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	概要　ＥＡ　(600字～800字程度にまとめてください。)

　分子デザインと人工進化の融合法で創製された新規なRNA酵素（リボザイム）DSLは従来の同種のリボザイムには見られない優れた特性を示す。本研究では、その特性を詳細に解析すると共に、本手法を機能性RNA創製の汎用法として確立すること目的としている。本年度は、DSLに続く、新たな人工リボザイムの創製とその機能解析を目的として研究を行った。

１）融合法による新規人工リボザイムの創製

　DSLリボザイムのscaoffoldを再び利用し、DSLで用いたものとは異なる反応を触媒できる機能ユニットを構築することを試みた。DSLリボザイムが金属イオンを要求するのに対して、本研究では、ペプチドを補因子として、ヒスチジン残基を反応に利用するリボザイムの創製を試みた。Scaffoldに対して合計45塩基のランダム配列を挿入したライブラリーを構築し、in vitro selection法によって活性の高い配列を選別した。その結果、幾つかの候補配列がクローン化されたものの、残念ながら有意な活性の検出には至らなかった。しかし、本研究で構築したライブラリーは別種リボザイムの創製に有効であった。

２）　trans型DSLリボザイムの活性最適化

　DSLリボザイムは、分子デザインによって構築されたモジュラー構造に基づき、基質ユニットと触媒ユニットに２分子システムに分割でき、トランス型DSLを構築できる事を申請者らは既に報告している。２つのユニット間の会合は上部と下部の二組のRNA-RNA間相互作用によって担われている。本研究では、分子デザインに基づいて、二組の相互作用ユニットを最適化し、トランス型リボザイムのターンオーバー能力を向上さえる事を試みた。

　Cis型DSLでの予備実験から、上部ユニットにはG2A2ループとそのレセプターが最適である事を見いだした。
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	欧文概要　ＥＺ

In order to investigate potential diversity of RNA-based catalytic mechanism utilizing 3’ hydroxyl termini, we attempted to generate novel RNA-ligase ribozymes that can work in the absence of divalent metal ions. For this purpose, designer RNA library was employed, in which 45 random nucleotides were rationally installed into an artificially designed scaffold RNA. The resulting RNA library with 1014 sequence diversity was subjected to in vitro selection by using the buffer containing Co(NH3)3+ and several histidine containing oligopeptides as possible alternatives to Mg2+ ions. After six rounds of in vitro selection cycles, several different clones were isolated. Their catalytic activities are currently under investigation.
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