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論文の内容の要旨

　生体内の化学反応を触媒する酵素がタンパク質であるという概念は，常に定説として受けられてきた。しかし，

ユ980年代にCechならびにA1tma蓬によりRNA分子でありながら触媒活性をもつリボザイムが発見され，当時の

常識が根底から覆された。この発見により，それまでDNAとタンパク質の聞の遺伝情報の伸介屋程度にしか認

識されていなかったRNAが，酵素作用を持つ機能性分子として一躍生化学界の主役へとおし上げられた。また

それと同時に，癌やエイズなどを標的とした遺伝子治療へ，リボザイムの応用研究も盛んに行われるようになっ

た。

　リボザイムによるRNA鎖の切断には，Mg！十イオンなどの2価金属イオンが必須である。これまでのリボザイ

ムの切断反応メカニズムに関する研究により，実際にR，A鎖の切断を行っているのは金属イオンであり，リボ

ザイムはその金属イオンを基質RNAの切断部位に近づける役割を担っているにすぎないということが明らかと

なってきた。ハンマーヘッド型リボザイムでは，Cata1ytic　coreと呼ばれるループ領域がこの金属イオンをとら

える領域でありリボザイムの触媒活性に非常に重要であることがわかっている。それに対し，基質となるRNA

鎖を認識する基質結合領域が触媒活性自体に与える影響については殆ど理解されていなかった。そこで，ハンマー

ヘッド型リボザイムの基質認識部位であるシステム五とステム皿領域を様々に改変したリボザイムを作制し，そ

の触媒活性を与える影響について調べた。その結果，この基質認識部位は単に基質を認識しているだけでなく触

媒活性自体にも影響を与えるということが明らかとなった。特に，基質認識部位をDNAに置換した場合，リボ

ザイムの触媒活性は上昇し，その高活性化はエントロピー効果によるものであることが明らかとなった。

　また，リボザイムによるRNA鎖切断反応を実際触媒しているのは金属イオンであり，リボザイムはその金属

イオンを基質RNAの切断部位に近づける役割を担っているにすぎないため，DNA分子でもリボザイムと同じよ

うに，金属イオンをうまくとらえて触媒として働かせることができるのではないかと考えられ，多くの研究者が

その開発に取り組んできた。その結果，最近，JOyCeらのグループが，加y1亡ro　Se1eCtion法と呼ばれる方法に

よって，Mg！ヰ存在下でRNA鎖を切断できる一本鎖DNA分子（DNAエンザイム）を発見し，大きな反響を呼

んだ。機能性核酸を用いた遺伝子治療を考えた場合，RNAであるリボザイムは，発現ベクターを用いて細胞内

で持続的に転写させることができる。一方，化学合成したものを細胞外から導入する場合，DNAはRNAよりも

細胞内の分解酵素に対して安定で，しかもより簡単に大量調整できるというメリットを持っている。このことか
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ら，これまで遺伝情報を記録しておくだけの分子という認識だったDNA分子も，機能性核酸の一つとして，幅

広い応用が可能となった。

　機能性核酸等を用いて，慢性骨髄性白血病の原因であるBα一λ泓㎜RNAのような，染色体相互転座の結果生

じる癌原遺伝子のキメラ型m艮NAの発現抑制を試みる場合，正常型㎜RNAであるA砒及びBCRmRNAに影響を

与えることなく異常型のキメラ型mRNAの発現抑制を行うことが必要である。DNAエンザイムはこれまでのリ

ボザイムと比較して，切断部位の自由度が高く，このようなキメラ型㎜RNAに対する遺伝子発現抑制剤として

非常に有効であると考えられる。本研究では，従来のリボザイムやアンチセンス等では特異的な発現抑制がほと

んど不可能であったL6Bα一畑Z　mRNA（b2a2type）を標的とし，従来のリボザイムやアンチセンス等とその

基質特異性および細胞内活性を比較した。その結果，DNAエンザイムは従来のアンチセンスと比較して高い気

質特異性と発現抑制を示すことが明らかとなった。また，細胞内での安定性を増すために施す修飾の種類によっ

ても基質特異性は大きく影響され，非特異的に正常細胞にアポトーシスを誘導してしまうものもあった。細胞に

非特異的なダメージを与えないような修飾を施したDNAエンザイムは，非常に高い標的mRNAの発現阻害効果，

基質特異性を示し，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

　本研究は，ハンマーヘッド型リボザイム基質認識部位が触媒活性に与える影響の解明，及びゴηけro　Se1eCtiOn

法によって開発されたRNA鎖切断活性を持つDNAエンザイムを用いて，慢性骨髄性白血病の原因となる悪性遺

伝子であるBα一A眈遺伝子の発現制御を目的としたものである。DNA置換等の改変を加えたリボザイムを用い

た反応速度論的解析では，DNA置換したキメラ型リボザイムが高活性化することを示すとともに，その原因を

速度論的に解明した点で評価される。また，これまで特異的な発現制御が不可能であった慢性骨髄性自血病の原

因であるBCR－ABL遺伝子を，ゴηy〃o　se1ection法によって開発されたDNAエンザイムを用いて培養細胞レベ

ルで特異的に発現抑制することに成功した。その過程において，機能性核酸の基質特異性をレポーター遺伝子を

用いて効果的に調べるアッセイ系を確立し，DNAエンザイムは従来のアンチセンス等に比べ，その細胞内活性

および基質特異性が飛躍的に高いことを明らかにした。またこのアッセイ系は，修飾塩基が与える基質非特異的

な影響を定量的に調べることを可能にし，これまで一般的に用いられてきたホスーホロチオエート化の非特異的な

影響を明らかにした。さらに，細胞に非特異的なダメージを与えないような修飾塩基を用い，高い基質特異性と

細胞内のヌクレアーゼに対する抵抗性を合わせ持つDNAエンザイムを開発した。本研究はDNAエンザイムを用

いた遺伝子発現制御，及び遺伝子治療に高い期待が持てることを示した極めて意義深い成果である。

　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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