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研究成果の概要（和文）：G Protein Coupled Receptors (GPCRs)を標的とするDNAアプタマー創製を目的とし、
GPCRsの生理機能を活用した新規探索法を開発した。本探索法は、探索感度と探索効率においてCell SELEX法を
凌駕する技術であることが明らかとなった。本探索法を利用して、鎮痛関連GPCRsであるオピオイド受容体(MOR)
を認識するDNAアプタマーを探索した結果、Apt-MORと命名したDNAアプタマーを得た。Apt-MORは、MORに対して
特異的かつ高親和性に結合し、アゴニスト活性を示した。従って、新規探索法とApt-MORは、鎮痛創薬技術開発
に資する有用なツールとなり得る。

研究成果の概要（英文）：We have established a novel DNA aptamer screening method utilizing the 
physiological functions of GPCRs to develop DNA aptamers targeting G protein coupled receptors 
(GPCRs). As a result of many studies, this method was more sensitive and efficient than Cell SELEX 
method. As a result of a search using this screening technology, we obtained a DNA aptamer, 
designated Apt-MOR, which　recognized MOR opioid receptor, an analgesic-related GPCR. This DNA 
aptamer bound specifically to MOR with high affinity and functioned as an agonist for MOR. 
Therefore, this novel screening method and Apt-MOR DNA aptamer can be available tools for developing
 analgesic drug discovery technology. 

研究分野：神経分子薬理学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
（１）G蛋白質共役型受容体（GPCRs）は、痛
み、高次脳機能等の生命維持機能に必須な７
回膜貫通型受容体であり、大きな遺伝子ファ
ミリーを形成する。また、生体内でホモ・ヘ
テロ二量体を形成して多彩な生理機能を発揮
する(引用文献①)。生理活性物質をリガンド
とする GPCRs は、ヒトでは約 340 個存在し、
約 120 個は生理機能が不明である。さらに、
受容体活性部位に結合して薬理作用を示す
「古典的リガンド」と、受容体活性部位以外
に結合して受容体構造を変化させることで薬
理作用を示す「アロステリックリガンド」が
存在する。アロステリックリガンドは、受容
体サブタイプの厳密な識別と微妙な受容体活
性調節機能を有することから、副作用を回避
した次世代医薬として期待されている。 
（２）麻薬性（耐性、身体依存ならびに精神
依存）を発現しない鎮痛薬の開発は、基礎医
学研究者にとって長年の研究テーマであり、
いくつかの優れた鎮痛薬が開発されてきた。
現在、慢性神経疼痛、がん性疼痛等の治療を
進める上で新規鎮痛薬の開発に対する期待は
大きいが、モルヒネを凌駕する鎮痛薬の開発
は困難を極めている。モルヒネは、使用法を
誤ると、麻薬性、すなわち、鎮痛耐性、身体
依存、精神依存現象を示すことから、その使
用は医療的・法律的に厳格に制限されている。
従って、モルヒネの鎮痛効果を凌駕し、麻薬
性を持たず、かつ一般家庭で安全に使用でき
る新規鎮痛薬の開発は、次世代医薬品開発に
おいて重要な研究課題のひとつである。 
（３）核酸アプタマーは、タンパク質等の標
的因子の立体構造を認識して分子機能を調節
する DNA/RNA 分子である。核酸アプタマーは、
作成コスト、複合体作成、化学修飾、免疫原
性回避、分子設計等において抗体より著しく
優れており、抗体に代わる次世代バイオ素
材・医薬として注目されている。GPCRs 等を
はじめとする細胞膜受容体に結合する核酸リ
ガンド取得法としては、PCR を利用する Cell 
SELEX 法が知られている(引用文献②、③)。
しかし、Cell SELEX 法は、PCR 増幅バイアス
のために高親和性核酸アプタマーの取得が困
難、多大な労力や作業時間を要する等の問題
が指摘されている。このため、抗体を凌駕す
る核酸アプタマー取得法としての地位を築く
には至っていない。核酸ライブラリーは、天
文学的な配列多様性を有しており、標的GPCRs
に対する未知のアロステリックリガンド機能
や特異的・高親和性結合性を示す核酸リガン
ドの宝庫と考えられる。従って、核酸ライブ
ラリーの潜在的ポテンシャルを十二分に活用
し、副作用を低減した核酸医薬開発を推進す
るためには、Cell SELEX 法に代わる次世代ス
クリーニング法の開発と抗体を凌駕する核酸

アプタマー開発が必要である。 
４)新規探索方法の開発 
 研究代表者は、抗体を凌駕する核酸アプタ
マーの創製を目指し、次世代スクリーニング
技術の開発を進めてきた。その過程で培養細
胞の細胞膜上に発現する GPCRs 等の膜受容体
の細胞生理機能を利用して核酸アプタマーの
探索同定を行う新規方法を考案するに至り、
そのプロトタイプの開発を進めてきた。 
 
２．研究の目的 
 研究代表者は、GPCRs の細胞生理機能を利
用して GPCR に結合する核酸アプタマーの探
索同定を行う新規探索法のプロトタイプの開
発を進めてきた。本研究計画では、本探索法
を用い、モルヒネ鎮痛効果を凌駕する高親和
性核酸リガンドの創製と分子作用機序の解明
を目的として以下の検討を行った。 
（１）代表的な鎮痛関連 GPCRs であるオピオ
イド受容体（MOR）を標的因子として設定し、
新規探索法を活用して同受容体に対する高親
和性核酸リガンドの探索・同定を行う。また、
このプロセスで得られた技術的知見をフィー
ドバックさせ、新規探索法の高感度化を目指
した精査と技術改良を行う。 
（２）上記で同定した核酸リガンドの高機能
化（最適化と安定性向上等）と分子認識機能
解析を試み、強力な鎮痛作用を示す核酸リガ
ンドの MOR 受容体結合部位と結合様式を立体
構造学的に解明することに挑戦する。 
 
３．研究の方法 
① MOR 結合 DNA アプタマー探索同定 
 研究代表者が独自に考案した新規探索法
ならび改良型 Cell SELEX 法を利用して、合
成一本鎖 DNA核酸ラブラリーから MORに結合
するDNAアプタマーの探索・同定を実施した。 
探索・同定には、独自に構築したテトラサイ
クリン依存的に MOR を発現誘導する 293 安定
発現細胞株(Flp-In-T-REx 293 HA-MOR 細胞)
を用いた。また、DNA 核酸ライブラリーは、
40 塩基長の任意配列を含む 76 塩基長の一本
鎖 DNA（1 ナノモル）を化学合成により作成
した。尚、スクリーニング進行状況は、各サ
イクルに於いて行う PCR反応を Real Time PCR
法にて行い、融解曲線解析を併用することで、
PCR 増幅状況と増幅 DNA アプタマー集団のプ
ロファイリングをモニタリングすることによ
りスクリーニングの適切な進行を確認した。 
 
② Apt-MOR 分子特性解析 
 細胞生物学的および細胞組織化学的手法
を併用し、Apt-MOR の MOR 結合活性およびリ
ガンド生理機能解析を実施した。細胞生理機
能は、293T 細胞に pGlocAMP ルシフェラーゼ
アッセイシステム(Promega)を組み込んだ細
胞アッセイ系を構築し、生細胞内 cAMP 量変
化を検討した。 



４．研究成果 
（１）新規探索法の開発と有用性の検証 
① 新規探索法の開発 
 新規探索方法の高感度化を目指し、開発中
の新規探索方法を詳細に精査した。具体的に
は、スクリーニングに使用する Flp-In T-REx 
293 HA-MOR 安定細胞培養株の細胞培養条件
（培養培地種類、培養時間等）、スクリーニ
ング条件（ブロッキング剤種類、濃度、細胞
処理方法等）等を精査し改善することによっ
て探索条件を最適化し、新規探索法のプロト
タイプを完成させることに成功した。尚、本
新規探索法は、特許申請準備中である。 
 
② 改良型 Cell SELEX 法の開発 
 新規探索法の精査と高感度化を指向した技
術改良を進めるため、汎用されている Cell 
SELEX 法との比較解析実験を実施した。従来
の Cell SELEXX 法では、MOR に特異的かつ高
親和性に結合する核酸アプタマーの取得は困
難と想定されることから、図 1 に示す改良型
Cell SELEX法を独自に考案し、合成一本鎖DNA
ライブラリーよりスクリーニングを実施した。 
 本改良法は、テトラサイクリン投与依存的
に MOR を発現誘導する 293 安定化細胞株
(Flp-In T-Rex 293 HA-MOR)をスクリーニング
に使用する点で従来法とは全く異なる。本構
築細胞株の使用により、テトラサイクリン投
与によって単一クローン化細胞に MOR を人為
的に発現させることが可能となり、スクリー
ニング時における細胞膜表面 MOR 発現量を顕
著に増加させることを可能にしただけでなく、
カウンターセレクション（非特異的結合核酸
アプタマーの除去プロセス）時におけるバッ
クグラウンドの顕著な低減に成功した。また、
スクリーニング過程で選別されてくる一群の
核酸アプタマーの回収効率を向上させるため、
回収されてくる核酸アプタマーを、ビオチン
化 PCR プライマーを用いた PCR 反応を行うこ
とでビオチン化標識し、ストレプトアビジン
磁性ビーズ（Dynabeads MyOneTM Streptavidin 
C1,Invitorogen）と反応させることによって
回収率の向上も併せて実現した。 
 

 
 
図１ 改良型 Cell SELEX 法の概要 

 本改良法を用いて MOR アプタマーの 1 次ス
クリーニングを実施するにあたり、医薬品へ
の実用応用展開を考慮し、RNA より安定性（ヌ
クレアーゼ抵抗性）ならびに合成コストの点
で優位性がある DNA を選択した。また、DNA
ライブラリーは、40 塩基長の任意配列を含む
76 塩基長の一本鎖 DNA（1 ナノモル）を化学
合成により作成し、全量を使用した。 
 1 次スクリーニングは、図 1 に示した方法
により、合計 24 サイクル実施した。各サイク
ルにおいて実施したPCR反応は20サイクルに
設定し、Real Time PCR 法を用いて PCR 増幅
状況を毎回リアルタイムでモニタリングして
直線的増幅領域にあることを全スクリーニン
グ過程において確認した。尚、1 次スクリー
ニングは、図 2 に示す条件を設定し、MOR に
対して高親和性結合活性を示す DNA アプタマ
ーが濃縮されるようにした。 
 

 
 
図 2 1 次スクリーニング条件  

 
 1 次スクリーニングの濃縮効率をモニタリ
ングするために、PCR 増幅されてきた DNA ア
プタマーの融解曲線パターンを 3 サイクル毎
に解析した。その結果、22-24 サイクルにお
いて、牛血清中に含まれる成分に非特異的に
吸着する DNA アプタマーを排除したところ、
特定の DNA アプタマー集団が顕著に濃縮され
た(図 3)。 
 

 
 
図 3 融解曲線パターン解析 

 
 最終セレクションを終えた DNA アプタマー
の DNA 塩基配列解析を行うため、PCR フラグ
メントを T-ベクターにサブクローニング後、
大腸菌 DH5αに形質転換した。アンピシリン
を含む LB 培地上で増殖してきたコロニーの



中から任意の 107 個のコロニーを選別し、こ
れらコロニーに含まれるT-ベクター中にサブ
クローニングされている DNA アプタマー塩基
配列を DNA シークエンサーにて解析した。そ
の結果、16 種類の塩基配列の異なる DNA アプ
タマーが含まれていた。次に、2 次スクリー
ニングとして、取得した全 DNA アプタマーに
対し、テトラサイクリン投与により MOR を発
現誘導させた Flp-In T-REx 293 HA-MOR 細胞
膜表面に対する MOR 結合活性（100 nM 以下）
を蛍光免疫細胞化学法により評価した。その
結果、1種類の DNAアプタマー（命名：Apt-MOR、
特許申請準備中）のみが高親和性 MOR 結合活
性を示した。尚、Apt-MOR の選別頻度は 0.93%
（=1/107）であった(図 4)。 
 
③ 新規探索法の有用性評価 
 新規探索法のスクリーニング効率と感度を
評価するために、Apt-MOR 濃縮効率を指標に
新規探索法と改良型Cell SELEX法の比較実験
を実施した。その結果、新規探索法は、Apt-MOR
を4回目のスクリーニングで20倍の効率で選
別濃縮出来ることが明らかとなった(図 4)。
また、改良型 Cell SELEX 法によるスクリーニ
ングで最も濃縮された DNA アプタマー（MOR1）
は、新規探索法による 1 回目のスクリーニン
グで濃縮されただけでなく、同法では全く検
出されなかった DNA アプタマー（MOR3〜MOR9）
の濃縮にも成功した(図 4)。従って、新規探
索法は、改良型 Cell SELEX 法に対して少なく
とも6倍以上の作業効率と20倍以上の濃縮効
率を持つことが明らかとなり、Cell SELEX 法
に対する有用性と優位性が実証された(図4)。 
 

 
 
図 4 新規探索法と Cell SELEX 法の比較 
 
（２）Apt-MOR 分子特性解析 
① Apt-MOR の MOR 結合活性 
 トラサイクリン投与により MOR を発現誘導
させたFlp-In T-Rex 293 HA-MOR（Flp-In T-Rex 
293 HA-MOR(+)）細胞に対する細胞結合実験に
より Apt-MOR の MOR 結合特性を解析した。そ
の結果、Apt-MOR は、MOR 受容体に対して少な
くとも10〜100 nMの親和性で結合することが
明らかとなった。一方、MOR のサブタイプの

オピオイド受容体である DOR および KOR を発
現誘導させた Flp-In T-REx 293 HA-DOR 細胞
および Flp-In T-REx 293 HA-KOR 細胞には 100 
nM 下の暴露条件で Apt-MOR は全く結合活性
を示さなかった。さらに、Apt-MOR は、100 nM 
下の暴露条件で、MOR の N 末端に融合させて
いる HA タグを FLAG タグおよび Myc タグに交
換した FLAG-MOR、Myc-MOR を発現する 293 細
胞に HA-MOR と同様の結合活性を示した。従っ
て、Apt-MOR は MOR を特異的かつ高親和性に
結合することが明らかとなった。 
 
② Apt-MOR 鎖長の至適化 
 上記細胞結合実験により Apt-MOR の鎖長の
至適化（最短化）を試みた。最初に、Mfold
解析（ http://unafold.rna.albany.edu/?q= 
mfold）により 2次構造を形成する DNA 塩基領
域を予測した。次に、予測領域を保持するよ
うな短鎖型 Apt-MOR 欠損体を数種類設計して
化学合成した。各短鎖型 Apt-MOR 欠損体を濃
度 100 nM で Flp-In T-REx 293 HA-MOR(+)細
胞に暴露し、同細胞に結合する Apt-MOR 欠損
体を探索した(図 5)。その結果、13〜15 塩基
長の短鎖型 Apt-MOR 欠損体が結合活性を保持
していることが判明した(図 5e and 5f)。 
 

 
図 5 Apt-MOR 鎖長の至適化 

 
③ Apt-MOR リガンド活性 
 MOR は、モルヒネ等のアゴニストが結合す
ると、アデニルシクラーゼ活性を抑制して細
胞内 cAMP 量レベルを減少させる。そこで、
Apt-MOR が MOR リガンドとして生理的に機能
しているか否かを検討するため、293T 細胞を
に pGlocAMP ルシフェラーゼアッセイシステ
ム(Promega)を組み込んだ細胞アッセイ系を
構築し、生細胞内 cAMP 量の変化を検討した。
その結果、100 nM Apt-MOR の投与により統計
的に有意な細胞内 cAMP 量の減少が観察され
た(図 6)。この効果は、MOR に対する拮抗的ア
ンタゴニストとして知られる 10 nM ナロキソ
ンの同時投与により抑制され、MOR アゴニス
トで強力な鎮痛効果を有するモルヒネとほぼ
同程度の効果を示した。従って、Apt-MOR は、
MOR アゴニストとして機能し、モルヒネ結合



部位に特異的に結合する「古典的リガンド」
に分類される可能性が示唆された。 
 

 
図 6 Apt-MOR による細胞内 cAMP 抑制能  
 
（３）新規膜小胞（エキソソーム）調製法 
 新規探索法の高感度化を目指した条件精査
の過程で、Flp-In T-REx 293 HA-MOR(+)細胞
から分泌された膜小胞に HA-MOR が含まれて
いる知見を偶然に得た。また、この現象を調
べる過程で、一般に流布している膜小胞（エ
キソソーム）精製法では、膜小胞の生物物理
化学的特性が完全に失われることも見出すに
至った。本発見は、新規探索法の高感度化を
実現する上で極めて重要な知見と考えられた
ことから、細胞外分泌時点における生物物理
化学的特性を保持した膜小胞の新規調製法を
考案し、国内外特許出願を実施した(図 7)。 
 

 
 
図７ 新規膜小胞調整法の概要 

 
 本新規膜小胞調製法を利用し、Flp-In 
T-REx 293 HA-MOR(+)細胞より調製した膜小胞
の電子顕微鏡解析を実施した。その結果、
Apt-MOR が粒径 50〜100nm 程度の膜小胞の膜
表面上に発現する MOR に結合していること、
Apt-MOR は細胞情報間伝達能を有する膜小胞
であるエキソソームとは粒径、密度等の生物
物理化学的特性が明らかに異なる膜小胞群に
結合している知見を得た。尚、Apt-MOR と MOR

受容体複合体の立体構造解析は、当初予期し
なかった膜小胞調製法の研究を優先させたこ
と、さらには Sf9 昆虫細胞発現系の条件検討
に時間を要したため、解析を行うには至らな
かった。 

 
 
図 7 Apt-MOR 結合膜小胞の免疫電顕解析像 
 
 以上より、GPCRs 等の膜受容体の細胞生理
機能を利用して新規核酸アプタマーの探索同
定を行う新規探索法は、現在汎用されている
Cell SELEX 法と比較し、探索作業効率と探索
感度等の両面で格段の有用性・優位性がある
ことが実証された。また、本探索法および改
良型 Cell SELSX 法により探索同定された DNA 
アプタマーである Apt-MOR は、抗体に遜色な
い特異性と高親和性で MOR に結合し、モルヒ
ネと同程度の細胞内 cAMP 量抑制能を示す強
力なアゴニストとして機能することが明らか
となった。従って、本新規探索法および
Apt-MOR は、GPCRs を標的とする鎮痛関連創薬
に資する基盤技術として有用である。 
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