
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６２２

基盤研究(C)

2013～2011

アプタマーによるペプチドホルモンオキシトシン高感度測定法の構築とその臨床応用

Development of high sensitivity assay for oxytocin, peptide hormone, and its clinica
l application utilizing aptamer

４０３３８５３８研究者番号：

佐野　佳弘（SANO, Yoshihiro）

昭和大学・薬学部・講師

研究期間：

２３５９０６９０

平成 年 月 日現在２６   ６   ３

円     4,000,000 、（間接経費） 円     1,200,000

研究成果の概要（和文）：アプタマーとは１本鎖DNAまたはRNAで構成され、特異的な立体構造の形成により特定の物質
に親和性を示す。本研究では、自閉症スペクトラムに関連するペプチドホルモンであるオキシトシンの高感度測定法の
開発をアプタマーにより検討した。オキシトシンに反応するアプタマーの創製をRNAとDNAにより検討した結果、数種の
アプタマーを明らかにした。現在、アプタマーとオキシトシンの親和性評価を行っている。

研究成果の概要（英文）：Aptamers are single strand DNA and RNA oligonucleotides binding to their target wi
th high affinity by three-dimensional conformation of aptamers. In this study, we report development of th
e high sensitively assay utilizing the aptamer for oxytocin, is associated to autism spectrum. As a result
, various aptamers for oxytocin were generated by using RNA and DNA on SELEX. Those aptamers for oxytocin 
have checked to evaluate the affinity with oxytocin.
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１．研究開始当初の背景 
 
近年、 “幸せホルモン”として一般に広く
知られているオキシトシンは人と人の信頼
関係に関わる分子として注目されている。オ
キシトシンは、9つのアミノ酸からなり C末
端のアミド化、2つの Cysによる内部環状構
造の形成といった独特な構造を有するペプ
チドホルモンである（図 1）。また、以前より
子宮筋収縮や乳汁の分泌促進機能が知られ
ている。しかし、最近では精神科医療領域に
おいて、自閉症スペクトルに、特にアスペル
ガー症候群との関連性が示唆されており勢 

力的に研究が行われている。当研究室におい
てもオキシトシンの血中濃度と子供の発育
に関する研究のためにイムノアッセイの構
築を検討している。しかし、ペプチドなどの
低分子における競合イムノアッセイは、抗体
の親和性や特異性が測定に大きく影響する
ため充分な特性を示す抗体を得ることが難
しい。そこで、これらの問題点を解決するた
めにアプタマーに着目した。アプタマーは、
１本鎖DNAまたはRNAで構成される核酸分
子であり、独特な立体構造の形成により特定
の物質に親和性を示す。また、その親和性や
特異性は高く抗体に匹敵するといわれてい
る。さらに、抗体にない特徴として幅広い温
度や溶液下で安定であること、免疫動物を用
いないので in vitroでの合成が可能であるこ
と、免疫寛容がないことなどの利点が挙げら
れる。これらの抗体と異なる特性を有するア
プタマーは、SELEX (Systematic evolution 
of ligands by exponential enrichment) によ
って創製することができる。（図２）この
SELEX技術は、1990年に Tuerkと Goldら
のグループ、Ellington と Szostak らのグル
ープによりそれぞれ開発され報告された。以 

後様々なアプタマーが発表されているが、そ
の中でも特に有名なアプタマーとしてトロ
ンビンアプタマーがある。このアプタマーは
Gと Tのみの 15塩基の DNAアプタマーで
あり、トロンビンに結合することで、その凝
固作用を阻害する。また、2004 年には加齢
黄斑変性症治療薬として、世界初の RNA ア

プタマー医薬「Macugen」もアメリカで承認
されており、アプタマーが今後抗体に代わる
診断や治療のためのツールとして期待され
ている。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、自閉症スペクトラムとの関連が
示唆されているオキシトシンの高感度測定
法の開発をアプタマーにより検討する。 
 
３．研究の方法 
 
（１）オキシトシン反応性 RNA アプタマーの
検討 
 
5’末端に 20 塩基と 3’末端に 24 塩基のプ
ライマー領域を設定し、その間に 30 塩基の
ランダム配列からなる RNA ライブラリー
（BANK RNA）を用いて SELEX を行った。RNA
を加温して立体構造を形成させた後オキシ
トシンと室温で反応させることで RNA-オキ
シトシン複合体とし、その複合体から RNA を
遊離させて回収した。次に得られた RNA を
RT-PCR により増幅後、T7 RNA ポリメラーゼ
による転写反応を行った。この一連の操作を
1 ラウンド、ここで得られた RNA を
Generation 1 RNA (G1 RNA) とし、次のラウ
ンドを開始するための RNA とする。また同様
に 2ラウンド目、3ラウンド目に得られた RNA
をそれぞれ G2 RNA、G3 RNA とした。このラ
ウンドを重ねる毎に反応条件を厳しくする
ことでオキシトシンに親和性を示すRNAを選
別した。オキシトシンとの親和性が確認でき
たラウンドで SELEX は終了し、得られた最終
ラウンドの PCR産物を TAクローニングした。
次に、得られた単一クローン（プラスミド）
を調製し塩基配列を決定した。続いて、決定
した塩基配列の相同性や類似性を解析し親
和性評価に用いるアプタマーを選択した。ア
プタマーのオキシトシンに対する親和性評
価は、ゲルシフトアッセイにより検討した。 
 
（２）オキシトシン反応性 DNA アプタマーの
検討 
 
（１）オキシトシン反応性 RNA アプタマーの
検討で用いた RNA ライブラリー（BANK RNA）
を RT-PCR により増幅し、ssDNA（sense 鎖 DNA
のみ）を回収した。そして、この ssDNA を
DNA BANK として SELEX を行った。ssDNA を加
温して立体構造を形成させた後オキシトシ
ンと室温で反応させることで ssDNA -オキシ
トシン複合体とし、その複合体から ssDNA を
遊離させて回収した。次に得られた ssDNA を
非対称 PCR（Asymmetric PCR）により増幅後、
ssDNA（sense 鎖 DNA のみ）を回収した。この
一連の操作を 1 ラウンド、ここで得られた
ssDNAを Generation 1 ssDNA (G1 DNA) とし、
次のラウンドを開始するためのssDNAとする。

図１ オキシトシンの構造
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図２ SELEXの概要
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また同様に 2 ラウンド目、3 ラウンド目に得
られた ssDNA をそれぞれ G2 DNA、G3 DNA と
した。このラウンドを重ねる毎に反応条件を
厳しくすることでオキシトシンに親和性を
示す ssDNA を選別した。オキシトシンとの親
和性が確認できたラウンドでSELEXは終了し、
得られた最終ラウンドの PCR 産物を TA クロ
ーニングした。次に、得られた単一クローン
（プラスミド）を調製し塩基配列を決定した。
続いて、決定した塩基配列の相同性や類似性
を解析し親和性評価に用いるアプタマーを
選択した。アプタマーのオキシトシンに対す
る親和性評価は、Dot blot 解析により検討し
た。（図３） 

 
（３）オキシトシン反応性 DNA アプタマー
（FluMag-SELEX）の検討 
 
5’末端に 18 塩基と 3’末端に 18 塩基のプ
ライマー領域を設定し、その間に 61 塩基の
ランダム配列からなる ssDNA ライブラリー
（BANK DNA）をスタートとした。加温して立
体構造を形成させたssDNAをオキシトシンと
室温で反応させることで ssDNA -オキシトシ
ン複合体とし、その複合体から ssDNA を遊離
させて回収した。次に得られた ssDNA を PCR
により増幅後（Forward Primer の 5’末端に
は Fluoresceine を付加している）、変性ポリ
アクリルアミドゲル電気泳動により ssDNA
（sense 鎖 DNA のみ）を切り出し、蛍光バン
ドをゲルから回収した。回収した ssDNA は、
蛍光測定し各ラウンドの結果として評価し
た。この一連の操作を 1ラウンド、ここで得
られた ssDNA を R1 DNA とし、次のラウンド
を開始するための ssDNA とする。また同様に
2ラウンド目、3ラウンド目に得られた ssDNA
をそれぞれ R2 DNA、R3 DNA とした。このラ
ウンドを重ねることでオキシトシンに親和
性を示す ssDNA を選別した。オキシトシンと
の親和性が確認できたラウンドでSELEXは終
了し、得られた最終ラウンドの PCR 産物を TA
クローニングした。次に、得られた単一クロ
ーン（プラスミド）を調製し塩基配列を決定
した。続いて、決定した塩基配列の相同性や
類似性を解析し親和性評価に用いるアプタ
マーを選択した。 
 

４．研究成果 
 
（１）オキシトシン反応性 RNA アプタマーの
検討 
 
SELEXを全32サイクル行いRNAの選別を行っ
た結果、18 ラウンド目においてオキシトシン
との結合率が 37 %と高値を示した。次に、オ
キシトシンに対する親和性評価をゲルシフ
トアッセイにより確認した結果、RNA がオキ
シトシンと結合することによりシフトした
と考えられるバンドが観察された。つまり、
オキシトシン反応性RNAが選別されているこ
とが示唆された。そこで、18 ラウンド目の塩
基配列を決定した結果、多種類の RNA 配列が
観察された。しかし、SELEX の選別では、通
常ある特定の（同一の）塩基配列がいくつか
観察されるのだが、そのような塩基配列の集
約は確認できなかった。これらのことから、
オキシトシン反応性RNAアプタマーを得るこ
とが困難だと考え以下の（２）オキシトシン
反応性 DNA アプタマーの検討を行った。 
 
（２）オキシトシン反応性 DNA アプタマーの
検討 
 
オキシトシン反応性RNAアプタマーに用いた
BANK RNA を逆転写 PCR することにより、BANK 
DNA を作製し 500 pmol（ssDNA）を得た。PCR
増幅においては、Forward Primer と Reverse 
Primer を均等に使用しない Asymmetric PCR
の条件検討により最適条件を決定した。 
B/F 分離条件、非対称 PCR 増幅条件の検討に
より得られた最適条件下でSELEXを行った結
果、18 種のアプタマーが明らかとなった。次
にオキシトシンに対する親和性評価として、
Dot blot 解析を行ったところ、オキシトシン
と反応性を示すアプタマーが確認された。
（図４：アプタマーB3）しかし、親和性が低
いため、オキシトシン測定法の構築には至ら 

なかった。そこで、（３）オキシトシン反応
性 DNA アプタマー（FluMag-SELEX）の検討を
行った。 
 
（３）オキシトシン反応性 DNA アプタマー
（FluMag-SELEX）の検討 
 
上記（１）と（２）では、BANK DNA（RNA）

図３ Dot blot法によるアプタマーの評価方法
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のランダム配列が30塩基であった。そこで、
ランダム配列が 61 塩基の BANK に変更し、よ
り多くの核酸配列を含むBANKを用いてSELEX
を行った。さらに、SELEX ラウンド毎のオキ
シトシンとの親和性評価を簡便にする目的
で SELEX の条件を FluMag-SELEX に変更した。
その結果、各ラウンドでコントロール（ネガ
ティブ）とオキシトシンとの親和性を評価す
ることが可能となった。この FluMag-SELEX
により検討した結果、塩基配列の集約が確認
できた。この結果より、FluMag-SELEX でオキ
シトシン反応性アプタマーが得られている
と考える。しかし、オキシトシンとの親和性
評価は現在行っている状況である。 
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