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論文の内容の要旨

　ハンマーヘッド型リボザイムは，今までに見つかったリボザイムの申でも小型であり，必須配列などの情報が

比較的良くわかっている。以前の研究でAmontovらは，このハンマーヘッド型リボザイムをさらに小さく改変す

ることにより二量体で野生型とほぼ同等の活性を持つダイマー型ミニザイム（マキシザイム）の構築に成功した。

本研究ではマキシザイムおよびリボザイムを細胞内で効果的に機能させることを目的として基礎研究を行った。そ

のうちマキシザイムについては以下の二点について研究を行った。

　細胞内で効果的に標的RNAを切断するために，tRNAプロモーターを用いてリボザイムを発現させた場合には，

リボザイム配列にtRNAの配列が付加することが知られている。このことをふまえて，細胞内でマキシザイムを発

現させる場合に必然的に付加するtRNA配列が，マキシザイムの基質特異性や，㎜A切断触媒活性に影響がある

かどうかを加o伽oで比較検討した。その結果，加o伽oでのマキシザイムによるRNAに切断活性には齪NAva］配列

の付加による二量体への障害はなく，基質認識にも影響がないことが証明された。従って，このマキシザイムは

生体内でtRNAva1配列が付加された状態で発現した場合でも活性を持つことが十分期待でき，またマキシザイムの

発現系としてRNAポリメラーゼ皿系（特にt酬A配列を付加するような転写系）を用いることができる可能性が

強く示唆された。

　次にマキシザイムの反応系に界面活性剤であるCTAB（c師1trimethy1amm㎝iumbromide）を加えることによって，

細胞内環境に近似の反応条件下でのマキシザイムの活性評価を行い，生体内でのマキシザイムの活性を予測する

ことを目的とする実験を行った。

　CTABなどの界面活性剤や細胞内から抽出されてきた㎞RNPA1などのタンパク質は，相補的な核酸同士の結合

速度も促進し同時に解離速度も促進する効果（すなわち二本鎖の交換を促進させる効果）を持つということが示

唆されている。従って二量体を組むことで初めて触媒活性能力を保持するマキシザイムを細胞内で働かせる際に

は，そのような因子の効果が非常に重要な問題になると予想された。しかし実際に加o伽oにおいて実験を行った

結果，マキシザイムとCTABの濃度比が適切である場合に顕著な触媒活性の促進効果が見られた。

　こうしたタンパク質や同様の効果を持つ物質を添加した加o伽oでの反応系は，そうでない反応系に比べて，細

胞内での反応をより忠実に再現している可能性が高い。そのような反応条件の中で高活性を保っているマキシザ

イムは，細胞内因子によって二量体形成とRNAの切断活性が阻害されないと考えられるので，マキシザイムは生
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体内でも使える新しいリボザイムの形であることを示唆した一つの結果であると考えられる。

　最後に実際に細胞内で機能するリボザイムが遺伝子の機能破壊を行う解析ツールとして利用できることを証明

するために，以下のような実験を行った。

　癌抑制遺伝子として同定されたBIN1のm酬Aを切断するようなリボザイムを構築し，BIN亙の機能を阻害する

ツールとなるかどうかを調べることを目的として実験を行った。

　本研究では，HeLa細胞にBIN1を標的としたリボザイム発現ベクターを導入してリボザイムを発現させ，BIN1

の㎜RNAを減少させた。また，このBINlmRNAがノックダウンされた細胞ではW照射によるアポトーシスの誘

導が抑制されることを観察した。このことは，B㎜1がW照射におけるアポトーシスのシグナル伝達に関わるこ

とを示している。また今回の場合，リボザイムによるノックダウンはBIN亙に発現を王OO％まで抑えなかったが，

τ」Vを当てた場合に細胞の表現型に差が見られたということから，細胞内の因子は細胞内から全て無くならなくて

も，つまり少しの量の減少でも生体内でのバランスが崩れ亡変化が起こってしまう可能性があることを示してい

ると思われる。このように，リボザイムは細胞内での特定因子のノックダウンができることから，量的変化の影

響を調べるには非常に良いツールであると考えられる。

審査の結果の要旨

　リボザイムは制御のしやすさ，研究のしやすさから考えるとなるべく短く単純なほうが良いと多くの研究者は

考えている。この考えのもとに作られた新しい形のリボザイムの一つに二量体で活性を示すマキシザイムがある。

このモチーフは二本の異なる艮NAを一つのモチーフで切断できるという，新規の特徴を持っていることが加砂伽o

の条件において示されていた。本研究はこのマキシザイムおよびリボザイムカミ細胞内で効果的に機能できる可能

性を追求する基礎研究であり，そのための様々な検討を行っている。第一に細胞内でのリボザイム発現系として

優れていることが示されているtRNAプロモーターを用いた場合に付加する配列が，マキシザイムによる標的RNA

を認識する能力及びRNA切断能力に基本的に影響を与えないことを明らかにした。このことにより細胞内で発現

させてもマキシザイムは機能を保持したままであることが示唆された。第二に生体内タンパク質と類似した性質

を持つと言われている陽イオン界面活性剤CTABをマキシザイム反応系に加えることで，加肋oを模傲した条件

においてのマキシザイムの活性を比較している。この実験によりマキシザイムが核酸に影響を与える生体物質が

存在する申でも切断を起こすことを示唆すると同時に，加o伽oでのマキシザイムの活性をより向上させる条件を

発見した。これらのことはリボザイムの新規モチーフであるマキシザイムが遺伝子治療などの細胞内応用研究に

使用できることに関する重要な知見をもたらしたと考えられる。第三に実際に細胞を用いて，tRNAプロモーター

による発現系を用いてB亙N1を標的としたリボザイムを発現させた実験を行っている。その結果としてリボザイム

は細胞内でBIN王mRNAの発現量を減少させ，それにより細胞の性質を変化させることが可能なことを示した。こ

れらの研究はマキシザイムを含むリボザイムが細胞内遺伝子解析ツールとして有用であることを十分に示したも

のと考えられ，得られた成果は高く評価される。

　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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