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３．養成カリキュラムの達成状況

Ｃ型肝炎（ＨＣＶ）ＲＮＡウィルスは、非Ａ非Ｂ型肝炎の病原体で、数１０

０万人以上（米国 約４００万人、日本 約２００万人推定）が感染しており、そ

の治療法としては、αインタ－フェロンの長期投与、リバルビンとの併用が現状で

あり、他のより有効な抗ウィルス剤が望まれている。 ＨＣＶ ＲＮＡから翻訳さ

れる蛋白の内、非構造蛋白質の一つ、ＮＳ３は、protease domain (N 末端から全体

の１/３), helicase domain (C 末端から 2/3)から構成され、これらの二つの機能活

性より、ウィルスの増殖過程における protein processing, RNA replication に重

要な役割をしており、有用な抗 HCV 剤の標的と考えられた。我々は、既に in vitro

selection の手法を用い、特異的にＮＳ３ protease domain に結合し、in vitro で

プロテース活性を阻害する RNA アプタマー (G9-I,II,III)を獲得、報告しており、

今回その活性構造の解析(G9-I)、応用として培養細胞でのアッセイ系の確立、なら

びに RNA アプタマー (G9-I,II,III)の発現系を工夫し、論文として報告した。

更に二つの機能（プロテース活性、ヘリケース活性）を阻害する RNA アプ

タマーを構築する目的で、HCV RNA の複製に大きくかかわっている helicase domain

を標的とした RNA アプタマーを、vitro selection の手法により取得し、それらの

構造、活性について解析した。

4．成果（Ａ４版３枚程度）

HDV リボザイムの位置特異的変異体の化学合成

ヒトデルタ型肝炎ウィルス（HDV）リボザイムの活性構造を明らかにするた

め、本年度修得した NAIM 法を発展させ、位置特異的に修飾ヌクレオチドを導入した

HDV リボザイムの化学合成し、官能基レベルでの機能解析を行い、論文にまとめた（論

文①）。

NS3 アプタマー G9-I の活性構造の解析

NS3 protease domain に特異的に結合する RNA アプタマーG9-I, II, III は

共通保存 loop 領域をもち、そこは NS3 との結合に必須であり、その部位での NS3

protease domain との結合が考えられる。更に全体の構造、活性構造に関与している

各核酸の官能基を検出するために、NAIM ( nucleotide analog interference mapping)



の手法を用いて、G9-I における、蛋白とのコンプレックスを形成する上での重要な

官能基を明らかにした。その結果、保存 loop 領域内の多くの ribose 2�OH の関与が

明らかとなり、中でも adenosine（＋８）に特徴的なパターン（2� OH の関与、2-

aminopurine による阻害）がみられ、同時に検出された隣接する stem I 内の cytosine

(+24) （2� OH の関与）との interaction が示唆された。この予測を明らかにするた

めに、相当する C(+24)-G(-36) basepair の mutant を合成し、NS3 protease domain

に対するプロテース活性の阻害を比較し、保存 loop 領域の adenosine（＋８）が隣

接する stem I の C(+24)-G(-36) basepair と interaction (A minor docking)し、活

性な三次元構造を形成することを、解明し論文にまとめた（論文②,④）。

NS3 アプタマー G9-II の培養細胞への導入系の構築

In vitro selection 法により取得した抗ＮＳ３プロテース RNA アプタマー

を、直接 HeLa 細胞に導入し、プロテース活性の阻害が確認されたので、ベクターに

よるアプタマー発現系を検討した。より細胞内でのアプタマーのコピー数を増すた

めに、シス型ＨＤＶリボザイムの自己切断活性を利用したタンデム型アプタマーを

構築、各プロモーターでの検討から、Pol III 系のＣＡＧプロモーターの下流に接

続した。培養細胞に導入、同時にＮＳ３，基質発現ベクタ－も導入し、プロテース

活性の阻害を調べた。その結果、タンデム型アプタマーがより有効に働くことを明

らかにし、論文としてまとめた（論文③,⑤）。

NS3 ヘリケース dom ainを標的とするアプタマー の in vitro selection

NS3 のヘリケース活性を、阻害する機能性 RNA を得る目的で、NS3 helicase

dom ain （NS3 の C 末端から２／３部分）を標的とし、プライマーの異なる２種類

の N30K, N30V RNA pool(RNA の random 領域が３０m er)を用い、com petitorとして

poly(U)を使用、in vitro selectionを行った。

N30K poolから得られたアプタマーは、概ね 5� 側に突出した 一本鎖構造と

GGA(U/C)GGAGCC からなるステムループ構造を持っていた。ほとんどのアプタマー

が in vitro のヘリカーゼ assay系において、アプタマー10当量存在下で full sizeの NS3

に対して 50 % 以上の阻害効果を示し、なかでもアプタマー#5 は 1 当量で 50 % 以上の

強いヘリケース活性阻害効果をした。そこで、アプタマー#5 に関して、com puter

m odel(M fold)による予測される二次構造の RNase 部分分解による確認、その構造とヘ

リケース阻害活性との相関性に関して、詳細に検討した。欠損 m utantを作成し、NS3

との親和性、ヘリケース活性への影響を比較したところ、ATP 非存在下での NS3 との

親和性には大きな違いはなく（一本鎖部分のみでも NS3 との結合性は非常に高い）、

ヘリケース活性の阻害に関しては、#5 の全体の構造が必要であることが明らかとなっ

た。5�側一本鎖部分の塩基配列に関してその配列特異性はないが、他の塩基に比べ、NS3

との親和性が高いと報告されている U-rich の配列を含む m utantの方がアプタマー#5

より良い阻害活性を示した。stem  loop を形成する保存領域に関しては、その stem 部

分の m utant、loop 部分の m utantを作成、比較することにより、その領域がヘリケー

ス活性の阻害に関して有用であることを確認した。NS3 helicase dom ain は、一本鎖

DNA/RNA と親和性が高く、ATP 存在下、NS3 は 3� 5�の方向性でその鎖上を移動、

二本鎖をほどいていく。一本鎖 RNA 部分のみの場合は、ATP の有無により Kd 値が 2

桁程異なるが、アプタマー#5 の場合大きな Kd の変化は見られない。すなわち、アプ



タマー#5は NS3と二ケ所 [（I）5�側一本鎖部分は、NS3の基質認識 dom ainと結合 (2)

3�側保存領域を含む構造部分は、NS3 の他の部分と結合]で結合することにより、ATP

存在下 NS3が一本鎖上を移動するのを阻害していると考えられる。

N30K poolから得られたアプタマーが、概ね 5� 側に突出していたので、次に

3�側に 9nts 突出した一本鎖構造をとる N30V poolを用いて同様の条件で in vitro

selection を行った。得られたアプタマーは、ランダム領域での U の頻度が高く、3�側

一本鎖部分の延長、数個のインターナルループを含むことによる一本鎖領域の増加が

見られ、5�側に安定な幾つかのステムループ構造含む特徴を有していた。NS3 helicase

dom ain とは com petitor存在下、強い親和性を有するが、full size の NS3 に対しては

com petitor存在下での親和性はみられなかった。N30V poolから得られたアプタマー

は、その 3�側一本鎖部分が、NS3 の基質認識 dom ain に結合している。N30K poolの

アプタマー同様、in vitro のヘリカーゼ assay 系で阻害効果を調べた結果、ほとんどの

アプタマーが、アプタマー10 当量存在下で full size の NS3 に対して 50 % 以上の阻害

効果を示した。その阻害効果は、5�側 stem  loop 部分の個数、3�側 NS3 部分の長さに

も関連が見られる。3�側一本鎖部分での NS3の 3� 5�への移動に関しては、3�側に NS3

との結合部分をもたないこの RNA アプタマーの構造上、支障がないが、unwinding を

阻害するこの傾向は、既に Pyle 等が報告している、NS3 の DNA に比べ低い RNA 基

質の processivityとよくあてはまる。すなわち、3�側一本鎖部分を有する RNA の場合、

5�側の stem  loop部分は NS3との結合性に関係なく、ATP 存在下 NS3による unwinding

を制御すると示唆される。

3�(+)UTR はゲノム RNA の複製開始点として重要であり、NS3 との結合能が

高いことが知られている。その特徴ある構造 variable region-poly U stretch-3�X と今回

得られたアプタマーを比較すると配列の相同性は見られないが、二次構造には類似性

があり興味深い。そこで、3�(+)UTR の構造欠損 m utantを作成し、アプタマー#5 も含

め、ヘリケース活性の阻害、構造との活性機能の相関を調べた。3�(+)UTR の variable

region は、配列非特異性の stem  loop 構造を有し、その領域の欠損により NS3 との親

和性は低下し、in vitro のヘリカーゼ assay系でのヘリケース活性の阻害能は低下する。

このことは、N30V RNA aptam erから得られた知見と一致する。一本鎖領域 poly U

stretch はその鎖長(20-200nts)が幅広く、NS3 の結合領域として適している。NS3 が

一本鎖の RNA と結合に必要な最小鎖長は 8nts であるが、アプタマー#5 と同様の鎖長

(16nts)に保存領域 3�X が連結している場合、NS3 との親和性はアプタマー#5 と比べ２

桁以上低下した。3�(+)UTR は NS3 との親和性が高いが、本来の親和性を保持するに

はある程度以上の一本鎖領域 poly U stretch の鎖長が必要である。これらのヘリケース

活性から検討した結果は、既報で報告されている replicon を用いた細胞系での、これ

らの領域の複製における影響とよく対応する。variable region は、HCV gem om e の複

製を司る NS3, NS5 その他の蛋白から構成される replicase の形成において、その場を

提供する一本鎖領域 poly U stretch の 5�側に位置し、regulaterとして機能しているこ

とが示唆された。以上の内容を、現在、論文としてまとめ投稿中（一部、論文⑥に速

報として発表）。

二つの機能（プロテース活性、ヘリケース活性）を阻害する RNA の構築

NS3 helicase dom ainを標的とした in vitro selectionから得られたアプタマー

#5 と、既に報告しているプロテース活性を阻害するアプタマーを一本鎖 RNA を介



して連結し、二つの機能（プロテース活性、ヘリケース活性）を阻害する RNA を構

築した。一本鎖領域の部分は NS3 との親和性の高い oligo U とし、最適鎖長を検討

するため、15-50nts の鎖長範囲の RNA を合成した。現在それらの構築した RNA に

関して、プロテース活性、ヘリケース活性それぞれの阻害を、調べている。

二つの機能（プロテース活性、ヘリケース活性）を阻害する RNA-protein の検討

NS3 helicase dom ainは、oligo U と親和性の高いことが報告されている。NS3

helicase dom ainを標的とした in vitro selectionから得られたアプタマー#5から、U16

GG が U16 よりも、NS3 に対して親和性が高くヘリケース活性を阻害することが明

らかになった。酵素耐性機能を持つ U の 2�OH の m odification を検討した結果、2�F-

U の導入した場合[(2�F-U)16GG]がより良い活性を示した。プロテース活性を阻害す

るペプチドと連結することにより、二つの機能（プロテース活性、ヘリケース活性）

を阻害する RNA-prorein を現在検討している。
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