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　【目的】 RNA 酵素で あ る リボ ザ イム を抗 ウ ィ
・
ル ス 剤 や 、 遺伝子治療 に応用 しよ

うとい っ た考えは リボザ イム 発見当初か ら取 り上げ られて い た 。 リボザイ ム は
一一

般的 な酵素 とは異な り、 蛋 白質を必 要 とせ ず RNA だけで 酵素活性 を示 す とい う

特徴 を有するが 、 こ れが画期的治療法の 開発 を期待 させ る と同時に 、 RNA だ げか

らなる酵素故に 、 酵素 と して の不安定性や活性の 低さ とい っ た問題が残る 。 現在

まで の とこ ろ 、 動物細胞 で はHIV や HSV 、 植物細 胞で はTMV や CMV をタ
」

ゲ

ッ トと し 、 ある程度の抗 ウィ ル ス 性が示 され て い るが 、 既 存の 抗 ウ ィ ル ス 剤 に変

わ るほ どの 効果は認め られ て い ない
。 我々 は 、 DHFR 遺伝子 を選択 マ ーカ ー と し

た 跏 卿 o で の ス ク リ
ー

ニ ン グ シ ス テ ム を用い て 、 リボザイ ム の 活性中心に ラ ン ダ

ム な変異 を導入 し、 こ の 変異人工 リボ ザ イ ム の 中か ら 、 高機能 リボザ イム を選択

し、 活性に 重要 と考え られ る全 く未知の 配列 を探求 しよ うと考 えて い る 。 す なわ

ち本研究 で は 従来 、 存在 しな か っ た 高機能 リボザ イム の 構築、選択 、 そ して そ

の 解析 を目的 と して お り、 こ れ に よ っ て遺伝子治療 な ど とい っ た場面で の リボザ

イム の 利用が飛躍的に向上する もの と考 えて い る
。

【方法及 び結果】まず リボザ イ ム とDHFR 遺伝子 を連結 した発現ベ ク ター を構築

す る 。
こ こ で リボザ イム の 標的部位は DHFR 遺伝子の 開始コ ドン と、

こ の 5 ’

上流

に位置する偽開始コ ドン との 間に設定 して お く。 活性型 の リボザ イム に よ っ て 切

断 され た 冒 次 転写 産 物 は 切 断後 は偽 開 始 コ ドン の す ぐ上 流 に 設 け ら れ た

SD （Shine・Palgarno）因子 の 支配 か ら開放 されて 、 弱 い な炉ら もDHFR タ ン パ クが

作 り出される 。

一
方、不活 性型 リボ ザイ ム が 連結 され た

一
次転写産物 は 、 強力 な

SD 因子の 支配 の もとに偽 開始コ ドン か らの翻訳が優先 し、 フ レ
ーム シ フ ト、に よ

っ て DHFR はほ とん ど産 生 され ない 。 こ うして リボ ザ イ ム活性の 差は 、 培地中

の 抗 DHFR 剤 で あ るTMP 〈trimethoprim）に対す る耐性の 差 として検出 で きる 。

例 えば 適当量の TMP （50 μ g ／m 　l）を含 む倍地 中で は 活性型 リボ ザ イム ク ロ ー

ン は生育で きるが 、 不活性型 で はで きな くな る 。 こ こ で リボ ザイ4 の活性部位 に

ラ ン ダム な変異 を導入 し、 よ り高濃度の TMP 中で 生育で きる よ うなク ロ ー ン をス

ク リ
ーニ ン グ し、 それ らの リボザ イム 活性 を検討す る 。 また こ の 場合の 活性 は即

細胞内の 活性 なの で、ifi　vivo の 実験結果 と して 評価 で きる 。
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