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緒緒  言言  

 
近年の盛んな RNA研究によって遺伝情報をコードしないノンコーディング（nc）RNAの存在が報告され、それら
が転写や翻訳など様々な生命現象の調節に重要な役割を果たしていることが明らかにされてきた。例えばncRNAの一
つであるmiRNAは、癌をはじめ多くの疾患で発現異常が報告されており、創薬標的として注目を集めている（図1）。
Agoタンパク質と複合体を形成しmRNAの翻訳を抑制するmiRNAは、DroshaやDicerによる切断過程を経て生成
するため、これらの酵素認識部位へ結合する小分子はmiRNAの発現制御を可能とし、新しい薬剤の候補化合物となり
える。このような RNA を標的とした創薬は、オリゴ核酸に加え、経口投与可能な小・中分子でも効果を期待できる  

標的が増え、飛躍的に進展している［1］。RNA標的医薬の中には、重篤な遺伝性疾患に対して治療効果が期待できる
ものもあり、遺伝性・難治性疾患に対する新しい治療法として期待されている。RNAは様々な分子内相互作用により、
様々な高次構造を形成することが知られている。創薬標的として、このような高次構造モチーフを小・中分子で狙う  

場合、多くの類似した構造から標的のみを選択的に認識し、強く結合する必要があるため、高い結合性と選択性を併せ

持つ優れたRNA結合分子の開発は容易ではない。そのため、標的特異的結合分子を創出する優れた評価法・探索法の
開発が強く望まれている。このような背景のもと、本研究では RNA－小分子間相互作用の大規模解析技術を構築する
こと、およびそれら相互作用のデータベース化を目的とした。このような解析技術を確立できれば、化合物ごとに結合

嗜好性のビッグデータを得ることができるため、データ駆動型の新たなRNA化学が切り開けると考えた。 

 
図1．創薬標的としてのRNA 

様々なRNAが創薬標的となるが、有望な分子の開発は容易ではない。 
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方方  法法  

 
11．．ババーーココーードドママイイククロロアアレレイイ法法  

RNA－小分子間相互作用を大規模に解析するため、バーコードマイクロアレイ法とよぶ手法の構築を行った（図2）。
本手法は京都大学の齊藤教授と共同で開発を進めた。これまでの相互作用解析は1対1の測定が基本だったが、本法で
は数千～数万のRNA－小分子間相互作用を一挙に解析することが可能となる。本法は、RNAライブラリとDNAマイ
クロアレイがキーとなる［2］。今回例に示すRNAライブラリは1,824種の高次構造領域（pre-miRNA、リピート配列
由来）、共通ステム領域、バーコード領域からなり、3’末端は蛍光基で修飾した。このRNAライブラリから、ビーズ
に固定した結合性分子を用いることで親和性の高いRNAをプルダウンする。このプルダウンRNAはバーコードマイ
クロアレイにさらすことで、それぞれの固有のバーコード配列に従い、指定されたスポットへと集積する。これにより

各スポットの蛍光強度を指標に親和性のランクを決定することが可能になる。 

図2．バーコードマイクロアレイ法 
本研究で使用したRNA－小分子間相互作用大規模解析法。 

 
22．．解解析析すするるRRNNAA結結合合分分子子のの設設計計  
解析するRNA結合分子として、G-clamp、チオフラビンT（ThT）、クロロメトキシアクリジン（CMA）を選び、
それぞれリンカーを介してビオチンを修飾した分子を設計した（図 3）。G-clampはヘアピンループ上のG塩基［3］、
ThTはG4重鎖構造に強い親和性を持ち、かつ結合によりライトアップすること［4］、CMAはG4重鎖構造や2本鎖
DNAに強い親和性を示すこと［5］が知られていた。 

図3．解析したRNA結合分子の設計 
本研究で使用したRNA結合分子、左からG-clamp、チオフラビンT、クロロメトキシアクリジン。 
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33．．解解析析分分子子のの合合成成  
設計した分子はビオチンを容易に修飾するためにアジドリンカー修飾体をスキーム1に従い合成した。次に、合成し
た分子と市販のDBCO-ビオチンを1：1で混合し、クリック反応にてビオチン化を行った。続いて、合成した化合物を
ビオチン－ストレプトアビジン相互作用にてストレプトアビジンビーズへ固定した後、RNA ライブラリとの混合、  

洗浄・解離操作を経て、バーコードマイクロアレイ法による配列解析を行った。 

スキーム1．RNA結合分子の合成とビオチン化 
RNA結合分子はアジドリンカーを修飾した後、クリック反応によりビオチン化した。 

 
結結果果おおよよびび考考察察  

  

11．． ババーーココーードドママイイククロロアアレレイイ法法にによよるる解解析析結結果果おおよよびび蛍蛍光光滴滴定定実実験験にによよるる検検証証  
設計した三種類の結合分子で解析した結果、G-clamp誘導体はGを含むループ構造に強く結合し、チオフラビン T
やアクリジン誘導体ではG四重鎖構造に対して極めて選択的であることが明らかになった。例として、図4にG-clamp
により得られたランク上位と下位の RNA 構造を示す。G-clamp はループ上の G を認識するため、上位のループに  

多数のG塩基が観測された。一方で、ランク下位ではそのようなGは著しく少なかった。 

図4．解析によって得られたG-clampと親和性の高いRNA構造と低いRNA構造 
G-clampはループ上のG（*で示す）を認識するため、上位のループに多数のG塩基が観測された。 
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本解析の妥当性を示すため、次に、見かけの解離定数の算出を蛍光滴定実験により行った。G- clampの蛍光はRNA
の滴下により図5に示すように減少した。この消光が止まるまでRNAを滴下し、結合飽和点を決定し、見かけの解離
定数（KD）を算出した。ランク1位の配列では、KD値が0.061μMと強い結合が観測されたのに対し、ランク下位の
配列では 20μMの滴定でも結合飽和は示さず、弱い結合であることが分かった。さらに、計 19配列で滴定実験を行
い、上位では強い結合、中位では中程度、下位では弱い結合であることが確認できた。この結果から、KD値とランク

（z-score）は概ね相関し、本法の妥当性を示すことができた。 
チオフラビンTおよびアクリジン誘導体に関してもKD値を算出することで妥当性を確認できた。特に、チオフラビ

ンTはランク上位のRNAを用いて滴定した場合、強い蛍光上昇が観測された。このような大きな蛍光変化を持つ分子
とRNAの組み合わせは、蛍光指示薬競合置換アッセイにとって有用な情報である［6，7］。そのため本法を用いて様々
なライトアッププローブのRNA結合性を大規模に調査すれば、蛍光指示薬の結合性データベースの作成が可能になり、
ハイスループットアッセイの応用範囲を飛躍的に拡張できると考えている。 

  
図5．蛍光滴定実験によるKD値の算出（G-clamp） 

RNAを滴下することでG-クランプの蛍光は消光する。その性質を利用し、KD値を算出した。  
  
22．．アアルルキキルル化化反反応応のの解解析析おおよよびび検検証証  
アルキル化分子では、大きく3つのユニットからなる分子を設計した（図6）。結合性解析のときと同様のRNA結合
ユニット、回収ユニットに加えアルキル化ユニットを導入した。それぞれのユニットには次の分子骨格を選択した。ま

ず、結合性ユニットには、G4への高い選択性が示されたアクリジン誘導体、アルキル化ユニットには、我々が独自に
開発したビニルキナゾリノン（VQ）を選択した［8，9］。アジド基はアルキル化ユニットに修飾したものを設計した。 

VQの前駆体であるVQ-S（O）Me体は標的配列のウラシルと、反応型のビニル体を経由して反応する。これまでに、
G4構造中や脱塩基部位の向かい側のUに対して高効率でアルキル化が進行することを報告している。実際に、設計し
た分子を合成し、解析した結果、上位のほとんどがG4重鎖構造であった。さらに上位、中位、下位の計 12配列で反
応の検証を行ったところ、反応収率とランク（z-score）はキレイに相関し、本法の妥当性を示すことに成功した。今後
は、様々な結合分子、反応性分子の情報を取得し、データベースの規模を拡大し、RNA 標的創薬に役立つ新たなデー
タ駆動型RNA化学の確立を目指す。 
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図6．RNAアルキル化反応大規模解析のための分子設計 

アルキル化ユニットには、ビニルキナゾリノン（VQ）前駆体、アジド基は     

アルキル化ユニットにリンカーを介して修飾した。 
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