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研究成果の概要（和文）：アプタマーとよばれる核酸は、抗体に代わる次世代技術として、医薬品分野や診断薬
分野などで注目されている。本研究は、アプタマー設計にはじめて計算化学という手法を取り入れ、論理的な観
点から新しいアプタマーを設計する基盤技術の構築を目指したものである。計算と実験の両手法を用いてアプタ
マーの配列の違いやアプタマーに対する化学修飾が、アプタマーの立体構造や標的分子との分子間相互作用にど
のような影響を与えるかを系統的に解析した。本研究により得られた結果はアプタマーの結合の仕組みの理解を
深めるとともに、計算化学に基づき新規アプタマーを設計するうえで重要な指針になったと期待できる。

研究成果の概要（英文）：Aptamers are known to adapt a characteristic conformation and bind to their 
target molecule with high affinity and specificity. Aptamers are potentially useful agents in 
various applications such as diagnostics, therapeutics, and biosensing. This study aimed to 
establish a fundamental technology based on computer simulations for designing new aptamers. We 
experimentally and computationally analyzed the effects of chemical modifications on the 
three-dimensional structures of the aptamers and the molecular interactions between aptamers and 
their target molecules. These results are expected to enhance our understanding of aptamer binding 
mechanisms.

研究分野：計算化学

キーワード： アプタマー　計算化学　分子シミュレーション　分子動力学計算　フラグメント分子軌道計算　核酸　
シミュレーション　分子認識

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
アプタマー開発工程において、これまで研究者の経験に頼るところが大きかった「塩基配列の最適化工程」や
「修飾置換基の導入工程」に対して、本研究の成果は論理的な知見を提供することができる。これにより、アプ
タマーの開発効率を飛躍的に向上させられると期待でき、これまでの方法では実現できなかった画期的なアプタ
マーの開発につながる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 
RNA アプタマーは抗体に代わる次世代技術として、医薬品分野や診断薬分野などで注目されて
いる。RNA アプタマーを実用化するためには化学修飾が必須であるが、どのような修飾をどこに
入れるかは経験と勘に頼っており、新規アプタマーの設計には、多大なコストがかかることが課
題となっていた。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究は、申請者が蓄積してきたアプタマーに対する研究成果をもとに、RNA アプタマーが標
的タンパク質をどのように認識し結合するのか、その分子認識メカニズムを計算化学手法によ
り明らかにする。そして、アプタマー設計に、はじめて計算化学という手法を取り入れ、論理的
な観点から新しい RNA アプタマーを設計する基盤技術の構築を目指すものである。本研究によ
り、論理的根拠に基づいたアプタマーの設計が可能となり、アプタマーの開発効率を飛躍的に向
上させられる。 
 
 
３．研究の方法 
 
分子動力学(MD)計算を用いてアプタマーの動的な立体構造を解析する。さらに、量子化学計算
に基づくフラグメント分子軌道(FMO)計算を用いて、アプタマーと標的分子との相互作用を解析
する。これにより、RNA アプタマーの配列の違いや RNA アプタマーに対する化学修飾が、RNA ア
プタマーの立体構造や標的分子との分子間相互作用にどのような影響を与えるかを系統的に解
析する。 
一方で、表面プラズモン共鳴(SPR)や等温滴定型カロリメトリ(ITC)、NMR を用いた実験的な解
析を行い、アプタマーの結合に伴う相互作用の熱力学的なパラメータや立体構造の解析を行う。
このような実験的な解析により得られた相互作用の熱力学パラメータや立体構造情報と計算化
学により得られる相互作用エネルギーや静電的相補性、アプタマーの構造解析の結果を相補的
に考察し、RNA アプタマーが標的分子をどのように認識し結合するのか、その分子認識メカニズ
ムの理解を目指す。 
 
 
４．研究成果 
 
(1)分子動力学（MD）計算を用いたアプタマーの立体構造の解析 
①RNA 型のアプタマーの立体構造の解析 
抗体の Fc 領域に対して結合する RNA 型のアプタマーの結合に伴う動的な構造変化を構造モチ
ーフごとに解析した結果、stem 領域(図 1b)は、fC23 と A24 のスタッキングが、標的分子と結合
している状態(bound form)でのみ形成されることが分かった。同様に、このアプタマーの特徴的 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1. (a) アプタマーの構造モチーフ.  (b) stem 領域の構造変化. 
(c) base triple 領域の構造変化. (d) bulge 領域の構造変化. 



な立体構造である base triple(図 1c)も、標的分子と結合している状態でのみ形成しているこ
とを明らかとすることができた。さらに、bulge 領域(図 1d)では、G7 と fC8 のスタッキングが、
結合していない状態では、主鎖に対して垂直に位置するが、結合状態では、主鎖に対して平行に
位置していることが分かった。次に、アプタマーの構造の揺らぎを RMSF という指標により解析
した結果、RNA 型のアプタマーは、標的分子との結合に伴い、アプタマー全体の揺らぎが抑制さ
れることが分かった。その中でも特に、結合領域を形成する G7, fC8, fU9 の揺らぎが大きく抑
制されていることを明らかとした。 

 

②変異体アプタマーの立体構造の解析 

抗体の Fc 領域に対して結合する RNA 型オリジナル配列のアプタマー、および 7番目のヌクレ
オチドをグアニン塩基からアデニン塩基に変異させた G7A 変異体アプタマーに対して解析した
結果を示す。500 ns 間の MD 計算を行い、アプタマー構造のダイナミクスを解析した。MD 計算に
よって得られたトラジェクトリーから 500 ns 間の構造の分布を解析した結果、RNA 型オリジナ
ル配列のアプタマーは、G7 ヌクレオチドのリン酸基周辺の主鎖骨格構造が主鎖に対して平行な
構造をとる割合が多いのに対して，G7A 変異体アプタマーは，主鎖に対して垂直な構造をとる割
合が多いことが分かった(図 2)。 
このようなアプタマーの動的な立体構造の解析は、アプタマーの結合に伴うエントロピー変
化の理解につながり、アプタマーの結合性を評価する上で重要な指標となる。 
 

 
(2)量子化学計算を用いたアプタマーと標的タンパク質との分子間相互作用の解析 
 
アプタマーと標的タンパク質との分子間相互作用の解析は、フラグメント分子軌道(FMO)法に
基づく相互作用エネルギーの解析に加え、分子間の静電的な相補性の解析も行った。静電相補性
の解析は、研究分担者の石川が開発した分子間の静電的相補性を視覚的および定量的に解析す
る Visualization of the interfacial electrostatic complementarity (VIINEC) 法を、RNA ア
プタマーと抗体の複合体に適用することで解析した。 
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(Ⅰ) 

図 2. (Ⅰ) G7/A7 ヌクレオチドのリン酸基周辺の構造. (Ⅱ) 時間経過に伴う G7/A7-Lys340 の相互
作用エネルギー変化．(a) RNA 型オリジナル配列のアプタマー．(b) G7A 変異体アプタマー． 

(Ⅱ) 

 
 

図 3.(A)RNA アプタマーと抗体(IgG)の複合体における各分子の等電子密度面． 
(B)等電子密度面における各分子の部分静電ポテンシャルおよび孤立系で計算された各分子の 
静電ポテンシャルを可視化したマップ．赤が負の青が正の静電ポテンシャルを表す． 

RNA型アプタマー キメラ型アプタマー 



図 3 には、VIINEC を RNA 型アプタマーおよびキメラ型アプタマーとその標的タンパク質であ
る抗体(IgG)との複合体に適用した結果を示した。まず Aに、アプタマーと IgG の部分電子密度
が同じになる等電子密度面を示す。VIINEC では、この等電子密度面をアプタマーと標的タンパ
ク質の接触面と定義する。次に、接触面におけるアプタマーおよび標的タンパク質の部分静電ポ
テンシャルを可視化したマップを Bに示す。2つ(上下)を比較し、互いに異符号であれば静電的
な引力相互作用が、互いに同符号であれば静電的な反発相互作用が発生していると考えられる。
RNA 型アプタマーの複合体では、全体の 92.2%が異符号であったため、92.2%の静電的相補性が実
現されていると考えられる。同様に、キメラ型アプタマーの複合体では、88.9%の静電的相補性
が実現されている。また孤立系で計算された静電ポテンシャルを用いた場合、RNA 型アプタマー
では 84.2%、キメラ型アプタマーでは 74.6%の静電的相補性が実現さている。つまり、RNA 型ア
プタマーが標的と結合すると静電的相補性が 8.0%増加するのに対し、キメラ型アプタマーでは
14.4%増加することになり、複合体形成に伴う静電的安定化の度合い(つまり電子的なインディ
ーストフィットの度合い)は、キメラ型アプタマーの方が大きいと言える。一方、複合体におけ
る静電的相補性の値そのものは、RNA 型アプタマーの方が 3.3%大きかったため、この結果のみか
ら各アプタマーの標的親和性の大小を議論するのは難しいが、VIINEC を用いればアプタマーと
標的の相互作用を、視覚的かつ定量的に解析できることが示された。 
このように、VIINEC 法を用いることで、相互作用の解析で一般的に用いられているエネルギ
ーという観点では解析の難しかったアプタマーと標的タンパク質との静電的な相互作用を、静
電的な相補性という新たな視点で解析できるようになった。 
 
 
(3)実験的手法(in vitro)によるアプタマーの立体構造、および相互作用の解析 
 
アプタマーと標的タンパク質との分子間相互作用を、速度論的に解析する表面プラズモン共
鳴装置(SPR)、および熱力学的に解析できる等温滴定型カロリメトリ(ITC)により測定した。図 4
には、アプタマーと標的分子である抗体との相互作用を ITC 解析により解析した結果を示した。
滴定曲線からは、二量体の抗体に二分子のアプタマーが結合し、エンタルピー駆動の相互作用で
あることが明らかとなった。一方で、エントロピーは大きく減少していた。すなわち、大きなエ
ンタルピー変化が、不利なエントロピー変化を補償することによって結合することを意味する。
この結果から、柔軟なアプタマーが induced fit によって標的分子である抗体の立体構造に合
わせるように結合していると示唆される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
In vitro によるアプタマーの立体構造の解析については、高分解能 NMR 分光計を用いてアプ
タマーの塩基対部分のイミノプロトンシグナルの帰属を行うとともに、運動性についての情報
も得た。RNA 型および DNA 型のアプタマーの NOESY スペクトルにおいて、末端ステムの部分の 21
番目の U 残基に由来するイミノプロトンに化学交換シグナルが観測されることから、末端ステ
ムが閉じた構造と開いた構造があることが示唆された。 
 
以上の本研究の研究成果は、アプタマーの結合の仕組みの理解を深めるとともに、計算化学に
基づき新規アプタマーを設計するうえで重要な指針になったと期待できる。 

図 4.ITC data of aptamer binding to hFc1 at 298 K. Left panel shows ITC traces and right panel 
shows integrated heat values. Data were fitted using the one-set of sites binding model. 
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Discovery and Structure-Based Optimization of Novel Atg4B Inhibitors for the Treatment of
Castration-Resistant Prostate Cancer

Journal of Medicinal Chemistry 4878～4892
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