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本共同研究課題では RNA 分子のプロセッシング現象の解明をめざした。具体的には小胞体膜蛋白質

Ire1p の基質となる Hac1 mRNA が受ける細胞質スプライシングの機構について解析を行った。特に基

質側の Hac1 mRNA がどのような構造をしている時に Ire1p の基質となるかについて詳しく研究を行っ

た。その結果、切 Hac1 mRNA 断部位がヘアピン構造をとっていることが示された。これらの成果は本

年以前の共同研究の成果である「RNA 分子の部位特異的標識法開発」によって、ヘアピンループ内の保

存残基が塩基対を形成していることを検出できたことによる。また決定された三次元構造が、生物学的

にも意義のある構造であることが細胞生物学的にも明らかとされた。 

また Hac1 mRNA 鎖切断の化学的背景（電子論的機構解析）に迫るために、Hac1 mRNA の切断部位と

同様な機構で切断を受けると考えられているハンマーヘッド型リボザイムについても、反応機構解析を

行った。活性残基等の pKa 測定を NMR 分光法を用いて行った。ハンマーヘッド型リボザイムでは、触

媒残基 G12 と金属イオン結合残基 G10.1 が重要な役割を果たしていると考えられている。従って、ハン

マーヘッド型リボザイムの滴定実験を行って、触媒残基である G12 残基の pKa の決定を試みた。滴定の

終点が完全には観測されなかったものの、およその pKa 値が得られた。生体高分子の状態解析において、

ピンポイントで活性残基のみに着目して解析が行えるのは NMR 分光法ならではの成果である。なおそ

の結果、本リボザイムの活性化因子である二価金属イオンが存在しない条件下では、pKa 値が通常のグ

アノシンより上がっているデータが得られた。一方、二価金属イオン存在下では、pKa 値が下がること

が観測された。このデータは、二価金属イオンがハンマーヘッド型リボザイムを活性化する機構として、

触媒残基の酸性度を上げることが主たる役割であることを強く示唆している。これまでの機構解析では

全て G12 残基が塩基であるとされてきたが、その解釈に一石を投じる結果であると考えている。 
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