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2024 年 4 月 23 日 
理化学研究所 

バイオ産業情報化コンソーシアム 
 
 

RNA の高次構造をほどく分子機構 

－多彩な RNA に対する認識機構を明らかに－ 

概要                                   
 
理化学研究所（理研）生命機能科学研究センター生体分子動的構造研究チーム

の嶋田一夫チームリーダー（バイオ産業情報化コンソーシアム（JBIC）特別顧

問）、外山侑樹研究員の研究チームは、RNA ヘリカーゼ[1]の一種である DEAD-
Box RNA helicase 3 X-linked（DDX3X）[1]タンパク質が RNA の複雑な高次構造
[2]をほどく仕組みの一端を明らかにしました。 

DDX3X の機能不全はがんの一種である髄芽腫（ずいがしゅ）[3]などの疾患の

要因になることが知られています。本研究成果は、これらの疾患の分子メカニズ

ムの理解や新たな分子機序を持つ治療法の開発に貢献すると期待できます。 
 DNA から転写されることで生じる RNA は、立体的に折り畳まれたさまざま

な高次構造を形成することによって、RNA にコードされたタンパク質の翻訳速

度や、他のタンパク質との相互作用、細胞内における局在などを精緻に制御して

います。DDX3X は、このような RNA の高次構造をほどく活性を有するタンパ

ク質であり、RNA 高次構造の形成と解消を介した細胞内 RNA 動態の制御に重

要な役割を担っています。 
今回、研究チームは溶液核磁気共鳴分光法（溶液 NMR 法）[4]を用いて、溶液

中で 1 本鎖あるいは 2 本鎖の構造平衡[5]にある RNA のうち、DDX3X はほどか

れた構造である 1 本鎖 RNA に対して優先的に結合し、安定化すること、そして

この結合特性によって多彩な高次構造を有する RNA を認識してほどくことを明

らかにしました。 
 本研究は、科学雑誌『Nature Communications』オンライン版（4 月 25 日付：

日本時間 4 月 25 日）に掲載されます。 
 

 
 

DDX3X が RNA の高次構造をほどく分子機構の模式図 
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背景                                   
 

生物は遺伝情報をコードする DNA から RNA への転写、RNA からタンパク質

の翻訳という過程を経ることで、複雑な立体構造を持つタンパク質を合成し、生

命活動を維持します。DNA が二重らせん構造をとることは有名ですが、DNA か

ら転写される RNA もまた折り畳まれた高次構造を形成することで、RNA がコ

ードするタンパク質の翻訳速度、他の RNA 結合タンパク質との相互作用、そし

て RNA の細胞内局在などを精緻に制御しています。RNA の高次構造は、DNA
の二重らせんに典型的に見られるような 1 本鎖が相補的に組み合わさった 2 本

鎖構造[2]だけではなく、より多様なバリエーションを有しています。細胞内には、

このような RNA の高次構造をアデノシン三リン酸（ATP）[6]に依存してほどく

活性を有するタンパク質、RNA ヘリカーゼが存在し、RNA の高次構造の形成と

解消を介してさまざまな生物学的過程の制御に関与し、重要な役割を果たして

います。 
DDX3X は、RNA ヘリカーゼの中でも最も大きなタンパク質ファミリーであ

る DEAD-Box RNA ヘリカーゼの一種です。遺伝的な変異による DDX3X の機能

不全ががんの一種である髄芽腫や神経疾患の要因となることからも、その機能

はヒトの正常な生命活動に必須です。従って、DDX3X が RNA 高次構造をほど

く分子機構の解明は、RNA ヘリカーゼが関与する生命現象を分子レベルで理解

し、DDX3X の機能不全による疾患に対する新規治療戦略を確立する上で重要で

す。 
これまでに DDX3X やその類縁タンパク質を対象として、RNA ヘリカーゼと

RNA が結合した複合体の立体構造が X 線結晶構造解析[7]により明らかにされて

きました。しかし、すでにほどかれた 1 本鎖構造を持つ RNA との複合体、もし

くは構造がほどかれる前の 2 本鎖構造を持つ RNA との複合体構造が明らかとな

っているのみで、その中間段階で DDX3X がいかにして多彩な RNA の高次構造

の変化を引き起こしているのか、そしてその駆動力は何であるかは十分に明ら

かになっていませんでした。 
 

研究手法と成果                              
 

今回、研究チームは、ヒト由来 DDX3X タンパク質を対象とし、ヘリカーゼ活

性を担うコア領域（残基番号 132-607）を用いて、さまざまな RNA との相互作

用を詳細に解析しました。DDX3X のコア領域は D1、D2 と呼ばれる二つのドメ

イン構造から構成されており、D1 ドメイン上には RNA をほどく活性に必要な

ATP の結合部位が存在します（図 1A）。DDX3X の RNA の結合能、および結合

に伴う構造変化は、DDX3X の溶液中における部位特異的な構造・運動性の情報

を与える溶液核磁気共鳴分光法（溶液 NMR 法）を用いて解析しました。 
まずは、ATP 結合状態の DDX3X を用いて、ほどかれる前の構造に対応する 2

本鎖 RNA（グアノシン/シチジンから成る 14 塩基対の RNA）、およびほどかれ

た後の状態に対応する 1 本鎖 RNA（10 塩基のポリウリジン）との相互作用を解

析しました。13C[8]により標識されたイソロイシン、およびメチオニンの側鎖メ
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チル基を対象とした 13C-1H 相関 NMR スペクトル[8]変化を指標に、それぞれの

RNA の結合親和性および相互作用に伴う構造変化を評価したところ、DDX3X は

2 本鎖 RNA に対しては弱くしか相互作用しない一方で、1 本鎖 RNA とはより

強固に結合し、複合体形成に伴って DDX3X に大きな構造変化が生じていること

が分かりました（図 1B）。また、DDX3X 変異体の解析や、これまでに明らかと

なっている結晶構造との比較から、1 本鎖 RNA 結合状態は ATP が両ドメインに

またがって結合し、D1 と D2 ドメインが閉じた構造に対応していることを明ら

かにしました（図 1C）。同様の解析を、RNA をほどく活性が失われ髄芽腫の原

因となる DDX3X の 2 種類の病因性変異体（G302V 変異体および G325E 変異

体）についても適用したところ、これらの変異体では 1 本鎖 RNA に対する結合

能が失われていました。この結果は DDX3X の 1 本鎖 RNA に対する結合が RNA
の高次構造をほどく活性の駆動力であり、この駆動力の喪失は疾患の発症と深

く関連していることを支持しています。 
 

 
 

図 1 DDX3X タンパク質の構造と 1 本鎖、および 2 本鎖 RNA との相互作用 

A. DDX3X コア領域のドメイン構造（上）と ATP 結合状態の結晶構造（下）。立体構造はデータベース上で

公開されているもの（PDB ID: 5E7M）を参照し、ATP 結合部位（赤）、および D1（水色）、D2（緑）ドメ

インを色分けして示した。なお ATP は DDX3X と結合すると ADP に分解されてしまうため、このような

構造解析では分解を受けない構造を持つ ATP アナログ（AMPPNP）が ATP の代わりに用いられる。 
B. DDX3X のメチオニン側鎖メチル基の 13C-1H 相関 2 次元 NMR スペクトル。DDX3X に対して 2 等量の 2
本鎖 RNA（左）、もしくは 1 本鎖 RNA（右）を添加したときの NMR スペクトルの変化を示した。DDX3X
単独状態のスペクトルを紺、RNA 添加時のスペクトルを赤とし、重ねて表示した。1 本鎖 RNA 添加時のス

ペクトルには、各メチオニンシグナルの帰属と、シグナルの変化の方向を灰色で示している。これらのシ

グナルの変化は、DDX3X に大きな構造変化が生じていることを示す。 
C. DDX3X の単独状態（左）、および 1 本鎖 RNA が結合して閉じた状態（右）に対応する DDX3X の立体
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構造を示した。単独状態の構造は AMPPNP 結合状態の結晶構造（PDB ID: 5E7M）、1 本鎖 RNA 結合状態

は予測による構造（ホモロジーモデル構造）。 
 
さらに、DDX3X の結合に伴い、RNA 側にはどのような変化が生じているのか

を明らかにするために、RNA のリボースの 2’位に部位特異的に導入された 19F
プローブ[9]を観測する NMR 実験を行いました。この解析には、ウリジンとアデ

ノシンから成る 12 塩基対の自己相補 RNA を用いました。この RNA は単独状

態において、自己会合によって生じた 2 本鎖構造と、解離した 1 本鎖構造との

間の構造平衡状態にあり、二つの構造状態の存在割合は 2 個に分裂して観測さ

れる 19F シグナルの強度比から解析することが可能です（図 2A）。DDX3X の結

合が RNA の構造、もしくは RNA の複数の構造間の平衡状態にどのような摂動

を与えるかを調べたところ、DDX3X の添加に伴い 1 本鎖構造の存在割合が増大

したことに加え、結合状態に対応する新たな 19F シグナルが観測されました。そ

して、その化学シフト[10]値から DDX3X 結合状態の RNA は 1 本鎖構造であるこ

とが分かりました（図 2B）。このことは、DDX3X は 1 本鎖構造を持つ RNA を

選択的に認識し、その構造を安定化することで RNA の構造平衡状態を遷移させ、

その結果として 2 本鎖構造を 1 本鎖構造へとほどいていることを示しています

（図 2C）。 
 

 
 

図 2 DDX3X との相互作用による RNA の構造平衡状態の遷移 

A. 11 番目のアデノシンのリボース 2’位置に 19F を導入した自己相補 RNA（12 塩基対）の 19F NMR スペク

トル。2 本鎖構造（青）と 1 本鎖構造（水色）に対応する 2 個のシグナルが観測され、両状態の構造平衡
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状態にあることが分かる。 
B. DDX3X を添加したときの自己相補 RNA のスペクトル。DDX3X 結合状態に対応するシグナル（赤）が

新たに観測され、化学シフト値から 1 本鎖 RNA との複合体状態であることが分かった。 
C. DDX3X が RNA の高次構造をほどく分子機構の模式図。1 本鎖構造の RNA に対してより強く相互作用

することで、RNA の構造平衡状態を 1 本鎖構造へと遷移させ、RNA をほどいていることを表している。 
 
DDX3X による RNA の 1 本鎖構造への優先的な結合が、2 本鎖構造だけでは

なく、RNA の多彩な高次構造をほどくことを可能にしているかを検証するため、

同様の解析を分子内で塩基対を組むことで形成されるテトラループ[2]RNA を用

いても検証しました（図 3A）。14 塩基から成るテトラループ RNA との相互作

用を、DDX3X の側鎖メチル基の NMR シグナルの変化から解析したところ、テ

トラループの結合に伴い、結合状態に起因するシグナルが新たに観測されまし

た（図 3B）。興味深いことに、これらのテトラループ結合状態に由来するシグナ

ルの化学シフト値は、DDX3X が 1 本鎖 RNA と結合した閉じた状態に対応する

化学シフト値とほぼ完全に一致することが明らかとなりました（図 3B）。このこ

とは、テトラループに結合した状態でも、2 本鎖 RNA の場合と同様、1 本鎖構

造に対する結合状態を形成することで、テトラループ構造をほどいていること

を示しています。以上の結果から、DDX3X は多様な高次構造を持つ RNA に対

しても、1 本鎖構造を優先的に認識・安定化することで、その高次構造をほどく

ことが明らかとなりました。 
 

 
 

図 3 テトラループ RNA と DDX3X との相互作用 

A. テトラループ構造を持つ RNA（14 塩基）の NMR 構造（PDB ID: 2KOC）。 
B. DDX3X のメチオニン側鎖メチル基の 13C-1H 相関 2 次元 NMR スペクトル。DDX3X に対して 6 等量の

テトラループ RNA を添加したときの NMR スペクトルを紺で示した。テトラループ RNA 添加に伴い新た

に観測された、結合状態に由来するシグナルをアスタリスクと矢印にて示している。DDX3X と 1 本鎖 RNA
が結合した状態のスペクトルを赤色（単一等高線にて表示）で重ねて表示した。テトラループ結合状態の

シグナル（アスタリスク）が 1 本鎖 RNA が結合した状態（図 1B）と同一の化学シフト値を持つことが分

かった。 
 
今後の期待                                
 

本研究では、DDX3X とさまざまな高次構造を有する RNA との相互作用、お
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よび相互作用に伴って RNA に誘起される構造変化を、溶液 NMR 法を活用する

ことにより解析しました。そして、DDX3X の RNA の 1 本鎖構造に対する優先

的な結合が、RNA の構造平衡状態を遷移させることで高次構造をほどく駆動力

となっていることを示しました。本研究から明らかとなった DDX3X の分子機構

は、DEAD-Box RNA ヘリカーゼ全般に適用可能であることが予想され、RNA の

高次構造の形成と解消によって制御されるさまざまな生命現象の分子レベルで

の理解に貢献します。そして、これらの分子レベルでの知見は、RNA 分子の構

造や機能を制御するような、新たな創薬目標や治療戦略の指針となることが期

待できます。 
 
論文情報                                 
 
＜タイトル＞ 
NMR characterization of RNA binding property of the DEAD-box RNA helicase 
DDX3X and its implications for helicase activity 
＜著者名＞ 
Yuki Toyama, Ichio Shimada 
＜雑誌＞ 
Nature Communications 
＜DOI＞ 
10.1038/s41467-024-47659-w 
 
補足説明                                 
 
[1] RNA ヘリカーゼ、DEAD-Box RNA helicase 3 X-linked（DDX3X） 

RNA ヘリカーゼは、RNA のヘリックス（らせん）構造などの高次構造を解消する機

能を持つ酵素。DEAD-Box RNA ヘリカーゼは、活性部位にアスパラギン酸-グルタミ

ン酸-アラニン-アスパラギン酸（D-E-A-D）から成る保存された配列モチーフを持つ

ことを特徴とし、RNA の高次構造を ATP に依存して、ほどく RNA ヘリカーゼのフ

ァミリー。ヒトにおいて最も大きなファミリーを構成する。DEAD-Box RNA helicase 
3 X-linked（DDX3X）は X 染色体上にその遺伝子が存在する DEAD-Box RNA ヘリカ

ーゼの一種である。 
 
[2] 高次構造、2 本鎖構造、テトラループ 

アデノシン（A）、シチジン（C）、グアノシン（G）、ウリジン（U）の 4 種類のリボヌ

クレオシドから構成される RNA が、分子間もしくは分子内で相互作用することで形

成される立体構造を RNA の高次構造と呼ぶ。RNA の 2 本鎖構造は、分子間で A と

U、もしくは G と C との間で相補的な塩基対を組むことで形成される高次構造であ

る。DNA の二重らせん型構造と類似しているが、リボースのコンフォメーションが

異なる A 型のらせん構造を典型的に形成することを特徴とする。ループは RNA に一

般的に見られる高次構造の一つで、同じ分子内で RNA 鎖が逆平行に向かい合い塩基

対を形成する輪のような構造。このうち、塩基対を結ぶ領域が 4 塩基から構成される

構造をテトラループと呼ぶ。 
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[3] 髄芽腫（ずいがしゅ） 
小脳に発生する脳腫瘍の一種であり、特に小児における脳腫瘍で最も多い。小児にお

ける髄芽腫のサブグループである WNT タイプではおよそ 50％の頻度で DDX3X の遺

伝的変異が見いだされることが報告されている（Northcott et al., Nat Rev Cancer. 
2012 12 (12) 818-834）。 

 
[4] 溶液核磁気共鳴分光法（溶液 NMR 法） 

溶液中の化合物や生体分子などを対象に、強い磁場中に置くことで生じる原子核の共

鳴現象を観測することで、その化学構造や運動性といった情報を原子レベルで解析で

きる分光法。NMR は Nuclear Magnetic Resonance の略 
 
[5] 構造平衡 

タンパク質や RNA などの分子が、一つではなく、複数の異なる構造間の交換状態に

あること。 
 
[6] アデノシン三リン酸（ATP） 

生物全般に存在するリン酸化合物の一つで、塩基と糖が結合した化合物（ヌクレオシ

ド）に三つのリン酸が結合していることから、三リン酸と呼ばれている。加水分解に

より一つのリン酸が解離するとアデノシン二リン酸となる。この加水分解で得られる

エネルギーはさまざまな生体機能に利用されることから、「エネルギー通貨」とも呼

ばれる。 
 
[7] X 線結晶構造解析 

結晶化させた試料に X 線を照射したときの回折パターンから電子密度分布を取得し、

分子の立体構造を解析する方法。 
 
[8] 13C、13C-1H 相関 NMR スペクトル 

13C は炭素の同位体の一つ。天然存在比（天然に存在する比率）約 99%の 12C に対し

て、約 1％の 13C が自然界には存在する。12C 核は NMR で観測されないため、NMR
では 13C 核が対象となる。13C-1H 相関 NMR スペクトルは、隣接した炭素（13C）と水

素（1H）間の情報を NMR で取得し、これらの情報から化合物や生体高分子の構造、

部位特異的な化学環境の違いを解析する手法。 
 
[9] 19F プローブ 

NMR 法では多くの場合、電荷分布が対称で高分解能なシグナルを与えるスピン量子

数が 1/2 の核種を対象とする。フッ素の同位体フッ素 19（19F）はスピン量子数が 1/2
であり、また NMR の感度を決定する磁気回転比が軽水素（1H）と同程度と高いこと

から、そのシグナルを高感度、かつ高分解能に検出することが可能である。さらに、
19F は自然界の生体分子にはほとんど存在しないため、19F を化学的に導入すること

でバックグラウンドのないシグナルを得られることが利点である。 
 
[10] 化学シフト 

NMR の共鳴周波数は、同じ核種であっても周辺の化学環境の違いに起因する磁場の

遮蔽（しゃへい）効果が異なるため、その違いを反映してわずかに（100 万分の 1 程

度）異なる周波数を示す。この周波数の違いは化学シフトと呼ばれ、基準物質からの

ずれを指標とした parts per million（ppm）単位で表記される。化学シフトの変化を解
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析することで、構造変化や相互作用部位を同定することが可能となる。 
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