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研究成果の概要（和文）：本申請では、この手法を用いた DNA/RNAキメラ型核酸アプタマーの基盤技術の開発研
究を提案した。 核酸ライブラリーとして、 6種類の17塩基の領域をDNA/RNAキメラ配列を持つランダム化ライブ
ラリーを構築した。ストレプトアビジンに対して、One Step Selection法によりセレクションを行い濃縮した配
列を調べた。複数の濃縮していると考えられた配列を化学合成し、そのストレプトアビ ジンに対する結合能を
調べたが、DNAアプタマーに比べて、親和性は高くなく、DNA/RNAキメラ型核酸アプタマーのコンセプトを証明す
るには至らなかった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we proposed to establish fundamental technologies of DNA/RNA 
chimera-type nucleic acid aptamer using the One Step Selection method. As nucleic acid libraries, we
 synthesized six randomized library having DNA/RNA chimeric sequences in 17-bases region. Selection 
was performed on streptavidin by One Step Selection method and enriched sequences were examined. 
Aptamer sequences thought to be enriched were chemically synthesized and their binding abilities to 
streptavidin were examined. As a result, although we could obtain clearly enriched sequences, their 
affinities to streptavidine were not so high compared to streptavidine DNA aptamer. In conclusion, 
we could not prove the concept of DNA/RNA chimeric nucleic acid aptamer.

研究分野： 遺伝子工学

キーワード： 核酸アプタマー
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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 
 核酸アプタマーは抗体のようにターゲッ
ト分子を認識する核酸であり、抗体を作成す
ることが難しい化合物、毒物、糖に対しても
分子進化法によって取得が可能であること
から、様々なアプリケーションが期待されい
てる。一方で、核酸アプタマーの取得法や高
機能化については、技術的な開発の余地があ
ると考えられている。 
 
２．研究の目的 
 申請者は、核酸アプタマーの新規取得法と
して、次世代シークエンサーを用いた One 
Step Selection 法の開発を行っている。本申
請では、この手法を用いた DNA/RNA キメラ
型核酸アプタマーの基盤技術の開発研究を
提案する。核酸アプタマーは大別して DNA
アプタマーと RNA アプタマーがあるが、
DNA アプタマーは安定であるが、認識能が
乏しいこと、RNA アプタマーは認識能が高
いが、ヌクレアーゼ等により壊れやすいこと
が大きな課題となっている。この問題を解決
するために、本研究課題では、両者の長所を
併せ持つ、認識能が高く生体内で安定な
DNA/RNA キメラ型核酸アプタマーの技術
基盤開発を行う。さらにこの技術による、検
出分野および、核酸医薬分野への応用の道筋
を明確にする。 
 
３．研究の方法 
RNA/DNA キメラ核酸ライブラリーのデザ
インと合成 
 以下の DNA ライブラリーを北海道システ
ムサイエンス社に合成依頼した。（ランダム
化領域のみを記載、5’, 3’側にプライマー領
域） 
N17-D:NNNNNNNNNNNNNNNNN 
N17-D/R3-1: nNNNnNNNnNNNnNNNn 
N17-D/R2-1: nNNnNNnNNnNNnNNnN 
N17-D/R1-1: nNnNnNnNnNnNnNnNn 
[N=G,A,T,C (DNA mix), n=g,a,t,c (RNA 
mix)] 
N17-r(GA)d(CT):XXXXXXXXXXXXXXXXX 
N17-rG: YYYYYYYYYYYYYYYYY 
N17-rA: ZZZZZZZZZZZZZZZZZZ 
[X= g,a:RNA, C, T:DNA, Y= g:RNA, A,C,T: 
DNA, Z= a: RNA, G,C,T: DNA] 
SA-st20-1D:nNnNnGTGTnNnNnNnACAC  
SA-st20-2r: nnnnnGCGTnnnnnnnACGC 
[N=G,A,T,C (DNA mix), n=g,a,t,c (RNA 
mix)] 
 
SELEX 法によるアプタマーの単離 
 ターゲットタンパク質を結合した磁気ビ
ーズと、DNA/RNA キメラライブラリーを結合
させ、１時間静置後、バッファで３回洗浄し、
結合する核酸 RNA のセレクションを行った。
結合したDNA/RNAを回収液で加熱することに
より溶出し、フェノークロロホルム抽出およ
び、エターノール沈殿により精製を行った。

その後、逆転写酵素により、DNA/RNA 可変領
域を DNA に変換し、さらに、プライマー領域
に対するプライマーセットでPCR反応を行っ
た。増幅した配列をさらにバーコード配列を
含むプライマーセットにより、再増幅し、次
世代シークエンサーにより、大規模配列解析
を行った。 
 
Binding アッセイ 
 セレクションで得られた候補アプタマー
のターゲットに対する親和性を確認は、当初
は以下の磁気ビーズを用いた結合アッセイ
により行った。ターゲットタンパク質を結合
した磁気ビーズと核酸アプタマーを溶液中
で１時間インキュベーションした後、３回洗
浄し、加熱により回収し、OliGreen により蛍
光染色し、蛍光を測定することにより結合量
を定量した。 
 
FACS による候補アプタマーの結合解析 
DNA/RNA キメラアプタマー候補の Binding ア
ッセイを行ったが、結果が不安定であったた
め、FACS を用いた結合解析法を行うこととし
た。 
候補アプタマーを FITC でラベルし、アニー
ル後、ターゲットタンパク質を有する磁気ビ
ーズと１時間静置、３回洗浄し、結合をフロ
ーサイトメーター（BD Accuri）で解析した。 
 
４．研究成果 
 DNA/RNA キメラ型アプタマーのコンセプト
を示すために、これまで DNA アプタマーの網
羅的な取得法として開発を行ってきた One 
Step selection 法を用いた。この方法では、
１ラウンドのみでのセレクション、及び PCR
増幅を行い、通常のセレックス法のように何
度もセレクション、PCR 増幅を行わないため、
DNA/RNA キメラ型ライブラリーでも適用が可
能となる。 
 最初のモデル系でのターゲット分子して
は、ストレプトアビジンタンパク質を用いる
こととした。我々の開発した One Step 
selection 法では、、N17 の DNA ライブラリー
での SELEX により、常に安定して、ストレプ
トアビジンに対するDNAアプタマーの取得が
できている。また、ストレプトアビジンに対
しては、DNA アプタマーだけでなく、RNA ア
プタマー取得の報告があり、薬物でのドラッ
ガラビリティのように、アプタマーを取得で
きる性質があると考えられる。 
 最初に用いたDNA/RNAキメラ型ライブラリ
ー は 、 N17-D/R1-1, N17-D/R2-1, 
N17-D/R3-1 である。それぞれ、１７塩基の
ランダム化領域を持ち、1 塩基、２塩基、３
塩基ごとに RNA のミクスチャーが挿入して
ある。N17-D の DNA ライブラリーをポジテ
ィブコントロールとして、N17-D/R1-1, 
N17-D/R2-1, N17-D/R3-1 をそれぞれ、スト
レプトアビジンと結合させ、洗浄後、逆転写
を行い、DNA を回収した後、バーコード配



列を含むプライマーで増幅を行い、次世代シ
ークエンス解析により、配列を取得した。各
サンプルごとに、3 万から 10 万リードの配列
を読み、ランダム化領域の配列中の濃縮配列
は主に MEME により解析を行った。 
 ポジティブコントロールである N17-D を
用いたセレックスでは、これまで知られてい
るストレプトアビジンに対するアプタマー
のコンセンサスを有する巨大なポピュレー
ションが濃縮された。一方で、N17-D/R1-1, 
N17-D/R2-1, N17-D/R3-1 の DNA/RNA キメ
ラライブラリーを用いたセレックスでは、メ
ジャーなポピュレーションが見られず、2 個
から 3個のマイナーなポピュレーションが複
数抽出された。これらのポピュレーションに
対して、候補アプタマーを化学合成し、スト
レプトアビジンに対する結合能をバインデ
ィングアッセイを用いて調べた。しかし、ど
れも有意な結合能を示さなかった。 
 うまくいかない原因として、1塩基おき、2
塩基おき、３塩基おきの RNA というライブラ
リーの設計がアプタマーとして構造を形成
するために適当でなかった可能性が考えら
れた。 
 そこで、新たな３つのライブラリー
N17-r(GA)d(CT), N17-rG, N17-rA を設計し
た。これらのライブラリーでは、DNAとRNA
のミクスチャーを用いている。すなわち
N17-r(GA)d(CT)は、C,T が DNA で G,A が
RNA であるミクスチャーを  N17-rG, 
N17-rA は、G および A を RNA で残りの塩
基をは DNA であるミクスチャーを用いた１
７塩基のランダム化領域を含んだライブラ
リーである。これらのライブラリーを使うこ
とで、任意の部位に RNA を含むアプタマー
の取得が可能となる。 
 スクリーニングでは、ターゲットとして、
ストレプトアビジンに加えて、トロンビンタ
ンパク質を用いることとした。トロンビンに
対しては、G-quartet 構造を持つアプタマー
が報告されており、われわれの One step 
selection 法により、ほぼ網羅的に報告されて
いる G-qurtet 構造のアプタマーを含む大き
なポピュレーションが濃縮されることを確
認している。 
 ２つのターゲット（ストレプトアビジン、
トロンビン）に対して、新しく作製した３つ
のライブラリーを用いて SELEX を行い、セ
レクションした配列を次世代シークエンサ
ーを用いて配列を得た後、濃縮された配列を
調べた。 
 ストレプトアビジンをターゲットとした
場合には、メジャーなポピュレーションは得
られなかった。また、マイナーなポピュレー
ションに対して、候補配列を化学合成し、結
合能を調べたが、有意な結合を有していない
ことがわかった。トロンビンをターゲットし
たスクリーニングでは、唯一、N17-rA のラ
イブラリー用いた結果で、報告されている
G-qurtet の DNA アプタマーのメジャーなポ

ピュレーションが抽出された。しかし、RNA
を含む配列は含まれておらず、ストレプトア
ビジンに対するスクリーニングの結果と同
様で、マイナーなポピュレーションからは、
ターゲットに結合する配列を見出すことは
できなかった。 
 興味深いことは、N17-rA で得られた報告
のある G-qurtet 型アプタマー配列中のモチ
ーフ以外の配列にも RNA が含まれていない
ことである。恐らく、DNA アプタマー中に
RNA 塩基が挿入されることにより、構造が
乱されて、結合能が失われていることが考え
られた。 
 これらの結果を踏まえて、本課題のコンセ
プトを実証することを目的として、ストレプ
トアビジンアプタマーのモチーフを骨格と
した２つのライブラリーを設計した。報告さ
れているストレプトアビジンアプタマー構
造は、５塩基のバルジ構造と７塩基とループ
構造を有し、その間を３塩基のステム構造が
繋いでいる。（図 1） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 ストレプトアビジンアプタマーのコン
センサス配列 
 
このステム部分を配列を固定し、５塩基のバ
ルジ配列、７塩基のループ配列をランダム化
することにより、骨格となる構造がすでに報
告されているストレプトアビジンアプタマ
ーと同じ構造に固定されることで、RNA/DNA
キメラ型アプタマーが取得しやすくなると
考えた。 
SA-st20-1D では、RNA と DNA のミックス
チャーを一塩基ごとに並べたランダム化領
域を、SA-st20-2r ではランダム化領域を全て
RNA のミックスチャーを有するライブラリ
ーとして設計した。ストレプトアビジンに対
してセレクションを行い、解析を行ったとこ
ろ、特に SA-st20-1D のライブラリーを用い
た結果で、明らかなメジャーなポピュレーシ
ョンのモチーフが濃縮された。候補配列を化
学合成し、ストレプトアビジンに対するバイ
ンディング活性を調べたが、安定した有意な
結果を得ることができなかった。そこで、
FACS を用いたバインディングアッセイ法に
より、より正確に結合能を調べることにした。 
 FACS を用いたバインディングアッセイ法
では、ストレプトアビジンに結合したビーズ
を用い、それぞれのビーズに結合した蛍光ラ
ベルした核酸量を定量的に解析できるため、
結合能が低い場合でも、正確に測定すること
ができる。ポジティブコントロールであるス



トレプトアビジンに対する DNA アプタマー
はピークが右にシフトし、結合が観察された
が、候補アプタマーはネガティブコントロー
ルのアプタマーと同様のシフトしか、見られ
ず、有意な結合能がないことがわかった。(図
２) 

図 2 FACS によるアプタマーの結合解析 
ポジティブコントールであるストレプトア
ビジン DNA アプタマー（赤）の結合は観測
されたが、候補 DNA/RNA アプタマーはどれ
も結合が見られなかった。（緑、黄、ピンク） 
 
本研究課題では、DNA/RNA キメラ型アプタマ
ーのコンセプトを証明するために、いくつも
のライブラリーを設計し、複数のターゲット
に対し、セレクションを行い、DNA/RNA キメ
ラ型アプタマーの取得を試みた。しかし、結
合能を有するアプタマーの取得ができず、コ
ンセプトを証明するには至らなかった。我々
の SELEX 法では、セレクションを１ステップ
で行い、大量に配列を解析し、濃縮配列をイ
ンフォマティクスを用いて解析するため、ほ
ぼ網羅的に濃縮されるアプタマーを取得す
ることができる。今回、この方法で DNA/RNA
キメラ型アプタマーが取得できなかったと
いうことは、DNA と RNA が混合するような核
酸は、アプタマーとして構造的に不利に働い
てしまったのではないかという可能性が考
えられる。 
 今後は、適用可能な DNA の修飾核酸を用い
たアプタマー取得の方法の開発を行ってい
きたい。 
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