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研究成果の概要（和文）：ウイルス様粒子（virus-like particle, VLP）で生理的構造を維持した膜タンパク質
を標的とした新規のアプタマー創製技術の確立に成功した。モデル標的として、重要な創薬標的である数種のG
タンパク質共役型受容体（GPCR）を選定し当該技術の最適化と高度化を図った。その結果、GPCRの機能を阻害す
るアンタゴニストに加えパーシャルアゴニストの取得にも成功し、VLPを活用した膜タンパク質に対する特異的
結合分子の創製技術の有効性を示すことができた。

研究成果の概要（英文）：Here we present a novel method to generate RNA aptamer to membrane protein 
whose structure are stabilized with virus-like particles (VLPs). In this project, several G-protein 
coupled receptors (GPCRs) are used for development of the method as model targets. After 
optimization of the method, our assessment showed that aptamers isolated from the method can bind to
 target GPCR and affect their function as not only antagonist but also partial agonist. Therefore, 
it seemed that our method provides a novel strategy for finding affinity molecules against various 
membrane proteins and is useful for drug discovery. 

研究分野： RNA医科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
膜タンパク質は細胞や生体の機能を制御する重要なタンパク質である。しかしながら、それらに特異的に結合
し、活性を制御する分子の汎用的創製法は依然存在しない。本研究では、VLPと核酸抗体・RNAアプタマーを用い
た新たな切り口から、創薬標的として需要の高いGPCRをモデル標的として、膜タンパク質の特異的活性制御分子
の創製基盤を構築することに成功した。今後、当該技術の更なる最適化と高度化を実現することで、基礎ならび
に創薬における幅広い研究分野の発展に大きく貢献することが期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
細胞膜タンパク質は細胞および生体の機能維持と破綻に深く関わるタンパク質である。多く

の現行医薬が膜タンパク質を標的としており、応用研究領域における注目度は極めて大きい。
勿論、基礎研究領域においても重要であり、生体の恒常性維持機構の理解の深化とその制御の
実現のため多くの研究が成されることで、知の構築とそれに基づく応用研究が発展してきた。
しかしながら、未だ数多くのオーファン受容体が存在しそれらの生物学的意義が不明である事、
また構造生物学的なアプローチが困難であることから分子レベルでの機能発現機構に未解明な
点が多い等、依然、膜タンパク質の作用機序の全容解明とその制御を実現すためには多くの課
題が残されている。その主要原因の一つとして、活性を制御する特異的結合分子の創製が困難
なことが挙げられる。多くの膜タンパク質は、その量、質、局在や機能を知るために数多くの
特異的な結合分子が必要とされ、その結合分子の作製には標的精製タンパク質の調製が欠かせ
ない。しかしながら、膜に深く埋もれ複雑な構造をとる膜タンパク質は高発現や細胞膜外にお
いて生理的構造を維持したタンパク質を精製することが極めて困難である。従って、低分子や
抗体などの結合分子を探索する際に必須となる“材料”の調製が長年ボトルネックとなり、特
異的結合分子の創製が停滞している。 
近年、上記課題の克服のため、G タンパク質共役型受容体（以下、GPCR）をウイルス様粒

子（Virus-like particle, 以下 VLP）の膜上に発現・濃縮した材料を用いて抗体を作製する試み
があった。VLP を活用することで GPCR の高い発現量、困難なタンパク質精製過程の省略、
生理的構造保持の課題をクリアした材料に対し結合分子の探索実験が可能になった。しかし、
実際には標的タンパク質以外に結合する分子を積極的に除去できないこと等から GPCR 発現
VLP 抗体の作製は依然困難を強いられている。これに対し、核酸抗体とよばれる RNA アプタ
マーの独特な創製過程では、非標的とする類似材料（VLP）を用いることで目的以外に結合す
る分子を除去可能なカウンターセレクションが可能な事に加え、低分子より遥かに大きい約
100 兆分子以上からなるライブラリの使用、ハイスループットシーケンサーによる大量配列の
解読技術、バイオインフォマティクスを用いた統計的解析手法を活用できる等、多くの利点を
有する。また、GPCR に対するアプタマー作製技術も需要が高いながら、未だ確立されていな
いことから、VLP をアプタマー選抜の新たな材料とすることで GPCR に対する核酸抗体・RNA
アプタマー創製技術基盤が確立できるのではないかと考え、本研究の発案とその検証に至った。 

 
 
２．研究の目的 
 ウイルス様粒子で生理的構造を安定化させた GPCR を選抜材料としたアプタマー創製技術
基盤の確立を目的とする。 
 
３．研究の方法 
本研究では、市販のウイルス様粒子（VLP）作製キット（Expi293 Expression System, Thermo 

Scientific 社）を用いて数種の GPCR が発現した VLP を作製し、これに対しアプタマー選抜方
法の最適化を実施した。標的 GPCR 以外に特異的あるいは非特異的に結合する分子を in silico
で効率よく選別するためにハイスループットシーケンサーとアプタマーに特化したバイオイン
フォマティクスソフト（FASTAptamer）を使用し、配列解析技術の最適化を図った。また GPCR
を発現した VLP への結合、標的 GPCR への機能阻害効果を測定する細胞評価系を確立する事で、
VLP を活用した GPCR に対するアプタマー創製技術基盤の構築と最適化を行った。 
 

４．研究成果 
（１）固相化 free のアプタマー選抜法の確立：数種の GPCR（EP4,ETB,P2RY2,GCGR）をそれぞ
れ発現する VLP を作製し、GPCR に付加した V5 タグに対する抗体を用いたウエスタンブロット
にて発現を確認した。次いで、VLP に対して最適なアプタマー選抜法を確立するため、free の
アプタマーと VLP-アプタマー複合体を分離する手法として、ウイルスを捕捉可能なウイルス精
製ビーズ（Viro-Adembeads）を用いる方法、限外ろ過膜カラムで分子サイズに基づき分離する
方法、の２つを検討した。その結果、後者の限外ろ過カラムで分離する方法、つまり標的 VLP
をビーズなどに固相化し標的の「形・質」に影響しない分離手法によって、VLP－アプタマー複
合体を回収できる方法を確立した。また、標的 GPCR 以外に特異的あるいは非特異的に結合する
配列を除去するため、標的としない GPCR を発現した VLP とアプタマーライブラリーとを混ぜ合
わせるカウンターセレクションを実施する事で、目的としないアプタマーを効率的に排除しつ
つ、ライブラリを濃縮する手法を構築することでできた。 
 
（２）配列解析技術の最適化：目的以外のアプタマーを効率的に除去できるように、数回のセ
レクション（8－10 回）から得られた濃縮ライブラリは、標的 GPCR と非標的 GPCR とを発現す
る VLP とそれぞれ混ぜ合わせ、両者に結合した配列をハイスループットシーケンサーにて解析
（約 100 万 read/run）を行った。読み込んだ配列は、Web 上から入手可能なアプタマー解析ソ
フト（FASTApatamer）にて解析した。数塩基（約 6塩基程度）違いの配列を同一クラスターと
して処理し、さらに標的 GPCR に特異的な配列、あるいは非標的 GPCR 発現 VLP と比較した際に
標的への濃縮（2 倍以上）が確認できた配列を候補配列とした。濃縮率の使用と、数塩基違い



の配列群を一つのクラスターとして処理することで、迅速かつ簡便な客観的指標に基づき、ハ
イスループットシーケンサーから得られる膨大な配列情報から類似性の少ない幅広い候補配列
抽出法を構築した。 
 
（３）アプタマーの結合評価系および GPCR の機能阻害効果の評価系構築：標的とする各種 GPCR
に対する結合アッセイ系の確立を試みた。具体的には SPR 解析（Biacore system）、フローサイ
トメトリー（FCM）、VLP を immunoplate に固相化しアプタマーの結合を real-time PCR ベース
で検出する系の確立を試みた。その結果、SPR 解析法では、SA チップによりアプタマーを固相
化する系、L1チップによる VLP を固相化する系の確立を、抗体をポジティブコントロールとし
て用いることで試みたが S/N 比が改善できず断念した。一方、FCM を用いた系では、VLP を脂質
を染色する Dye（FM1－43）で標識し、アプタマーを Alexa647 にて標識する結合評価系を確立
することができた。また、スループット性の高い方法として、96-well plate で評価する VLP
固相化プレートを作製・利用する結合評価系では、未標識のアプタマーと VLP との結合を PCR
ベースで簡便に評価する系を確立することに成功した。これらの結合評価系にて、結合を確認
したアプタマーについては、GPCR の機能に影響を与えるか否かを評価する「機能評価系」にて、
更なる解析を行った。GPCR 機能への影響評価系確立のための検証実験では、標的とする各種
GPCR に対するセカンドメッセンジャーを検出する系を確立した。具体的には、HEK293 細胞を用
いて、cAMPをcAMP-Glo assay(Promega社)によって検出する系（対象GPCR: GCGR, EP4, ETB, A2a）、
カルシウムをエクオリンタンパク質を介して検出する系(対象 GPCR: P2RY2)を最適化した。そ
の結果、GPCR(GCGR, P2RY2)に対する機能阻害効果を有するアプタマーを見出す事に成功した。
さらに、特定の GPCR（P2RY2）についてはアゴニスト活性を有するパーシャルアゴニスト分子
も含まれており、当該技術によって様々な機能を有する GPCR アプタマーを獲得できる事を証明
することができた。 
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