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研究成果の概要（和文）：私たちは，試験管内分子進化法（SELEX法）を用いて，繊維芽細胞増殖因子FGF5に結
合するアプタマーの取得に成功し，このアプタマーは，FGF5に対して特異的に，そして強固に結合することを明
らかにした．そこで，FGF5とアプタマーの相互作用を原子座標レベルで明らかにすることを目的として，短鎖化
した変異体を作成した．その結果，アプタマーを42残基まで短くすることに成功し，FGF5の結合活性を保持する
ことを確認した．さらにNMR解析により，アプタマーは2つのステム・ループ構造と多岐ループを持つことを明ら
かにした．また，従来法より効率よくアプタマーを取得する方法を確立した．

研究成果の概要（英文）：We successfully obtained aptamers that bind to the fibroblast growth factor 
5 (FGF5) using Systematic Evolution of Ligands by EXponential enrichment (SELEX) method and find 
that the aptamer specifically and tightly binds to FGF5. To reveal the interaction between FGF5 and 
aptamer at the atomic coordinate level, we synthesized deletion mutants. As a result, we succeeded 
in shortening the aptamer to 42 residues and confirmed that it retained FGF5 binding activity. NMR 
analysis of the mutant revealed that the aptamer has two stem-loop structures and a multi-branched 
loop. We also established a method to obtain aptamers more efficiently than conventional methods.

研究分野： 構造生物学

キーワード： アプタマー　線維芽細胞増殖因子　構造解析　物理化学的解析　FGF

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
アプタマーとよばれる核酸は，標的タンパク質に特異的に結合し，その機能を阻害することから，医薬品として
の開発が行われている．アプタマー医薬品は，低分子製剤のように化学合成でき，抗体医薬品のように特異性が
高いことから副作用が少ない次世代型分子標的薬として注目されている．本研究では，脱毛および血管新生に関
わるFGF5タンパク質に結合するアプタマーの短鎖化に成功した．また，効率よくアプタマーを取得する方法を確
立した．今後，アプタマーとFGF5の相互作用機序が明らかになれば，さらに効率よくアプタマー医薬品を開発で
きるようになることが期待される．

※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（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
(1) 線維芽細胞増殖因子（FGF）は，様々な細胞や組織の増殖や分化の過程において重要な役割
を担う成長因子であり，血管新生，創傷治癒，胚発生などを促進する働きを持つことが知られて
いる．ヒトでは 22 種類の FGF が同定されており，そのうち 15 種類が FGF 受容体（FGFR）に作
用すると考えられている．一方， FGFR には 7種類のタンパク質がある．細胞特異的な FGF の作
用発現のためにはそれぞれ異なるシグナル伝達を担う FGFR が存在し，それぞれの FGF と FGFR
は特異的に相互作用すると考えられている．これまでに，FGF の一つである FGF2 と，その主な
受容体である FGFR1c の複合体の結晶構造が明らかとなっており，FGF2 と FGFR1c の原子座標レ
ベルでの相互作用が明らかとなっている． 
 
(2) 毛は生えて抜け落ちるサイクルを繰り返しており，これは毛周期とよばれている．本研究
で着目している FGF5 は，毛周期の成長期の終わりに発現し，毛乳頭細胞にある FGFR1c に結合し
て，退行期への移行を促進することが明らかとなっている．FGF5 は，病気との関りが少ないと
考えられてきたため，他の FGF に比べて研究の報告は少なかった．しかし近年，FGF2 と同様に
FGF5 が血管新生を促進することが報告され，様々な病気に関与することが示唆されている．こ
れまで， FGF5 は構造が不安定であり，調製が容易ではなかったため，立体構造は明らかとなっ
ていない． 
 
(3) アプタマーとよばれる核酸は，標的タンパク質に特異的に結合し，その機能を阻害するこ
とから，医薬品としての開発が行われている．アプタマー医薬品は，低分子製剤のように化学合
成でき，抗体医薬品のように特異性が高いことから副作用が少ない次世代型分子標的薬として
注目されている．アプタマー医薬品の開発をリードするリボミック社では，FGF2 を標的とした
アプタマーが開発されており，加齢黄斑変性症の治療薬として，phase 1/2a の臨床試験をクリ
アしている．私たちは，JST のマッチングプランナープログラムおよび A-Step（機能検証フェー
ズ）の研究資金の援助を受け， FGF5 に強く結合するアプタマーの取得に成功し（解離定数 Kd = 
約 0.1 nM），このアプタマーが非常に高い特異性を有し，FGF5 以外の FGF，例えば FGF2 には結
合しないことを明らかにした．また，アプタマーが FGF5 による NIH3T3 細胞の増殖を阻害するこ
とを確認した．このアプタマーは，今後，アドバンジェン社において育毛剤としての開発が進め
られている． 
 
２．研究の目的 
(1) これまで FGF5 についての研究は多くなく，FGF5 がどのように FGFR と相互作用するのかは
明らかになっていない．そこで，FGF5 と FGFR の原子座標レベルでの相互作用が明らかにするこ
とを目的とした． 
 
(2) 本研究では，育毛剤の開発研究ではなく，基礎研究として，このアプタマーが FGF5 に対し
て非常に高い親和性と特異性を有する理由を明らかにしたいと考えた．そこで，アプタマーは
FGF とどのように特異的に結合し，FGF5 と FGFR の相互作用を阻害するのかを明らかにすること
を目的とした．FGF5 と FGF2 に結合するアプタマーの相互作用の比較により，アプタマー医薬品
の開発に有用な情報が得られることが期待される． 
 
３．研究の方法 
(1) FGF5 については，大腸菌を用いた発現系により大
量調製した．FGFR1c については，哺乳細胞を用いた
Gibco Expi293 Expression System により調製した．
FGF5 と FGFR1c の複合体を形成させた後，様々な条件で
結晶化を行った． 
 

(2) アプタマーを T7 RNA ポリメラーゼを用いた in 
vitro 転写反応によって大量調製した．さらに，アプタ
マーと FGF5 の複合体を形成させた後，様々な条件で結
晶化を行った．また，運動性が高い場合，アプタマーと
タンパク質の複合体の結晶化は容易ではないことが予
想されたので，アプタマーの短鎖化を行った．短鎖化し
たアプタマーの FGF5 との親和性については，表面プラ
ズモン共鳴（SPR）によって解析した．また，アプタマ
ーについては，NMR によって二次構造の解析を行った． 
 
(3)  本研究では，FGF5 の調製のためにβ-1,3-グルカ 図 1 GRP を用いたアプタマーの取得 



ン認識タンパク質(GRP)タグとカードランビーズを用いた独自の技術を利用しているが，この
GRP タグを標的タンパク質に結合させる系を用いて，新しいアプタマーの作成を試みた（図 1）．
すでにアプタマーの取得に成功している急性骨髄性白血病の原因タンパク質 AML1 の RUNT ドメ
イン（AML_RD）の N 末端に GRP タグを付加し，それをカードランビーズに固定化した．40 残基
のランダム配列を含む鋳型 DNA から調製した RNA プールを用いて SELEX (Systematic Evolution 
of Ligands by EXponential enrichment)実験を行った．8ラウンドの SELEX 実験の後，次世代
シーケンサー，SPR などを用いて，アプタマーを分析した． 
 
４．研究成果 
(1) FGF5 と FGFR1c の複合体を形成させた後，様々な条件で結晶化を試みたが，結晶は得られ
なかった．また，アプタマーと FGF5 の複合体についても，様々な条件で結晶化を試みたが．結
晶は得られなかった． 
 
(2) 結晶化のためには，アプタマーを短鎖化することが有効であると考え，SELEX 実験により
得られた複数のアプタマーの配列を比較し，それらの配列を組み合わせてキメラ型のアプタマ
ーを作成し，さらにそれを短鎖化した変異体を作成した．その結果，FGF5 との結合活性を保持
したまま，アプタマーを 43 残基まで短くすることに成功した（図 2a）．また，短鎖化の際に，
アプタマーの多岐ループが FGF5 結合能に重要であり，3つのステムは，直接 FGF5 との結合に関
わっていないことが示唆された．そこで，3つのステム部分を DNA に置換し，末端ループを非常
に安定な GAA ループに置換し，43 残基まで短くした DNA/RNA キメラ型のアプタマーを化学合成
した（図 2b）．SPR を用いて，この DNA/RNA キメラ型のアプタマーも FGF5 との結合能を保持する
ことを確認した．RNA に比べて DNA は安価であるため，DNA への置換によって，アプタマーの合
成コストを半額以下にすることに成功した．さらに，血清中における安定性を調べたところ，
DNA/RNA キメラ型のアプタマーのヌクレアーゼ耐性は大幅に上昇し，アプタマーを薬剤として応
用する際の有用な情報が得られた． 
 
(a)                                           (b) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2  アプタマーの二次構造．(a)43 残基の短鎖化アプタマー．(b)42 残基の DNA/RNA キメラ型
アプタマー．黒字は RNA，青字は 2’-F 修飾，赤の小文字は DNA を示す． 
 

(3) NMR を用いて，DNA/RNA キメラ型のアプタマーのイミノプロトンスペクトルを解析した．イ
ミノプロトンは易動性のプロトンであり，塩基対を形成した際に観測されることから，予想通り，
2つのステム・ループ構造と多岐ループを持つことを確認した．また，非常に安定な GAA ループ
に特徴的な NMR シグナルについても確認することができた．一方で，内部ループに由来する非易
動性プロトンのシグナルについてはブロードであったことから，内部ループ部分が柔軟な構造
であり，多形であることが示唆された．今後は，内部ループの安定化を試みたり，FGF5 との安
定な複合体の形成を試みたりすることによって，アプタマーと FGF5 の相互作用メカニズムが明
らかになることが期待される． 
 
(4) GRP タグを付加した AML1_RD に対して SELEX 実験を行ったところ，非常に結合力が強いア
プタマーを取得することができた．一般的に使用されているヒスチジン(His)タグとニッケルビ
ーズを用いた SELEX と同様にアプタマーを取得することができることを明らかにした．また，
His タグとニッケルビーズを用いたシステムでは，His タグの部分に結合するアプタマーが取得
されることがあるという欠点が報告されているが，GRP タグはマイナスの表面電荷を有するため，
非特異的な核酸の結合が起きにくいことが考えらえる．GRP タグが RNA と競合的にはたらくこと
によって，標的タンパク質に対する RNA の非特異的な結合を抑制することが期待される．今後，
GRP タグとカードランビーズのシステムを利用することによって，効率的にアプタマーが取得さ
れることが期待される． 
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