマーヘッド型リボザイムの構造解析を試みたが、試料の調製が困難であった。そこ  

で、酵素部分のみの構造を調べたところ、ワトソンクリック様のG：A塩基対の存在を示  

唆する結果を得た（第五章）。また、小型HDVtjポザイムの酵素学的特性およびCD特  

性を調べたところ、親リボザイムより簡単なシステムで切断が起きていることが示唆さ  

れた0さらに、カープフィッティングよりMgZ◆イオンは3つ以上結合しているという結  

果を得た（第六車）。最後に第七草で、本論文の結論を述べ、今後の展望につい  

て述べる。  
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タンパク質を発現させない方法であり、ターゲットRNAに対して特異性が高く、  

生体分子をそのまま利用するので副作用が少ないことが予想きれる。しかし現在、  

リボザイムの切断反応機構の分子的基盤は明らかになっておらず、リボザイムを  

薬剤として高機能化するための指標は得られていない。そこで本研究では、リボ  

ザイムの立体構造を明らかにし、構造と機能の相関を調べることを研究の目的と  

した。  

ンにおけるセルフスプライシングは、ほぼ中性条件下、グアノシンと二価の陽イ  

オン存在下で進行する。この反応は、グアノシンの3■一OHによる51スプライス部  

位でのエステル交換反応と、それに続いて起こる5－エクソンの3－末端Uの3－－OH  

による3・スプライス部位でのエステル交換反応の2段階よりなる。また、グルー  

プlとは異なる二次構造および反応機構でスプライシング反応を行うイントロン  

が存在している。このイントロンはグループHイントロンと呼ばれ、ミトコンド  

リアや葉緑体などの細胞内小器官に存在する（vanderVe印etal．，1粥6）。グルー  

プⅠⅠイントロンの反応は2段階のエステル交換反応からなり、2段階日の反応はグ  

ループⅠイントロンと同じである。しかし、第1段階において、グアノシンの代わ  

りにイントロンの3■末端付近に存在するアデノシンのユー－0鴇が5■スプライス部位  

に求核攻撃し、ヱ●，5■－リン酸ジエステル結合の枝分れ構造（ラリアット）を形成  

する。RNasePは前駆体IRNAの5－側を切断するエンドヌクレアーゼであるが、玩  

v如0においてそのRNA成分（MIRNA）のみで活性を持つことが明らかになって  

いる（G－ユerrior－Takadaet a】．，1983）。以上の3つのタイプのリボザイムは400ヌ  

クレオチド以上の大きいものであり、分子量が大きいのでNMRにより構造解析  

するのは技術的に困難である。   

本研究で取り扱ったハンマーヘッド型リボザイムおよびHDVリボザイムについ  

ては、それぞれ1－2およびl－3で詳しく述べる。ヘアピン型リボザイムはタバコ  

リングスポットウイルスのサテライトRNAやアラビスモザイクウイルスのサテラ  

イトRNAのマイナス鎖などで見つかっており（これらのサテライトRNAのプラ  

ス鎖にはハンアーヘッド型リボザイムが存在する）、その二次構造はヘアピンの  

形をしている（胃且mpel＆T転1989）。このリボザイムの切断反応では、Mg2  

◆等の二価金属イオン存在下でエステル交換反応により自己切断し、5・水酸基お  

よび2■，3－一環状リン酸を生ずる。また、VSRNAは164ヌクレオチドのアカバンカ  

ビのミトコンドリアのプラスミドの転写物であり、最近このRNAが自己切断と自  

己連結を起こすことが明らかとなった（飢oetal．，1993）。このリボザイムで  

も二筋金属イオンを必要とする。以上の四つのリボザイムは小型のリボザイムで  

ある。  

リボザイムは抗エイズウイルス剤や抗癌剤として期待され、臨床応用のための  

研究が多くされている（図1－2；Barinaga，199ユ；Sulie岬ー＆Cech，1錮3）。ウ  

イルスでは宿主のタンパク質合成系を利用して複製に必要なタンパク質を作って  

増殖し、癌細胞では細胞本来の機能を阻害するタンパク質を大量発現するので、  

従来はタンパク質をターゲットとして治療法が研究されてきた。しかし、タンパ  

ク質に対する特異的阻害剤を作成することは観難である。リボザイムを使った治  

療法は、ターゲットRNAを切断することによって遺伝情報源を断ち、病因となる  

・7－  

＿＿二三。√r‾‾  
一 ㌧  さ  

‾耳          HC  

甘  
図卜1様々なリボザイムの反応捜式図。（a）グループⅠイントロン（b）グ  

ループⅠⅠイントロン（C）RNas母PのMIRNA（d）ハンマーヘッド型リボザイム  
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宿主のポリメラーゼによるRNA合成と  
エイズウイルスのゲノム  
RNAや癌のmRNA  

病因タン／くク質  さ  

切り出されたマイナス鎖  
モノマーユニット   リボザイムとターゲッ  

の相互作用  

Ⅲ欝  

さト   

切断反応  

一±  

切り出されたプラス鎖  図1－2 リボザイムの薬剤としての利用の概念図  

1－2 ハンマーヘッド型リボザイムについて   

ハンマーヘッド型リボザイムはウイロイド（例 アボカドサンプロツチウイロ  

イド）、ウイルソイド（例 ルサーントランジェントストリークウイルスのウイ  

ルソイド）、サテライトRNA（例 タバコリングスポットウイルスのサテライト  

RNA）などに存在する（Forsteretal・，1990；Syrnons，1992；Brattyetal．，1993）。  

ウイロイドは植物に感染する病原体RNAで、ウイルソイドは植物に感染するウイ  

ルスと共存する一本鎖環状RNAであり、ともに250～400ヌクレオチドからなる  

一本鎖の環状構造を持つ。サテライトRNAは植物ウイルス中に共存する一本鎖直  

鎖状RNAである。これらのRNAはローリングサークル機構（図1－3）により複  

製される（Branch＆Robertson，1984）。その機構では、まず植物細胞内（宿主）  

のRNAポリメラqゼが環状7’ラス鎖を鋳型としてマイナス鎖のRNA合成を行い、  

環状RNAの単位がいくつもつながった多量体が作られる。次に、この多量体が特  

定の部位で自己切断した後、環状化し、マイナス鎖の環状RNAになる。さらに、  

このマイナス鎖の環状RNAを鋳型にして、プラス鎖の多量体が作られ、自己切断  

される。ウイロイドとウイルソイドでは、その後環状化する。この機構の中で起  

こる自己切断反応はMgヱ◆等の二価金属イオン存在下で起こり、タンパク質要素を  

必要としない。  

モノマーユニット  宿主のポリメラーゼによるRNA合成と  

自己切断反応  

図1－3 ローリングサークルモデルの摸式図  

ハンマーヘッド型リボザイムは、現在最も小きい系（約40残基）で活性を有し、  

最も研究が進んでいるリボザイムのひとつである（Uhlenbeck，1987；Koiz。miet  

al・，1988；Odaietal・，1990；Herleletal．，1992）。図1q4aに示すように三つの  

ステム（ヘリツクス1，ⅠⅠ，ⅠⅠりおよび内部ループ部分を持ち、その形状（二次  

構造）が金槌の頭に似ているためハンマーヘッド型リボザイムと呼ばれる（ただ  

し、タバコリングスポットウイルスのサテライトRNAおよびアラビスモザイクウ  

イルスのサテライトRNAのマイナス鎖はヘアピン型リボザイムとなる）。切断は  

矢印の位置で起こる占臨床応用でリボザイムを用いてターゲットRNAを切断する  

ためには、リボザイムを分子内反応（cis型）から分子間反応（tra。S型）で扱わ  

なければならない。その場合、ヘリックス1およびヘリックスⅠIlを基質認識部位  

とすることができる（図1－4b）。また、よく保存された残基が内部ループ部分  

を中心に存在しており、mutageneSisや化学修飾の実験により、これらの保存さ  

れた残基は活性に重要な残基であることが明らかにされている（K。izumi。tal．，  

1988；Odaietal・，1990A；Fu＆McLaughlin，1992A，B；Fuetal，1993；Slim＆  

Gait，1992；Tuschletal■，1993；Perreau】t et alリ1990；Perreault etal，，1991；  

Wi11iamsetal・，1992；Yangetai・，1992；01senetal・，1991；Buzayanetal・，1990；  

Ruffner＆Uhlenbeck，1990）o切断反応機構については、Mg2＋イオンが内部ルー  

ブ部分と結合し、Mg2＋イオンに配位した水酸基が切断部位の2・水酸基のプロト  

ー10●   
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ンを塩基触媒として弓ほ抜いた後、2一水酸基の酸素原子がリン原子へ求核攻撃す  

ることにより、切断反応が起こり、51水酸基および2t，3’一環状リン酸を生ずると  

いうことが、生化学的実験および分子軌道計算から推測されている（図1－5；  

Tai，aetalリ1990；Dahmeta］．，1993）。また近年、X線解析によりその結晶構造  

が明らかになった（Pleyetal．，1994；Scottetalリ1995）。ヘリックス‖とヘリッ  

クス川が直線上になり、ヘリックスⅠとヘリックス‖が近接するというwishbone  

に似た構造（yに似た構造）である（図1－6）。その報告では、触媒ポケットと  

して内部ループ部分がウリジンターンを形成し、そこにMg2＋イオンが結合し、  

このMg2＋イオンが切断を引き起こすと考えられているが、反応機構を完全に明  

らかにするには至っていない。  

（b）   

helixIⅡ、u、Jり h。IixISubstrate   
N N N N U X N N N N N  

図1－‘Ⅹ線結晶横道解析によるハンマーヘッド型リボザイムの  

高次構造。Pley・＝・W・etal・NaEure，372，68－74（1994）．より引用。  
、ノ、  
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妻  ト3 HDVリボザイムについて   3A  
、IG  
ll．，   HDVリボザイムはHDVのゲノム鎖およびアンチゲノム鎖に発見された。HDV  

はB型肝炎ウイルスが感染した細胞にのみに感染するウイルスであり、その遺伝  

子は1679塩基の一本鎖環状RNAからなる（Lai，1995）。また、ウイロイドなど  

と同様にローリングサークル機構によって複製すると考えられており、ゲノム鎖  

では688／689の部位で、アンチゲノム鎖では903／904の部位で自己切断する  

（Kuoetal・，1988；Sharmeenetal．，1988）。その切断反応は二価金属イオン存  

在下で5－水酸基および2・，3，・環状リン酸を生ずるので、ハンマーヘッド型リボザ  

イムと同様の切断機構が考えられている。また、tranS型のHDVリボザイムがデ  

ザインされているが座eenelal・，1992；Perrotta＆Been，1992；Perrotta＆B。町  

1993；Puttarajuetal・，1993；Wuetal．，1992；Branch＆Robertson，1991）、細胞  

を使った系などf〃Vfソロで遺伝子発現を制御した例は報告されていない。これは、  

ハンマーヘッド型リボザイムに比べて研究が進んでいないために、HDVリボザイ  

ムを薬剤としてデザインできないからであると思われる。HDVリボザイムは、本  

来、人の細胞で働くものであるので、生体内の環境に最適化されている可能性が  

あり、薬剤としてのHDVリボザイムの研究が今後期待される。  

現在までに、＝DVリボザイムの切断活性に必要な残基は100nls以下の領域にあ  

ることが明らかになっているが、その一次配列はハンマーヘッド型リボザイムな  

ど他のリボザイムと異なるdさらに二次構造については、様々なモデルが提唱さ  

れているが（Wuetal■，1989；Wuclal・，1992；PerroLta＆Been，1991；Belinsky  

－1Z－   

1－．tC・Gふ  
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図1－4 ハンマーヘッド型リボザイムの二次構造。矢印は切断部位、Ⅹは九C、  

Uを示し、NはAt G、C、Uを示す。XおよぴN以外の残基は切断活性に重要な残基であ  

る○（a）山型仲）打α月∫型  

RO「≠夏H⊥0「表  

図卜5 ハンマーヘッド型リボザイムの切断反応機構  
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SlemII  

JI／ⅠⅠ  ＆ Dinter－GottJieb，1991；Branch ＆ Robertson，1991；Thillet al．，1991）、  

mutagenesi5や化学修飾の実験および二次構造特異的なRNa5eによる切断実験によ  

り、Beenらのpseudoknolモデルが最も有力であると考えられている（図1－7；  

Rosenstein＆Been，1991；Been et al・，1992；Perrotta＆Been，1993；Perrotta et  

a】・，1993；Kumaretal・，1994）0このモデルでは、HDVリボザイムはステムⅠ，  

ⅠⅠ，ⅠⅠⅠおよぴIVの四つのステムを持つ。他のモデルと比較すると、ステムⅠおよ  

びIVの部分は他のモデルでも同様にステムを形成しており、二次構造において共  

通する部分が多い。生化学的実験や化学修飾の実験はpseudoknotモデルを支持し  

ているが、PSeudoknotモデルが正しいという決定的なデータは得られていない。  

また、切断活性にとって重要な部分を調べるために、mutageneSis（W。etal．，  

1992；Wu＆Huang，1992；Wueta】・，1993；Suhetal・，1992；Kumaretal・，1992；  

KumaretaJ・・1993；Smitheta］・・1992；Thilletal・，1993；Kawakamietal・，1993；  

Macnaugh10n et al・，1993；Tanner et al・，1994）、チオリン酸による置換  

（Jeoungetal・，1994）および化学修飾（Belinskyetal．，1993）の実験が行われ  

ており、PSeudoknotモデルで表すと切断部位、ステムⅠとIVの間の部分（Jl／IV）、  

ステム‖とIVの間の部分（川／IV）、ループⅠ‖が重要であることが報告されてい  

る（図1－7）0＝DVリボザイムでは、その二次構造も明らかになっていない状  

態であり、その高次構造は明らかにされていないが、pSeudoknotモデルをもとに  

して、mutageneSisや化学修飾の実験などを考慮した立体構造モデルが考えられ  

ており、構造と機能の相関を考えるうえで興味深い（図卜8；Tanneretal．，1994）。  
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切断活性に重要な残基。  

（［＝：＝コで囲んだ部分）  

図1－，HDVリボザイムの立休構造  

モデル。Tanner，N．K．ef。J．C〟rre〃∫  

郎0わgγ，4，488－498（199叶より引用。  

1－4 リボザイムの構造解析について  

リボザイムの立体構造を明らかにする方法として、X線結晶構造解析および  

NMRによる構造解析があるoX線結晶構造解析とNMRによる構造解析を比較す  

ると、X線結晶構造解析に必要な試料の量はNMRに比べて少なく、よい結晶が得  

られれば、分子量の大きいものに対してNMRより有効な手段となる。近年では、  

RNAの結晶化の技術が発達し、Ⅹ線結晶構造解析によるハンマーヘッド型リボザ  

イムの立体構造が明らかとなってい卑が、いまだ結晶化の条件が試料によって異  

なり、そこがX線結晶構造解析の難しいところとなっている。さらに、X線結晶  

構造解析とNMRによる構造解析で異なる大きな点として、NMRは溶液中のダイ  

ナミックな構造の解析に有利であることがあげられるoX繰結晶構造解析では結  

晶格子形成のための制限があり、結晶構造と溶液構造は必ずしも一致しない。  

RNA、特にリボザイムは構造が柔らかく、運動性が高いためにNMRによるダイ  

ナミックな構造の解析が必要であると思われる。  

リボザイムの構造を調べるためにNMRを用いた研究が行われている（Uesugi  

etaI・，1992；Heusetal・，1990；＝eus＆Pardi，1991B；Odaietal・，1990A，B；  
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p。aS。＆Wemmer．，1990；SarmaetaI．，1995；Oritaetal・，1996；Leeetal・，1993）。  

しかし、それらの研究では、RNAのNMRによる構造解析が困難であるため、立  

体構造を明らかにするまでには至っていない。構造解析が困難である理由として、  

次のようなことがあげられる。まず、核酸は環構造および二重構造が多く、また、  

窒素や酸素、リン原子が多いため、NMRで主に観測する水素原子の比率が低い。  

また、核酸の立体構造の形成に重要な相互作用は塩基対形成とスタッキングであ  

り、残基間で接触する部位は水素原子密度の低い塩基である。そして、核酸は構  

成要素（4種のヌクレオチド）が互いによく似ているため、NMRシグナルの重な  

りが激しく、帰属が困難である。しかし、近年のRNAの安定同位体標識技術の開  

発にともない、NMRによるRNAの構造解析が進むことが期待されている  

（Nikonowicz＆Pardi，1990；Nikonowicz elal．，1992；Baley et al．，1992；  

SimorTeetal．，1996；Kubinecetal．，1996）。   

安定同位体標識の有用性について説明する。15Nあるいは13cによる安定同位体  

標識を行うと、15N核あるいは13c核の化学シフトによりIHシグナルの分離を行う  

ことができる（図1－10a；Nikonowicz＆Pardi，1992；Nikonowicz＆Pardi，1993；  

Legaultetal．，1994）。また、1H－1SN、1H－L3cなど直接結合した核スピン間の大  

きなスピン結合を利用して塙シグナルの帰属を効率よく行うとともに、スピン結  

合定数］より二面角の情報を得ることができる（図1－10b；Legaultetal．，1995；  

Hinesetal・，1994）。さらに、安定同位体標識を選択的に行えば、標識した部分  

に由来するシグナルのみを選択的に観測することができる（Nikonowiczetal．，  

1992）。そこで本研究でも、安定同位体標識法を用いたNMRにより、リボザイ  

ムを構造解析することを試みた。  

（a）  

（b）   

糖部プロトンシグナルの帰属  

コ鳶N  

糖部の帰属に基づく  
塩基部シグナルの帰属   

塩基  
隣接するヌクレオシドの  
糖部シグナルの連鎖帰属  

0  0H  

r  O＝p－D・  

l  

OR  

図卜10 RNAのNMRによる構造解析における安定同位体標識の有用性  

（a）lSN核あるいは13c核によるシグナルの分離  

（b）▲Hノ5N、l＝－13cなど直接結合した核スピン間の大きなスピン結合を利用した   

糖部および塩基部の⊥＝シグナルの帰属と1H、15c、31pを利用した連鎖帰属  
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第二章 一」ポザイムのデザイン  

2－1 ハンマ→ヘッド型リボザイムのデザイン  

リボザイムをNMRを用いて構造解析する隙、NMRシグナルの重なりが激しい  

ためにシグナルの帰属が困難であることが予想きれた。そこで本研究では、リボ  

ザイムを小型化することによってNMRシグれレを減らし、安定同位体法を用い  

ることにより、重なったシグナルの分離を試みた。   

ハンマーヘッド型リボザイムの小型化の際には、ヘリヅクスⅠ‖こ着日した。従  

来、ハンマーヘッド型リボザイムのヘリックスHにあるGlO．トCll．1の塩基対に  

変異を導入すると、切断活性は減少することが知られていたが（Ru伴n6retal．，  

1990）、近年ヘリックスfIは必ずしも必要ではなく、ヘリックスHをルーブ  

（McCa11etal・，1992；Tuschl＆Eckstein，1993；Long＆UhleJnbeck，1994）また  

は核酸ではないリンカー（ThQmSOnelal．，1993；Benselerela】リ1993）に置換し  

ても惰性があることが報告された。そこで本研究では、報告されているヘリック  

ス＝欠損変異休の中で活性が高いUUUUによる置換を行った（図2－1）。U残基  

は4種のヌクレオチドの中でも内部ループとの相互作用が比較的少ないと考えら  

れ、これがUUUUの変異体が活性が高い原因のひとつかもしれない。また、本研  

究ではG＝A塩基対の構造を錮ぺることをひとつの目的としており、G残基由来の  

NMRシグナルを少なくするためにUUUUのテトラループは都合がよいと考えた。   

ヘリックスIl欠損変異体が切断清性を持つということは、内部ループ部分のみ  

でリボザイムの活性中心を安定化することができ、ヘリックスIlはその安定化の  

補助的役割をしているということを示唆している。実際に、Ⅹ線結晶構造解析で  

は内部ループ部分の8：13および9‥1Zで非ワトソンクリック型のG：A塩基対を形成  

していることが明らかとなっており（Pieyetal．，1994；Scoltetal．，1995）、  

NMRによる構造解析でもG：A塩基対の存在は示唆されている。ヘリックスIlから  

UUUUへの置換がリボザイムの活性中心およびG‥A塩基対の構逓に及ぼす影響を  

調べることによってヘリヅクスⅠⅠの役割が明らかになると考え、小型化したリボ  

ザイムをデザインした。  

本研究で小型化したハンマーヘッド型リボザイム（小型リボザイム、図2－1。）  

をデザインする際に、大阪大学の上杉研究室で研究されていた三本の鎖からなる  

リボザイム（親リボザイム、図2－1b；Odai8tal．，1990A，B；Odaietaし199ヰ；  

Uesugietal・，1g92）を元にした。親リボザイムはタバコIノングスポットウイル  

スのサテライトRNA由来のハンマーヘッド型リボザイムを元にしてデザインきれ、  

基質部分については基質同士あるいはそれ自休で塩基対を形成しにくいようにデ  

ザインきれている8小型化したリボザイムの系では、基質部分が11－mer（Subll）、  

＿18⊥   

1r5 本研究の目的および意義  

リボザイムは抗エイズウイルス剤や抗癌剤として期待されているが、リボザイ  

ムの切断反応機構の分子的基盤は明らかになっておらず、リボザイムを薬剤とし  

て高機能化するための指標は得られていない。そこでリボザイムの高機能化には、  

リボザイムの立体構造を明らかにし、構造ヒ機能の相関を調べることが必要であ  

ると考えた。本研究ではハンマーヘッド型リボザイムおよびHDVリボザイムの酵  

素学的特性を調べ、NMRを用いて立体構造を明らかにすることによりリボザイ  

ムの構造と機能の相関を調べることを目的とした。   

本研究でハンマーヘッド型リボザイムとHDVリボザイムを選んだ理由を述べる。  

ハンマーヘッド型リボザイムは、リボザイムの中で現在最も研究が進んでおり、  

その酵素学的特性がほぼ明らかになっている。また、リボザイムの分子量が小さ  

いことから、切断反応機構が単純であることが予想され、きらに、NMRによる  

構造解析においてシグナルの重なりが少なく、構造解析が比較的容易であること  

が予想きれる。HDVリボザイムについては、蛤床応用を考えた場合、本来人体で  

働いているリボザイムであるので薬剤として有効であることが期待される。また、  

比較的分子量の大きいRNAをNMRにより構造解析する瞭のひとつの方法を模索  

するという点でもHDVリボザイムの構造解析は有意義である。さらに、得られた  

構造をハンマーヘッド型リボザイムの構造と比較することにより、類似する点お  

よび相異する点を明らかにし、そして酵素学的特性と照らし合せることにより、  

リボザイムの構造と機能の相関について多くの情報が得られることが期待される。  

本研究では、リボザイムの構造解析に安定同位体棟論法によるNMRを用いた机  

RNAの安定同位体標識法は最近開発きれたため、その技術を利用してRNAの構  

造解析を行っている研究室は少ない。そこで、安定同位体標識法を当研究室にお  

いて確立し、それを用いてリボザイムの構造解析をすることは非常に意義あるこ  

とである。また、RN▲Aの構造解析はタンパク質に比べると発展途上の領域であり、  

実際に分子量が大きく、生物活性を持つものについて構造解析された例は極めて  

少ない0そこで、リボザイムを構造解析することはRNAの機能構造を考えるうえ  

で、そしてRNAの構造解析における方法論を積み重ねていくうえで重要な研究で  

あると思われる。  

l
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2－2 ハンマーヘッド型リボザイムのデザインにおける難しさ   

本研究では、Rz24をT7RNAポリメラーゼによる転写系により調製したが、そ  

の収量は低かった（第3章を参照）。これはRz24がヘアピン構造を作ることによ  

り鋳型となってRNAの伸長反応が進むため、4残基長い28一服ー（Rz28）が主生成  

物となることが原因であることが明らかとなった（第5車を参照）。NMRによる  

構造解析では試料を大量に必要とするため、収量が低いRzZ4はNMRによる構造  

解析の試料としては不適当である。そこで、酵素部分ヱ4－merがヘアピン構造を作  

らない様に3一束端から2番目のG残基をCに置換したもの（RzZ4・）をデザインし  

た（図2－2）。置換した残基は基質と塩基対を形成する部位にあるので、基質に  

ついては、5■末端から2番目のC残基をGに置換した（Subllリ。Rz24・を転写反  

応により調製したところ、その収量はRz24の約5倍ヒなった。次にRz24・につい  

てNMRを測定したところ、シグナルの数が多く、Rz24■が多形であることが示唆  

きれた。そのため、シグナルの帰属が難しく、構造解析が困難であった（第5章  

を参照）¢そこで、方針を変え、Rz乏8の構造解析を行った後、Rz28のデータを  

利用してRz24について構造解析した。本論文では、主にRz24の酵素学的特性お  

よび構造について述べる。   

また、本研究ではハンマーヘッド型リボザイムのG‥A塩基対に注目したが、  

G：Å塩基対を含む14－merのNMRシグナルを帰属し、これを利用してRz24のG：A塩  

基対について構造解析することも試みた（園ユー2f）。NMRによる構造解析では、  

試料の分子量が小さいほどシグナルの数が減るので構造解析が容易になる。しか  

し、14－merの構造解析を行ったところ、予想していた二次構造（ヘアピン構造）  

ではなく、二重磯を形成していた（第5草を参照）。よって、二重鎖を形成した  

14－m8rにはG浪塩基対は存在しないため、Rz之4の構造解析には利用できなかった。  

酵素部分が24－m。r（Rz24）となった。親リボザイムでは、酵素学的特性（切断  

活性に対するMgCI三浪度、pH、金属イオン種、温度の影響）が調べられており、  

NMRによる構造解析も行われている。そこで、小型リボザイムの酵素学的特性  

とNMRによる構造解析の結果を親リボザイムのものと比較することを試みた。  
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図Z－1ハンマーヘッド型リボザイムの二次構造（a）よく研究されている  

タイプのハンマーヘッド型リボザイム（トランス型）。矢印は切断部位、XはA、  

C、Uを表し、NはA、G、C、Uを表す。それ以外の残基は切断活性に重要な残基  

であるo（b）掛」ボザイム。（c）小型リボザイム。基質部分をS。bll、酵素  

分をRz24とする。  
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ので、構造解析が容易になると思われるQ＝DVリボザイムを三本鎖に分ける際に  

は、二本鎖からなるHDVリボザイム（トランス型）を参考にした。二本鎖に分割  

する方法は二通り報告されており、一方はステムⅠとIIの間で分けており、もう一  

方はステムⅠⅤの先のルーブで分けている（図2－3；BeeneIal．，1992；Perrolta＆  

B£en，1992；Perrotta＆Been・1993；Puttaraju et al・，1993；Wu et al．，1992；  

鋸anch＆Roberts叫1991）○そこで、この二箇所で分けることによりHDVリボ  

ザイムを三本鎖にした。  
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 図ユー3 HDVリボザイムの分割法○大矢印が分割する位凱ステムほlIの  

間で分ける場合、ステムIVの先のループで分ける場合、二箇所で分ける場合。  

また、小型化のためには過去に出された報告を参考にし、切断活性の減少が小  

さくなるようにデザインしたQ mutageneSis（W…tal・，1992；Wu＆Huang，  

1992；Wuetalり1993；Suhetal・・1992；Kulnaretal・，1992；Kumaretal．，1993；  

Smith¢tal・，1992；Tbilletal・，1卵3；Kawakamietal・，1993；Macna喝加on仁tal．，  

1993；Tanneretal・，1994）、チオリン較による置換りeouれgetal．，1994）およ  

び化学修飾（Belin5ky8tal・，1夢犯）の実験により、切断部位、ステムⅠとIVの閣  

の部分0朝Ⅴ）、ステム‖とIVの間の部分（JIⅢV）およぴループⅠ‡博切断活性  

に重要であることが報告きれている0そこで、これらの部分は保存するように小  

型化した。ステムIVは、活性構造を保持するのに必要であり、直接的に切断反応  

に関与する残基を持たないので、ステ封Ⅴを短くしても切断活性を保持できるこ  

とが知られている8そこで、小型＝DVリボザイムではステムⅠⅤを短くした。  

Be印らはトランスに働くHDVリボザイムの小型化とゲノム鎖およぴアンチゲノ  

ム鎖のキメラ化を同時に施し、切断活性の高いリボザイムを作成することに成功  

している（Beenetal・，1992）¢そこで、本研究で腋、翫削らのデザインしたリ  

ー22一   

図トヱ 本研究でデザインしたハンマーヘッド型リボザイムおよび関連  

RNA（a）小型リボザイムRz24およびSubll（b）ヘアピン構造のRz24（C）Rz24  

を転写反応により調製したときに得られる主生成物Rz28（d）酵素部分がヘアピ  

ン構造を形成しにくいようにデザインした小型リボザイム（Rz24・およぴSubll・）  

（e）ヘアピン構造を形成しにくいRz24・（f）酵素部分Rz24のG：A塩基対を含む部  

分14－mer  

2－3 HDVリボザイムのデザイン  

HDVリボザイムについても安定同位体標識法を用いたNMRにより高次構造を  

明らかにすることを目的として小型化を行った。しかし、小型化してもHDVリボ  

ザイムはハンマーヘッド型リボザイムより分子量を小さくできないので、構造解  

析が困難であることが予想された0そこで、三本鎖からなるHDVリボザイムをデ  

ザインした。三本鎖からなるHDVリボザイムのそれそれの鎖を安定同位体標識す  

ることにより、それぞれの鎖由来のシグナルを準選択的に観測することができる  
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（b）  

ポザイムを三本鎖に分け、さらに小型化したHDVリボザイムを図2－4eのように  

デザインした（基質部分8－mer、酵素部分16－merと35－mer）。この小型リボザイ  

ムでは、ステムHI、ステム1Ⅰの一部、ステムⅠⅠとIVの間の部分（JII／IV）がゲノ  

ム鎖由来の配列、ステム1、ステムIVの一部、ステムlとⅠⅤの問の部分（Jl／IV）、  

ループⅠⅠⅠがアンチゲノム鎖由来の配列となる。  

2－4 HDVリボザイムのデザインにおける難しさ   

HDVリボザイムを構造解析するためにリボザイムの小型化が必要であるが、現  

在、HDVリボザイムの構造と機能の相関は明らかになっておらず、小型化のため  

の指針はない。そこで本研究では、小型化したリボザイムについて活性を測定し、  

高い滴性を持つものについて構造解析するという方針で研究を進めた。最終的に  

は2－3で述べたような小型リボザイムをデザインしたが、それまでに二つのリボ  

ザイムをデザインした。ここでは、その二つのリボザイムについて報告する。   

はじめ、HDVリボザイムのアンチゲノム鎖の配列から、基質部分が13－mer、酵  

素部分が15・merと34tmerの小型リボザイムをデザインした（図2－4c）。この小  

型リボザイムの切断活性を調べたところ、その切断反応の擬一次反応速度定数  

た8b一は0・001min‾l以下であり、非常に低かった。このリボザイムの切断活性が低  

かった原因として、リボザイムのステム部分の相互作用が弱いために、活性型の  

構造を形成しにくいということが考えられた。そこで、ステム部分を強化する  

（G：C塩基対の数を増やす）ために、ちeenらのデザインに従って小型リボザイム  

をゲノム鎖とアンチゲノム鎖のキメラ体にした（基質部分13－mer、酵素蔀㊥  

16－merと35－m打；図2－4d）。キメラ体にしたところ、その清性（鳥肌）は約10倍  

（0・00紬打‘）に上昇したが、不十分であると考えた。そこで、この小型リボザ  

イムの切断活性が低い原因を調べるために、それぞれ基質部分および酵素部分の  

Tmを調べたところ、・基質部分13－me一（S－GGCUUCGGGUCGG3，）のTmは非常に  

高く、540Cであった。基質1ヨーmerは、それ自体で安定な構造を形成し、酵素部分  

と相互作用しにくいた鋸こ、切断活性が低いことが示唆された。そこで、2－3で  

述べたようにBeenらのデザインに従い、基質がそれ自体で安定な構造を形成しな  

いように基質の5一側5残基を削り、基質部分を8・merとしたところ、丸加は約  

0・09min－1となった（第4車参照）。この小型リボザイムの切断清性も十分ではな  

いが、切断反応条件を最適化することによりきらに清性が上昇する可能性もある。  

そこで、この小型リボザイムの特性を鞠べるとともに切断反応に最適な条件を検  

討したので報告する。  
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図2－4 本研究でデザインした罰u｝Ⅴリボザイムとその擬一次反応速度定  

数（a）ゲノム鎖 矢印は切断部位を示す0（b）アンチゲノム鎖（c）アンチゲノ  

ム鎖からデザインした小型リボザイム（d）ゲノム鎖とアンチゲノム鎖のキメラ  

の′J、型リボザイム（8）基質を8merとした小型キメラリボザイム⊂］はゲノム鎖  

由来の配列、仁王三】はアンチゲノム錦由来の配列  
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域は一本鎖（目的のRNAに相補的な鎖）でもよいことが知られているが、条件検  

討の結果、転写される領域も含めて全体が二本鎖からなる鋳型DNAを転写反応に  

用いたo鋳型DNAはDNA合成機により合成したものを脱保護した後、変性ポリ  

アクリルアミドゲル電気泳動により不純物（短鎖のものや保護基など）と分離し  

た0さらに、これをゲルから切り出したものを抽出して、エタノール沈殿により  

精製、脱塩した。  

T7RNAポリメラーゼは市販されているが、市販品ではその濃度が低いため、  

反応液中の酵素濃度を十分上げられない。短い鋳型DNAを転写に用いる場合、鋳  

型DNAと酵素との衝突頻度を上げるために、酵素濃度を上げる必要がある。そこ  

で、T7RNAポリメラーゼは大腸菌を用いた大量発現系により調製した。T7  

RNAポリメラーゼの大量発現はZawadzkiら（1991）の方法（Grobergら（1988）  

の方法を単純化した方法）に従い、プラスミドpAR1219を導入した大腸菌BL21  

を用いた（Davanlooetal・，1984）。PAR1219はIacUV5プロモーターの下流にT7  

RNAポリメラーゼの遺伝子をもつプラスミドであり、IPTGを培地に加えること  

によって発現を誘導することができる。また巣南後には、溶菌、塩析、陽イオン  

交換カラムクロマトグラフィーにより精製した。  

RNAの転写反応条件は基本的にM川iganら（1987）の方法に従った。転写反応  

臣は、T7RNAボt」メラーゼ、鋳型DNA、NTPs、MgCl2、DTT、スペルミジンお  

第三章 リボザイムの調製  

3－1リボザイムの調製法の確立   

RNAの調製法としては、化学的に合成する方法（Odaietal．，1990A，B；Odaiet  

al．，1994）とT7RNAポリメラpゼを用いて転写する方法（Mi11iganetal．，1987；  

Mi11igan＆Uhlenbeck，1989）があるが、前者の優れた点は、短鎖のRNAであれ  

ば容易に高収率で合成できることである（手動でRNA合成をする際には、1残基  

伸長するのに約40分を要し、常に反応に従事する必要があるので20残基以上にな  

ると大変である）。また、RNA鎖に修飾塩基を導入することも可能である。一方、  

後者の優れた点は、長鎖（数百残基）のRNAの調製が可能であることである。  

RNA合成機を使用すれば、現在100残基近くのRNAを合成することも可能となっ  

ているが、原料となるアミダイトが高価なため、コストが高くなる。またT7  

RNAポリメラーゼによる転写系では、NMR解析のための安定同位体標識が比較  

的安価にそして一様にできるという点も優れた点である。そこで本研究では、T7  

RNAポリメラーゼによって転写する方法を用いてリボザイムを調製した（図3  

－1）。リボザイムの調製法を確立するためには、はじめに研究対象としたハン  

マーヘッド型リボザイムの酵素部分24－merを用いた。  

よび緩衝液が必要であるが、本研究で調製するRNAは50－mer以下であるため鋳  

型DNA、T7RNAポリメラーゼおよびRNAの原料となるNTPsの濃度を高くして  

衝突頻度を上げることにより、転写効率を上げる必要があると考えた。そこで、  

反応条件の最適化を行った。20／∠1スケールの転写反応液に［αノ三日cTPを加  

えることにより、RNAに［α－32p］cTPを取り込ませ、反応液を変性PAGEによっ  

て分離してオートラジオグラフイーを行うことによって、それぞれの反応液の転  

写物の量を定性的に比較した。  

転写条件を確立した後、RNAの転写を200〟1スケールで行い、転写産物を鋳型  

DNAと同様に変性PAGE（1mm厚のゲル）により精製した（ljボザイムの安定  

同位体標識の際には、同様の転写条件において原料となるGTPの代わりに  

15N－GTPを反応液に加えた）○さらに精製物の塩基配列を確認するため、アルカ  

リフォスファターゼにより5一リン酸をRNAから除去した後、［γ－32p］ATPおよ  

びT4ポリヌクレオチドキナーゼを用いて5・端をユヱpにより標識し、4種類のRNas。、  

RNaseTl、RNaseUコ、RNasef，月γM、RNaseβcにより処理した（Ku。hin。＆  

Nishimura，1989）。  

転写されたリボザイム  
■ ■l■■■ －■■ ■■ ■ ■■ －■ ■ ■■ ■ ■■■ ■ ■  

ATP  
GTP  
UTP  

ノP3．  5－  

＼   

TAATACGACTCACTATA  
ATTATGCTGAGTGATAT  
3－ ¶プロモーター配列  

T7RNAポリメラーゼ   

ヽ   
ヽ 
ヽ＿＿＿  

ヽ  

リボザイムの鋳型配列  5l  

図3－1T7RNAポリメラーゼによる転写反応の模式図  

T7RNAポリメラーゼによる転写反応では、目的のRNAに転写される配列（鋳  

型部分）の上流にT7ブロモーター配列（17残基：5・TAATACGACTCACTATA3・／  

3’ATTATGCTGAGTGATAT51）を持つ鋳型DNAを用いた8鋳型DNAの二本鎖のプ  

ロモーター領域にT7RNAポリメラーゼが結合して転写が始まる。転写される領  
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1p87）。   

HDVリボザイムについても、転写反応条件の検討を行ったが、最適条件はハン  

マーヘッド型リボザイムにおける最適条件とほぼ同じであり、その条件で反応を  

行い、酵素部分16・merおよび35－merを得た。また、酵素部分16＿merを転写する  

ための鋳型DNAとしてセンス鎖とアンチセンス鎖ともに33・mer、酵素部分  

35－merを転写するための鋳型DNAとしてセンス鎖とアンチセンス鎖ともに  

52－merを用いた。  

3－4 結果および考察  

3ぺ－1鋳型DNAの調製法   

鋳型DNAの調製では、DNA合成機により合成したものを脱保護し（アンモニア  

処理）、それを変性PAGEおよぴcrushand50ak法により精製した。DNA合成機  

による合成では、1残基伸長するときの収率（st叩yieid）が約粥％であり、DNA  

鎖が長くなると最終的な収率（toね1yiモ1d）が低くなり、短鎖のRNAの潅在が多  

くなる（トリチルアヅセイの結果、35－merでは約50％である）。鋳型DNAは転  

写反応に使用するので短鎖のDNAが含まれていると短いRNAが合成されてしま  

う。そこで、短鎖のDNAを含む合成品から高純度のDNAを精製する必要があっ  

たd鋳型DNAの精製法については、OPCカートリッジなどのC．18による逆相カ  

ラムクロマトグラフィー（DNA合成機上の反応の最後にトリチル基の脱保護を行  

わないと、目的の長きのDNÅのみがトリテル基を持つので、トリテル基の疎水性  

を利用して精製できる）も検討したが、本研究では変性PAG引こよる精製法を用  

いた。以下にその理由を述べる。変性PAGEによる精製ではUV照射によって  

DNAのバンドを確認しながらゲルから一本のバンドを切り出しているため、他の  

方法に比べて純度の高い鋳型DNAを得ることができた（ただし、アクリルアミド  

の濃度を最適化し、電気泳動を十分行うことによって分解能を高くする必要があ  

る）。アセトニトリルの濃度勾配を用いた逆相カラムクロマトグラフィーでは高  

純度の精製ができると思われるが（本研究では、簡単に精製したかったので、こ  

の方法は用いなかった）、OPCカートリヅジのようにバッチ法を用いると純度は  

低かった（図3－2）。これは、カラムの洗浄法が悪かったために樹脂にトリチル  

基のないDNAも吸着したことが原因かもしれない。  

収率については、ゲルからcrushandsoak法により抽出した場合、約50％であっ  

た8ゲルからの抽出効率はDNAの鎖長に依存すると考えらているが、本研究では  

ほとんど差がなかった。また、eleclroelution法を用いると、抽出効率は上がる  

と考えられているが、鋳型DNAの精製ではより簡単で短時間で精製できるcr。Sh  

－2＆   

3－2 ハンマーヘッド型リボザイムの調製   

T7RNAポリメラーゼを用いた転写によりハンマーヘッド型リボザイムを調製  

することを試みたが、高い転写効率を得るためには5一束端にG残塞が必要である。  

そこで、基質部分については、親リボザイムと同じ11－merの5一末端にG残基をひ  

とつ付加した12－merをT7RNAポリメラーゼによる転写系で調製した（酵素部分  

24－merの51末端はもともとGである）。鋳型DNAについては、酵素部分24－merを  

転写するための鋳型DNAとしてセンス鎖とアンチセンス鎖ともに41－mer、基質  

部分1Z・merを転写するための鋳型DNAとしてセンス鎖とアンチセンス鎖ともに  

29－merを調製し（3－1参照）、転写反応に用いた。  

リボザイムを構造解析している最中に切断反応が起こらないように工夫する必  

要がある。リボザイムが活性型に近い構造を形成しつつ、切断が起こらないよう  

にする方法として、切断部位のC残基の2■一OMe化と2■デオキシ（－H）化が考えら  

れる（Odaietalリ1990A，B；Uesugietal．，1992）。前者では、本来のリボザイ  

ムが有する2一－OH体に比べて空間的に大きくなり、後者では逆に小さくなる。こ  

のことがリボザイムの構造にどのように影響するかは明らかになっていないが、  

Mgヱ十非存在下でヱ・・OMe体および2l－＝体のイミノブロトンスペクトルを2・一OH体  

のものと比較すると、2－－H体に比べてヱ■－OMe体のスベクトルの方が2－－OH体のも  

のに似ていることが知られている（Odaietal・，1990A，B；Uesugietal．，1992）。  

切断活性には切断部位の2■－OHの酸素原子が非常に重要であると考えられている  

ので、2■・OMe体の方が2■－H体に比べて、その構造が2・－OH休に似ているのかも知  

れない。そこで本研究では、基質が切断されないように切断部位のC残基を  

2l－OMe化した基質を化学的に合成した（当研究室博士課程 金美希氏より供与；  

lnoueetal・，1987）。切れない基質は11－merとした。  

3－3 HDVリボザイムの調製  

小型HDVリボザイムは三本の鎖からなるが、酵素部分16merおよぴ35merはT7  

RNAポリメラーゼによる転写系を用いて調製し、基質部分8－merについては  

Gensel社に依頼合成した。基質部分の配列Ii51cGGGUCGG3・であり、5I末端がC  

であるためT7RNAポリメラーゼによる転写系では調製できない。また、T7  

RNAポリメラーゼによる転写を可能にするため、ハンマーヘッド型リボザイムの  

Sub12のように5一束牒引こG残基をひとつ付けることを考えたが、付加する位置が  

切断部位に近く、＝DVリボザイムの切断活性を阻害する可能性があるので行わな  

かった（切断部位の5・側のC残基をGに置換すると清性が低くなることが知られ  

ている；Wu＆Lai，1992）。また、ハンマーヘッド型リボザイムと同様に切れな  

い基質を合成した（当研究室修士課程 田中陽一鵬より供与；InoueetaI．，  
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き一孝一3 転写反応条件の検討  

転写反応条件の検討では、40mMTris－＝Cl（p＝8・1at37。C）、6mMMgClヱ、5  

mMDTT、1mMスヘルミジン、0・01％TritonX－100、80mg／mlPEG8000、1  

mMNTPs（each）、0・1〟M鋳型DNA、0．1mg／mlT7RNAポリメラーゼの組成で  

37qCで2時間というMilliganら（1987）の方法を元にして最適化を行った。まず、  

転写量の時間変化を調べたところ、時間とともに転写量は増え、約5時間で最大  

量に達した（図3－3）0反応液は378CでpH8．1が最も良いことが知られており、  

そのためpH8付近で緩衝能が高いHep¢S緩衝液を使用している論文もある。そこ  

で、Hepes緩衝液を試したが、転写効率の上昇は見られなかった。NTPsの濃度は  

Milliganらの論文ではそれぞれ1mMであるが、Ambion社の高い効率を有する転  

写キット（Megascripりではそれぞれ7．5mMである（反応液の他の組成について  

は不明である）。NTP5濃度が1mMと7．5mMの時で転写効率を比較したところ  

7・5mMの時の方が転写量が多かった。鋳型DNAおよびT7RNAポリメラーゼの濃  

度についてもMegascriptの条件を参考にして条件検討したところ、ほぼ2〟M鋳  

型DNAで転写効率は最大に達し、T7RNAポリメラーゼが20U／〟lの時に転写効  

率は最大に達した。また、反応3時間後に再び20U／〟ⅠのT7RNAポリメラーゼを  

加えたところ、転写量が増えることがわかったoさらに、MgC12、DTT、スヘル  

ミジンの濃度について検討した。MgCl三濃度を変えて転写を行ったところ、35  

mMの時に最も転写量が多かった（図3－4）。NTP5はMgC12と複合体を形成して  

T7RNAポリメラーゼに取り込まれるので、NTPsとほぼ等量のMgCl2が必要であ  

ると思われる。さらに、MgCl之は鋳型DNAおよぴRNAの構造を安定化する働きを  

していると考えられる。l）TTは酵素を安定化するために加えていると考えられ、  

DTT濃度を変えても転写効率には影響しなかった（図3－5）。スペルミジンにつ  

いては、その濃度を上げると非特異的な転写が減ったが、転写量も減った（図3  

－5）0正の電荷を持つスペルミジンは負の電荷を持つ鋳型DNAの構造を安定化  

して非特異的な転写を減らすと同時に、正の電荷を持つ酵素と負の電荷を持つ鋳  

型DNAとの相互作用を弱めていると考えることができる。100mMNaClを加え  

ると非特異的な転写が減るという報告があるが、本研究では転写量が減少した。  

これの原因もスペルミジンの時と同様に考えられる。以上の条件検討により、40  

mMTris－HCl（PH8・1at37DC）、35mMMgC12、5mMDTT、2mMスペルミジン、  

0・01％TritonX－100、80mg′mlPEG8000、7・5mMNTPs（each）、2iLM鋳型  

DNA、20U／〟lT7RNAポリメラーゼの組成で370Cで3時間反応した後、さらに  

20U／〟1のT7RNAポリメラーゼを加えて2時間反応することにした。  

また、T7プロモーターの配列のみが二本鎖である鋳型DNAに比べて全体が二本  

鎖である鋳型DNAを用いて転写を行った場合に収量が多かった（図3－6）。こ  

＿30■   

ands。ak法を用いた。CruSh andsoak法により抽出した場合に注意すべき点とし  

ては、尿素およびアクリルアミドは転写反応を阻害する可能性があるので十分脱  

墟を行う必要があると思われる。そこで、本研究ではエタノール沈殿を2回行っ  

た。また、改良すべき点としては、本研究では1mm厚のゲルを用いて一度に約  

20A2d。ユニットのDNAを精製したが、さらに大量のDNAを一度に精製できるよ  

うにゲルの厚さなどを検討する必要があると思われる。  

（a）（b）  

●■ 幸   

！  
蒙 －  

■■■  

図3一之 精製法の違いによる鋳型DNAの純度の違い。鋳型DNA4トmerを  

それぞれC－18によるカラムクロマトグラフィー（a）あるいはPAGE（b）によって精  

製したものを5■末端標識した後、PAGEにかけてオートラジオグラフイーした図。  

矢印が41－mer。  

3－4－2 T7RNAポリメラーゼの調製  

T7RNAポリメラーゼの調製は、すでに報告されている方法に従った。1リット  

ルスケールで培養を行ったところ、約8gの菌体を得ることができた。これを溶  

菌し、T7RNAポリメラーゼを精製したところ、約0．1〟m。l（分子吸光係数は  

1・4×105M■1であり、・これを用いて計算した）得ることができた。この収量は、報  

告されている論文の収量と比較すると約10％の収量である。収量が低くなった原  

因としては、陽イオン交換カラムクロマトグラフィーにおける分離能が低くかっ  

たこと、さらに、分離能が低いために多くのカラムフラクションを回収したが、  

そのために酵素濃度が低くなり、塩析で得られる沈殿の量が少なくなったという  

ことが考えられる0そこで、塩析の隙にセントリコン30により濃縮すると沈殿の  

量は増え、収量が増えた（増えた収量については定量しなかった）。また、活性  

測定については、市販の酵素と比較することによって行い、1リットルの培養棄  

約4×10‘unitsの酵素が得られた。  
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れは、鋳型DNA全体を二本鎖にすることによって、転写反応に必要なT7プロモー  

ターの二本鎖領域が安定化したことが原因のひとつとして考えられる。あるいは、  

二本鎖では転写を阻害するヘアピン構造等を形成しにくくなるのかもしれない。  

また、T7プロモーターの二本鎖領域を安定化するためにプロモーターの上流を少  

し長くすることを考えたが、1塩基対増やしても収量は増えなかった（もっと長  

くすると転写効率は上昇するという報告もある）。  
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図3－5 転写反応のDTTおよぴスペルミジン濃度依存性。矢印が目的の転  

写物24－m）¢r。  

図3－3 転写反応の時間変化。tαノ2p】CTPをRNAに取り込ませた後、PAGE  

を行い、オートラジオグラフイーした凱矢印が目的の転写物24＿m。r。  

PrOmOter  

（a）打mm■  

MgC12（mM）  

510203035405060708090100  
十   （b）  

図3－6 鋳型DNAのデザインによる転写量の適い。矢印が目的の転写物  

16－mer。  

3－4－4 ハンマーヘッド型リボザイムの調製  

乏00／Jlスケールで転写を行ったところ、24－merは1nmol（ターンオーバー数3  

臥GTPの取り込み効率1％）、12－merは9nmol（ターンオーバー数30回、GTP  

の取り込み効率2％）得られ、RNAの収量は多くなかった。T7RNAポリメラー  

ゼによる転写反応において、目的のものより1残基長い転写産物が得られること  

－32－   

図3－4 転写反応のMgCll濃度依存性。矢印が目的の転写物24－mer。  
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はよく知られている。また、転写反応の途中で酵素が鋳型DNAと解離することが  

あり、目的のものより短い転写産物も得られる。このような非特異的な転写が  

24■merおよび1ユーmerの転写反応において多かったことが、収量が少なくなった原  

因として考えられる。   

また、24－merの転写反応を行ったところ、28－mer（5nmol、ターンオーバー数  

15回、GTPの取り込み効率5％）が主生成物として得られた。本研究の途中で、  

転写されたRNAがヘアピン構造を形成し、5I末端がoverhangしていると、その  

overhangしている部分が鋳型となり転写反応が余分に進むということがCazenave  

ら（1994）によって報彗された。そこで、28－merの構造を調べたところ、ヘア  

ピン構造を作り、28－merの5■末端の4残基が鋳型となっていることがわかった。  

24－merから28－merへの余分な伸長反応が、24－merの収量を少なくしていること  

がわかった。になることが考えられた。この余分な転写は目的の転写物の転写量  

を極端に減らすものであり、RNAをデザインする際にヘアピン構造を形成するか  

否か検討する必要がある。   

得られたRNAの塩基配列はアルカリ加水分解および4種類のRNase、RNaseT．、  

RNaseU2、RNasePhy M、RNaseBcによって調べた。RNase TlはG残基の3，側  

で特異的に切断する酵素で、同様にU2はAの、Phy MはAとUの、BcはCとUの3I  

側で特異的に切断する酵素である。これらの酵素によって限定分解したものをア  

ルカリ加水分解したものと一緒に変性20％pAGEにより解析したところ、目的の  

RNAであることがわかった（図3－7）。   

3－4－5 HDVリボザイムの調製   

200〟1スケールで転写を行ったところ、16－merは5mmol（ターンオーバー数10  

臥GTPの取り込み効率1％）、35－merは7．5nmol（ターンオーバー数15回、  

GTPの取り込み効率3％）得られた。また、ハンマーヘッド型リボザイムと同様  

に、これらのRNAについて配列を確認した（図3－8）。   

以上のように本研究で転写したRNAの収量は少なかったが、鉛リボザイム  

30－merは同じ転写反応条件で約之5nmol得られた（ターンオーバー数50回、GTP  

の取り込み効率5％）。このRNAは30－merでヘアピン構造を形成し、5・末端と3・  

末端が揃うことが予想される。このように、5・末端と3・末端が揃っている場合に  

は、余分に転写が進むことはないので収量が多くなると思われる。T7RNAポリ  

メラーゼによる転写の効率はRNAの配列および構造に大きく依存するので、今後  

T7RNAポリメラーゼによる転写メカニズムを明らかにし、工夫する必要がある  

と思われる。  
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図3－7 Rz24の塩基配列の確認  
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弟四章 小型ハンマーヘッド型リボザイムの特性  

4－1 酵素学的特性およぴCDの解析  

本研究で調製した小型リボザイムの酵素学的特性を調べるために、デザインの  

元となったリボザイム（親リボザイム；Odaietal・，1990A，B；Odaietal．，1994こ  

U¢5ugietal・・1992）の特性と比較した0実験の手順については、基質の5・末端  

をつ2pで標識した後、親リボザイムと同様の条件（1〟M基質、1〟M酵素、50  

mMTris－HCl（pH8）、10mMMgC12、370C）で反応し、二倍量の反応停止液  

（80％ホルムアミド、20mMEDTA）を加えて反応を止めた。基質は切断される  

と、5一束端が棟識されている7－merと標識されていない5－merになるので、24％  

PAGEを行った後、バイオイメージアナライザーBAS－1000を使用して定量した  

（図4－1）。  
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●  図4－1切断反応のオートラジオグラフイーの図01〟M基質、1／JM酵素、  

50mMTris－HCl（pH8）および10mMMgC12の組成で37¢Cで反応。  

酵素学的特性の解析  

始めに、切断された基質の割合の時間変化を調べたQさらに、切断清性に対す  

るMgCl三浪度、温度、PHおよび二価金属イオン種の影響を調べるため、上記の反  

応液組成でそれぞれひとつの要素を変化させて切断実験を行い、l時間後に切断  

された基質の割合を調べた0しかし、反応条件を変えた場合に切断反応の時間変  

化が変わるために、1時間後に切断された基質の割合は正確には切断反応速度を  

反映していない0例えば、異なる条件において1時間後に切断された基質の割合  

が共に90％であったとしても、10分後に切断された基質の割合は等しいとは限ら  

ず、20％であったり、60％であることがある（図4－2）。そこで、それぞれの  

条件で酵素学的バラメーター（擬一次反応速度定数たはリボザイムの切断反応ス  
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CDによる解析   

核酸の構造変化にともなって円二色性は変わるので、CDスヘクトルの変化を解  

析することによって核酸の構造変化を調べることができる。本研究では、切断さ  

れない基質を用い、Mg2瀾定の実験を行ったo Mg2・滴定による構造変化をCD  

（実際には265nmにおける楕円率の変化）でモニターすることによって調べ、  

活性の変化と比較した0さらに、＝＝1plotによる解析によりMgZ・イオンの解離定  

数（だd）および協同性（〃）を親リボザイムのものと比較した。また、温度変化  

にともなうCD変化をモニターすることによって、温度変化にともなう構造変化  

を調べ、熱融解温度（Tm）を求めた。これを、温度変化にともなう活性の変化  

と比較した。   

カープフィッティングによる解析   

本研究では、Mg2＋滴定によるCD変化およびMgCl過度の活性に対する影響をカー  

ブフィッティングによって解析する方法を確立したq例えば、Mg2・がZつ結合し  

ていると仮定すると、平衡式は  

Rz＋2Mgヱ＋ Rz－Mg2・十Mg2・Rz・2Mg2・   

であるから（Fersht，1985；Celander＆Cech，1991）、それぞれの解離定数お  

よび分子種の割合は  

ぷ。．＝tRz】tMgZ＋】ノ【Rz－MgZ＋】  

だ。Z＝【Rz－Mg2＋］【Mg2◆】ノ【Rz－2Mg2◆】  

Fl＝tRz－MgZ◆】′（【Rz】＋【Rz－Mg2・卜【Rz－2Mg2・】）  

F2＝rRz－2Mg2＋川Rz卜［Rz－Mgヱ十】＋【Rz－2Mgヱ・】）   

である。よって、  

Fl＝1／（g。l／【Mgヱ◆卜1・〔Mg2◆】／g。三）  

Fヱ＝1／（g。1g。2／［Mgヱ◆】ヱ・g。Z／【Mgヱ◆】＋1）  

という式が得られる。ここで〔Mg2・］＝gdlの時を考えると、gd2＞＞〟。1の場合、Fl  

は0・5、Fユは0に近い値となり、協同性がほとんどないことを意味する。一方、  

だd2＜＜だdlの場合、Flは0、Fヱは1に近い値となり、非常に協同性が大きいことを意  

味する。  

さらにRz－2Mgヱ＋に対するRz－Mg2・の寄与の比をTとすると、楕円率∂のMgh滴定  

による変化の割合F。。は  

F。。＝a（rFl＋Fz）  

で表すことができる（aは楕円率が上限に達した点の見積りの誤差を補正する  

項）0この式を用いてCDによるMg2・満足曲線を∬。1、g。Z、aおよびrを変数とし  

てカープフィッティングを行った。また、同様に活性（斤。b5）のMgCl三浪度による  

変化についてもカーブフィッティングを行うことができる。  

－38＿   

チップにおける速度を表す）を調べることが望ましい。しかし、バイオイメージ  

アナライザーが当研究室になかったため、それぞれの条件において酵素学的バラ  

メーターを調べることは困難であった。また、切断活性に対するMgC12濃度、温  

度、PHおよび二価金属イオン種の影響について親リボザイムのものと比較し、  

大体の傾向を調べることを目的としたので、本研究では1時間後に切断された基  

質の割合を調べた。  

（
ポ
）
巾
「
一
触
e
紙
用
吏
夫
側
塞
ぎ
 
 

（
ポ
）
佃
扁
e
軟
州
吏
長
竹
塞
ぎ
 
 

0
 
 
 
 
 
0
 
 

9
 
 
 
 
 
6
 
 

0
 
 
 
 
 
0
 
 

q
）
 
 
 
 
 
6
 
 

60  
時間（分）  

60  
時間（分）  

10  10  

図4－2 切断きれた基質の割合の時間変化が異なる例  

酵素学的パラメーターの測定   

酵素過剰の条件では酵素反応は擬一次反応として扱うことができる。ここでは、  

酵素1〟M、基質1〟Mの切断反応および酵素0．6〟M、基質0．1〟Mの切断反応  

を擬一次反応ヒ仮定し、P（t）＝PmlX一（P…－P。）exp（－た。bit）の式を用いて非線形最小二  

乗法によるカープフィッティングを行い、擬一次反応速度定数た血を求めた  

（McCalletal．，1992）。   

また、50rnMTris－HCl（pH8）、10mMMgCl2およぴ100mMMgCl2の条件では、  

酵素学的バラメーターれ叶およびgmを調べた。マルチターンオーバーの速度定数  

（鬼。a．）およびミカエリス定数（尺m）を求めるためには、酵素0．1〟Mに対して  

基質過剰の条件で5種類の基質濃度（0．5～10〟M）で切断反応を行い、1分から  

20時間後までサンプリングし、切断産物の割合（％P）を定量した。次に、各基  

質濃度【S】において切断産物の割合（％P）を時間（t）に対してプロットし、t＝  

0における接線より初速度（V。）を求めた。これをEadie－H。fsteeプロットするこ  

とにより、VD／tS】対Ⅴ。はほぼ直線になるので、最小二乗法を用いて直線のフィッ  

ティングを行った0その傾きからgmが求め、y切片から最大速度V…を求めた。  

さらにV嘲より鬼。alを求めた（Uhlenbeck，1987）。  
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割合をMgC12濃度に対してプロットしたところ、切断された基質の割合はMgC12  

濃度の増加とともに増え、約60mMでほぼplateauに達した（図4－4）。しかし、  

100mMMgCIz（1JJM基質、1LLM酵素、50mMTris－HCI（pH8）、37。C）に  

おける切断された基質の割合の時間変化を調べたところ、30分後に切断反応は平  

衡に達した（図4－5）0よって高MgC12濃度において、1時間後に観測したので  

は反応速度を比較できないことがわかった。実際、＝endryら（1995）が擬一次  

反応速度定数（たobl）で比較した場合、ヘリックスⅠⅠ欠損変異体の烏Db叔、MgClユ  

濃度が60mMでもplateauにならず、さらにMgC12濃度を上げると々。b～が大きくな  

ることを報告している0以上のことから、図4－4ではMgCl2濃度が60mM以上で  

見かけ上切断活性がplateauに達していると考えられる。  

4－2 結果および考察   

切断反応の経時変化   

最初に、1〟M基質、1iLM酵素、50mMTris－HCl（pH8）、10mMMgC12と  

いう条件で370Cで反応し、切断された基質の割合の時間変化を調べたところ、図  

4－3の様になった。切断された基質の割合が経時的に増えていることがわかる。  

また、一晩後には約60％の基質が切断され、それ以上の切断は起こらなかった  

（このような点をendpointという）。切断反応は可逆的な反応であると考えられ  

ており、親リボザイムでは最終的に約95％の基質が切断される点で平衡に達する  

ことが知られている。小型リボザイムでは、この平衡が変わり、endpointが60％  

になったのかもしれない。   

反応が平衡に達した状態で切断割合を比較しても、反応速度を比較することは  

できない（図4－2）。図4－3より、1時間後に切断された基質の割合は増えてい  

るので、その割合を比較することによって大休の反応速度を比較できる。そこで  

本研究では、1時間後の切断された基質の量を比較することによって、MgC12濃  

度、温度、PHおよび二価金属イオン種の影響を調べことにした。  
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図巨4 小型リボザイムの切断活性に対するMgClヱ濃度の影響。1〟M酵  

素、1ノ∠M基質、50mMTris－＝C】（pH8）、378C、1時間。   

親リボザイムでは、本研究と同様に切断活性に対するMgCI三浪度の影響を観測  

するために30分後に切断された基質の割合を調べており、MgC】2濃度が約3mM  

の時にplateauに達したと報告している（Odaietal．，1994）。小型リボザイムで  

は親リボザイムより長い1時間後に観測しているのに、図4－4のようにplateauに  

達するMgCl三濃度が高い。このことより、小型リボザイムが高い酒性を示すため  

には親リボザイムに比べて高濃度のMgヱ・イオンを必要とすることがわかる。これ  

はMg：◆結合親和性が低くなったことに起因すると考えられる。  

－ヰ0＿   

0  50  100  150  

Time（mill）   

図4－3 小型リボザイムの切断反応の経時変化。図4－1のデータを定量し  

た結果ol′∠M基質、1〟M酵素、50mMTris－HCl（pH8）および10mMMgCl2  

の組成で370Cで反応。   

切断汚性に対するMgClユ濃度の影響  

切断活性に対するMgC12濃度の影響を調べるため、1時間後に切断された基質の  
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ことによって、親リボザイムの清性とほぼ同等になることがわかった。  

マルチターンオーバーの切断実験  

さらに、マルチターンオーバーの切断実験を行ったoEadie－Hofrsteeプロット  

（図4－6）を用いてMgC12濃度が10mMと100mMの時のミカエリス定＆Kmおよ  

び反応速度定数た亡i・を調べたところ、10mMMgClヱの時の∬mおよびれ需はそれぞれ  

0・6〟Mと0・04min．1であり、100mMMgCIzの時のKmおよびkcatはそれぞれ0．2  

〟Mと0．2min－1であった。  

次に、切断反応の経時変化を親リボザイムのものと直接比較した。小型リボザ  

イムでは、10mMMgC12のとき、2分後およぴ20分後にはそれぞれ基質の約4％  

およぴ17％が切断されている（図4－3）。さらに、MgC12濃度を100mMとした  

時には、2分後および20分後にはそれぞれ基質の約16％およぴ56％が切断されて  

いる（図4－5）。一方、親リボザイムでは10mMMgCl2においてZ分後および20  

分後にはそれぞれ基質の約30％および89％が切断されたという報告がある（Odai  

etal・，1994）。これらの2分後および20分後の切断された基質の割合を比較する  

と、小型リボザイムの切断活性はMgC12濃度を高くすることによって、親リボザ  

イムの切断活性に非常に近くなることがわかった。  
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図4－5 MgCl三浪度が100mMの時の小型リボザイムの切断反応の経時変  

化。1〟M基質、1〟M酵素、50mMTris－HCl（p＝8）および100mMMgCIzの  

組成で378Cで反応。  

シングルターンオーバーの切断実験  

図4－3および図巨5の反応をシングルターンオーバーと仮定して、擬一次反応  

速度の式（P（t）＝Pmax－（P汀柑。一Po）exp（－Å。b5t））によりカーブフィッティングを行い、  

反応速度定数たob5を求めた0小型リボザイムのえ。b渥10mMMgClヱの時には0．013  

min‾lで、100mMMgC12の時には仇089min・1であった。親リボザイムでは10mM  

MgCl：の時に0・13min▲Lである（Odaietal・，1994）o酵素を過剰にして切断実験  

したときにも同様なたobsが得られた（基凱1〟M、酵素0．6〟M）。このことか  

ら、小型リボザイムの切断活性（kob5）はMgClユ濃度を10rnMから100mMにする  

－ヰ1－  

図4－‘小型リボザイムの切断反応のEadie・Horrsteeプロット。左図が  

10mMMgC12の時で、右図が100mMMgC12の時oo・1JIM酵素に対して、0．5、1、  

2・5、5、10〟Mの基質050mMTris一＝Cl（pH8）、370C。  

親リボザイムの10mMMgC12の時のKmおよびk亡nはそれぞれ1〟Mと0．4min－1  

であることが報告されている（Odaietal・，1994）。まず尺mについて考察すると、  

10mMMgCl2における小型リボザイムのぶmは親リボザイムの約1／2であること  

から、小型リボザイムでは基質と酵素の相互作用が親リボザイムに比べて強いこ  

とがわかったoヘリックスⅠⅠ欠損変異体はKmが小さいという報告はTuschl＆  

Eck5tein（1993）も報告しており、ヘリックス‖をループに置換したことによっ  

て酵素部分が柔らかい構造になり、基質部分と相互作用しやすくなったことが原  

因として考えられている。さらに、本研究ではgmが小きくなった原因として以  

下の2つも原因として考えている0親リボザイムが三本鎖からなり、小型リボザ  

イムが二本鎖からなること、および小型リボザイムでは親リボザイムより1残基  
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在下では高い活性を示し、はぼ同等の括性を示した。CaCIz存在下では切断活性  

は約1／10に減少し、CoCIz存在下では約1／2に減少した（衷4－1）。親リボザ  

イムや他のハンマーヘッド型リボザイムにおいても同様な結果が得られている  

（Odaiet a】・，1994；Uhlenbeck，1987；Dahm et al．，1993；Sawataetal．，1993；  

Hendryetal・，1995）。小型化しても金属イオンに対する特異性は親リボザイム  

と変わらなかった0金属イオンに対する特異性は金属に配位した水分子のpg．お  

よび金属の大きさによって決まると考えられている。小型化によりMgヱ◆結合親和  

性が減少したが、金属イオンに対する特異性は変わらなかったので、金属結合部  

位の構造変化はあまり大きなものではないのかもしれない。あるいは、金属イオ  

ンに対する特異性に金属イオンの大きさはあまり影響しないのかもしれない。  

表4－1切断活性に対する金属イオン種の影響  

長い12－merを用いていることである。また100mMMgC12では、だmはさらに小さ  

くなった0これは、基質と酵素の相互作用が強くなったことを示唆するが、Mgヱ  

十イオンが基質と酵素の複合体を安定化していると考えることができる。   

次にた。。．について考察すると、10mMMgC12の時は親リボザイムの約1／10であ  

り、100mMMgClヱにすると親リボザイムの約1／2まで活性が上昇した。MgClコ  

濃度を高くすることにより滴性が親リボザイムに近づくことから、小型リボザイ  

ムのMgZ◆イオン結合親和性が低いことが予想される。  

切断活性に対するpHの影響  

切断活性に対するpHの影響を調べたところ、切断活性はpHの上昇とともに上  

昇した（図4－7）0リボザイムの切断では、MgZ＋イオンに配位した水酸基の1つ  

が塩基として働いて、切断部位の21水酸基のプロトンを引き抜くことにより反応  

が始まると考えられている0本研究で得られた結果はこの仮説を支持している。  

親リボザイムおよび他のハンマーヘッド型リボザイムについても同様の結果が報  

告されている（Odaietal・，1994；Dahmetal．，1993；Hendryet。1．，1995）。  

金属イオン種  小型リボザイムの切断清性  親リボザイムの切断活性   

Mg2＋   100   100   

Mn2十   91   100   

Ca2＋   6   26   

Co2＋   43   50  
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それぞれのリボザイムについてMgヱ◆存在下で切断された基質の割合を100とし  

た0小型リボザイムの反応条件は1〟M酵素、1〟M基質、50mMTris－HCl（p＝  

7）、50mMの金属イオン、378C、1時間。親リボザイムについては、10mM金属  

イオン以外は同じ条件。  

切断活性に対する温度の影響   

切断晴性に対する温度の影響を調べたところ、35－400Cで最も切断活性が高い  

ことがわかった（図4－8）。そこで、MgC12の非存在下および50mM存在下で、  

265nmにおける楕円率をモニターすることにより、CD熱融解曲線を調べた（図4  

－9）o MgCl2が存在しない時のTmは約228Cであったが、50mMMgCIz存在下で  

は、約240Cと約460CにTmが臨測された。約460CのTmはヘリックスⅠおよび1ⅠⅠ由  

来のもので、Mg2◆イオンにより安定化しそのTmが約24。Cから約46。Cに上昇した  

と考えることができる。よって、切断反応の最適温度が35．40日Cであることを考  

えると、小型リボザイムは部分的に融解した状態で最も切断活性が高いと考えら  

れる。このような傾向は親リボザイムおよび他のハンマーヘッド型リボザイムで  
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図4－7 小型リボザイムの切断活性に対するpHの影響。1〟M酵素、1〟  

M基質、50mMMgC】2、37。C、1時間op＝5－6■5は50mMMES、P＝7－9は50mM  

Tris－HCl。   

切断活性に対する金属イオン穫の影普  

切断活性に対する金属イオン種の影響を調べたところ、MgCl2およびMnCI2の存  
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も報告されている（Odaietal．，1994；Yangetal・，1990；Koizumietal・，1989；  

Hendryetal．，1995）0また、Mg2・イオンの存在により新たに現れたTm（約24dC）  

は内部ループ部分由来のものであると考えることができる。X線結晶構造解析の  

結果、内部ループ部分には非ワトソンクリック型のG：A塩基対が存在することが  

明らかとなっている（Pleyeta7．，1994；Scottetal・，1995）。この部分のTmが24  

。CのTmとして現れたのかもしれない。  
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図4－，小型リボザイムのCD熱融解曲凱20mMリン酸ナトリウム緩衝液  

（pH7・5）、100mMNaCl、試料濃度8▲8〟Mo－ はMgCl2が存在しない時、  
－－－－ はその微分曲線、－－－は50mMMgCl三が存在する時、一一一一はその微分  

曲線を示す。  

MgZ◆清定によるCDの変化  

小型リボザイムのMg2・イオン結合親和性を調べるために、切断されない基質を  

用いて様々なMgC12濃度でCDスペクトルを測定したところ、MgCl2濃度の上昇に  

ともなってんMは短波長側にわずかにシフトし、265nmにおける楕円率は増加  

した（図4－10）oMgC12濃度の上昇にともなうCDスペクトルの変化は、Mg2・イ  

オンの結合によるリボザイムの構造変化に起因すると考えられる（Wil】ick＆  

Kay・1971；Koizumi＆Ohtsuka，1991）。図巨11に265nmにおける楕円率の変  

化率（F）をモニターした小型リボザイムのMg2・満足曲線を示す。滴定曲線は約  

150mMMgCl2の時にほぼplateauに達しており、リボザイムの半分にMg2・イオン  

が結合するMgCl適度（［Mg2・】1′2）は約19mMである0親T）ポザイムの【Mg2・】1′2 は 

1mMであるので、約20倍Mg2・結合親和性が低くなったと考えられる（Odaiet  

aj・，1994）。ステム‖は吋◆イオンの結合部位の安定化に寄与していると考えら  

れる。  
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図4－8 小型リボザイムの切断活性に対する温度の影響。1〟M基質、1〟M  

酵素、50mMTris－HCl（pH8）、50mMMgC12、1時間。  



図4－11のCDのデータと図4－4の活性のデータを比較すると、活性の【Mg2・】1′ヱ  

はCDのデータとほぼ同じ18mMである（親リボザイムの活性の【Mg2十］1′握1mM  

である）0図巨4で示した切断きれた基質の割合は、MgCl過度が低い領域を除  

いて切断速度をあまり反映していないので、CDのデータと活性のデータの  

【Mg2◆】1′2が一致したのは偶然である。しかし、リボザイムの小型化によりCDと清  

性の【Mg2＋】l′之が親リボザイムに比べて同様に大きくなったことから、小型リボザ  

イムの活性の減少がMgZ◆結合親和性の減少によるものであると考えることができ  

るDさらに、CDの変化に寄与するMg2・と活性の変化に寄与する吋・が同一のも  

のであることを示唆している。  

楕円率の変化がMgZ★の結合によるリボザイムの構造変化に起因し、その構造変  

化が単純な二系のモデルであると仮定すると、図巨11のデータの＝illplotを行  

うことにより、ヒル係数〃＝1・16（【吋◆】l化＝16mM）と求めることができた（図  

4－12）。親リボザイムのヒル係数摘1・46（【Mg2・】l′三三1mM）である。これらの  

ヒル係数が1より大きいことから、ルぜ・イオンは2つ以上結合し、それらは協同的  

（正）に結合することが示唆きれるdさらに、小型リボザイムでは親リボザイム  

に比べて協同性が小さいことがわかる。  

図4－10 吋◆満足による小型リボザイムのCDスペクトル変化。20mM  

リン酸ナトリウム緩衝液（p＝7・5）、100mMNaCl、50C、試料濃度胤8〟M。  
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図4－11小型リボザイムのCD変化をモニターした吋・満足曲線  
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図4－1ヱ 小型リボザイムのMgヱ・満足データの＝‖1plot  
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表4－Z 小型リボザイムのMg之◆滴定夫験データに対するカープフィッティ  

ングによる解析結果。rを0から1まで0．1刻みで増加させたときのぶ。．、g。Z、aお  

よびF2（100mMMgCl2）／F2（10mMMgC】2）の値、標準偏差0’および相関係数R。  

カープフィッティングによる解析  

Mgヱ◆が2つ結合していると仮定すると、平衡式は  

Rz十2Mgヱ＋≠Rz－Mgl＋十Mgユ◆≠Rz－ZMgユ◆  

であり、Mgヱ◆滴定による楕円率の変化率F。。および切断の反応速度定数はそれ  

ぞれ  

FcD＝a（rF▲＋Fz）  

Fl＝1／（K。．／【MgZ◆】＋1・tMg之◆】／K。2）  

Fヱ＝1／（K。IK。ヱ／【Mgヱ十】三＋K。2ノtMgZ◆】＋1）   

で表せる。また、Rz・Mgヱ◆あるいはRz－2Mgヱ◆が切断活性を示すと考えると切断  

の反応速度定数も  

た。b5ニa■（r■Fl十Fz）  

で表せる。リボザイムに対してMgZ◆は過剰に加えるので【Mg】＝tMg］t。，alとし、変  

数をa、r、g。l、g。ユとして非線形最小二乗法によりカーブフィッティングを行っ  

たところ、、r＝0、1、だdl＝0．39mM、麒。2＝33mM、a＝1．之0のときにべストフィ ッ  

トカープが得られることがわかった。実際には、変数aまたは【をどのような値に  

固定してもフィッティングカーブはよくフィットし、様々な尺。l、尺。2のセットが  

得られることがわかった。例えば、rを0から1まで0．1刻みで増加させてカープ  

フィッティングを行った場合、表4－2のようなパラメーターのセットが得られた。  

このように様々なー値でもフィッティングカープが得られるのは、データが実験  

誤差を含んでいる上、データポイント数が少ないのに変数が多いことが原因であ  

ると考えた。   

そこで、リボザイムの切断にはMgZ十が2つ必要であり（Mgヱ＋はそれぞれ酸また  

は塩基として働くと考えられている）、Rz－Mgヱ◆は活性がほとんどないと仮定し  

て（r■＝0）、  

k。bs（100mMMgCl2）／k。b，（10mMMgC12）＝Fヱ（100mMMgClヱ）／Fユ（10mMMgC12）   

という式を導入した。た。。さの比は6．8であるので（図4－3およぴ4－5より算出）、  

rを0から1まで増やして、Fzの比が6・8に近くなるフィッティングカープ（Fzの比  

は6・9）を選んだところ、r＝0．4の時に∬。l＝7．3mM、∬。Z＝59mM、a＝1．23という  

パラメーターのセットが得られた（蓑4－2；図4－1り。  

r  ざdl（mM）  g。2（mM）  a  Fzの比  0‘   R   

0   －0．37   23   1．15  2．6  0．018  0．999   

0．1  0．39   33   1．20  3．3  0．015  0．999   

0．2   2．1   4Z   1．22  4．3  0．024  0．998   

0．3   4．7   49   1．22  5．4  0．027  0．997   

0．4   7．3   59   1，23  6．9  0．029  0．996   

0．5   10   76   1．24  8．8  0．030  0．996   

0．6   13   110   1．25  12  0．030  0．996   

0．7   16   180   1．27  15  0．031  0．996   

0．8   19   290   1．24  19  0．031  0．996   

0．9   21   530   1．19  22  0．032  0．996   

1   22   5800  1．14  26  0．032  0．995  

さらに、親リボザイム（Odaielal・，1994）についてもMgヱ＋が2つ結合すると仮  

定して、Mgヱ◆滴定のCDデータをカーブフィッティングしたところ、片。l二1．9mM、  

∬dヱ＝1．OmM、r＝1．0、a＝1．0というバラメーターで最もフィットするカーブが得  

られたが（樟準偏差0．0094、相関係数0．999）、それらのパラメーターあるいは  

その他のよくフィットするパラメーターを用いても活性のデータ（烏。bさ（10mM  

MgClヱ）／k。b～（1mMMgC12）＝8・7）を満足しなかった。親リボザイムでは、Mg2＋が2  

つ結合しているという仮定で、活性およぴCDのデータを説明できるパラメーター  

のセットは得られなかったので、親リボザイムでは3つ以上のMgヱ◆が切断惰性に  

寄与していると考えられる。親リボザイムについては楕性のデータを説明できる  

パラメーターのセットは得られなかったが、小型リボザイムより解離定数が小さ  

いことが予想される。小型リボザイムのMgZ◆結合親和性が低くなったのは、主に  

g。2が大きくなったことによると考えられる。   

以上の結果からヘリックス‖はMg2◆結合部位の安定化に重要であることが示唆  

される。このことは、ハンマーヘッド型リボザイムのX線結晶構造解析の結果か  
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囁ム卑 小型ノー、ン7一へヅド聖リボザイムの横道解析  

5－1 方法   
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一斗－   

らも支持される（Pleyetal．，1994；Sco（tetal．，1995）。Scottらが明らかにした  

結晶構造ではMg2◆結合部位は5個であり、その1つはヘリヅクス‖およびそれに隣  

接する残基であるGlO．1のN7原子およびA9のPro－R。にある。この部位のMg2◆は  

切断反応には直接関わらず、リボザイムの活性構造の安定化に寄与していると考  

えられている。ヘリックスlIのGlO．1がMgヱ◆結合部位のひとつであるために、小  

型リボザイムでは活性部位のMgヱ◆結合親和性が弱くなったと考えることができる。  

1つのMg2◆に水分子が配位して、それが塩基として働いて切断部位の2，水酸基  

をのプロトンを引き抜き、もう1つのMgヱ◆が、切断によって生じた5・水酸基に直  

接あるいは間接的に配位して安定化するという2つのMgユ◆が切断反応に関与して  

いるモデルが分子軌道計算から考えられている（Tai†aetal．，1990）。また、切  

断反応の酵素学的解析により、2つMg2◆が切断反応に直接関与していると考えら  

れており（Dahm＆Uhlenbeck，1991；Sawataetal．，1995）、本研究においても  

同様のことが示唆された。また、Hendryらは．）ボザイムの切断活性のMgC12濃度  

依存性を調べて、活性の上昇が2段階で起こることを報告している（Hendryet  

a1日1995；Hendry＆McCall，1995）。これは、3つ以上のMg2’がリボザイムに結  

合することにより、活性を大きく上昇ざせることを示唆している。  

小型リボザイムはMgヱ十結合親和性が弱いが、高いMgCl2濃度において十分な活  

性を持つことから、小型リボザイムの活性中心の構造は親リボザイムのものと変  

わらないことが予想される。よって、この小型リボザイムを用いてNMRによる  

構造解析を行うことを計画した。  
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を緩衝液に溶解した後、NMR測定を行った。   

Rz24およぴRz2さの構造解析   

Rz24を調製する際に、Rz28が主生成物として得られた（第2章参照）。そこで  

Rz28が、Rz24のoverhangしている5■端部分を鋳型として転写が余分に進んだも  

のであり、ヘアピン構造を持つこと（Cazenave etal．，1994）を確認するため、  

試料濃度1〟Mおよび10〟MでCD熱融解曲線を調べた。さらに、二本鎖に特異  

的なRNaseVlおよび一本鎖に特異的なmungbeennucleaseを用いて二次構造解  

析を行った（Knapp，1989）。また、Rz28の切断活性を調べるために、1〟M基  

質、1FLM酵素、50mMTris－HCl（pH8）、10mMMgC12という組成および100  

mMMgCl！の他は同様の組成で3rCで反応し、切断された基質の割合の時間変化  

を調べた。NMR測定については、リボザイムを10mMリン酸ナトリウム緩衝液（pH  

7．5）、100mMNaCIの溶液（5％重水）に溶かし、濃度を0．2－1mMとした。標識したリ  

ボザイムについては、同液に濃度が0．04－0．ユmMになるように溶解した。NMRはBruker  

社のAM－400およびAMX－50Oを用いて、5－600Cの間で、jumpandreturnパルス（0血nget  

al・，1987）を用いて測定した。HMQC（Shaka et al．，1985）、1D－NOE（Johnston  

＆Redfield，1981）およびNOESY（Marion etal．，1989）の手法を用いることに  

より、Rz28（図5－1）のイミノアロトンの帰属を行った。さらに、基質との相  

互作用についても調べた。そして、Rz28のシグナルの帰属を利用してRz24のシ  

グナルの帰属を行った。   

Rz24－の構造解析   

本研究では、Rz24およびRz28についてNMRを測定したが、T7RNAポリメラー  

ゼの系で調製したところ、Rz24の収量が少なかったので、新しくRz24－をデザイ  

ンして収量を上げることも試みた。そこで、Rz24の1残基を置換することにより、  

ヘアピン構造を形成しにくいRz24■（図2－2e）をデザインした。Rz24・について  

もT7RNAポリメラ⊥ゼの系で調製した。さらに、1残基長い転写物も得られるの  

で、これを過ヨウ素酸酸化することによって3一束端の1残基を削除した後、Rz241  

と合わせてNMRを測定した。  

G＝A塩基対を含む14・merの構造解析   

また＼Rz24のG：A塩基対の帰属に役立つ情報を得るために、G‥A塩基対を含む  

トトmer（図2－2f）を調製し、NMRを測定した。この14－m。rにはG残基が3つあ  

り、2つがG：A塩基対を形成していることが予想されたので、G：A塩基対の帰属が  

容易であると考えた。14－merの調製にはT7RNAポリメラーゼの系を用い、  

PAGEにより精製した。  
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図5－1Rz28の配列および残基番号  

5－2 結果および考察   

5・ユ・1Rzユ4およぴRzヱ8について   

転写反応の後、エレクトロエルーシヨン法によりゲルから抽出したところ、収  

率が約15％上昇し、200／∠1スケールの転写で24－merは約1。mOl（ターンオーバー  

数3回、GTPの取り込み効率1％）、28・merは約6nmol（ターンオーバー数18臥  

GTPの取り込み効率6％）得られた。   

CDおよぴRNa5eによる構造解析   

始めに、Rz28の構造を調べた。CD熱融解曲線を測定し、試料濃度が1〟Mの時  

と10LLMの時でTmを比較したところ、どちらの条件でもTmは約40。Cと約70。Cに  

観測されたo Tmに濃度依存性がないことからRz2鋸ま分子内で安定な構造を形成  

していることがわかった（図卜2）。さらに、二本鎖に特異的なRNaseVlおよ  

び‾本鎖に特異的なmungbecnnucleaseを用いてRz28を切断したところ、囲5  

‾3aのような切断バターンが得られた。この切断パターンから、Rz28がヘアピ  

ン構造を形成しており、図5－3bのようにステム部分でRNaseVlによる切断が起  

こり、図5－3c（アニーリングして200Cで12時間放置後mungbeennu。Ieas。によ  

り処理）のようにループ部分でmungbeennucleaseによる切断が起きていること  

を確認できた。   

また、アニーリング直後にmungbeennuclea5eにより処理した場合（図5－3aの  

レーン5）、図5－3cの様に切断が起こらなかったが、これはアニーリング後に徐々  

に構造変化が起きたと考えることができる。アニーリング直後にmungbeen  

nuc】easeにより処理した場合には、9番目のA残基の部位で強い切断が観測され、  

このA残基がflipoulしていることが示唆される。この結果は、NOEの実験でG8  

とUlOの閤にNOEが観測されたことと一致する（図5－6および図5－7）。また、  

第3章ではRz24と基質の複合体のTmを調べ、22。Cであることがわかった。さら  

－54－   
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に、50mMMgC12の時にも複合休のTmは240Cと460Cであり、Rz28はRz24と基  

質の複合体に比べて非常に安定な構造を持つことがわかった。さらに、Rz28に  

おけるG：A塩基対の部分のTmが約400Cであると考えられる。塩基対の形成によ  

りイミノブロトンシグナルは観測されやすくなるので、40。Cより十分低い5。Cで  

シグナルの帰属を行えば、G：A塩基対のシグナルが観測される可能性が高い。  
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図5－3 駁z2きのRNa頼晩定加水分解七よる二次構造解析。（a）切断バター  

ン0レーン1：未処理、レーン2：アルか用水分解、レーン3‥変性条件下にお け 

るRNaseTl消化、レン4：RNa5eVl消化、レーン5‥mじngb¢ennucleas硝 ア 
化（ニーリング直後）、レーン6：mungbcennuclease消化（アニーリングし  

て200Cで12暗闇放置後）。（b）RNaseVlによる切断箇所、（C）mungb8e nu 

C】e朋eによる切断箇所（レン6より）。切断効率の高い場所は太い矢印で、  

切断効率の低い場所は細い朱印で示した。  

・56．   

図トヱ Rz28のCD熱融解曲線。1〟Mの時が実線、10〟Mの暗が破線。  

10mMリン酸ナトリウム緩衝液（p＝7・5）、100mMNaCl。  
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（1D－HMQCスペクトル）を示す。1D－HMQCスペクトルを測定することによっ  

てG残基由来のシグナルを選択的に観測することができ、15N核をデカップルし  

たスペクトルと1DTHMQCスペクトルを比較することによってU残基由来のシグ  

ナルが明らかになる0本研究では、a、iおよびlのシグナルがU残基由来で、bの  

シグナルにはG残基由来のシグナルとU残基由来のシグナルが重なっていること  

が明らかとなった。つぎに、Rz28について、イミノブロトンの帰属を行うため  

に1D－NOE（図卜6）および2D－NOESY（図卜7）の実験を行った。aおよびbの  

シグナルからH2領域への強いNOEが観測され、これらはA：U塩基対由来であるこ  

とがわかった（図5－8a）0また、iとkの間に強いNOEが観測され、これらは  

G：U塩基対由来のシグナルであることがわかった（図5－8b）。このG：U塩基対  

由来のシグナルから連鎖的に帰属を行った（図5－9、表卜1）。g（G8由来）ヒ  

a（UlO由来）のシグナルの間にはNOEが観測され、A9残基はrlipou【しているこ  

とが示唆された。さらに、a（UlO由来）とc（Gll由来）のシグナルの間に、さ  

らにc（Gll由来）とh（G17由来）のシグナルの問にNOEが観測され、。およびh  

のシグナルがG‥A塩基対由来であると考えられた。   

聖JJ叫州皿／（  
d  

Rzヱ8の切断活性   

R2：28の切断活性を調べるため、1JIM基質、1iLM酵素、50mMTris－HCl（pH  

8）、10mMMgCIzの組成で378Cで反応したところ、20分後に約10％の基質が切  

断された（定量していないので、バンドの潰さから判断した）（図5－4）。さら  

に、100TnMMgC12の場合についても同様に解析すると、20分後に約40％の基質  

が切断された。Rz24では、10mMMgCl2の条件で20分後に基質の約17％が切断  

され、MgCl三浪度を100mMとした時には、20分後に基質の約56％が切断された。  

よって、Rz28は、Rz24のものより低いが、切断清性を持つことがわかった。ま  

た、その切断活性はRz24と同様に、100mMMgCl2にすると急激に大きくなるこ  

とがわかった。Rz28自体のTmが約700Cであるにもかかわらず、370Cで切断活性  

を持つことから、反応液中のRz28の一部は基質と複合体を形成していると考え  

られる。また、Rz28が切断活性を持ち、そのMgC12濃度依存性がRz24のものと  

似ていることから、そのRzヱ8が基質を切断している構造（清性型の構造）は  

Rz24と同様であると思われる。  

10mMMgC12   100mMMgC12  

蒜還毎㍉蒜芯趣  
噸辞織鄭明細Substrate12mer  

ーーー嶋 －●壬≡慧崇毒Product7mer  

図5－4 Rz28の切断活性。1／∠M基質、1〟M酵素、50mMTTis－HCl（pH8）、  

370C。  

RzZ8のイミノアロトンシグナルの帰属   

Rz28がヘアピン構造を形成していると考えて、NMRシグナルの帰属を行った。  

図5－5にG残基のみを選択的に15N標識したRz28の1Dのイミノブロトンスペクト  

ル、15N核をデカップルしたスヘクトル（棲識していない試料の1Dのイミノブロ  

トンスヘクトルと同じである○それぞれのシグナルにaからほで印をつけた。ま  

た、シグナル強度の小さいものについては、マイナーな構造由来のものと考えら  

れるので、印を付けなかった0）および15N核のフィルターをかけたスペクトル  

ー57－  

CllemjcaI油汗＝血）‖り  

図5－5 Rz2＄（G残基を－5Nにより標識したもの）の1D．NMRスベクトル。  

イミノブロトン領域、10mMリン酸ナトリウム緩衝液（pH7．5）、100mMNaCl（5％  

重水）、試料濃度0・2mM、10。C（a）プロトンのスヘクトル（b）15Nをデカップルした  

スペクトル（C）1D－HMQCスペクトル  
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表5－1Rz2さのイミノアロトンの帰属   

シグナルケミカルシ帰属  abcdefghiJk】  
14.20 U10 

13・44G4，U7 00000  

13.29 G11 O 

13.22 G27 

12.99 G3 

12・86 G23   
図5－8 A：U塩基対（a）およぴG‥U塩基対（b）。観測されるNOEを矢印で   

12・56G800  
12・50G17  

ebibg9aC   12.18 U5 

12345678AlOll121314  
ll．91  Gl  5■G＋U・GAUu ■ 【 

】・＼・  ll・49 G24   

CGCCG◆GACAAGU15 3’ヱ827262524232221A19181716  

NOEが観測されたところを○で示した。  

G‥A塩基対について  

G：A塩基対を含む二重鎖とヘアピン構造の研究はDNAおよびRNAについて行わ  

i 

；  

： 

a】s． 

al・，1993；Hiraoetal・，1994；Greeneelal・・1994；Orilaetal・，1993；Heus＆   

Pardi，1991A；SantaLuciaetal・，1992；SantaLucja＆Turner，1993；Wimberlyet  

S） 

…R矢はN。Eカ測されたことを示 
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Rz28のイミノアロトンスペクトルの温度変化   

温度変化によるRz28の構造変化を調べるため、イミノブロトンスペクトルの温  

度変化を調べた（図5－11）。塩基対が填れると、一般にイミノブロトンシグナ  

ルが消失するので、RNAが変性していく様子を温度変化の実験により調べること  

ができる。また、Rz28のCD熱融解曲線を調べ、Tmが約408Cと約70。Cに観測され  

たが、これはイミノブロトンスペクトルの温度変化に対応すると考えられる。こ  

の実験ではAMX－500より感度の低いAM－400を用いたので、lのシグナルはほとん  

ど観測されなかった0紆Cで全てのイミノブロトンシグナルが消えたが、まず、  

308Cでjのシグナルが消え、末端にあるGlの塩基対が頓れた（前述のNOEの実験  

で、jのシグナルと他のシグナルの間でNOEが観測されなかったが、これはGlは  

東端に位置するため、01のイミノブロトンと水との交換が速いことが原因と考  

えられる）oまた、G：A塩基対を含む8～12および17～21の部分が約40。CのTmに  

相当すると考えたが、イミノブロトンスペクトルの温度変化においても、40。Cで  

a（UlO由来）のシグナルが消え、これらの結果は一致した。また、他のシグナ  

ルと重なっているため、スペクトルから判断できなかったが、G：A塩基対由来の  

シグナルcおよびbも消失したと考えられる。さらに、e（G3由来）またはf（G23  

由来）のシグナルとG‥U塩基対由来の特徴的なシグナルiおよびkは50。Cで消え、  

この温度で残っているシグナルはb（G4またはU7由来）、d（G27由来）およびg  

（G8由来）であると考えられる。ここで、b（G4またはU7由来）およびd（G27  

由来）のシグナルが500Cで観測されるにもかかわらず、G4：C25とG27：C2の問に  

ある塩基対G3：C26由来のシグナルが消失していることは異常であり、現在のと  

ころ説明できない。温度変化に伴う構造変化が原因で、108Cと50。Cではシグナル  

のケミカルシフトが大きく異なるのかもしれない。高い温度でもNOEを観測する  

実験を行ったが、NOEは観測されなかったので、50。Cでのシグナルの帰属は明ら  

かではない。   

Rzヱ8と基質との相互作用  

酵素Rz28と基質11－merOMe体の複合体の構造を調べるため、酵素に対する基  

質の滴定実験を行ったところ、イミノブロトンスペクトルの変化は観測されず、  

G：U塩基対は填れなかった（図5－12）。基質部分は、それ自体ではステム構造  

にならないので、基質のみではイミノブロトンシグナルは観測されず、酵素部分  

とステムを形成した場合に、そのシグナルが観測される。よって、基質と酵素が  

相互作用しなければ、イミノブロトンシグナルは変化しない。滴定実験より、酵  

素Rz28と基質11－merOMe体の大部分は複合体を形成していないことが明らかと  

なった。これは、Rz28が非常に安定なヘアピン構造を形成するために、基質と  

塩基対を形成しにくいことが原因と考えられる0しかし、Rz28に切断活性があ  
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報告（Brownetal．，1986；Webste（etal・，1990）があるが、NMRによる構造解析  

の報告は見つからなかった。図5－10e（G（Syn）：A（anti））の型のG＝A塩基対はpH  

が低い（5以下）ときにhead【ohead型から構造変化すること（10ppm付近に観  

測）が報告されている（Gao＆Ptel，1988；Carbonnauxetalt，1991）。Cおよびh  

のシグナルは12－14ppmの間にあるので、RzZ8に存在するG：A塩基対のイミノブ  

ロトンは水素結合していると考えられる。よって、Sheared型（b）、（C）および（e）で  

はなく、headtohead型（a）または（d）であると考えられる。また、塩基のH8とリ  

ボースのHl，の間のNOEはCH5とCH6の間のNOEより弱いようであることから、  

anti型の構造を形成していると推測している。よって、恐らくG：A塩基対の構造  

はhead10bead型であると考えられる。  

（a） ．メ誘」仲’魂H  
YN  
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図5－10 G：A塩基対の結合様式。（a）headtohead型（b）sheared型（C）（d）  

（e）その他の型  
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ることから、一部分は基質と相互作用していると考えられる。Rz28の切断活性  

はRz24のものより低かったが、これはRz28がRz24に比べて基質と相互作用しに  

くいことが原因として考えられる。NMRスペクトルから判断すると、Rz28は基  

質とほとんど相互作用していないと考えられるが、オートラジオグラフの写真か  

ら、その切断活性はRz24の約50％はあるように思える（（図4－1と図5－4参照）。  

これは、切断反応の溶液とNMR測定の試料溶液の組成が異なることに起因する  

かもしれない（ハンマーヘッド型リボザイムの酵素部分が非常に安定なヘアピン  

構造を作り＼Mg2◆イオン非存在下では基質と相互作用しにくかったが、Mg2・イオ  

ン存在下では基質と相互作用したとOrilaらにより報告されている；1996）。ま  

た、切断反応には大きく分けて基質と酵素の会合ステップ、切断反応ステップお  

よび基質と酵素の解離ステップの三つのステップがあるが、このうち切断反応ス  

テップが他のステップより非常に遅いと、切断反応ステップが全体の反応の律速  

段階になり、反応速度が基質と酵素の相互作用の強きに依存しなくなると考える  

こともできる。  

14  13  1ユ   

ChemicaI5hift（ppm）  

11   10  

14  13   12  11  10  

Ch亡micalsbift（ppm）  

図5－11Rz28のイミノブロトンスペクトルの温度変化。10mMリン酸ナト  

リウム緩衝液（pH7・5）、100mMNaCl（5％重水）、試料濃度0．5mM。  
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図5－12 基質満足実験によるイミノブロトンスペクトルの変化。10mM  

リン酸ナトリウム緩衝減（pH7・5）、100mMNaCl（5％f水）、試料濃度0．5mM、100C。  
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headtohead型のG：A塩基対は従来報告されているG：A塩基対の中では特異な例で  

あり、それぞれの型のG：A塩基対の形成に必要な因子を調べるうえで重要なデー  

タが得られたと思われる。   

表5－2 Rz2SおよぴRz24のシグナルのケミカルシフトの比較  

Rzヱ4のNMR解析   

Rz28の2D－HMQCスペクトル（図5－13a）とRz24の2D－HMQCスペクトル（図5  

－13b）を比較することによって、Rz24のG残基のイミノブロトンシグナルの帰  

属を行った（蓑5－2）。Rz28の2D－HMQCスペクトルでは9個のシグナルが観測  

され、Rz24の2D－HMQCスペクトルでは5個のシグナルが観測された。Rzヱ4がヘ  

アピン構造を形成していると仮定すると、Rz28に比べてG：C塩基対が4つ減るの  

でシグナルは9個から5個に減るが、消えたシグナル（b、d、e、j）がその4つの  

G：C塩基対（Gl、G3、G4、G27）に相当すると考えられる。Rz24の2D－HMQC  

スペクトルにはc、r、g、hおよびkのシグナルがあり、f（G23由来）およびk  

（G24由来）のシグナルについては4残基短いことで3■末端になることによりわ  

ずかにシフトしたと考えられる。C、g、hのシグナルについては、Rzユ4とRz28の  

スペクトルでケミカルシフトが一致しており（これらのシグナルがRz28とRz24  

で一致することからNOEによる連鎖帰属が正しいことが確かめられた）、それら  

のシグナルに相当するG残基の構造はRz24とRz28で変わらないことが予想され  

る。よって、Cおよびhのシグナルに相当するG：A塩基対の構造はRz28と同様に  

head to head型であると考えられる。   

二本鎖中におけるG：A塩基対の研究が多数行われており、G：A塩基対が二つ並  

び、5’pyGA3■／3’puAGSlという配列であれば塩基のスタッキングがよいために  

Sheared型を形成しやすく、G：A塩基対が一つであったり5’puGAPy3’／，’pyAGPu51  

の様な配列であるとheadtohead型を形成しやすいと考えられている（Katahira  

etal・，1993；Katahiraetal．，1994A，B，C）。Rz24では5’pyGA31／3－puAG51という  

配列になるのでsheared型を形成しやすいと考えられるが、実際にはheadtohead  

型を形成した。その原因としてG：A塩基対に隣接してUUUUのルー7’があるため、  

柔軟な構造をしているということが考えられる。tigbtな二重らせん構造の中では  

それぞれの鎖闇の距離が広がりにくいため、G：A塩基対はshear。d型を形成しやす  

いが、ヘリックスⅠⅠ欠損変異休ではG：A塩基対のとなりにループがあることによ  

りG残基とA残基のバックボーンは離れることができ、ワトソンクリック様の  

headto head型のG：A塩基対を形成しやすくなったと考えることができる。さら  

に、二本鎖の中では5－pyGAPu3’／3’puAGPy5rという配列と5’pyGAPy3■／  

3’puAGPu5’という配列は両者ともsheared型のG：A塩基対を形成するが、後者に比  

べて前者はG：A塩基対の前後のスタッキングがよいためsheared型を安定化すると  

いう報告がある（Katahiraetal．，1993；Kalahiraetal．，1994A，B，C）。ヘリック  

スIIがある場合5tuGAG31／3’AAGC5一であり、5’pyGAPu3■／3’puAGPy5七なるが、  

UUUUに置換している場合は5’pygAPy3．／31puAGPy5rであることも、headt。  

head型のG‥A塩基対を形成しやすくする要因の一つかもしれない。Rz24における  

－67－  

G4  Gll  G27  G3  GZ3  G8  G17  Gl  G24   

Rz28  13．44  13．29  13．22  12．99  12．86  12．56  12．50  12．18  11．49   

Rz24  13．28  13．01  12．62  12．52  11．73   

ケミカルシフトはppmで示した。  
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本論文ではRz24のみでheadtohead型のG：A塩基対を形成することが示唆され  

たが、X線結晶構造解析により明らかになったヘリックスⅠⅠを有するリボザイム  

のG：A塩基対の構造はsheared型である（Pleyetal．，1994；Sc。ttetal．，1995）。  

そこで今後、Rz24に切れない基質およびMg2◆を加えることにより、Rz24のG：A  

塩基対の構造がheadtohead型からsheared型に変化するかどうか調べる必要があ  

ると思われる0 しかしRz24のG：A塩基対が、隣接するルーブの柔軟性によりhead  

10head型を形成しやすくなったと考えると、仮に基質およびMgヱ・との相互作用  

でsheared型を形成したとしても、そのsheared型のG：A塩基対はへt）ックスlIを右  

するリボザイムのものに比べて不安定である可能性が高いと思われる。   

Rz24の切断活性は、10mMMgCIzという条件でヘリツクスHを有する親リボザ  

イムのもの（片mが約1〟Mで、た。i．が0．4mi爪‾1である）に比べて低く、尺爪が約  

0・6〟Mでkca一が0・04minJlである。活性が低い原因として、変異体のMg2・結合親  

和性が親リボザイムのものに比べて低いことが示唆された（第4章参照）。また、  

ヘリックスHを有するリボザイムのX線結晶構造では、G：A塩基対およびそれら  

に隣接するヘリックスⅠ－の一部にひとつのMg2・が結合している（Pleyetal．，  

1994；Scottetal・，1995）0そこで、ヘリックス‖欠損変異体のMg2◆結合親和性  

が下がったのは、ヘリックス11のUUUUによる置換のためにG：A塩基対がsheared  

型の構造を形成しにくくなり、Mg2◆と結合部位の官能基の相互作用が弱くなった  

ことが原因かもしれない（基質およびMg2◆の存在下でRz24の構造解析を行う必  

要がある）。  

ハンマーヘッド型リボザイムの内部ルーブ部分のGおよびA残基はmutagenesis  

および化学修飾の実験から切断活性に重要な残基であることが報告されている  

（BuzayanetaJ・，1990；Ruffer＆Uhlenbeck，1990；Slim＆Gaiり992）oまたX線  

の結晶構造においては、G：A塩基対は切断部位とは離れたところに位置している  

ので切断反応には直接関与せず、リボザイムの活性構造の形成に関与していると  

考えられている（Pleyelal・，1994；Scottetal・，1995）。現時点では、Ⅹ線の結  

晶構造により反応機構を完全に説明することができないので、ハンマーヘッド型  

リボザイムの活性構造におけるG：A塩基対の役割を明らかにする必要があると思  

われる。  

‘・之・ヱ Rz24’および14・merについて  

Rz24一および14－merをT7RNAポリメラーゼによって転写したところ、200iLl  

スケールの転写でRz24■は約5爪mOl（ターンオーバー数13臥GTPの取り込み効  

率3％）、1小m㍍は約10nmol（ターンオーバー数2姻、OTPの取り込み効率4  

％）得られた。  
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図5－13 Rz28およぴRz24の2DtHMQCスペクトル。（a）Rz28；10mMリン  

酸ナトリウム緩衝液（pH7．5）、100mMNaCl（5％重水）、試料濃度0．2mM、50C。  

（b）Rzヱ4；10mMリン酸ナトリウム緩衝液（pH7．5）、100mMNaCl（5％重水）、試料  

濃度0．04mM、50C。  
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また、1小merについてイミノブロトン領域のNMRスペクトルを測定したところ、  

4本のシャープなシグナルが観測された。そこで、1D－NOEの実験（図5－15）を  

行ったところ、14－merは予想したヘアピン構造ではなく二重鎖を形成しているこ  

とが予想される（図卜16）。よってG：A塩基対を形成しないため、解析には利  

用できなかった。  

Rz24・の切断活性を調べたところ、表5－3に示すようにRz24とほぼ同等の活性  

を示した。そこで、構造解析に適した試料であると考えて、イミノブロトン領域  

のNMRスペクトルを測定したところ、非常に多くのシグナルが観測された（図5  

－14）。このように予想以上にシグナルの数が多くなったことから、このRzZ4■  

は多形を取っていると考えられる。さらに、Rz24，に対して基質を加えると、わ  

ずかにスペクトルが変化するが、同様に多形を取っていることがわかった。この  

試料について1D－HMQCの実験（図5－14）および1D－NOEの実験を行ったが、シ  

グナルの数が多いために解析が不可能であった。Rz24－が多形になったのは、そ  

のヘアピン構造が不安定なためであると思われる。  

表5－3 切断活性の比較  

Rz24   Rz24l   parent   

10mMMgCl2  gm恒M）   0．6   2．4   

10mMMgCIz  慮臼．（min－1）   0．04   0．03   0．4   

100mMMgC12  ぷm（ドM）   0．3   1．6  

100mMMgCl2  鳥也（min’1）   0．2   0．2  

50mMTris－HCl（pH8）、370C。  U7U8   U9  GlO  

14 13 1ヱ 1110 9  
Chemica」血jfl（ppm）  

S  7  

図5－1514一口－erの1D－NOE差スベクトル010mMリン酸ナトリウム緩衝液  

（pH7・5）、100mMNaCl（5％重水）、試料濃度0．5mM、10OC。  

（b）  

12 3 4 5 6 7 8 91011121314  

GAUGAUUUUGAAAC        lJi■ ■llI  

CAAAG UUUUAG UAG  

G－C  
A A  

A－U  

G■A  

A■G  

U U  
U U  

13  12  11  10  

Chenlicnlshirt（1）PJll）  

図5－14 Rz24■（G残基を15Nにより標識したもの）の1D・NMRスペクト  

ルoイミノブロトン領域、10mMリン酸ナトリウム緩衝液（pH7．5）、100mMNaCl  

（5％重水）、試料濃度0・5mM、100C。（a）プロトンのスペクトル（b）15Nをデカッブ  

ルしたスペクトル（C）1D－HMQCスペクトル（イミノブロトン領域）  

一71－  

図5－＝14－merの配列から予想した構造（a）およぴNMRスペクトルから  

考えられる構造（b）  
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酵素学的特性の解析   

さらに、切断汚性に対するMgC12濃度、温度、p＝および二価金属イオン穫の影  

響を調べるため、50mMTris－＝Cl（P＝8）、0・1〟M基質、1〟M酵素、10mM  

MgC12で370Cという条件を基本として（6－2で述べるが、最も活性が高い基質と  

酵素の濃度比）、それぞれの条件を変えて切断実験を行い、5分後の切断された  

基質の割合を調べた0さらに、親リボザイムの特性と比較し、考察した。   

CDによる解析   

切断部位を2－－OMe化した切断されない基質を用い、Mgヱ・滴定の実験を行った。  

MgCl適度変化にともなうCDスペクトルの変化をモニターすることによって、  

MgCl2濃度変化にともなう構造変化を調べた。   

カープフィッティングによる解析   

ハンマーヘッド型リボザイムの場合と同様に、MgCl2濃度の遠いによるCDおよ  

び活性の変化をカーブフィッティングにより解析した。  

6－2 結果および考察   

小型リボザイムの擬一次反応速度定数を求めるために、基質0．1〟Mに対して  

酵素濃度を変えて切断実験を行ったところ、酵素濃度が1〟Mの時に最も高い切  

断活性を示し、その時のた由は0・09min－1であった掴6－2）。丸山を求めるため  

に軋一般に酵素大過剰の条件を用いるが、小型リボザイムでは酵素部分を1〟  

M以上加えると切断活性が低下した。これは本研究の小型＝DVリボザイムに特異  

な現象である0酵素部分を高濃度にすると、酵素部分16merおよび35merが不活  

性型の構造を形成し、そこに基質が結合することにより、切断活性が下がるのか  

もしれない（例えば、35merが二量体を形成するなど）0今回デザインの元とし  

たBeenらの二本鎖の系ではステムⅠⅠあるいはステムIVが安定なテトラループによ  

り閉じられており、それらの系では酵素濃度の上昇にともなって切断活性は上昇  

し、酵素大過剰の状態で切断活性がplateuに達する（ko♭詣0・5～1．3minql；Been  

elal・，1992）。酵素部分を二本の鎖に分けることによって、ステムHおよびステ  

ムIVの安定性が低くなり、これが不満性型構造の形成の原因になっているのかも  

しれない0そこで、ステム＝およぴステムIVを長くするなど、ステム部分の安定  

化によって切断活性は上昇するかもしれない0しかし本研究では、0．1〟M基質、  

1〟M酵素という条件で、MgCIz濃度、温度、P＝および二価金属イオン種をそれ  

ぞれ変えて切断実験を行った。  

第六章 小型HDVリボザイムの特性  

6－1 酵素学的特性およびCI）の解析   

小型HDVリボザイムの酵素学的特性を調べるために、MgCI三浪度、温度、PHお  

よび二価金属イオンの種類を変えて切断実験を行った。そしてその特性を、従  

来報告されているHDVリボザイムの特性と比較した（Wu＆Lai，1990；S。het  

al・，1993；Rosenstein＆Been，1990；Belinsky＆Dinter－Gottlieb，1991；Thillet  

al・，1991；Thil】etal・，1993；Perrotta＆Been，1992；Smithetal・，1992；Smith＆  

Dinle卜Gottlieb，1991）o従来報告されているHDVl）ボザイムには、様々なデザ  

インのものがあり、その切断活性および酵素学的特性も様々である（本論文では、  

従来報告されているリボザイムを親リボザイムと呼ぷ）。例えば、親リボザイム  

の切断活性は、デザインによって約0・01～5min－1と大きく異なる（Wuetal．，  

1992；Been＆Perrotta，1996）。   

擬一次反応速度定数の測定  

本研究では、はじめに小型リボザイムの擬一次反応速度定数（た。b5）を求める  

ため、50mMTris－HCl（pH8）、10mMMgCl2という組成で、0．1〟M基質に  

対して、0・1～100〟Mの範囲で酵素濃度を変えて37。Cで切断実験を行った。1分  

から24時間後まで切断反応の経時変化を調べた0切断された基質の割合を定量す  

るためには、二倍量の反応停止液（20mMEDTA）を加え、TLCを行った後（図  

6－1）、バイオイメージアナライザーBAS－2000を使用した（ホルムアミド等の  

変性剤は、＝DVリボザイムの切断活性を上昇させるという報告があるので、反応  

停止液には加えなかった）。反応時間tに対して基質の切断率P（％）をプロッ  

トし、これを擬一次反応速度式（McCalletal・，1992）を用いて非線形最小二乗  

法によるカーブフィッティングを行うことにより、擬一次反応速度定数（k。。5）  

を求めた。   
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図6－1切断反応のTLCによる解析  
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るために、ある濃度以上のMgClユは切断活性を下げる働きをすると考えられてい  

る。小型リボザイムでは、MgC12濃度を上げても切断清性は低下しないので、活  

性型が安定な構造となっていると考えられる。  
0．1  

0．08  

0．0‘  

0．0．1  

0．0ヱ  

0  

k．両  

0．1  1  10  100  

Emzymeconcentration恒M）  

図‘－ユ 基質一定濃度で酵素浪眉を変えたシングルターンオーバーの切  

断実験。0．1〟M基質、50mMTrisqHCl（PH8）、10mMMgCl2、370C。  

切断活性に対するMgCl三浪度の影響  

MgC】三浪度の影響を調べたところ、小型リボザイムの鳥。bsはMgClユ濃度の上昇と  

ともに上昇した（図6－3）。WuとLai（1990）はゲノム鎖87merを用いて切断活  

性（30分後の切断された基質の割合）に対するMgClヱ濃度の影響を調べているが、  

12mMMgCl之の時に最も切断活性が高いことを報告している。小型リボザイムで  

は、30分後の切断された基質の割合を調べると、10～50mM MgC12の時に  

plateauに達したので、小型リボザイムの切断活性に対するMgCl2洩度の影響は  

WuヒLaiがデザインした親リボザイムとほぼ同じかもしれない。しかし、  

RosensleinとBeenがデザインした親リボザイムの特性とは異なる。Rosensteinと  

Bee爪はゲノム鎖135merを用いて切断活性に対するMgC】2濃度の影響を調べてい  

るが、0■05～0・1rnM MgCl2の時に最も切断活性が高く、それ以上のMgCl2濃度  

の時には切断活性が低くなることを報告している。さらに、5MUreaの変性剤を  

加えると0・5～1mM MgClコの時に最も切断活性が高くなることを報告している。  

Mgヱ十イオンはリボザイムの切断反応における実質上の触媒として働くと同時にリ  

ボザイムの構造を安定化する効果があると考えられる。よって、親リボザイム  

135merでは過剰のMgヱ十イオンによりその構造を安定化されると切断活性が下が  

ると考えられる。親リボザイム135merでは、そのほとんどが不汚性型の構造を  

しており、Mgヱ◆イオンは不活性型構造を安定化し、活性型への構造変化を阻害す  

－75－  
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図6－3 小型リボザイムの切断活性に対するMgCIz濃度の影響。0，1／∠M  

基質、1〟M酵素、50mMTris－HCl（p＝8）、37。C、5分臥   

切断活性に対するpIiの影響  

PHの影響を調べたところ、ptlの上昇にともない活性は上昇した（図6－4）。  

これはハンマーヘッド型リボザイムが示す傾向と同じである（Dahm＆  

Uhlenbeck，1991）。Mg2’イオンに結合した水酸基が塩基として働き、21水酸基  

からプロトンを弓憎抜くという切断反応機構が推測きれており、P＝の上昇にと  

もなって水酸基の塩基性が強くなるために切断清性が上昇すると考えられている。  

一方、WuとLai（1990）はゲノム鎖87merを用いて切断活性に対するpHの影響  

を調べているが、PH7．1～9．1では清性が低く、PH5あるいは6では高い切断活性  

を示すことを報告している。この論文ではpH5あるいは6では高い切断滴性を示  

すことについて、あるシチジン残基がプロトネーションすることによってリボザ  

イムに構造変化が起こり、切断活性が上昇すると考えている。この考察が正しい  

とすると、今回の小型化を施したことにより、P＝変化にともなう構造変化はな  

くなり、切断活性に対するpHの影響は切断部位のプロトンを引き抜く塩基の強  

さのみに依存するという単純な切断反応機構で考えられるようになった。  
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表‘－1切断活性に対する金属イオン穫の影響  
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Mg2◆  M㌔  Ca2＋  Zn2◆  Co2◆   

Substratecleavage（％）   22  56   66   3   2  

0・1〟M基質、1〟M酵素、50mMTris－HCl（pH7）、10mM金属イオン、37。C、  

5分間。   

切断活性に対する温度の影響   

温度の影響を調べたところ、30－400Cで最も切断活性が高かった掴6－5）。  

親リボザイムでは500C以上という高い温度で最も切断滴性が高いことが知られて  

いる（Wu＆Lai，1990；Rosenstein＆Been，1990；Belinsky＆DinlerTGottlieb，  

1991；Thilletal・，1991；Thi11etal．，1993）。さらに、変性剤を加えることによ  

り、切断滴性が上昇するという報告もある（Wu＆Lai，1990；R。SenStein＆  

Been，1990；Belinsky＆Dinter－Gottlieb，1991；Smith et a】リ1992；Smith＆  

Dinter－Gotllieb，1991）。これらの報告の中では、不活性型の構造が熱力学的に  

安定であり、温度を上げたり、変性剤を加えることにより、活性型と不精性型の  

問の平衡が変わり、切断活性が上昇すると考えられている。HDVリボザイムは様々  

な二次構造モデルが考えられているが、そのひとつが活性型の構造であると考え  

ると、温度を変えることによりこれらのモデルの中の不活性型のものから活性型  

のものへ構造変化しているのかもしれない。小型リボザイムの切断反応における  

至適温度は親リボザイムのものに比べて低い。また、変性剤（5MUrea）を加え  

ることにより、切断活性は減少した。よって、小型リボザイムでは安定な構造が  

滴性型の構造であると思われる。構造解析を行う場合、リボザイムの大部分が活  

性型の構造をしている必要がある。本研究で小型化したリボザイムは親リボザイ  

ムに比べて低い温度で高い切断活性を示すので、活性型構造を形成しやすくなっ  

ていることが期待される。  

爪
V
 
 

5  5．5   古  ‘．5   7  7．5   8  

pH  

図‘一4 小型リボザイムの切断滴性に対するptiの影響。0．1〃M基質、1  

LLM酵素、10mMMgCIz、370C、5分間。PH5－6．5は50mMMES、PH7－8は50  

mMTris－HCl。  

切断活性に対する金属イオン種の影響  

金属イオン種の影響を調べたところ、MgCl2、MnC12およびCaCl2の存在下では  

高い惰性を示し、CoCl2およびZnC12存在下ではほとんど切断活性を示さなかった  

（表6－1）。Suhら（1993）は、ゲノム鎖88merと87merのHDVリボザイムを用  

いて同様な実験を行っているが、ほぼ同じ結果を報告している。リボザイムの切  

断反応では、金属イオンが実質上の触媒であると考えられている。よって、金属  

に配位した水分子の塩基性の違いと水分子が配位した金属イオンの大きさの違い  

によってリボザイムの切断活性に遠いが生ずると考えられる。よって、本研究の  

ようにリボザイムを小型化しても金属イオンの結合部位の大きさは変わらず、親  

リボザイムと同じように金属イオンはリボザイムに結合し、塩基として働いて切  

断反応が起こると考えられる。  
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のデータのフィッティングにより求めた解離定数が滴性のデータのフィッティン  

グにより求めたものより小さくなったのは、CDのデータは低いMgCl2濃度におい  

て楕円率の急激な変化が起こるのに対して、切断活性のMgCl三浪度による上昇は  

緩やかであることに起因する。よって、Mgヱ◆は3つ以上結合していると考える必  

要がある。  
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阿血－5 小型リボザイムの切断講性に対する温度の影響。111′ハIJ．用、  

＝川講農、1t■・－1ヽlMざCト、5i・；nM●l－ris－IIr】tpHl）、5寸聞．  

カープフィッティングヒよる解析   

H8V喋ポずガム陀ついでも、ハジマー叛汐F型リボずイム綴場脅と同様だCB  

を射、てM嘗還◆滴定め禁教夜行った礫か型浸ボずギム¢M盗如イオン絵巻親和性を調  

べるた捌こ、切断きれなもー基質を用も当て様々なあ毎Cl箋濃度でCカヌ代汐トブ転覆湘饗  

し急ところ、MgCIz洩感の上昇転と萄なって見放1∫は短波蔑酬こわずか感こジプ卜し、  

望轟漂丑mに釧才悉楕円率建勧8した（図惑一朗湧極細適度萬上昇にとミも象なうだD  

即妙摘瑚馳臥呵釣悌鍼蠍離緩緋群打磁場勧化短起因する  

と考えち鈍るモⅥl一組如隠松野∴頼朝k組成組鱒り紅顔醗適隠∴躇1きぁ  

Jlン守一戦ヅ炉型リボザイム苺場合恕圃様㌫Mg温禦が立つ結督していると舷窓し  

て、C旺よるM醤Z◆滴盛ぬ絡果につい管熱情プアイ汐ティン訝を行ったところ。  

・＼ニミトニJトノ卜し∵1－一丁′う■・～ん・、こ・t・ニIl雨l、にヾ：＝1＝mヽl、．l＝1、r二…べとい川  

が得ちれた∈図β－7aき¢ここで鴬切断涛姓紀聞怒るM婆払がCB猥代夕軒ブ柁影響  

密漁ぼす観客之†と陶－で義竃と振濠♭ても求められた解離濠数∈濫。炉臥7譲m軋  

払底臓離船毯用打製晦貌濁度の婿性（庵勅∋もこ封ずる影響を漱ペた結果若鮎  

一適確巨掛軸昭譲－ダフゼ登矛インダを行っ患8しかし、図昏惰7も着こ示すよう  

によも1フィヅティンダカーぎ陳縛ら覿細った8欲張清憶のデー黍を、靡灘定数  

モ帖こナ㌻：二1つ：－‥・一ほ…トて1‥ツーノ・・・ト・二・・・し．ととニニ．、Ⅳ．こJ∴刷、  

ぷす三雫1醐蛸、＆孤島潟賓三8・17という健診得ちれた摘β－7珠∋争ご沿よぅに、CD  
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ヱヱ○ ヱ40 2郁 Z80 300 3ユO  

WaYe】ength匝m）   

図丘－6 Mgヱ＋滴定による小型リボザイムのCt）スペクトル変化。20mMリ  

ン酸ナトリウム緩衝液（pH7）、378C、試料濃度1〟．M。  

そこで、Mg2◆が3つ結合していると仮定して、カープフィッティングによる解  

析を行った。式は次のように表せる（第四章参照）。  

F。。＝a（rlFl＋一之F2＋F3）  

々。b5三■a’（ー．’F．＋ー之’Fヱ＋Fユ）  

Fl＝1／（∬。．／【Mg2◆】＋〔Mgコ◆】／g。2＋［Mgヱ◆】2／g。Zぷ。3＋1）  

F2＝1／（Ⅹ。lX。2ノ【Mgヱ◆】Z＋尺。3／【MgZ◆】＋【Mgユ◆】／g。3＋1）  

F3＝1／（g。1疋。2だ。。／【Mgヱ十】㌧Ⅹ。Z尺。。／【Mg2◆】ヱ←∬。。ノ【Mg2＋卜1）   

そこで、この式を用いてCDのデータのフィッティ ングを行ったところ、  

Kd．＝0．7mM、K。2＝8mM、Kd，＝160mM、a：1、rl＝0．65、r2＝0．97という値が得ら  

れた（図6－8a）。さらに、これらの解離定数を用いて活性のデータのフィッティ  

ングを行ったところ、よくフィットし、a＝0．8、rl＝0、r2＝0．17となった（図6  

－8b）。Mgユ◆が3つ結合していると仮定して得られた解離定数のうち尺。．および  

ぷ。2は、Mg三＋が2つ結合していると仮定してCDのデータについてフィッティング  

を行った隙の解離定数と同様の値である。r之＝0・97ということは、3つ目のMg之＋は  
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CDスペクトルの変化にほとんど寄与していないことを意味している。また、  

Mgユ◆が3つ結合していると仮定して得られた解離定数のうち〟。Zおよび〟。3は、  

Mg2◆が2つ結合していると仮定して活性のデータについてフィッティングした際  

の解離定数に相当する。r．＝0ということは、1つ目のMgヱ◆は楕性にほとんど寄与  

していないことを意味している0さらに「ヱ＝0・17ということから、2つ目のMg2・の  

結合により活性は現れるが、3つ目の結合によってさらに約6倍の活性を示すよう  

になるということが示唆された。以上のことから、小型HDVリボザイムには3つ  

以上のMg二◆が結合し、活性を示すには2つ以上のMgZ◆が必要であると思われる。  

（a）   （b）  

l．Z  

l  

O．さ   

f O・丘  

0．4  

0．ユ  

○  

0．4  

0．3  

0．2  

0．1  

0  三・干  
MgClヱCO爪Centratiom（M）  

千．丁十丁二  
0 0．0ヱ 0．04 0．0‘0．0さ 0．1  
MgC】之COnCentration（M）   

0．4  

0．ヱ  

…‡‡臣々ob丘  

（b）  

仇4  

0．3  

0．ヱ  

0．1  

0   ∴  
図‘－8 MgZ◆が5つ結合していると仮定したときのカープフィッティング  

による解析。（a）CDのデータに対するフィッティング（α＝0・032、R＝0．994）。  

（b）変数をa、rl、rzとし、（a）で得られた解離定数を用いたときの活性のデータに  

対するフィッティング（J＝0，0063、R＝0．999）。   

本研究の小型リボザイム（59mer）は今までに報告されたHDVリボザイムの中  

では最小であり、その切断活性は低くはない0さらに、酵素学的特性を考えると、  

小型化したHDVリボザイムは従来報告されているリボザイムとはその性質が異な  

るopHの上昇にともなって活性が上昇することから、金属イオンに配位した水  

分子が塩基として働くという現在考えられている切断反応機構（Tairaetal．，  

1990；Dahm＆Uhlenbeck，1991；Sawataetal・，1995）に一致する特性を持つと考  

えられる0さらに、親リボザイムは不活性型になりやすいが、小型リボザイム・は  

低い温度で活性型の構造を形成しやすいと考えることができる。よって、本研究  

の小型リボザイムは構造解析に適したものであることが期待される。  

温度、PHなどの条件を変えた結果、小型リボザイムでは切断反応に必要な部分  

だけを保持していることが期待きれるが、酵素濃度を上げると活性が減少するこ  

とから、高濃度では不活性型の構造を形成しやすくなる可能性がある。HDVリボ  

ザイムはその配列の中に相同性の高い配列を複数持っており、リボザイムを三本  

の鎖から構成することにより不活性型の塩基対の形成を促すのかもしれない（図  

6－9）。従って、構造解析を行う高濃度の条件では、酵素過剰ではないが不清性  

型の横道を形成する可能性がある。これを解決する方法として、ステム部分を長  

くしたり、ステム部分の配列を変えることが考えられるが、現在HDVリボザイム  

について得られている知見が少ないため試行錯誤が必要であると思われる。  
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図‘－7 Mgヱ◆が2つ結合していると仮定したときのカープフィッティング  

による解析。（a）CDのデータに対するフィッティング（標準偏差J＝0．032、相  

関係数R＝0・994）。（b）変数をa、rとし、（a）で得られた解離定数を用いたときの  

活性のデータに対するフィッティング（α＝0・037、R＝0・971）0（c）変数をg。1、 斤 

dヱ、a、rとしたときの活性のデータに対するフィッティング（J＝0．0063、  

R＝0，999）。  
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第七草 結論および今後の展望  

7－1 結論   

小型リボザイムのデザイン   

本論文では、ハンマーヘッド型リボザイムとHDVリボザイムの構造と機能の相関を明  

らかにすること．を目的とし、はじめに、NMRによる構造解析を容易にするために小型  

化したリボザイムをデザインした。ハンマーヘッド型リボザイムの小型化のためには、  

ステム1ⅠをUUUUからなるループに置換した。また、HDVリボザイムの小型化には、ス  

テムIVを短くするとともに3本の鎖から構成し、さらに、ゲノム鎖およびアンチゲノム  

鎖のキメラ体にした。このHDVリボザイムは現在報告されている中では最小の系である。   

RNAの構造は予想が難しく、構造解析に適したリボザイムをデザインする最良の方法  

はないため、デザイン、調製、清性測定および構造解析を行った後、そのデザインが構  

造解析に適したものであるか判明するというような試行錯誤を繰り返した。   

小型リボザイムの調製   

小型リボザイムは、主に¶RNAポリメラーゼによる転写系により作成した。本研究  

では、T7RバAポリメラーゼによる転写系を確立した。転写できない配列および修飾  

RNAについては、化学合成した。   

小型ハンマーヘッド型リボザイムの特性  

小型ハンマーヘッド型リボザイムの酵素学的特性を調べるため、MgC12濃度、温度、  

pHおよび二価金属イオンの種類を変えて切断実験を行い、デザインの元となった親リ  

ボザイムの特性と比較したところ、MgC12濃度依存性が親リボザイムと異なることがわ  

かった0小型リボザイムは切断惰性が低いと考えられていたが、高濃度の叫gCIzを加え  

ると親リボザイムと同等の活性に復活することがわかった。次にMgCl滴定によるCD変  

化を調べ、MgCIz濃度による構造変化および活性変化をカーブフィッティングにより解  

析する方法を確立した。カープフィッティングにより解析したところ、MgZ◆イオンは2  

つ以上結合しているが、結合数は親リボザイムに比べて少なく、Mg加の解離定数が大き  

いことが示唆された。ステム1Ⅰは、Mg払が結合する触媒中心の安定化に寄与しているし  

ていると考えられる。   

小型ハンマーヘッド型リボザイムのNMRによる解析   

安定同位体標識法を用いたNMRによるハンマーヘッド型リボザイムの構造解析を試み  

たが、試料の調製が困難であった。そこで、酵素部分のみでNMRを測定したところ、  

ワトソンクリック様（headtohead型）のG：A塩基対の存在を示唆する結果を得た。小型  

リボザイムではG：A塩基対に隣接して柔軟なループがあるためにheadtohead型を形成し  

ていると考えらる。  
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ステムⅠⅠが無くてもMg2◆が結合することから内部ループにおいて安定な活性中心  

を形成できると考えられるが、G：A塩基対が活性部位の安定化に大きく寄与して  

いる可能性は高いと思われる。  

X線解析により明らかになった構造で切断反応機構を説明することはできてて  

いない（Pley et al．，1994；Scottetal．，1995）。またPAGEの泳動度による解析  

により、MgCl2濃度が1mM以上ではX線の結果で報告されたwishborn構造（ステ  

ム1とステム‖が近い）であるが、1mM以下ではステムⅠとステムⅠⅠⅠが近い構造  

であることが報告されている（Bassietal．，1995）。今後は、NMRによるダイナ  

ミックな構造を明らかにする必要があると思われる。  

小型HDVリボザイムの特性   

MgCIz濃度、pHおよび温度の切断反応に対する影響は親リボザイムのものと異なり、  

単純な系で説明できるようになった。親リボザイムでは、最も安定な状態では不満性型  

の構造をしており、温度を変えたり、変性剤を加えることによって活性型への構造変化  

が起こると考えちれているが、小型リボザイムでは、構造変化が起こって高い活性を示  

すようになるという現象は観測されなかった。HDVを小型化することによって、活性型  

を形成しやすくなったと考えられ、構造解析が容易になることが期待される。   

またCDを測定し、カープフィッティングしたところ、小型ハンマーヘッド型リボザイ  

ムと同様に2つ以上のMg2十が結合していることが示唆された。さらに、活性のデータを  

フィッティングしたところ、3つ以上のMgZ＋が結合しており、切断活性を示すには3つ以  

上のMgヱ◆が必要であることが示唆された。  

7－2 総括   

本研究では、リボザイムの高次構造解析により構造と機能の相関を明らかにす  

ることを目的としたが、その高次構造を明らかにするには至らなかった。RNAの  

構造解析を困難にしている大きな原因のひとつとして、NMRシグナルの分離が  

難しいことが一般に知られている。しかし本研究では、それ以前にリボザイムの  

デザインが問題点となった。リボザイムの構造は柔軟性が高いため、多形になり  

やすく、構造を予測してデザインすることが難しかった。   

小型ハンマーヘッド型リボザイムの酵素部分のみで構造を調べたところ、G：A  

塩基対が予想されたsheared型ではなく、headtohEad型であることが示唆された。  

X様結晶構造解析によって明らかになったハンマーヘッド型リボザイムのG：A塩  

基対の構造はsheared型であり、小型リボザイムのMg2・結合親和性の低下とG：A塩  

基対の構造が関係し■ているかもしれない8今後、基質およびMg之＋存在下での  

NMR測定を行う必要がある。  

最後に、CDを用いたMgZ瀾定実験あるいはMgC12濃度を変えた切断実験の結果  

をカーブフィッティングすることによって、Mg2◆の結合数および解離定数を推定  

する方法を確立した8エネルギー計算などにより、リボザイムの切断活性には2  

つのMgヱ◆力咽いているという仮説がたてられていたが、カープフィッティングに  

よってその仮説を支持する結果を得た。  

ハンマーヘッド型リボザイムのX線結晶構造解析の結果では、Mg＝・は図7－1お  

よび表7－1の5箇所に結合している（Scottetal・，1995）。X線の結晶構造におい  

てステムⅠⅠおよびその近傍にMg2・が結合しているので、ステム‖を除くことによっ  

てMgヱ十の結合数が少なくなったり、結合親和性が小さくなったと思われる。また、  
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図7－1 ハンマーヘッド型リボザイムの結晶構造中に見つかった5つの  

MgZ◆結合部位（Scotletal一，1995）。四角で囲んだ部分は3次元的には近接して  

おり、MgZ◆が結合している。  
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リボザイムの構造解析   

近年、ハンマーヘッド型リボザイムのX線結晶構造が明らかになり、その構造  

と機能の相関が明らかになりつつある（Pleyetal．，1994；Scottetal．，1995）。  

しかし、その構造から反応機構を説明できるほどのよい結果が得られたわけでは  

ない。この原因は、結晶構造が活性型の構造ではない点にあると思われる。リボ  

ザイムの活性部位は一本鎖の部分にあるので、運動性が高く、非常に多形になり  

やすい0そこで、結晶化によりひとつの構造に固定するのではなく、ダイナミッ  

クな構造を調べるNMRは有効な手段であると思われる。しかし、従来のタンパ  

ク質の構造解析に用いられてきた方法だけでは、構造解析が難しく、リボザイム  

の構造は決まらないと思われる。RNAは柔軟な構造をしているので、その運動性  

を測定し、構造モデルを構築する瞭にその運動性を上手に表記する方法が必要で  

あると思われる。構造の柔軟性は、リボザイムの構造と機能の相関を考えるうえ  

で重要な因子になると思われる。   

近年のRNAの安定同位体標識法の発達により、RNAのNMRによる構造解析、  

リボザイムの構造解析が進むことが期待された（Nikonowicz＆Pardi，1990；  

Nikonowiczetal・，1992；Batey etal・，1992；Simorreetal・，1996；Kubinecetal．，  

1996）。様々なRNAの構造解析は進んでいるが、リボザイムの構造解析はあま  

り進んでいない。これは、上述のようにリボザイムの柔軟な構造を測定すること  

が難しいことが原因のひとつである。さらに、RNAの構造を予測することが難し  

いという点も原因のひとつであると思われる。RNAのモデリングの研究が進むこ  

とにより、構造解析に適したデザインが得られることが期待される。  

リボザイムの薬剤としての応用  

リボザイムは抗エイズウイルス剤や抗癌剤として期待され、臨床応用のための  

研究が多くされている（Barinaga，1993；Suileng打＆Cech，1993）。リボザイム  

を使った治療法は、特異的な水素結合により結合しターゲットRNAを切断するこ  

とによって遺伝情報源を断ち、病因となるタンパク質を発現させないという方法  

であり、ターゲットRNAに対して特異性が高く、生体分子をそのまま利用するの  

で副作用が少ないことが予想きれ、大変期待されている。   

しかし、生体内でリボザイムを効かせる場合、まだいくつかの問題がある。ま  

ず、効率的にリボザイムが薬として働くためには、標的となる細胞に特異的に取  

り込まれることが望ましい。細胞に効率よく取り込ませるためには、リポソーム  

を使う方法やウイルスベクターを用いる方法などが考えられている（Sullenger  

＆Cech，1993）。ウイルスベクターは、ウイルスがある細胞に特異的に取り込ま  

れることを利用したものである。また、リボザイムが標的細胞に取り込まれた場  

合に、その細胞内で比較的長時間安定に存在することが必要である。生体内のヌ  

ー恥   

グされたRNA分子は逆転写酵素によって再びDNAに戻し、これをPCRで増幅す  

量耀一浪に眩も芝亀ような嫁俸密教囲線短謁針逝と砲に篤拘洗琵密談式管姦ど儲  

えば、漁愚物鷲に緻密す義隆Ⅳ森を罰針ブーニ訟夢㌢冬場療無感か議場磯庵偲磯傾  

かれ古ような条件にする）ことによって目的のRNAをスクリーニングする。第一  

計‾こも述・くた亡く、SEしL丈1バこ上∴りぷ－こ、；ポげノ⊥（Pi▲n良しhl川l）c止．1ウリ＝）、  

Il＼八そツJ轡するり－こ●ゾイム ＝小山…‖n血Jいざee、l明tI）、〔土きに持：†丁るリ1一  

寸イ＿ミ．（い】in箪いn＆S川…k．lリ帥）：亨、そしへ他早くJヽ餞囁む持つIj∵∵ヂ1■∴・うi  

廃港潜れでもて番鵡悲報懲は細腰拘で敷革頗紅綬椚ぎ曾卜鼠醒森鷲樹瀞ず亀†封浄轡攣  

ェ」を：こヅり・－∴ン、吋－j Sこ小て・「こ′‥・J川SELF＼が㍊みらナしてlる（K－－≦l‖¶ユ侶l】．．  

いり5）・lま■ヒ、5下1．EXこ」ミミニヒりⅠミ＼Åセ陀‰す－るリボザ1●∴せイモJ・とできれは、  

敦軽減み鸞菖ヨ培巌空拳遜聾痩躯芝資も号砲葛がぜ蓉暴か場長抱なも1魯率訝鴬背後、  

腐塵界軒藍藻し監房厨野球ム牽轟つ呼番数め転読帝厳盛恕線払渡し発熱稲造解  

熱に二法」た－；ボギイ∴モSEl．FX、よによI：スク：J－ニニケすミう：ェが間発．ぎれ、  

：！・ミミJ♪イ∴・ご、峨一三軍軒：ま、、iこきく進む丈■もしれなぃI  

DNA合成  
変異  

スクリーニング  

（淘汰）   

団7－J SELlくヽ法の原理  
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実験の部  

試薬および材料  

尿素、トリス（ヒドロキシルメチル）アミノメタン、アクリルアミドなど試薬は基本  

的に和光純薬の特級あるいは生化学実験用ものを用いた。以下に、それ以外の試薬およ  

び主に用いた材料や重要な材料を記載する。  

クレアーゼに分解されないように、リボザイムを化学修飾する方法が考えられて  

いる（Paolellaet al．，1992；Pieken etal．，1991）。さらに、リボザイムを生体内  

で働かせる場合、標的部位の選択は重要な問題になってくる。リボザイムが効率  

よく作用できる変異の少ない部位を標的とし、さらに標的部位以外とは相互作用  

しない配列を選択する必要がある。  

本研究ではり．ポザイムの立体構造を明らかにし、構造と機能の相関を調べるこ  

とを目的としたが、t」ボザイムの切断反応機構の分子的基盤が明らかになれば、  

リボザイムを薬剤として高機能化するための指標が得られると思う。今後、薬と  

して応用するための研究が進むにつれて原子レベルでの反応機構の解明が必要に  

なると思われる。  

DNA合成機用試薬およびカラム  

放射性同位体標識化合物  

［γ－32p］ATPおよび［α－32p］CTP  

培地   

パクトトリプトン  

nucleasefree水  

Ⅹ線フイルムおよび現像液  

濾紙（3MMCh†）  

フィルター   

ウルトラフリーC3HV   

セントリコン3  

乱Cプレート   

PEトCelluroseF  

陽イオン交換樹脂   

S－Sepharo5eFF  

NMRチューブ  

NMR用内部標準物質（DSS）  

NMR用重水  

RNAの依頼合成   

HDV基質8mer  

Electro elution kit 

B10TRAPBTlOOO  

電気泳動槽  

AppliedBiosyslemsInc・（ABI）   

AmershamおよびICN  

mた0  

日本ジーン  

富士フイルム  

Ⅵ相atman  

日本ミリポア  

Amicon  

Merck  

Phmacia  

シゲミ  

Sigma  

boteclnc．  

Genset  

Schleicher＆Schuell  

Bio－Cra負およびBio－Rad  

［酵素］  

酵素は、その活性が低下しないように温度および取り扱いに注意した。  

T7RNAポリメラーゼ  宝酒造  

アルカリフォスファターゼ  宝酒造  

T4ポリヌクレオチドキナーゼ  宝酒造および東洋紡績  

RNA sequencing kit 

RNaseTl、RNaseU2、  

RNaseP九ッM、RNaseβc  Phamacia   
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Phmacia  

フナコシ薬品  

Ambion  

RNase、Vl  

mungbe弧RNase  

T7転写反応キット   

MEGA鑓ript   

［実験機器］  

DNA爪NA合成機  

UV分光光度計  

CD分光計  

pHメーター  

NMR分光計  

バイオイメージアナライザー  

フラクションコレクター  

泳動用パワーサプライ  

［変性ポリアクリルアミドゲル電気泳動（変性PAGE）］  

DNAおよびRNAの精製および解析に変性PAGEを用いた。この方法の利点としては、  

非常に分離能が高いこと、ヌクレオチドの長さによって泳動度が異なるので試料の同定  

が容易であること、泳動度がヌクレオチド配列にあまり依存しないため精製条件の検討  

がほとんど必要ないこと、操作が容易であることなどがあげられる。ゲルは、表ん1に  

示すような組成で試薬を溶解した後（尿素、アクリルアミド、乃Eを加えて純水で8】Iup  

した後、APSを溶解し、最後にⅧMEDを加えた）、ゲルが固まる前にゲル板の間に流し  

込み（予めゲル板を磨き、スぺ－サーおよぴクリップなどを使用して組み立てた）、サ  

ンプルコームを挿し込んで静置した（約20分）。ゲルが固まったら、泳動槽にセットし  

て（泳動纏衝液にはTBEを用いた）、ゲルに含まれている汚れを除いたり、ゲルの温度  

（約550C）を上げるために予備泳動した（約30分）。試料に等量の2×loadingbuffer（義  

ん2）を加えた後、900Cで3分間熱することによりヌクレオチドを変性してゲルにのせ、  

泳動した○ブロモフェノールブルー（BPB）およびキシレンシアノールFF（XC）のバ  

ンドを目安に泳動を止めた。   

アクリルアミドの濃度は核酸の鎖長によって適宜変えた。本研究では、8～18merでは  

20％、24～52merでは10％とした（ただし、本研究では問題なかったが、DNAとRNAで  

は同じ鎖長でも泳動皮は異なるので注意を要する）。また、ゲルのサイズも用途によっ  

て変えた。精製用には幅20cm、高さ40cm、厚さ1または3mmのゲルを用い、解析用に  

は厚さが0．5mのものを用いた。さらに、簡単な純度のチェックなどではミニスラブゲ  

ルを用いた。よって、泳動時間はアクリルアミド濃度およぴゲルのサイズによって異なっ  

た。泳動の条件については、ミニスラブゲルでは200V定電圧で行い、精製用のゲルで  

は60W定電力で、解析用のゲルでは80W定電力で行った。  

AB1392型DNA／RNA合成機  

島津 UV一之lOO型分光光度計  

日本分光J－720型CD分光計  

Horiba pHメーターF－11およびB－112  

Bruker AM－4OOおよびAMXT500  

富士フイルム BASqlOOOおよびBAS－2000  

Bio－Rad ZllO型フラクションコレクター  

Phmacia EPS350型パワーサプライ   

実験方法   

本研究ではヌクレアーゼによるRNAの分解を防そために、実験操作はnuclea5eによる  

汚染が起こらないように注意した。実験線作中は基本的に使い捨ての手袋（サニメント  

手袋）を使用し、試薬および器具についてはnuclease鮎eのものを必要に応じて用いた。  

実験器具をnucle芯efreeにするためには、乾燥機中1800Cで2時間加熱することにより、  

nucl¢おeを分解する操作をした（乾熱滅菌処理）。また、1灯Cで2時間加熱できない器  

具については15％過酸化水素水に一晩浸けることによってnu血おeを失活させた（過酸  

化水素処理）0実験に用いる水および試薬についてはdie叫Ipy－OCめonat8（ⅨPC）処理  

を行うことによりnucleaseを失清させた。ただし、Tris－HCl緩衝液などのDEPC処理が不  

可能な場合および非常に貴重な試料を扱う場合は、市販されているn。Cl。aSe鮎。の試薬を  

使用したり、極力nucIeaseによる汚染が起きないようにした。DEPC処理については、溶  

液に0・1％（v／v）になろようにDEPCを加えて37。Cで一晩置いた後、DEPCを分解するた  

めに1208Cで4時間オートクレープ処理した。   

［核酸の定量および保存］  

核酸の定量にはUVを用いた。真空乾燥した核酸を水またはⅧ緩衝液に溶解し、その  

一部を希釈して260nmにおけるUV吸収（光路長1。m）を測定した。また、それぞれの  

ヌクレチド鎖のモル吸光係数は  

RNA鎖の吸光係数（e2め）×10r3＝15．0×A＋7．4×C＋11．4×G＋9．9×U  

DNA鎖の吸光係数（e26。）×10‘3＝15．7×A＋8．1×C．12．8×G＋8．4×T  

の式より求め、これよりモル数を計算した。  

ほとんどの場合は－200Cで保存した。核酸の保存は長期保存するものについては、真空  

乾燥した後、－80。Cで保存した0また、ヌクレアーゼによる汚染が心配の場合はフェノー  

ル・クロロフォルム処理およびエーテル処理をした後、・80。Cで保存した。  

－93一  

表ん120％ポリアクリルアミドゲル100ml中の組成   

尿素   

40％アクリルアミド（29：1）＊  

10×TBE＊＊  

過硫酸アンモニウム（APS）  

N，N，N－，Nl－テトラメチルエチレンジアミン（TEM王D）  

＊）アクリルアミド380g、N，N－メチレンビスアクリルアミ  

11とした後、フィルターで不溶物を取り除いた。   

42 g   

50m1   

10m】   

0・1g   

30〟1  

ド19gを超純水に溶解して、  

l
 
 
 ＊＊）0．9Mトリス（ヒドロキシメチル）アミノメタン、0．9Mホウ酸、0．04ME恥三  

ナトリウム   

表ん2 2×Ioadjngbu錐汀100m仲の組成  

尿素  42g  

キシレンシアノールFF  O．25g  

ブロモフェノールブルー  0・25g  
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ゼのプロモーター配列を合成機に入力し、血yl－Off（5】－OHの保護基であるトリチル基を  

自動的に脱保護する設定）で0．2〟moleまたは1〟mOl。スケールで合成した。アンモニア  

水溶液により自動的にバイアルに切り出されたDNAをアンモニア水溶液中55qCで8時間  

処理することにより、脱保護を行った（アンモニア処理）。さらに、DNAを真空ポンプ  

によって乾燥した後、約200D山一．のDNAを100〟1の水に溶かし、変性ポリアクリルアミ  

ドゲル電気泳動（高さ40cmX幅20cmX厚さ0．1cm）により精製した。泳動後、暗室で  

UVを照射することにより黒く影となる部分を切り出した。切り出したゲル片から。ru5h  

andsoak法によってDNAを抽出した後、遠心してDNA溶液を採取した。さらに、凍結乾  

燥により液量を300〟lにした後、ゲル片をフィルター（ウルトラフリーC3HV）濾過し  

た○最後に、濾液に含まれているDNAをエタノール沈殿により脱塩した。   

［¶RNAポリメラーゼによるRNAの転写］  

¶RNAポリメラーゼはプロモーター配列に対する特異性が高く、効率よく簡単に転  

写できることから、長鎖RNAを調製する際によく使われている。そこで本研究では、¶  

RNAポリメラーゼによる転写系を利用してリボザイムを調製した。転写反応は基本的に  

200〟1スケールで行い、Z本分の反応液を変性ポリアクリルアミドゲル（高さ40。mX幅  

20cmX厚さ0・1cm）を1枚用いて精製した。まず、鋳型DNAを一度変性させるために90  

0Cで3分間加熱した後、アニールさせるために室温まで徐冷した。これに反応液を加え、  

最後にT7RNAポリメラーゼを加えた後（表ん3）、ゆるやかに撹拝し、37。Cで5時間反  

応した。この時、反応を開始して3時間後、T7RNAポリメラーゼをさらに加えた。  

RNAを調製する場合、T7RNAポリメラーゼをによる転写反応系は広く用いられてい  

るが、本研究のように短鎖のRNAを調製している例は少なく、すでに報告されている条  

件より酵素、鋳型DNAおよびNTPsなどの衝突頻度を上げるような条件に変える必要が  

あった○そこで本研究では、始めに条件検討を行い、転写反応条件を確立した。  

表ん3 転写反応液の組成  

2〟M templateDNA（鎖濃度）  

40mM Tris－HCl（PH8rlat370C）  

35mM MgCIz  

7・5mM NTPs（each）  

5mM DTT  

2mM spemidine  

O．01％ mtonX－100  

80m釘mlPEG8000  
20U／iLI＋20U／iLIT7RNApolymeraSe書  

5％ glycerol…  

10mM NaCl＊＊  

＿9ふ   

［エタノール沈殿］   

エタノール沈殿は、非常に簡単な核酸の脱塩および濃縮法である（ただし、この方法  

は7残基以下の短い核酸では収率が低い）。試料に、濃度が0、3Mになるように酢酸ナ  

トリウム溶液（pH7）を加え、さらに2．5倍容量のエタノールを加えてよく混ぜた後、  

一208Cで2時間冷やした。以上の操作で核酸は白色の沈殿になった。これを40Cで12kXg、  

20分遠心して上浦を除去し、沈殿（核酸）を回収した。また、試料中の塩濃度が非常に  

高い場合には同じ操作をもう一度行い、塩を極力除きたい場合には適当量の70％エタノー  

ルを加えて沈殿を洗浄し、1分速心して沈殿を回収した。最後に、得られた沈殿を真空  

乾燥または放置することにより、エタノールを除去した。   

［フェノール・クロロフォルム処理およびエーテル処理］   

この方法は、核酸とタンパク質の混合溶液のタンパク質を失活させ、核酸のみを抽出  

するときに使う0まず、タンパク質を変性、抽出するために、Ⅷ緩衝液（pH8）で飽和  

したフェノール・クロロフォルム混液（1＝1）を試料に対して等容量加えた後、よく撹  

絆した。さらに、室温で5分間遠心（12krpm）した後、上層（核酸の入った水層）と下  

層（有機層）に分れるので、注意深く上層を採取する。この操作を適宜数回繰り返した  

（最低3回）。また、得られた水層に混入しているフェノールを抽出するために等容量  

のクロロフォルムを加えてよく撹拝した。さらに、室温で5分間遠心（12krpm）した後、  

上層（有機層）と下層（核酸の入った水層）に分れるので、注意深く上層を除去した。  

この操作を掴以上繰り返した。最後に、核酸の入った溶液を真空乾燥した。   

［BAP処理］  

核酸の5’末端を詭pで標識する際の前処理など、核酸の5tリン酸基を除くときに行う。  

まず、酵素に添付されている緩衝液（50mMTds－HCl（pH8），1mM鴫C12）に試料を溶  

かし、核酸約3・4nmol（24merでは約1A即ユニット）に対してアルカリフォスファター  

ゼ（BAP）を0・18U加えた後、370Cで1時間反応した。反応後、酵素を失活させるため  
にフェノール・クロロフォルム処理を行った。   

［5一束端標識］  

本研究では、リボザイムの活性測定において5・末端を記pで標識した基質を用いるなど、  

核酸を放射性同位体である3＝pで標識する操作を行った。酵素に添付されている緩衝液  

（50mMTTis－HCl（p＝8），10mMMgC12，10mM2－rnerCaPtOethanol，1mMspermine）に試料  

を溶かし、核酸約1nmolに対してT4ポリヌクレオチドキナーゼを5U加えた後、37。Cで1  

時間反応した0さらに、変性ポリアクリルアミドゲル電気泳動後、切り出し、抽出、エ  

タノール沈殿により、5凍端を】2pで標識した核酸を得た。   

［DNAの合成および精製（鋳型DNAの調製）］  

鋳型DNAの合成にはDNA合成機を用いたo鋳型となる配列およびT7RNAポリメラー  
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ションした後、RNaseVl（0・02U／〟1）あるいはmungbeenRNase（0．2U／JLl）を加え、  

370Cで15分反応した。反応後、すそにローディング緩衝液を加え、変性20％pAGEを行  

い、オートラジオグラフイ一により解析した。   

RNaseVl用緩衝液  mungbeenRNase用緩衝液  
20mMTris－HCl（pH7）  30mMsodiumacetate（pH7）   

0．2M NaCl 50 mM NaCl 

lOmMMgCl2  1mM加q2   

［T7RNAポリメラーゼの調製］   

T7RNAポリメラーゼは市販されているが、保存液中における酵素濃度が低いために、  

転写反応において酵素濃度を高くすることが難しく、そのために高い転写効率を得るこ  

とiま難しい。さらに、高価なものであるので経済性を考えて、本研究ではT7RNAポリ  

メラーゼの調製を行った。17RNAポリメラーゼの大腸菌による大量発現法および精製  

法は確立されており、本研究では、その報告で使用されている大腸菌株およびプラスミ  

ドを用い、報告されている調製法に従った。大腸菌の培養の障には、必要に応じてクリー  

ンベンチを使用し、滅菌操作をした。  

始めに、PAR1219（kzcUV5プロモーターの下流にT7RNAポリメラーゼの遺伝子をもつ  

プラスミド）を導入した大腸菌BL21のovemightcultureからM9TB培地に植菌し、37。Cで  

培養した。OD如が0．4～0．6になった時に0．5mMになるようにIPTGを加えることによっ  

て発現を誘導し、4時間370Cで培養した。培養後、冷却遠心（10kXg、4。C、10分）し、  

上溝を除去することにより集菌した。さらに、洗浄用緩衝液に懸濁した後、冷却遠心  

（10kXg、40C、10分）した。さらにもう一度洗浄した後、－80。Cに保存した。  

M9TB培地1リットルの組成   

TB（tけPtOnlOg、NaC15g） 878血  

10×M9salts＊  100m1   

20％glucose  20 ml 

lMMgSOヰ  1m1   

50m釘mlampicilIi几  1ml   

T臥10×M9salts、1MMgSO4はそれぞれオートクレープ（1200C、20分）により滅菌、  

20％gIucoseおよび50mg／mlampicillinはフィルター滅菌した。  

＊）10×M9saltsはNa2HPO4・7H2064g、KH2PO415g、NaC12．5g、NH4C15gを純  

水に溶かし、1リットルにして調製した。  

洗浄用績衝液の組成   

20mM Tris－HCl（PH8，1）   

20mM NaC1   

2mM EDTA－Na5  
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＊）反応を開始する際に20U／〟1加え、3時間後にさらに20U／〟1加えた。   

＊＊）T7RNAポリメラーゼの保存液からの持ち込み。  

［pAGEからの核酸の抽出］   

PAGEからの核酸の抽出法としてCrllShandSoak法および大量のゲルから高収率で精製  

する場合にEl∝加elution法を用いた。CrushandSoak法では、ゲル片を細かく砕いた後、  

約0．3cm切ゲルに対して1mlの0．3M酢酸ナトリウム溶液（pH7）を加えて、室温で6時  

間振透した。上清を回収し、フィルターによりゲル片を除いた後、エタノール沈殿によ  

り脱塩した。EJcctroeIution法では、BIC＞TRAPを用いた。泳動槽にBTl膜（分画分子量約  

2000）およびB℃膜をセットして泳動用緩衝液としてTBE緩衝液を入れた。さらに、そ  

の泳動槽のTBE緩衝液に浸るようにゲル片を入れ、氷で冷やしながら200Vで2時間泳動  

した。泳動後、膜に付いている核酸をはがすために逆方向に同電圧で20秒間泳動して、  

膜の間にトラップされた溶液を回収した。最後に回収した溶液をセントリコンを用いて  

脱塩濃縮した。  

［RNAの塩基配列決定］   

本研究では、RNAの塩基配列を決定するために、4種類のRNase．RNaseTl、RNaseU2h  

RNase勒M、RNaseβcを用いた。まずRNAの5一束端を刀pで標識して、これをアルカリ  

加水分解および4種類のRNaseによる限定分解に用いた。反応スケールはすべて10〟1と  

した0アルカリ加水分解では、標識したRNAおよぴ5〟gのキャリアRNA（本研究では、  

リボソームRNA）を50mM炭酸水素ナトリウム溶液（pH9）に溶かし、900Cで15分間反  

応した○反応後は氷で急冷することにより反応を止めた。また、RNa5eによる限定分解  

では、標識したRNAおよび5LLgのキャリアRNAを限定分解用の緩衝液（Bc以外の  

RNa5eでは20mMクエン酸ナトリウムおよぴ7M尿素の溶液（渾5）、翫では20mM  

クエン酸ナトリウムの溶液）に溶かし、500Cで5分間置いた後（プレインキュベーショ  

ン）、氷で急冷した0さらに、それぞれRNaseTl（1U）、U2（2U）、PhyM（3U）、  

βc（2U）を加えて、び分間500Cで反応した。反応後、氷で急冷することにより反応を  

止めたo RNaseβcの反応について臥さらに等容量の7M尿素を加えることにより反応  

を止めた0反応物について変性20％pAGEを行い、オートラジオグラフイ一により解析  

した。   

［RNaseを用いたRNAの二次構造解析］  

本研究では、RNAの二次構造を解析するために、二本鎖に特異的なRNaseVlおよび一  

本鎖に特異的なmungbeanRNaseを用いた0まずRNAの5・末端をヱpで標識して、これを  

アルカリ加水分解および3種類のRNぉe（塩基配列と照らし合せるためRNa5eTlも用いた）  

による限定分解に用いた0反応スケールはすぺて10〟lとし、それぞれの緩衝液に標識  

したRNAおよび5′∠gのキャリアRNAを溶かし、アニーリング（90。Cで3分間置いた後、  

室温まで徐冷）を行ったくただし、RNAの分解を防そために二価金属イオンである  

鴫C12および加Cl2はアニーリング後に加えた）。さらに、5アCで5分間プレインキュペー  

ー97■  

l   



置換した後、2～3回デカンデーションし、これをカラムに充填した。次に、流速を1分  

に3～4滴とした後、緩衝液C（50mMNaClを含む）を一晩流すことによってカラムの平  

衡化を行った0さらに、試料をカラムにチャージした後、カラム容量の4倍量の緩衝液C  

（50rnMNaClを含む）で洗浄し、緩衝液C（200mMNaC姥含む）で溶出した。これを  

フラクションコレクターを用いて約2－3mlずつ採取した。   

［sDS－PAGE］ 

St）S－PAGEはタンパク質の分子量の解析および純度の分析などに広く利用される方法  

であり、本研究ではT7RNAポリメラーゼのカラム分画を調べる瞭に用いた。陰イオン  

界面汚性剤であるドデシル硫酸ナトリウム（SDS）はタンパク質に高い親和性を示し、  

大量に結合して変性を引き起こす。よって結合したSDSの電荷によって泳動が起こり、  

分子量によって分離される。ゲルはミニスラブゲルを使用し、二層からなるゲルの分離  

用ゲル（本研究では100kDaの¶RNAポリメラーゼを分析するため、アクリルアミド濃  

度を10％とした）を固めた後、スタッキング用ゲルを重層した。試料は1／4容量の5×  

SDSローディング緩衝液と浪合して1000Cで3分間加熱することにより変性させた後、予  

め30分間予備泳動したゲルにチャージした。泳動用緩衝液にはTds一如Cine緩衝液を用い、  

40mA定電流で、BPBが流れきる直前まで泳動した。さらに、泳動したゲルを染色液で  

約20分染色し、脱色液で約30分脱染してT7RNAポリメラーゼのバンドを確認した。  

つぎに、溶菌およびT7RNAポリメラーゼの精製について述べる。これからの操作は  

すべて氷上あるいは低温室（0－40C）で行った。上記の1リットル培養により約8gの菌  

体が得られるが、これに24mlの冷やした緩衝液LBを加えてよく懸濁した後、1，5mg血1  

のリゾチームを6ml加えて20分間ゆっくり横枠することにより溶菌した。また同時に、  

プロテアーゼインヒビターとして20mg／mlのPMSFを50iLl、10mgJhlのbacitracinを30〟  

l、0．1Mのbena一山dineを30〟l加えることによりタンパク質の分解を抑えた。この溶菌  

操作により試料の粘度が増す。さらに、0．8％sodiumdeoxycholateを2．5ml加えて20分間  

ゆっくり捜拝した後、超音波（15秒間を4回）により完全に溶菌した（粘性が減ったこ  

とを確認）。さらに、2Mの硫酸アンモニウムを5血加え、緩衝液LBを加えて全量を50  

血とした後、ゆっくり撹拝しながら10％polyminP（pIi8）を5ml加えて、20分間ゆっく  

り横枠した。次に、遠心（39kXg、15分）して上浦を回収し、さらに、その上滴に0．82  

等容量の飽和硫酸アンモニウム（pH7）を加えて15分間ゆっくり撹拝した後、遠心  

（12kXg、10分）して沈殿を回収した。得られた沈殿に15mlの緩衝液C（100mMNaCl  

を含む）を加えて溶解し、外液として11の緩衝液C（100爪MN虹1を含む）に一晩透析  

した。透析後、遠心（12kXg、10分）して上溝を回収し、等量の緩衝液C（NaClなし）  

を加えた後、陽イオン交換クロマトグラフィー（樹脂としてS－SepharoseFFを使用）に  

よって精製した。得られた分画のうち¶RNAポリメラーゼが含まれている分画を  

SDS－PAGEによって調べ、その分画を回収して15時間以上の透析（外液：10mMNaClを  

含む500mlの緩衝液C）を二回行った。透析後、T7RNAポリメラーゼが白濁するので、  

これを遠心（12kXg、5分）して回収し、10m】の緩衝液C（100mMNaClを含む）に溶か  

した。最後に、保存液に置換するために透析（外液：50％グリセロールおよび100mM  

NaClを含む900mlの緩衝液C）し、これを一200Cで保存した。  

緩衝液LBの組成   

50mMTris－HCl（pH8・Ⅰ）   

20mM NaC1   

2mM EDTA－Na3  

1mM di血olhreitol（m）  

緩衝液Cの組成   

20mMsodiumphosphate（pH7．7）   

1mM EDTA－Na3   

1mM DTT  

5％ glyc餌Ol   

［陽イオン交換カラムクロマトグラフィー（S－SepharoseFF）］  

本研究ではT7RNAポリメラーゼの精製の際にS－Sepha，。SeFF（Pha，maCia社製）を用い  

た陽イオン交換カラムクロマトグラフィーを行った0カラムサイズは内径17mm、高さ  

115mmで、容量は約25mlとした。始めに、S－SepharoseFFをスラリーの状態で緩衝液を  

－99一  

分離用ゲル（10ml）の組成  

30％acryla血de（29：1） 3．3ml  

l・5MTris－HCl（PH8・8）2．5ml  

lO％sDS  O．1ml  

H20  4ml  

lO％APS  O．1ml  

TEMED  4〟1  

5×SDSローディング緩衝液の組成  

250mMTris－HCl（pH6．8）  

500mM DTT   

lO％sDS   

O．1％ BPB  

lO％glycerol   

染色液（1リットル）の組成  

00OmaSSiebdlliaれtblue 2・5g  

スタッキング用ゲル（3ml）の組成   

30％ac叫mide（29：1） 0．5ml  

l・5MTris－HCl（PH8・8）2・5m1  

10％SDS  O．1ml   

H20  4ml  

lO％APS  O．1ml   

TEMED  4〟1   

5×Tds一癖ycine緩衝液（100ml）の組成   

Tris  l・51g   

glyclne  9・4g   

SDS  O・5g  

脱染液（1リットル）の組成  

methano1  300m】  

methanoI  450 ml acetic acid 100 ml 

glycero1  90 ml 

acetic acid lOml  
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ターすることによって、温度変化にともなう構造変化を調べ、熱融解温度（Tm）を求  

めた0また、Mg2＋滴走の実験を行った。Mgかを加えることによって起こる構造変化をCD  

スペクトルの変化をモニターすることによって調べ、鴨場合部位の数および叫㌢結合  

定数を求めた。   

まず、測定試料として100mM塩化ナトリウムを含む20mMリン酎トリウム緩衝液  

（pH7・5）にリボザイムを溶かし、アニーリングを行った。試料は、光路長10mmのセ  

ルを使用するときは3m上光路長1mmのセルを使用するときは0，3mlとした。試料の入っ  

たセルをセルホルダーに入れ、約5分間待つことによって定常状態にした後、測定を行っ  

た0また、同条件でセル内に緩衝液だけを入れて測定することにより、緩衝液のベース  

ライン補正を行った0ベースライン補正を行った後、フィルターをかけることによりノ  

イズリダクションを行った0測定は、基本的にバンド幅1nm、感度50mdeg、レスポン  

ス4秒、波長レンジ200－320nm、ステップ分解能0・1nm伽a、スキャンスピード10  

nm血in、積算回数4回とし、約40分の測定となった。   

［cD熱融解曲線の測定］   

CD熱融解曲線の測定には、日本分光社製の温度コントローラーシステムと温度スキャ  

ンニングプログラムを使用した。試料が1〟Mの時は、光蕗長10mmのセルを使用し、  

10〟Mの時は、1mm厚のセルを使用した。測定は、温度レンジ5－80。C、ステップ分解能  

0・10C、測定波長265nm（ほぼ極大点）、温度スロープ50。C伽とした。測定後、ベース  

ライン補正およびノイズリダクションを行った。Tmを求めるためには、一次微分を行  

い、その微分曲線の極小点の温度を求めた。   

［cDのMg2◆滴定実験］  

Mg加滴定実験は5。Cで行い、1mm厚のセル（液量0・3ml）を使用した○滴定する叫ドl2  

加・5mMから最終的に約220mMになるまで加え、試料の濃度変化を5％以下に抑えるた  

めに、滴定する原液のMgC12濃度EilOOmM、1M、4MとしたocDスペクトルを測定後、  

リボザイムを含まない試料について同じ条件で測定し、ベースライン補正した。さらに、  

滴定による濃度変化を計算して補正し、265nmにおける楕円率の変化をモニターした。  

これから鴨Z◆濃度（［Mg2◆］）に対して265nmにおける楕円率の晦加による変化の割合  

（F‥変化の最大値を1とした）をプロットした後、Hdlプロットを行った。リボザイム  

（R）とMg三◆イオンとの相互作用に中間体が存在しないと仮定すると、  

R＋nMgヱ◆ RMg2・n  

という反応式で表すことができ、この場合の結合定数（たi）は  

た▲＝【RMgZl川R】【Mg2十】爪  

で表される0この式を対数で表し、Fがn個のMgかが結合したリボザイムの割合（〔  

RMg＝◆n】／（【R】・【RMg21】））に相当すると考えると、  

log（F／（1－F））＝logた1＋nlog【Mgヱ◆］  

となり、log【鳩h】に対して】og（F′（1－F））をプロットすることにより、その傾きか  

らヒル係数nと切片よりlogた1が求められた。  
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［切断反応実験］  

リボザイムの酵素学的特性を調べるため切断反応の実験を様々な条件で行ったが、基  

本的な反応条件としては、5●末端標識した基質（1／∠Mあるいは0．1〟M）および酵素部  

分（1〟M）を50mMTris－HCl（PH8）に溶解し、一度変性させるために900Cで3分間熱し  

た後、アニールするために370Cまで徐冷した。さらに、10mMになるようにMgCIzを加  

え、反応を開始した。反応は370Cのエアインキュベーターで行い、時間を計測し、その  

時間ごとにに一部を採取して、2倍量の反応停止液（40mMEDTA，9MUrea）に加えて  

反応を止めた○さらに、これをハンマーヘッド型リボザイムでは24％変性PAGEにより、  

未反応の基質（12mer）と切断産物（7mer）との分離を行い、HDVリボザイムでは  

PEIぺelluloseのmにより分離した（8merとシチジンー2－，3■環状リン酸）。電気泳動は  

200OVで約30分行い、さらにゲルをゲル乾燥器によって乾燥した後（80。Cで3時間）、X  

線フイルムを用いてオートラジオグラフイーを行った。nCについては、反応後の溶液  

をスポットした後、一度水で展開することによって反応液中の塩を除き（これを行うこ  

とによって美しく展開される）、これをドライヤーで乾かした後に1MLiClで展開し、  

オートラジオグラフイーを行った。最後に、切断効率の定量のためには、イメージング  

プレートに感光した後、BAS－1000あるいはBAS－2000を用いた。   

擬一次反応速度定数（庵め，）を求めるためには、酵素過剰の条件で切断反応を行うこと  

によって反応を一次反応（Sづヴ）と見なし、次式を用いて最小二乗法のカープフィッティ  

ングを行った（マッキントッシュのカレイダグラフを使用）。  

％P＝％P。。－Cexp（一点血t）  

％Pはt分後の切断産物の割合で、Cは％P∞－％Poである。  

マルチターンオーバーの速度定数（た。，）およびミカエリス定数（gm）を求めるために  
は、基質過剰の条件で基質濃度を5種類変えて切断反応を行った（S＋E SE－ヤ＋Eという  

反応になり、Km＝【E］［＄］／［ES］，V＝VⅧJS】0／（［S］0＋Kn）と表せる）0まず、各基質濃度【S］  

において切断産物の割合（卯）を時間（t）に対してプロットし、t＝0における接線よ  

り初速度（Ⅵ）を求めた。これをEadie一＝ohteeプロットすることにより、W［S】対Ⅵは  

ほぼ直線（次式で表せる）になり、最小二乗法により直線を引くとその傾きからgmが求  

まり、y切片から最大速度㌦－－が求まる。  

－Ⅵ＝Ⅳ0／【SけVmr，慮。t＝Ⅵ描／【ET】  

【ET】は酵素濃度である。   

［cD測定］  

核酸は円二色性を示し、構造変化にともなって円二色性は変わるので、CDスペクトル  

の変化を解析することによって核酸の構造変化を調べることができる。本研究では温度  

変化にともなうCDスペクトルの変化（実際には265nmにおける楕円率の変化）をモニ  
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monophosphatekinaseforU、0・2unitsguanylalekinaseforG、20unitsadenylatekinaseforA、  

40unilsadenylatekinasefbrA、370C、一晩）TLCで確認してエタノール沈殿を行った。   

［過ヨウ素酸酸化］  

3・4nmolのRNAを水45〟1に溶かし、0．1M過ヨウ素酸を之〟加えて、暗所で0。C、40  

分反応した0これに、1Mラムノースを0．5〟1加えて0。C、30分反応した後、2Mリジン  

塩酸塩（pH9）を47・5〟加えて400C、90分反応した。さらに、エタノール沈殿、BAP処理、  

フェノールクロロホルム処理を行い、最後にエタノール沈殿をして乾燥した。  

［NMR測定］   

NMRは生体分子の構造を調べる際に有効な手段となる。本研究では、イミノブロトン  

シグナルの帰属を行った。まず、リボザイムを10mMリン酸緩衝液（pH7．5）、100mM  

NaClの溶液（5％Dp）に溶かし、濃度を1mMとした（液量180〟人予め15％過酸化水  

素により処理したマイクロチューブを使用）。標識したリボザイムについては、同液に  

濃度が0．2mMになるように溶解した。NMRはBruker社のAM・400およびAMX－500を用い  

て、5－600Cの間で測定した。IHのケミカルシフトは内部標準物質としてDSSを用いて決  

めた。じNのケミカルシフトは、外部標準物質として飽和NH4Clのシグナルを27．34ppm  

として決めた。  

1D－NOEの実験では、照射強度60dBbelow5W、照射時間1sで、16KpointsのFIDを測  

定した。IHのスペクトル幅は30ppmとした。10Hzの指数関数的減衰関数を乗じた後、  

フーリエ変換した。2D－NOESYの実験は、States－TPP一法による位相敏感モードで、2K  

円山bのFIDを256個測定した。積算回数は704回であった。両方向に90度位相シフトした  

sin関数を乗じ、Fl方向については2倍のゼロ付加を行った後、フーリエ変換した。混合  

時間は150msであった。uNのデカップリングは、90度パルス煽が250〟sの強度でg叩系  

列によって行った。1Dおよぴ2DのHM（X：の実験は、J脚の展開時間を4msとして行った。  

2D－HM∝：では、4Kpoint5のFIDを512個測定した0積算回数は64回であった。UN（Fl）の  

スペクトル幅は100ppmとした。両方向に90度位相シフトしたsin関数を乗じ、Fl方向に  

ついては2倍のゼロ付加を行った後、フーリエ変換した。以上の測定においでHのパル  

スはすべて待ち時間50／Jsのjump－and－retumパルスを用いた。   

［15N－NTPの調製］  

じNH√lを窒素淵ヒして培養した大腸菌（300g、1201ノットル培養分）をフェノール処  

理およびエタノール沈殿することにより、核酸を抽出した。これを500mlの1MNaCl水  

溶液に溶解した後、花rpm、で30分遠心することにより、rRNAを沈殿させることにより  

分画した（これをもう．一度繰り返した、上清にはtRNAやDNAが溶けている）。次に、  

100％エタノールでリンスした後、乾燥し、30mlのPl緩衝液（50mM酢酸ナトリウム、  

100mM塩化亜鉛、pH5・5）および100〟gのヌクレアーゼPlを加えて37。Cで一晩反応し  

た。PEトceuuloseのmを用いてrRNAがモノマーまで分解されていることを確認し、90  

0Cで5分間加熱した。さらに、陰イオン交換カラムクロマトグラフィー（加w。XAG－1×  

4、カラムサイズ1・6×50cm、流速1ml／min、溶出液A（0．01NHCl）で反応液を2倍希釈し  

てチャージした後、溶出液A400mlおよび溶出液B（0．01NHCl、1MNaCl）200miによる濃  

度勾配による溶出）により、A、G、U、Cを分離し、これをDEAE－SephadexA－25により  

脱塩した（試料を20mMⅧAB溶液（A）で10倍希釈してカラムにチャージした後、溶液A  

でカラムの十倍量洗う。2MTEA鋸容液で溶出した後、エバボレー卜することにより  

ⅧABを除く）0最後に酵素を用いてNMPをNTPにした後（反応液5ml、80mMT，is＿HCl  

（pH7・5）、20mMKCI、20mMMgClhlmMm、20／上mol各ヌクレオチド、50〟m。1  
POSPhoenoIpyrvate、0・2〟mOIJm、25units pyruVate kinase、0．4units nucleoside  
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