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研究成果の概要（和文）：薬物包摂人工核酸アプタマーを改変設計することによって、環境に応

じて薬物を包摂・放出するインテリジェント核酸の作製を行った。さらに、酵素的ポストモデ

ィフィケーションにより、ポリメラーゼ反応による修飾ヌクレオチドの導入を行った。担持ヌ

クレオチドの末端配列や修飾ヌクレオシド三リン酸の化学構造によって導入効率が有意に変化

したが、用いるポリメラーゼを改変することにより、ある程度の改善が確認された。 
 
研究成果の概要（英文）：Intelligent nucleic acids that can release/capture particular drug 
depending on the condition were created by designing and modifying drug-binding aptamers. 
Moreover, modified nucleotides were enzymatically incorporated to them by the 
post-modification method. The incorporation efficiencies were varied significantly 
depending on sequences around 3’-end of oligonucleotides tethered and chemical 
structures of modified nucleotides incorporated, which could be improved to some extent, 
by use of genetically modified polymerases. 
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１．研究開始当初の背景 
DNA や RNA などの核酸はその配列によって、
抗体のように特定の物質を特異的に認識し
結合する機能をもつもの(DNA アプタマー，ア
プタマー)や、酵素のように特定の反応を触
媒する機能をもつもの(DNA ザイム，リボザイ
ム)がある。また、核酸分子には、塩の種類

や僅かな pH の違いで、その立体構造(コンフ
ォメーション)を大きく変えるものも知られ
ている。これらの配列をうまく繋ぎ合わせた
り、細胞表面に存在するレセプターに特異的
に結合するリガンド分子を修飾したりする
ことにより、核酸分子の取り巻く環境に応じ
て活性制御ができる核酸分子を人為的に設

機関番号：１２３０１ 

研究種目：若手研究（Ｂ） 

研究期間：２００９～２０１０ 

課題番号：２１７１０２２１ 

研究課題名（和文）インテリジェント核酸の段階的被覆法による環境応答型薬物ナノキャリア

の設計と創製 

研究課題名（英文）Design and creation of condition-responsive nano-drug-carriers 

involving by the step-wise construction method using intelligent nucleic acids  

 

研究代表者 

桑原 正靖（KUWAHARA MASAYASU） 

群馬大学・大学院工学研究科・准教授 

 研究者番号：４０３３４１３０ 



計し創出することが可能である。例えば、ア
プタマーとリボザイムを組み合わせたアプ
タザイムと呼ばれる核酸分子は、あるリガン
ドが結合すると触媒活性が誘起され、自己切
断反応を生じるというスイッチ機能をもつ。
このように機能の異なる複数の核酸分子を
組み合わせることによって、インテリジェン
ト核酸を作製できるのは、塩基対形成などに
基づく二次構造予測によって大まかな分子
設計の指針を策定できるからである。これは
他の分子にはない核酸ならではの特長であ
る。現在、ナノバイオセンシングなどへの応
用を指向したインテリジェント核酸の研究
開発が国内外で精力的に進められており、新
規機能性材料としての核酸分子の可能性が
模索されている。本研究では、これまでの研
究で創出した薬物包摂人工核酸アプタマー
のインテリジェント化をベースとして、新し
いタイプの薬物キャリアを設計・創製する方
法を検討した。 
 
 
２．研究の目的 
人工核酸分子の機能の拡張性と構造設計の
簡素さに着眼し、独自に開発した薬物包摂人
工核酸アプタマーを改変設計することによ
って、薬物を環境に応じて包摂したり放出し
たりするようなインテリジェント核酸を作
製する。さらに、それをナノ担体表面に、段
階的に被覆することによって、環境応答型薬
物ナノキャリアの創製を行う。センシング機
能(環境応答性)と薬物の包摂・放出機能を併
せもつインテリジェント核酸を分子パーツ
に用いた環境応答型薬物ナノキャリアは、薬
物送達の時空間的精密制御システム構築へ
の展開応用が期待される。 
 
 
３．研究の方法 
薬物としてサリドマイド誘導体を修飾した
種々の薬物担体と、最小化したサリドマイド
包摂人工核酸アプタマーを直列に繋いだ連
結アプタマーを作製した。それらの親和性を
測定することによって、安定な複合体を形成
する薬物担体を選び、さらに構造や作製法の
最適化を行った。同様に抗がん剤であるカン
プトテシン誘導体についても独自のセレク
ション系を用いて薬物包摂人工核酸の作製
を行った。この工程では、市販のカンプトテ
シンを原料として 7 位置換誘導体を合成し、
これを担持したゲルを用いてカンプトテシ
ン包摂人工核酸アプタマーの選別を行った。
またライブラリには、プライマー部位とラン
ダム配列部位とを合わせて～70 塩基程度の
長さのものを用いた。薬物担体と作製したイ
ンテリジェント核酸との結合親和性は、表面
プラズモン共鳴法および蛍光滴定法によっ

て測定した。作製した薬物キャリアのポスト
モディフィケーションによる段階的被覆工
程では、ターミナルデオキシヌクレオチジル
トランスフェラーゼ（TdT）や遺伝子工学的
に改変した耐熱性 DNAポリメラーゼなどの酵
素と、糖部位および塩基部位に修飾基をもつ
ヌクレオシド三リン酸アナログとを用いて
行った。 
 
 
４．研究成果 
薬物担体に用いるアプタマーとして、サリド
マイド誘導体を包摂するものの他に、カンプ
トテシン誘導体を包摂するものを作製した。
サリドマイド誘導体およびカンプトテシン
誘導体は、市販のヒドロキシフタル酸無水物
およびカンプトテシンから、それぞれ 5～6
段階の反応で得ることができた。カンプトテ
シン結合アプタマーは、アフィニティゲルを
用いた試験管内選択法(ランダムスクリーニ
ング法)によって、天然型の DNA ライブラリ
および修飾型の人工核酸ライブラリからそ
れぞれ得られた(図 1)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 カンプトテシン誘導体包摂アプタマー

のスクリーニング 
 
 
配列解析により、得られた核酸アプタマーの
多くがグアニン塩基を多く含むものである
ことが分かった(図 2)。また、表面プラズモ
ン共鳴法等による測定より、それらのアプタ
マーの標的分子に対する結合親和性(Kd)は、
概ね 1μM であった。得られた薬物包摂アプ
タマー(サリドマイド誘導体，カンプトテシ
ン誘導体)について、二次構造予測に基づく
配列の組換えによって与えられたいくつか
の連結アプタマーの候補の中から、連結で結
合活性が損なわれずに保持され、且つ、酸性
条件下において有意に結合活性が低下する
ものを選び出した。さらに、それらをキャリ
ア担体に担持させた後、薬物キャリアのヌク
レアーゼ耐性等の向上や機能拡張を狙って、
酵素的ポストモディフィケーションにより、
ポリメラーゼ反応による修飾ヌクレオチド
の導入を行った。担持ヌクレオチドの末端配
列や修飾ヌクレオシド三リン酸の化学構造
によって導入効率が有意に変化することが



判ったが、用いるポリメラーゼを改変するこ
とにより、ある程度改善されることが確認さ
れた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 カンプトテシン誘導体包摂アプタマー

の配列解析 
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