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図1　 転写、翻訳されるヒトゲノムの比較

１．まえがき

　ヒトゲノムの解読により、タンパク質をコードし
ないRNA（non-coding RNA, ncRNA）が大量に転
写・生産されていることが明らかとなった。ヒトの
場合、転写・翻訳される遺伝子部分が全ゲノムの2
％しかないのに対して、ncRNAは 43％にもおよぶ。
（図1）さらに、RNA干渉（small interfering RNA, 
siRNA）、マイクロRNA（microRNA）など短い鎖
長のncRNAが、生体機能の維持調節に極めて重要
な役割を果たしていることが明らかになった 1。タ
ンパク質に焦点が絞られていたポストゲノム研究に、
「機能性ncRNA」という新たな標的が登場した。平
成18年度の我が国の戦略目標に「医療応用等に資

するRNA分子活用技術（RNAテクノロジー）の確
立」が設定され、1）機能性RNAをデザインする技
術、2）RNA機能の高度化、3）RNAを利用した細
胞制御技術、4）RNAを検出する技術、そして 5）
RNAを利用する先端医療技術が達成目標として示
され、RNA新機能の研究・実用化研究が推進され
ている。

　「RNA機能を制御する分子技術」は現在、アカデ
ミアだけでなく、インダストリーとくに創薬企業に
注目されている。遺伝子DNAから転写されるRNA
を直接の標的としてタンパク質への翻訳を制御する
方法には、標的と相補的な塩基配列を持った核酸を
用いるアンチセンス法が研究されている。標的
RNA と安定な複合体を形成すること、結合した
RNAが細胞内在性の酵素RNase Hの基質として分
解されるなどの特性を示す核酸として、化学的に修
飾された人工核酸が現在盛んに研究され、臨床応用
され始めている 2。（図2）また、真核生物では遺伝
子から転写されたRNAは遺伝情報を含むエクソン
と含まないイントロンから構成されるため、転写さ
れたメッセンジャーRNA（mRNA）前駆体からイ
ントロンを除いてエクソンだけを繋ぎ直すスプライ
シングが行われる。（図3）mRNAの 3塩基がアミ
ノ酸1つに対応するため、エクソン領域に塩基の欠
失があるとそれ以降の読み取り枠がずれ、本来とは
異なるアミノ酸配列に翻訳される。最近、アンチセ
ンスオリゴヌクレオチドを用いて、読み取り枠を元
に戻すエクソンスキッピング誘導治療法（読み飛ば
すエクソン配列の塩基数を3の倍数にして、本来の
タンパク質から一部が欠失したタンパク質を発現さ
せる）が検討されている。また、2012年 10月に米
国のSarepta Therapeutics社が化学修飾されたオリ
ゴヌクレオチドがある種の筋ジストロフィーの改善
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図4　 アデニンリボスイッチによる翻訳制御（B. J. Tucker and R. R. Breaker, Curr. Opin. Struct. Biol., 2005, 15,
　　　342－ 348 より引用、改変）

図3　スプライシングとエクソンスキッピング誘導治療。四角の枠がエクソンを示す。数字はエクソンの
　　　番号でカッコ内は塩基数。エクソン3番で1塩基欠失した変異型では、読み枠がずれる。野生型
　　　mRNAのエクソン2番と3番の合計塩基数が90で 3の倍数であるため、2番と3番のエクソンを
　　　読み飛ばす（エクソンスキッピング）と4番以降は元のアミノ酸配列に翻訳される。この場合、
　　　野生型のタンパク質の一部の機能が再生する。

図2　メッセンジャーRNAを標的としたアンチセンス法

に効果があったと発表している 3。また、京都大学
医学部の萩原教授が小分子を使ったエクソンスキッ
ピングを報告している 4。
　2002年にアデニン、グアニンなどの低分子量化合
物がmRNAの非翻訳領域（untranslated region, UTR）
に結合することにより、翻訳開始領域の二次構造が
変化し、その結果、下流遺伝子の翻訳が制御される

　

機構、すなわち「リボスイッチ」が見いだされた 5。
（図4）リボスイッチは細菌や植物、一部の菌類に
おいても見いだされており、生物に普遍的な遺伝子
発現制御機構と考えられている。この発見は、タン
パク質に加えて、ncRNA が低分子化合物による生
体機能調節の標的になりうることを明示した。
　これまでもRNAに結合する小分子に関する研究
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図5　蛍光ディスプレイスメントアッセイの概念図と
　　　蛍光指示薬X2S

は進められてはきたが 1、RNA機能を制御する分子
技術の進展は遅い。その最大の理由は、天然のリボ
スイッチが用いるアデニンやグアニンなどを除いて、
RNAの特異な構造や配列に結合する分子、RNAの
二次構造を調節できる分子の手がかりが少ないこと
にある。歴史を振り返っても、鍵となる小分子の発
見が、生物学の飛躍的な進展に寄与することは明ら
かである。先に挙げたエクソンスキッピングを誘起
する小分子は細胞系でのスクリーニングで見出され
ているが 4、より一般的なRNA－小分子相互作用
の研究を加速するには、簡便な方法で相互作用が判
る手法を用いた探索手法が必要となる。従来の相互
作用研究では、RNAもしくは小分子のどちらか一
方を蛍光標識して、RNA－小分子複合体の形成に
よる蛍光変化を結合の指標としていた。このように
標的とするRNAを蛍光標識する方法には、1）標識
化されたRNAの合成に手間とコストがかかる、2）
蛍光標識によりRNAの二次構造が変化してしまう
可能性がある、3）標識された色素の蛍光強度が小
分子との相互作用により変化するとは限らないなど
の問題点がある。また、小分子を蛍光標識すること
は、化合物ライブラリーからの探索という観点から
は実行不可能である。RNAに結合する小分子リガ
ンドの探索、さらには小分子によるRNA機能の制
御には、上記の1～3）の問題点を克服した大規模
化合物ライブラリーからの探索技術が必要である。
読者の方からは「有機合成化学者が単に化合物ライ
ブラリーを探索することに甘んじていて良いのか」
とのご批判を頂くかもしれない。しかし、我々の研
究は標的とするRNAに結合する分子を自らの知識
と想像力で創製していく有機化学の一番面白い部分
を放棄したわけではなく、分子設計に繋がるRNA
構造と小分子結合の情報をまずスクリーニングによ
り手にする事から始めたというか、始めざるを得な
いというのが現在の状況と考えている。

２．蛍光ディスプレイスメントアッセイ

　我々は大規模化合物ライブラリーから標的RNA
に結合する小分子のスクリーニング方法として、上
記1～3の問題点をすべてクリアしたキサントン誘
導体を蛍光指示薬とする蛍光ディスプレイスメント
アッセイを考案した 6, 7。（図5）蛍光ディスプレイ
スメントアッセイとは、蛍光指示薬を介して標的と

候補化合物の結合を間接的に評価する方法である。
まず標的RNAに蛍光指示薬を結合させておく。こ
の蛍光指示薬は、RNAに結合する事、また、RNA
への結合により指示薬の持つ蛍光強度が変化する事
が必要である。標的RNAと蛍光指示薬との複合体
に候補化合物（ライブラリー化合物など）を添加し、
もし、候補化合物が標的RNAに結合して、先に結
合していた蛍光指示薬を追い出せば、遊離した蛍光
指示薬由来の蛍光シグナルが観測される。繰り返し
になるが、この蛍光ディスプレイスメントアッセイ
には、RNAに結合して蛍光シグナル変化が観測さ
れる指示薬が必要になる。RNAに結合する小分子
の探索に、RNAに結合する蛍光色素が必要となる。
鶏と卵のどちらが先かという問題に似ているが、幸
いな事に我々はDNAに結合する小分子に関する研
究の過程で、ジアミノキサントン誘導体（X2S）が
RNAに結合するとその蛍光が顕著に消光される事
を見出していた。（図6）X2SにRNAを添加すると、
RNAが過剰である場合にはX2Sの蛍光は顕著に消
光された。また、単純なRNA二重鎖よりも一塩基
バルジ構造を持つRNAがより効率よくX2Sの蛍光
を消光させることが判った。また、一塩基バルジの
塩基の種類にも少し影響された。ウリジンバルジ
RNA（U-RNA）を用いてX2Sとの結合を蛍光滴定
した結果、X2SとウリジンバルジRNAの解離定数
は100 nM程度であることも明らかとなった。小分
子との複合体形成がもっとも詳しく研究されている
RNA であるヒト免疫不全ウイルス 1（HIV-1）
mRNA の核外輸送に深く関与している部分構造
RRE（Rev protein responsible element）とX2Sの
結合を同じく蛍光滴定により調べた。X2S（2μM) 
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図7　 X2Sを用いたRRE RNAに対するディスプレイスメントアッセイ
　　　(a) Revペプチド、(b) Neomycin B、(c)添加リガンド濃度に対する蛍光回復プロファイル
　　　● Revペプチド、◆  Neomycin B、■トロンビンペプチド

図6　各種RNAによるX2S（2 μM）の蛍光滴定。
　　　(a) X2S（10μM) とバルジ（U、C、G、A）を含むRNAおよび二本鎖RNA（30μM）
　　　(b) U-バルジRNA (0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, and 8μM)、(inset) 453 nmの蛍光強度をRNA濃度に対
　　　　してプロット（●）。結合を1:1 と仮定して、最小二乗法によりカーブフィッティング。
　　　(c) RRE。

　

にRRE（1μM）を添加した所、X2Sの蛍光は効率
よく消光された。消光率はおおよそ 11％であり、
同じ条件でU-RNAを用いた場合の蛍光消光率39％
と比べると、X2Sは RREに対して複数の分子が結
合している事が示唆された。

　次に、RREに結合しているX2Sが候補化合物の
RREへの結合に伴ってRREから遊離する事が蛍光
測定で観測されるかどうかを調べた。（図7）RRE
に結合する化合物としては、前述のHIV-1の全長の
mRNAの核外移行に必要なRevタンパク質のRRE
結合部位であるRevペプチドを用いた。HIV-1など
ゲノムとしてRNAを持つウイルスの複製、増殖には、

宿主の核内で転写されたウイルスのmRNAがスプ
ライシングを受けることなく全長のまま核外へ輸送
される事が必要であり、この核外移行にRev-RRE
の相互作用が必須となる。そのため、Rev-RRE相
互作用を阻害する小分子は抗エイズ薬となることが
期待され、これまで多くの小分子が研究されてきて
いる。RRE（2μM）にX2S（2μM）を結合させた
状態、即ちX2Sの蛍光が消光された状態にRev ペ
プチドを少しずつ加えた時の蛍光スペクトルを測定
した。その結果、Rev濃度の上昇に伴って453 nm
のX2Sの蛍光の回復が認められた。一方、RREと
相互作用を示すアミノグリコシド系抗生物質の一つ
であるネオマイシンBを用いて同様の蛍光回復試
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図8　RREに対するLOPAC1280TMの蛍光ディスプレイスメントアッセイと選択された化合物
　　　（Mitoxantrone、Sanguinarine Chloride）

験を行った所、ネオマイシンBの濃度上昇ととも
にX2S の蛍光が徐々に回復した。しかし、X2S の
蛍光回復に要した濃度は、 Rev ペプチドがおよそ
4μMであったのに対して、ネオマイシンBでは
30μMを必要とした。この違いは、Rev-RRE相互作
用は化学量論比が 1 : 1 の結合であるのに対して、
ネオマイシンB－RRE相互作用には結合強度の違
う複数の結合様式の存在が知られており、この違い
が反映したと考えられる。一方、負電荷のリン酸イ
オンを主鎖にもつRNAに対して、静電的な反発が
予想される酸性アミノ酸を多数持つペプチドとして
ヒトトロンビンペプチド（アミノ酸残基 147-158）
を用いた所、X2Sの蛍光回復は全く認められなかっ
た。この一連の実験から、RREに対して強く結合
するRev ペプチド、複数の結合様式を持つネオマ
イシンB、そして全く結合しないトロンビンペプチ
ドのそれぞれの結合について、X2Sを指示薬とする
蛍光ディスプレイスメントアッセイにより評価出来
る事が明らかとなった。

３．化合物ライブラリーからのRRE結合小分子の

　探索

　X2Sを用いたRRE-Rev 相互作用解析の結果から、
X2Sを用いた蛍光ディスプレイスメントアッセイが
機能する事が強く示唆されたので、化合物ライブラ
リーからのRRE結合小分子の探索を検討した。こ
れまでの評価には蛍光分光光度計を用いてX2Sの
蛍光を測定していたが、ライブラリースクリーニン
グには蛍光プレートリーダーを用いて一度に多数の

サンプルを処理する必要がある。そのためにスクリ
ーニングの条件（RNAの濃度、X2Sの濃度、励起
および蛍光フィルター、化合物ライブラリーの濃度、
インキュベーション時間等）を順次決定し、次の条
件でスクリーニングすることにした。条件：X2Sと
RRE各 0.5μM、ライブラリー化合物10μM。化合
物ライブラリーとしてはSigma-Aldrichから市販さ
れているLOPAC1280TMを用いることにした。この
化合物ライブラリーは、薬理活性を示す化合物が集
められたライブラリーで、大規模スクリーニングの
予備検討として都合が良い。本スクリーニングを行
う上での注意点がある。それは、X2Sと同じ領域に
蛍光を示す化合物の評価が出来ないということであ
る。設定したアッセイ条件では、ライブラリー化合
物はX2Sに比べて大過剰を加えているために、X2S
と同じ波長領域に蛍光を示す化合物では、X2S の
RNAへの結合状態変化による蛍光変化が小さくな
り評価出来ない。アッセイの評価はX2Sの蛍光回
復率（％）で評価することにした。蛍光回復率が
60％を超える化合物をヒット化合物と判断した。
このアッセイ系が大規模化合物ライブラリーからの
一次スクリーニングであることを考慮して、評価の
再現性より可能性のある化合物の取りこぼしをなく
すことに重点を置き、2度のスクリーニングで一度
でも蛍光回復率60％以上を示した17化合物をヒッ
ト化合物として認定した。（図8）
　ヒット化合物のうち、Mitoxantrone（Mito）と
Sanguinarine（Sang）は2度のアッセイで再現よく
蛍光回復が観測された。一方、ヒット化合物とした
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17 化合物には 1度のアッセイではほとんど蛍光回
復を示さない化合物も有った。これらの化合物につ
いては2次スクリーニングにより結合の有無を判断
することになる。LOPAC1280化合物ライブラリー
には、Sanguinarineと極めて構造的に類似したChe-
lerythrine（Chel）が含まれていた。Chelerythrine
は X2S を用いた本ディスプレイスメントアッセイ
では蛍光回復率は2回とも 50％程度とヒットとは
認定されなかった。SanguinarineとChelerythrineは、
ジオキソラン環を持つかどうかの構造的な違いしか
無い。このわずかな構造的な違いを本アッセイが区
別出来ているかどうかを確認するために、Mitoxan-
trone, Sanguinarine, Chelerythrineの 3化合物と
RREとの結合を、等温型滴定カロリメトリー測定
により調べた。その結果、Mitoxantroneと Sangui-
narineには明瞭な結合（発熱）が観測されたのに対
して、Chelerythrine ではその発熱量は少なく静電
的な相互作用だけが示唆された。このことから、本
蛍光ディスプレイスメントアッセイが、化合物ライ
ブラリーを用いた標的RNAに結合する小分子を探
索する方法として有効であることが確認された。

４．今後の課題

　今回、蛍光指示薬としてX2Sを用いて蛍光ディ
スプレイスメントアッセイを考案し、その実用性を
段階的に調査した。LOPAC1280化合物ライブラリ
ーからの探索と、ヒット化合物のカロリメトリー評
価から、本手法による化合物探索にゴーサインを出
すことができた。現在、東京大学創薬イノベーショ
ンセンターから化合物ライブラリーの提供と財団法
人医薬基盤研究所の研究費サポートを受け、RNA
を標的とした小分子化合物の探索を大規模に進めて
いる。
　一方、本ディスプレイスメントアッセイについて
の課題も明らかとなってきた。このアッセイでは蛍
光指示薬が最も重要な役割を果たすため、指示薬の
改良、種類の多様性確保が必要である。改良点は、
RNAの二重鎖部分にはあまり結合せず、ヘアピン
ループ、ステムループやバルジなど、RNA結合蛋
白質の結合サイトへの結合選択性の向上が挙げられ
る。今回用いたX2Sでは二重鎖領域とステムルー
プ等への選択性はあまり高くないために、結果とし
てRNA二重鎖にインターカレーションする分子

（Mitoxantrone等）がヒット化合物として選択され
ている。RNAの特徴的な構造にある程度の選択性
を持って結合する蛍光指示薬を複数持つことにより、
アッセイの効率を挙げられるものと考えている。蛍
光指示薬のRNAに対する結合能に関しても、いろ
いろな結合強度を持つ指示薬が必要である。今回用
いたX2Sは RREに対しての見かけ上のKdがおお
よそ数十nM程度であり、予想以上に強い結合を示
した。RNAに強く結合する指示薬を用いると、ヒ
ット化合物はそれ以上に強く結合する分子となるた
めに数が限定される。スクリーニングの目的に応じ
てヒット化合物の結合能を調節することは、蛍光指
示薬の見かけ上のKdを変えることにより可能となる。
X2Sでは二つのアミノ基までの長さを種々変えた化
合物を合成・評価している 8, 9。結合特性と結合能、
さらにはRNAへの結合による蛍光変化特性を同時
に満足する指示薬も得られており、順次ディスプレ
イスメントアッセイに利用して行く予定である。
RNAに結合することにより蛍光が消光される化合
物は、RNAの蛍光標識という観点からはこれまで
全く利用されなかった化合物である。我々の研究を
契機として今後RNAを標的としたディスプレイス
メントアッセイに有用な蛍光指示薬が次々と再発見
されることが十分に期待される。

５．まとめ

　RNAに結合してその機能を調節する小分子は、
新しい薬剤候補として世界では大きく注目されてい
る。蛍光ディスプレイスメントアッセイによる我々
のアプローチは、その一つの取り組みである。今後、
多くの研究者の参加により、標的RNA構造に対し
て特異的に結合する分子が自在に設計出来る時代が
少しでも早く到来することを、有機合成化学者の一
人として期待している。最後に、本研究を支援して
いただいた、日東化成株式会社と武田薬品工業株式
会社に感謝致します。また、本研究は文部科学省科
学研究費補助金基盤研究（S）および（A）、独立行
政法人医薬基盤研究所の先駆的医薬品・医療機器研
究発掘支援事業による絶大なる支援、東京大学創薬
イノベーションセンターのスクリーニング技術指導
および化合物ライブラリーの提供、さらに文部科学
省創薬等支援技術基盤プラットフォーム・制御拠点
大阪大学創薬推進研究拠点のサポートを受け実施し
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ています。共同研究者ならびに関係各位にこの場を
お借りして厚くお礼申し上げます。
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