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研究成果の概要（和文）：タンパク質間相互作用（PPI）の研究の重要性は広く認識されており、この極めて多
様で複雑な研究対象に対応できる汎用の研究法の開発が望まれている。本研究では標的タンパク質に結合して関
連するPPIと競合する核酸アプタマーを取得し、標的PPIの可逆的制御法を提案する。取得した核酸アプタマーの
スプリットGFP（モデルタンパク質）の再構成に与える影響を観察した。
アプタマーのKiは、μMオーダーであった。これらのアプタマーは細胞中で発現させ、同じ細胞中に共発現させ
たスプリットGFPの再構成も強く阻害することを確認することができた。この阻害能はアプタマーの相補鎖を導
入することで可逆的に中和することができた。

研究成果の概要（英文）：The importance of studying protein-protein interactions (PPIs) is widely 
recognized, and the development of general methods to address this extremely diverse and complex 
research subject is desired. In this study, we propose a method for the reversible regulation of 
target PPIs by obtaining nucleic acid aptamers that bind to target proteins and compete with related
 PPIs. We monitored the effect of the acquired nucleic acid aptamer on the reconstitution of split 
GFP, which was selected as a model protein.
The Ki of the acquired aptamers were on the order of μM. These aptamers expressed in cells strongly
 inhibited the reconstitution of split GFP coexpressed in the same cells. This inhibitory ability 
could be reversibly neutralized by introducing the complementary strand of the aptamer.

研究分野： 核酸化学、生命分析化学、ケミカルバイオロジー

キーワード： RNAアプタマー　タンパク質間相互作用　PPI　GFP　進化分子工学

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒトの場合、約3万のタンパク質が存在し、その複合体は65万以上と言われているが、その主役である多くのタ
ンパク質は未だその機能が解明されていない。疾病の原因となるタンパク質間相互作用（PPI）が特定できれ
ば、そのPPIを調整することがその治療に繋がるため特定のPPIを阻害するタイプの分子を取得することが殆どの
製薬の目標となっている。核酸アプタマーはいわゆる中分子のサイズであり、小分子にはできない浅く広いPPI
面に結合することが可能である。本研究では試験管中だけでなく細胞中においてもアプタマーで標的PPIを阻害
できたこと、さらに、アプタマーの相補鎖により阻害を中和できることを示すことができた。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

PPIとは、⽣体内のタンパク質分⼦間に起こる相互作⽤の総称である。遺伝⼦発現、シグナル
伝達、輸送、代謝などのほとんどすべての⽣命現象は、細胞内 数万のタンパク質間にはたらく
数⼗万の協調した PPIネットワークによりその恒常性が維持されている。近年になって、その分
⼦機構に関する理解が進み、PPIは新たな創薬の標的として注⽬されている。特定の PPIを⾼感
度にモニターしたり、外部刺激により制御したりすることのできる簡便で汎⽤の⼿法があれば、
PPI研究を⾶躍的に進展させることができる。 
特定の PPIをモニターしたり、阻害したりするために、現在は⽣理活性⼩分⼦やその誘導体、

または抗体などが利⽤されている。⼀般に前者は天然のリード化合物の存在が必須である。分⼦
サイズが⼩さく、鍵と鍵⽳のようなポケットにはまり込むタイプのタイトな相互作⽤であるた
め、誘導体化によりその親和性は容易に失われる。後者の抗体は特異性に優れているが⾼価であ
り、また⾼分⼦であるため細胞内に導⼊して利⽤することは不可能であり、そのアプリケーショ
ンに限界がある。 
核酸アプタマーは、例えば、⼩分⼦、タンパク質、細胞、固体表⾯などの特定の様々な標的に

特異的に結合する数⼗量体の⻑さの１本鎖の DNA、または RNA分⼦である。⼀般には、SELEX
法（systematic evolution of ligands by exponential enrichment、または in vitro selection）により取得
されるので、リード化合物がなくても標的分⼦に対するアプタマーをゼロから得ることができ
る。⼀旦取得され、その塩基配列が確定された後は化学合成により安価に⼤量合成することがで
きる。さらに中分⼦サイズであるので抗体に匹敵する⾼い結合⼒も期待でき、（鍵と鍵⽳ではな
く）⾯と⾯との相互作⽤である PPIにはたらきかける（競合する）分⼦として極めて適している。
これまでのアンチセンス法などの研究により酵素耐性の⾼い⼈⼯DNAやその細胞内導⼊法など
の技術が確⽴されており、さまざまな⽬的に応じて細胞内での研究に利⽤することも可能であ
る。 
 
２．研究の目的 
本研究では標的タンパク質に結合して

関連する PPI と競合する核酸アプタマー
を独⾃の⼿法で選択的に取得し、そのア
プタマーを⽤いた標的 PPI の新規 a）モ
ニタリング、および b）可逆的制御法を提
案する。 
はじめに、標的タンパク質に結合して

当該 PPI と競合する核酸アプタマーを選
択的に取得する。このアプタマーに様々
な化学修飾を施して、a）PPI の結果とし
てシグナルを発するような⼯夫を施した
分析システム、および b）外部刺激によっ
て PPIを可逆的に制御できるシステムを構築する（図１）。ある PPIのプレイヤーであるタンパ
ク質（PB）と、それと競合する核酸アプタマー（DApt）（またはその相補鎖 cDApt）を利⽤するが、
そのどちらを“⼊⼒”要素ととらえるかによって（親和性に関して多少のチューニングが必要では
あるが）それぞれ PPI分析系と PPI制御系の両⽅を構築することが可能となる。 
核酸アプタマーには、その他の分⼦基体にはない、以下のようなたいへん優れた特⻑がある。

すなわち、１．取得した時点でその特異的中和剤（= 相補鎖）の合成に必要な配列情報を⼊⼿で
きる。しかも、２．その中和能は相補鎖の塩基配列を１塩基単位で（⻑さ調整、ミスマッチ導⼊
など）変更することで合理的に微調整することが可能である。３．SELEX 法は⽬的に合わせた
カスタマイズが可能であり、適切なカウンターセレクションや排除認識（掻き出し）操作を組込
むと特定のタンパク質を認識しない、あるいは競合するアプタマーを選択的に取得することが

図１ PPI と競合するアプタマーを⽤いた PPI 分析・制
御 PPI の結果リリースするアプタマーDApt を⽤いた発
シグナル系（a: PPI 分析）を、また DApt（またはその相
補鎖）により PPI を制御できる系（b: PPI 制御）を構築
する 



 

 

できる。また、核酸（特に DNA）は化学合成法が確⽴され、また化学的に安定なので ４．機能
分⼦を化学修飾してアプタマーの機能を様々に拡張でき、ヌクレアーゼ耐性はもちろん、刺激応
答性など多様な⼈⼯機能を付与することができる。本研究は、上記の核酸アプタマーの特⻑すべ
てを活⽤して⾏う PPI解明に向けた化学的アプローチであり、安価でしかも汎⽤性が⾼く、その
有効性を⽰すことができれば、PPI研究に多⼤に貢献することになる。 
 
３．研究の方法 
モデルタンパクとして緑⾊蛍光タンパク質（GFP）を⽤いた。GFPは 11の βシートからなる

バレル構造をとることがわかっているが、1-10と 11番⽬の βシートの間で分断したスプリット
GFP（それぞれ β1-10、β11）の再構成を PPIのモデルとして使⽤した。PPI、すなわち β1-10/β11の再
構成をその蛍光強度によりモニタすることが可能であるので、取得したアプタマーの PPI に与
える影響を溶液の蛍光強度から容易にモニターすることができる。 
スプリット GFPを東京⼤学の⼩澤岳昌 教授からプラスミドとして提供していただいた。この

プラスミドから β1-10と β11の発現、精製を⾏ったが、⼩さい⽅のフラグメントである β11に関し
ては実験に⼗分な量を上⼿く単離精製することができなかったので、化学合成を⾏うこととし
た。⿃取⼤学の櫻井敏彦 准教授（現 近畿⼤教授）の協⼒を得て β11を合成していただき、実験
に必要なスプリット GFP ペアである β1-10および β11を準備することができた。これらのタンパ
ク質、またはペプチドフラグメント末端にはあらかじめ FLAGタグを導⼊しており、SELEX担
体への固定化のために利⽤した。 
取得した RNAアプタマー候補の評価は、再構成 GFPの蛍光強度を観察することで⾏なった。

⼀定濃度の β1-10と β11を含む溶液に対して、取得したアプタマー候補を順次添加し、溶液の蛍光
強度を測定した。⼀つの結合サイトへの競争反応（β11に対する β1-10と RNAアプタマーの競争）
を仮定して、アプタマーの結合親和性を GFP再構成の阻害定数、Kiとして、再構成の EC50と Kd
の値を⽤いて Chen-Prusoffの式へのカーブフィッティングにより算出した。また、アプタマーの
相補配列を利⽤して PPI阻害の中和（阻害）が可能かについても検討を⾏った。さらに、β11、β1-
10、および RNAアプタマーをプラスミドを⽤いて HEK293Tにコトランスフェクトし、細胞中に
おいてもける GFP 再構成 PPI の阻害を検討した。細胞が発する蛍光強度をアプタマーの代わり
にスクランブル配列を導⼊した系と⽐較することで評価した。 

 
４．研究成果 

20量体の RNAランダムライブラリーを利⽤してスプリット GFPのいずれか⽚⽅を固定化し
た担体を使⽤して標準的な SELEX を⾏なった。はじめに、β1-10に結合する RNA アプタマーの
取得を⽬指して実験を開始した。当初は競争反応を利⽤した汎⽤性の⾼い⼿法により⽬的の
RNA アプタマーを取得しようと考えていた。すなわち、タンパク質の広⼤な表⾯の⼀部に結合
するアプタマーが、必ずしも標的としている PPIを阻害する保証はないが、当該 PPI反応により
追い出される RNA はまさに着⽬している PPI ⾯に結合するものである可能性が⾼いからであ
る。具体的には、β1-10に結合した RNA群の中から β11によって競争的に解離する RNAのみを選
択的に取得する計画で実験を⾏なった。しかしながら、SELEX により β1-10に結合する RNA プ
ールを得ることができたが、RNA–β1-10固定化担体複合体に⾼濃度の β11を添加しても RNAはほ
とんど解離することはなかった。そもそも、ここで使⽤している GFP はその分⼦量が⼤きくな
く、β11と β1-10の PPIの親和性に結合した RNAを掻き出せる（競争的に脱離させる）程の強度が
なかったと考えた。また、β11–β1-10間の PPI、すなわち GFP再構成反応の速度が⾮常に遅いこと
もこの実験を実⾏上困難なものにしていた。 
次に、⽅針を変え、β11に対する RNA アプタマーを取得することにした。β11は分⼦量が⼩さ

いため、これに結合する恐らく全てのアプタマーはその PPI、すなわち GFP再構成を阻害すると
考えた。SELEXの結果、RNAプールは数種類のシーケンスに収束した。これらの RNA共存下
において蛍光を観測することで、アプタマーのスプリット GFP の再構成 PPI に与える影響を観
察したところ、幾つかの RNAは再構成を阻害することが明らかになった。すなわち、これらの
RNAはアプタマーとして機能し、β11と β1-10の再結合を競争的に阻害していることが明らかにな
った。得られた３種類の RNAアプタマーApt1-3のシークエンス、予測される⼆次構造、および



 

 

再構成後の GFPの蛍光強度を図２に⽰す。このうち、Apt2と Apt3はそのシークエンスにかな
りの共通性があった。また、３者ともに共通した部分構造を有しており、このことはこれら３つ
のアプタマーが共通して β11 に結合する性質をもつことを⽰唆している。次に、蛍光滴定実験、
すなわちこれら３種のRNAアプタマー添加に伴うGFP蛍光強度の減少から 50%効果濃度EC50、
および阻害定数 Kiを求めた結果、Apt1、Apt2、および Apt3について、それぞれ 4.5、6.1、17 μM
であった（図３）。 

 
 

 
 
図２ GFP 再構成阻害実験 A 得られた３種の RNA アプタマーのシークエンス. B アプタマ
ーの⼆次構造予測（Centroid-fold）; ⾚: Watson-Crick 塩基対, ⻘: Wobble ペア. C 再構成 GFP の
蛍光強度; β11: 0.685 μM, β1-10: 0.0685 μM, Apt1-3: 6.87 μM, n = 3 

 

 

 

図３ RNA アプターによる GFP 再構成の阻害実験 Apt1-3 添加に伴う GFP の蛍光をモニタ
ーすることで、その EC50 より Cheng-Prusoff 式にフィッティングして Ki を算出した。n = 3 

 

 

取得した RNA アプタマーを使⽤した GFP 再構成 PPI の阻害を細胞中においても検討した。
すなわち、β11と β1-10に加え、さらにアプタマーの３者をプラスミドを⽤いて HEK293T にコト
ランスフェクトしてそれぞれの細胞溶解液の蛍光強度を観察した。アプタマーのスクランブル
配列と⽐較して取得したうち２種類のアプタマーについては再構成 GFPからの発光強度を 40%
以下にまで抑制することが分かった（図４）。この阻害効果は可逆的であり、アプタマーApt1の
相補鎖 cApt1を導⼊することで解除できることを確認することができた（図５）。 
研究期間終了には間に合わなかったが、PPIの外部刺激（光）による制御を⽬指して得られた

RNAアプタマーの末端へのアントラセンの化学修飾に取り組んでいる。アプタマー末端の 20量



 

 

体を化学合成し末端にアミノ基を導⼊した。アントラセンカルボン酸の活性エステルとのカッ
プリング反応によりアントラセンを修飾した。残りのアプタマーシークエンスは酵素合成し、両
者を T4 リガーゼでライゲーションすることにより⽬的とするアントラセン修飾 RNA アプタマ
ーを調製する計画である。アプタマーの機能を阻害する相補鎖末端にもアントラセンを導⼊し、
⽣じる⼆本鎖末端のアントラセンを光⼆量化させることができる。これは分⼦間の⼆本鎖を分
⼦内⼆本鎖に変換したことになる。分⼦内の⼆本鎖は分⼦間に⽐べて著しく安定であるので、標
的 PPIがアプタマーと競争的に進⾏する条件下では、PPIを光で制御することができる。 

 
 

 
 
図４ Apt1およびApt2を⽤いた細胞中での GFP 再構成阻害 A 細胞実験スキーム. B Apt1, Apt2, 
およびスクランブル RNA を発現する細胞（細胞溶解液）における GFP の蛍光強度 

 

 

 
図５ Apt1の相補鎖 cApt1を⽤いたアプタマー機能の中和実験 
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