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研究成果の概要（和文）：　本研究課題では、申請者が見出したマイクロ粒子支援型キャピラリー電気泳動 
MACE を、様々な標的分子を対象とする核酸アプタマー選抜実験（SELEX）系に導入し、従来有機合成化学的アプ
ローチで改善が試みられていた SELEX 系に未だ大きな伸び代が存在すること、さらに“分析化学”的アプロー
チで SELEX 法の大幅な質の向上が可能であることを実証することを目的とした。その結果、MACE-SELEX 法が、
可溶性蛋白質、膜タンパク質、低分子などの幅広い標的に対して機能し、高い結合親和性をもつ DNA アプタマ
ーの獲得が可能であることを明らかとした。

研究成果の概要（英文）：　In this research project, the micro-particle-assisted capillary 
electrophoresis (MACE) system discovered by the applicant was introduced into a nucleic acid aptamer
 selection experiment (SELEX) system for various target molecules to demonstrate that there is still
 a large room for growth in the SELEX system, which has been attempted to be improved using a 
synthetic organic chemistry approach. The objective of this study was to demonstrate that the SELEX 
method can be significantly improved by using an "analytical chemistry" approach. As a result, we 
demonstrated that the MACE-SELEX method works on a wide range of targets, including soluble 
proteins, membrane proteins, and small molecules, and that it is possible to obtain DNA aptamers 
with high binding affinity.

研究分野：核酸化学

キーワード： 核酸化学　分離化学　核酸アプタマー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
核酸やペプチドを骨格とした分子認識能を有する生体高分子は、創薬分野での利用が期待されている中分子に分
類される薬剤モダリティである。薬剤として高い潜在能力を有する候補中分子の獲得は、分子ライブラリーの中
から、進化分子工学的手法により選抜する。従来有機合成化学的アプローチで改善が試みられていた SELEX 系
に未だ大きな伸び代が存在すること、さらに“分析化学”的アプローチで SELEX 法の大幅な質の向上が可能で
あることを実証することを目的とした。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
生物は長い年月をかけて突然変異を蓄積後に機能を多様化し、選別を繰り返して現在の個体に到達した。ミクロ
な視点で観れば、生物個体の生命機能を担う生体高分子（酵素や抗体などのタンパク質、また相補配列やタンパク
質と結合する核酸など）が、高度な機能をもつ分子に選別された後、蓄積して受け継がれ、現在の生体機能に到達
したといえる。現在もなお選別は続いている。 
近年、自然界における進化の過程「多様性の発生と選別」を模倣し、高度な機能をもつ機能性タンパク質、ペプ
チド、核酸の創出を目指す進化分子工学が注目されている。一例として分子認識能を有する核酸（核酸アプタマー）
を選抜する実験工程（SELEX法）がある。核酸アプタマーを従来型の SELEX 法で獲得する場合、一般的に選抜実
験を 10 数ラウンド繰り返す必要があるため、核酸アプタマー獲得の時間短縮や優れた結合能をもつアプタマーに
出会う確率を向上させるための改良型 SELEX 方が幾つか提案されている。しかし、改良アプローチのほとんどが
“有機合成化学”的なもので、非天然型、すなわち人工核酸塩基を導入することで天然型の核酸塩基では発現し得な
い相互作用の獲得をモチベーションとするものであった。同アプローチは親和性の高い核酸アプタマーを獲得して
一定の成果を挙げていると言えるが、申請者のもつ学術的な問いは「天然型の核酸アプタマーは本当に選抜され尽
くされたのか」という点にあった。 
 
２．研究の目的 
核酸やペプチドを骨格とした分子認識能を有する生体高分子は、創薬分野での利用が期待されている中分子に分
類される薬剤モダリティである。薬剤として高い潜在能力を有する候補中分子の獲得は、分子ライブラリーの中か
ら、進化分子工学的手法により選抜する。 
本研究課題では、申請者が見出したマイクロ粒子支援型キャピラリー電気泳動（Microbeads-Assisted Capillary 

Electrophoresis: MACE）を、様々な標的分子を対象とする核酸アプタマー選抜実験（SELEX）系に導入し、従来有機
合成化学的アプローチで改善が試みられていた SELEX 系に未だ大きな伸び代が存在すること、さらに“分析化学”
的アプローチで SELEX 法の大幅な質の向上が可能であることを実証することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 可溶性蛋白質、膜タンパク質、低分子、生体微粒子に対して申請者が確立した MACE-SELEX 法を適用し、各標
的分子に対して高い結合親和性をもつ DNA アプタマー群の獲得を試みた。 
 
４．研究成果 
本研究で開発したマイクロ粒子支援型キャピラリー電気泳動 SELEX（microbeads-assisted capillary electrophoresis 

SELEX; MACE-SELEX）では、核酸ライブラリーと標的分子固定化マイクロ粒子（直径 1 µm 程度）の混合溶液を
CEによって直接分離する。粒子由来の光散乱由来の吸光度変化を利用した複合体の高感度な検出が可能になり、マ
イクロ粒子と非結合核酸ライブラリーの移動度には十分な差があるため、複合体とライブラリーの確実な分離が可
能となる。 

 
(1)血液凝固因子トロンビンに対する天然型 DNA アプタマー群の獲得と応用 
計 3 ラウンド後の選抜操作後の大規模シーケンス解析の結果，MACE-SELEX では，CE-SELEX の約 200 倍の濃
縮がかかっているということを確認した。また、表面プラズモンセンサー（SPR）によって解離定数（Kd）を算出し
た結果、従来法の 1/5-1/10ほどのラウンド数にも関わらず、既報のトロンビン結合性アプタマー（HD112，HD2213，
NU17214）よりも優れた結合親和性を示す新規アプタマー配列群の同定に成功した。獲得したアプタマーの抗血液
凝固活性を調べ、臨床試験に進んだ HD1と NU172などの既報の抗トロンビンアプタマーと比較した。HD1はフィ
ブリノーゲンの認識サイトであるエキソサイト I に結合し、抗凝固作用を示すことが知られている。結果として、
HD1の 20倍以上に凝固時間を延長するM08というアプタマーの特定に成功した。さらに、緊急時に抗凝固アプタ
マーの効果を抑えるために利用する、効率的な中和剤一本鎖 DNA の設計を試みた。M08は、ステム/グアニン四重
鎖構造という安定な高次構造をもつこと、トロンビンと強固な相互作用をすることから、単純な完全相補鎖による
中和効率が低かった。そこで、トーホールド配列という短い一本鎖末端配列をアプタマーに導入し、より低濃度の
中和剤で迅速なアプタマーの機能の抑制に成功した（Molecular Therapy Nucleic Acids, 16, 348-359 (2019)）。また、
M08の配列最適化と多価化によって，抗凝固活性を高めることにも成功し、短い一本鎖 DNA が多価化アプタマー
の抗凝固作用を極めて効率よく中和することも明らかとした（Research and Practice in Thrombosis and Haemostasis, 
5(5), e12503, 1-7 (2021).）。 
 
(2)血液凝固因子トロンビンに対する非天然型 DNA アプタマー群の獲得と応用 

MACE-SELEXの汎用性を、非天然塩基ライブラリーを用いて確認した。本研究では Indole 基を導入した修飾核
酸ライブラリーを作製し、トロンビンに対して MACE-SELEX を行ったところ、3 ラウンドでアプタマーを獲得す
ることができた。既報の塩基修飾核酸ライブラリーを用いた SELEX の中で最も少ないラウンド数が 4 であり、 
本研究では高効率で塩基修飾核酸アプタマーを獲得できたといえる。さらに、得られたアプタマーは非常に解離が
遅い性質を有し、既報の天然塩基アプタマーである HD1，HD22，NU172と比べて解離速度が 4-72倍遅い抗トロン
ビン修飾塩基アプタマー候補の濃縮に成功した（Analytical Sciences, 35(5), 585-588 (2019).）。解離速度は小さなアプ
タマーは、アフィニティー用リガンドや抗体の代替としてウエスタンブロッティングや ELISA 法への応用が期待
できる。しかしながら、本研究で得られたアプタマーの結合速度は遅かったため、KD 値は既報の天然型アプタマ



ーと同等もしくはそれ以下であった。期待していた高い結合能は得られなかった理由として、トロンビンに対して
インドール修飾が適していなかった可能性が考えられる。本研究の修飾導入法であるクリックケミストリーは、修
飾の種類による PCR バイアスを受けにくいことが予想されるので、その特長を生かして修飾の種類を変えて 
SELEX をおこなうことで、非常に遅い解離速度と高い結合能を兼ね備えた塩基修飾核酸アプタマーを高効率に獲
得できることが期待できる。  
 
(3) 腫瘍壊死因子 TNFα に対する天然型 DNA アプタマー群の獲得と応用  
腫瘍壊死因子 (tumor necrosis factor-alpha, TNFα) は、炎症反応を活性化させる役割を持つ炎症性サイトカインの
一つである。TNFα は細胞増殖、ネクローシス、アポトーシスなど正常な細胞機能に必須な恒常性維持に深く関与
しているため、TNFα の異常による過剰なシグナル伝達は疾患の原因となり、炎症性疾患や神経変性疾患などの様々
な病態を引き起こす。そのため、TNFα は薬剤のターゲットとして選択され、これまで多くの薬剤が開発されてき
た。その中でも、TNFα 阻害薬として機能する抗 TNFα 抗体製剤が炎症性疾患に有効であることが医学的に示され、
日本では 5 種の抗体製剤が承認されている。 
 本研究では，MACE-SELEX 法で獲得された TNF-α 結合性 DNA アプタマーである Apt14 の阻害機序の推定
を行った後、TNF-α に結合する最小配列の同定を行なった。また、Apt14 を用いたホモ・ヘテロ二価化アプタマー
を設計した後、細胞実験を用いて TNF-α 阻害効果の評価を行った。その結果、短鎖化を行わずに他のアプタマー
と二価化を行うことで阻害効果の向上が確認され、更なる機能向上ができる可能性を見出した（ChemBioChem, 22, 
3341-3347 (2021).）。さらに、最も高い TNF 阻害活性を示した R4_apt14 に S 化修飾を施すことで、結合能とヌク
レアーゼ耐性が大幅に改善され、アプタマー製剤としての高い潜在能力を有する DNA アプタマーの構築に成功し
た。 
 
(4) 癌マーカタンパク質に対する DNA アプタマー群の獲得 
 癌マーカタンパク質であるタンパク質 A とタンパク質 B に対して MACE-SELEX を適用したところ、各標的分
子に対して 5-7 個の DNAアプタマーの獲得に成功した。結合親和性は Kd 値として nM オーダーであり、既報の
アプタマーよりも高い結合親和性を示すアプタマーの獲得に成功した（特許出願予定中のため標的分子の名称は隠
してあります）。 
 
(5) 構造変化型シグナリングアプタマーの選抜 
アプタマーがターゲット分子と結合した際に大きな構造変化を起こすという特長を活かすことで、常時発蛍光型
のシグナル分子プローブとは異なり、ターゲットと結合したときのみ、蛍光強度が変化する分子プローブの構築が
可能である。このような蛍光検出能を有する核酸アプタマー（シグナリングアプタマー）が、近年、バイオセンシン
グ分野におけるプローブとして注目されている。シグナリングアプタマーは核酸アプタマーの塩基配列上の適切な箇
所に一つまたは二つの蛍光分子を修飾したものであり、標的分子との結合に伴う構造変化を蛍光シグナルに変換す
るプローブである。同プローブ分子を設計する際、まず SELEX により特異性、選択性の高い候補配列を獲得する。
得られたアプタマーの塩基配列から二次構造を予測し、結合能の評価やターゲット分子と結合する部位を同定する。
シグナリングアプタマー化するには、用いる色素の検討をして修飾する部位をひとつひとつ試していく必要がある。
さらに、より大きな構造変化を起こし高性能なシグナリングアプタマーにするために、相補配列を添加したり、補
助 DNA を組み込んだりして配列を最適化していく必要がある。した後に相補的な配列をアプタマー配列に組み込
む、または補助 DNA として添加する。本工程で得たアプタマーは大きな構造変化が期待できるが、結合部位が覆
われるため結合能が低下する点、さらに結合部位の同定や相補配列の長さの最適化をアプタマーごとに行うために
設計から獲得までに多大な労力と時間を要する点に課題がある。 
本研究では、「構造変化型核酸アプタマー」に着目し、効率よくシグナリングアプタマーを獲得する手法が確立さ
れた。CD スペクトル測定と融解温度測定を行うことで、SELEX で得られた多数の候補配列群の中から構造変化型
の核酸アプタマーを抽出することに成功した。その中でも、特にグアニン四重鎖構造に着目することで三次構造の
推測がしやすく、蛍光色素の修飾部位を用意に決定することができた。本研究では、最も安定性の低かった Apt04 
の両末端に FAM と BHQ を修飾するだけで、シグナリングアプタマー化することに成功した。今後、獲得したシ
グナリングアプタマーを用いてのイメージングや、本手法を他のセレクションで獲得したアプタマーにも適応でき
るかどうかの調査を行っていく必要があると考えている（Analytical Sciences, 35(1), 113 (2019).）。 
 
(6) 構造変化型シグナリング RNAアプタマーの開発と標的 RNA 検出 

RNAは多様な細胞機能を担う生体高分子である。癌やウイルス性疾患では特異的な RNAが高発現しており、内
在性 RNAの選択的検出法の開発は細胞機能解明や疾患診断を行う上で重要な研究課題である。代表的な RNA検出
法のモレキュラービーコン法は高い時空間分解能で内在性 RNA を検出できるが、プローブ設計が困難であり、複
数の蛍光色素の修飾を要するため高価であるという課題を持つ。 
本研究では、迅速かつ安価な RNA 検出法構築を目指し、GFP 蛍光団由来の小分子 DFHBI-1T と結合し蛍光を発
する RNAアプタマー(Broccoli)の利用を着想した。具体的には、標的 RNA結合時のみ Broccoliの立体構造が誘起さ
れ、DFHBI-1Tへの結合能が回復する RNAプローブの作製を試みた。標的 RNA応答機構導入のため Broccoliの立
体構造解析 を行ったところ、Broccoliはグアニン四重鎖構造を挟んでステムループ構造とステム構造を有しており、
末端側のステム構造形成が、DFHBI-1T 認識部位の安定化に寄与していることが示唆された。そこで、末端側のス
テム塩基対の一部を欠損させ、DFHBI-1T を添加しても蛍光を発しない Broccoli の変異配列を作製した。本変異配
列に標的 RNA認識配列を融合、ステム構造の最適化を行い、Broccoliプローブ配列とした。蛍光測定の結果、標的



RNA濃度依存的に蛍光強度が上昇する現象が観測され、標的 RNAを添加しない場合と比べ最大 43倍 蛍光強度が
増大し、40 nM 程度の標的 RNAを検出可能なプローブ開発に成功した。蛍光強度の回復は、標的 RNAとの相補的
結合により Broccoli の高次構造が再構築されることに由来していると考察している。さらに、標的 RNA 認識配列
を変更することで多様な疾患マーカーRNA配列を検出可能であった（RNA, 25, 590-599 (2019).）。本検出法では、既
存の蛍光色素修飾型 RNA検出プローブと比較し、簡便かつ安価に RNA検出プローブを作製できる。また高い応答
能及び感度を有し、疾患診断への貢献が期待できる。 
 
(7) 低分子抗がん剤メトトレキサートに結合する DNA アプタマー群の獲得 

CE-SELEX 法では、非結合性 ssDNA と標的分子に結合した ssDNA を数十 µm 径のキャピラリー内の溶液中に
おける移動速度の違いを用いて分離する。CE は、キャピラリー内で複合体に対して解離方向の推進力を与えるた
め、非結合性 ssDNA を効率良く排除し、結合性 ssDNA を選抜することができる分離手法である。しかし、紫外可
視吸収を検出原理とする CE 分離の場合、光路長となるキャピラリー径が非常に小さいため、標的分子/ssDNA 複
合体のピークの検出感度が低く、特に初期のラウンドにおける複合体ピークの検出は難しい。CE-SELEX 法を利用
してこれまでに低分子化合物、ペプチド、タンパク質等、様々なサイズの標的に対するアプタマーが獲得されてき
たが、低分子化合物を標的としたものは 2 件しか報告が無い。CE-SELEX で低分子化合物結合性アプタマーの選
抜が難しい理由として、上述した検出感度の問題に加え、従来の CE 分離では低分子化合物/ssDNA 複合体と非結
合性 ssDNA の電気泳動移動度の差が非常に小さく、複合体のみの分離が極めて困難であることが挙げられる。 
本研究では、モデル標的分子として抗悪性腫瘍剤で低分子量化合物メトトレキサート（分子量 454.44 g/mol）を
選択し、MACE-SELEX を行った。本研究では、低分子量化合物メトトレキサートを標的分子として MACE-SELEX 
を行い、選抜されたアプタマー候補配列とメトトレキサートの相互作用を ITC で評価した。その結果、3 ラウンド
という低い選抜工程数にもかかわらず、メトトレキサート結合性アプタマーを獲得することに成功し、さらに既報
のメトトレキサート結合性アプタマーよりも 10 倍結合能が高いアプタマーであることがわかった。さらに、同ア
プタマーは、メトトレキサートと類似構造を有する葉酸に対して結合能を示さなかったことから、交差反応性が低
く、メトトレキサートに選択的に結合するアプタマーであることが示唆された。 
 
以上の成果から、MACE-SELEX 法が、可溶性蛋白質、膜タンパク質、低分子などの幅広い標的に対して機能し、
高い結合親和性をもつ DNA アプタマーの獲得が可能であることを明らかとした。このほか、プロテオリポソーム
やエクソソームなどの生体微粒子に MACE 分離が適用可能であることを見出した。 
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