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論文の内容の要旨

　リボザイムを抗ウイルス剤や特定遺伝子の発現阻害剤に用いる場合，修飾，改革，解析の容易性や経済一性を踏

まえて，その小型化が重要となる。これまで小型化リボザイムの構築は，多くの研究者によって試みられてきた

が，野生型と比較して極めて低活性であるという問題点を持っていた。ところが，様々な小型化リボザイムの構

築を独自に行ったところ，野生型とほぼ同等の高い活性を持つ小型化リボザイムが得られた。そこで，速度論的

解析やNMRなどによる解析を行い，その特性を調べた。その結果，この小型化リボザイムは，活性型構造とし

て2量体を型成して機能する，新規のリボザイムであることが明らかとなった。

　次に，この2量体で機能する新規な小型化リボザイム（マキシザイム）を細胞内で発現させ，遺伝子発現制御

への応用を試みた。本研究では，マキシザイムを発現させるプロモーターとして，RNA　po1y㎜eraseH互が認識す

るをRNAv訂，プロモーターを利用した。このプロモーターは低分子RNAを細胞内で高発現させることができるた

め，2量体を形成して機能するマキシザイムにとって有効であると考えられた。tRNAvn1プロモーター配列と

マキシザイムのモノマー配列はタンデムに連結され，ベクターに組み込まれた。この発現系では，プロモーター

であるtRNAv訂1配列が，マキシザイムのモノマー配列の5’末端側に付加した形で転写される。そのため，

tRNAv＝’■配列がマキシザイムの2量体形成に立体障害となるかどうかについて検討を行った。モデリング，ゲ

ルシフトアッセイ等を行い2量体形成能を調査した結果，tRNAwプロモーター配列が付加した形でも，効率

良く2量体を形成することが，明らかとなった。またレポーター遺伝子を標的とし，その発現抑制を試みたとこ

ろ，マキシザイムは野生型のリボザイムよりも，より高い発現阻害効果を示すことが分かった。

　そこで，実際に癌やエイズなどの疾病の原因となる悪性遺伝子を標的とし，マキシザイムの応用について検討

を行った。マキシザイムは2量体で機能するので，2つの基質結合部位及び活性中心領域を持っている。そのた

め，マキシザイムは基質RNAと異なる2箇所で結合し，その2箇所を同時に切断することが可能である。この

特徴を生かし，RIV－1tat㎜RNAを同時に2箇所で切断するようなマキシザイムを設計した。マキシザイムによ

る貰IV－1tat　mRNAの発現抑制効果について検討したところ，レポーター遺伝子を用いた場合と同様に，極め

て高い阻害効果を示した。

　さらに，マキシザイムを応用して，人エアロステリック酵素の創製を試みた。慢性骨随性自血病の原因となる

キメラ型Bα一拙L㎜RNA等のキメラ型皿RNAの発現抑制を行う場合，正常な朋工及びκ灰醐RNAに影響を与え

ることなく異常型mRNAの発現のみを抑制することが必要となる。従来のリボザイムを用いた異常型mRNAの
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特異的切断には，異常型mRNAのみに特異的である3α、棚Zジャンクション近傍に，リボザイムの切断可能配

列が必須である。しかし，運良くジャンクションの近傍に切断可能配列であることは稀で，その場合，正常型

㎜RNAへの非特異的な切断が不可避となる。しかしマキシザイムでは，…方の基質結合部位（センサー）で異常

型㎜RNAに特異的なジャンクションに結合し，他方の基質結合部位でジャンクションから遠く離れた箇所にあ

るリボザイムの好む切断可能配列を切断するという構築が可能である。そこで，このジャンクション配列が存在

する時だけ，構造変化をおこし，RNAを切断することが可能な人エアロステリック酵素の設計を行った。試験

管内及び培養細胞レベルで評価を行ったところ基質特異性は非常に高く，正常なλ肌mRNAに対する非特異的

作用は全くなかった。これに対して従来のリボザイムは，正常型mRNA，異常型mRNAどちらにも，切断活性

を示した。また，マキシザイムによる異常型mRNAの発現阻害効果は，患者由来の細胞を用いて調べたところ，

従来のリボザイムによる発現阻害効果よりも，著しく高いことが明らかとなった。以上から，マキシザイムの細

胞内での標的皿RNAの発現阻害効率，基質特異性は共に従来のリボザイムよりも極めて高く，遺伝子治療への

応用に高い期待が持てることが示唆された。

審査の結果の要旨

　かねてより，様々な用途に合わせて人口のアロステりツク酵素を構築する試みが成されてきたが，実際に応用

できるような例はいまだ報告されていなかった。本研究は，初めて培養細胞レベルで機能するアロステリック酵

素の構築に成功したことを示すものである。マキシザイムは，2量体で機能する小型化リボザイムに，センサー

機能を付加した全く新規なものである。このセンサー機能により，従来のリボザイムでは成し得なかった，切断

すべきでない正常型mRNAには何の影響も及ぼさずに，異常型のキメラ型mRNAのみを特異的に切断すること

が可能となった。慢性骨随性白血病の原因となるBα一珊Z　mRNAを標的とし，評価を行ったところ，マキシザ

イムの基質特異性は非常に高く，正常な畑工mRNAに対する非特異的作用は全くなかった。また，マキシザイ

ムによる異常型㎜RNAの発現阻害効果は，従来のリボザイムによる効果よりも著しく高いことが，患者由来の

細胞を用いた実験からも明らかとなった。現在，臨床で行われている白血病の治療法のうち，有効性が確認され

ているものは骨随移植しかない。しかし，骨随移植はどの患者にも適用できるわけでなく，またその骨髄提供者

も多くない。そのため，より一般的に適用でき，かつ安全な治療法が切望されていた。マキシザイムは，高活性

で，患者への適用性も幅広いことから，慢性骨髄性自血病の今後の遺伝子治療の分野に大きく貢献する可能性が

高い。また，他の疾病に対する遺伝子治療薬としても，あるいは，転写因子などの機能解明の分野における応用

にも大いに期待できる。

　よって，著者は博士（農学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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