
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）

３４４１９

挑戦的萌芽研究

2015～2013

RNAアプタマーによる腫瘍マーカー検出法の開発

Development of the tumor marker detection method by RNA aptamer

８０３６２８０４研究者番号：

藤原　俊伸（FUJIWARA, Toshinobu）

近畿大学・薬学部・教授

研究期間：

２５６７０１５１

平成 年 月 日現在２８   ６   ２

円     3,000,000

研究成果の概要（和文）：スフィンゴシン1-リン酸（S1P）は細胞表面に発現しているスフィンゴシン1-リン酸受容体
（S1PR）と結合し、生理活性を発揮する。S1PRはこれまでに５つのサブタイプが同定され、それぞれ組織特異的に発現
している。そして、近年S1PRがガンの悪性化に深く関わることが明らかになってきており、腫瘍マーカーとしての位置
づけも重要となってきた。そこで、S1PRの各サブタイプと特異的に結合できる人工リガンドを「RNA」という高分子マ
テリアルを利用し、創製することを試みた。しかしながら、S1PR表面提示細胞の構築には成功し、whole Cell SELEXを
試みたが、優位なRNAアプタマーは得られなかった。

研究成果の概要（英文）：Sphingosine 1-phosphate (S1P) is combined with a sphingosine 1-phosphate receptor 
(S1PR) emerging in the cell surface and shows bioactivity. Five subtypes of S1PR have been identified so 
far, and these are tissue-specific. Recently, it has been revealed that S1PR affected the malignant 
transformation of cancer deeply, and the positioning as the tumor marker became important. Therefore I 
used high polymer material called " RNA" with the artificial ligand which could be specifically combined 
with each subtype of S1PR and tried that it produced wounds. However, I succeeded in the construction of 
the S1PR surface presentation cell and tried whole Cell SELEX, but dominant RNA aptamer was not provided.

研究分野： RNA生化学

キーワード： RNAアプタマー
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１．研究開始当初の背景	

	 スフィンゴシン 1-リン酸（S1P）は生体膜

構成成分スフィンゴ脂質の代謝産物であり、

細胞表面に発現しているスフィンゴシン 1-

リン酸受容体（S1PR）と結合し、細胞遊走な

どの生理活性を発揮する。S1PR は G タンパク

質共役型受容体(GPCR)であり、これまでに５

つのサブタイプが同定され、それぞれ組織特

異的に発現している。そして、近年 S1PR が

ガンの悪性化に深く関わることが明らかに

なってきており、腫瘍マーカーとしての位置

づけも重要となってきた。現在、受容体を標

的とする腫瘍イメージングは、RI 標識したリ

ガンドおよびリガンドアナログを用いて行

われている。また、抗腫瘍作用を有するリガ

ンドの開発も盛んに行われている。しかしな

がら、従来の治療・診断用物質は、標的とな

る腫瘍細胞表面の受容体のみならず、正常細

胞に発現している受容体とも交差反応する

ために、診断精度・治療上の安全性に問題が

指摘されている。そのため、サブタイプ特異

的作動薬および診断薬の開発が期待されて

いる。	

	 そこで、S1PR の各サブタイプと特異的に結

合できる人工リガンドを「RNA」という高分

子マテリアルを利用し、創製する。	

２．研究の目的	

	 GPCR であるスフィンゴシン 1-リン酸（S1P）

受容体（S1PR）は、血管系、免疫系において

の重要性が注目されてきた。一方、S1PR がガ

ンの浸潤、転移の制御や脳腫瘍の悪性化に関

与することが明らかになってきている。腫瘍

の診断には、その特定の受容体の高発現性に

基づき、RI 標識したリガンドおよびそのアナ

ログを用いた腫瘍イメージングが有効であ

る。しかしながら、既存の治療・診断用物質

は、標的となる腫瘍細胞表面の受容体のみな

らず、正常細胞に発現している受容体とも交

差反応する。S1PR の場合 S1P に対してほぼ同

様の親和性を有するサブタイプが 5つ存在す

る。そのため、診断精度・治療上の安全性に

問題が予想され、サブタイプ特異的作動薬お

よび診断薬の開発が期待されている。申請者

は、これまでに酵母を用いてヒト GPCR から

のリガンド刺激を検出・スクリーニング可能

な系を開発してきた。そして、出芽酵母にヒ

トソマトスタチン受容体（SSTR）を発現させ、

酵母内在性Ｇ蛋白質を介してのアゴニスト

活性を、GFP 蛍光を利用して nM オーダーのリ

ガンドを検出可能な系の構築に成功してい

る。この系では、SSTR の作動性を、フローサ

イトメーターを活用して簡便かつ定量的に

評価できる。そこで、このスクリーニング系

を S1PR に応用し、S1PR の各サブタイプと特

異的に結合できる診断薬のとしての人工リ

ガンドを RNA という高分子マテリアルを利用

し、創製する。	

３．研究の方法	

ヒト・スフィンゴシン１−リン酸受容体を標

的としたアプタマーの創製	

	 まず S1PR に対する結合性を基盤に RNA ア

プタマーをスクリーニングする。酵母表層提

示系をスクリーニング系として用いたアプ

タマー作成では、RNA が非特異的に酵母に大

量に結合する可能性がある。そこで、接着性

の培養細胞を用いることでこの問題を回避

する。具体的には CHO-K1	細胞にレンチウィ

ルス発現系を用いて S1PR の各サブタイプを

恒常的に発現する stable	cell	line を構築

し、この細胞を用いた Cell-base	SELEX を実

施する。申請者はこれまでに同システムを用

いて SSTR、TGF-β	type	III 受容体の細胞表

面へ恒常的に発現させる系を構築しており

速やかに構築可能である。そして、得られた

RNA アプタマーを、(1)で構築する系に導入し、

RNA アプタマーによる各サブタイプの作動を

GFP 蛍光を指標にフローサイトメーターで分

別する。診断薬としては強い結合性のみを有

し、作動性を持たない RNA アプタマーが最適

である。そこで、強い特異的結合性のみを有



 

 

する RNA アプタマーを作動性を有さない RNA

プールより結合性のみを基盤に創製する。	

	

４．研究成果	

	

1）ヒト SIPR	発現 stable	cell	line の構築	

	 S1PR を発現していない CHO-K1	細胞にレン

チウィルス発現系を用いて S1PR の各サブタ

イプを恒常的に発現する stable	cell	line

を構築した。	

2）ヒト S1PR を標的とする RNA アプタマーの

取得	

	 ヒトS1PRを標的とするRNAアプタマーを、

SELEX法で創製するために必要な組換えタンパ

ク質の作成に取りかかった。具体的にはS1PRの

うち、細胞表面に出ているペプチド部分につい

て各S1PRのサブタイプについて大腸菌を用い

た組換えタンパク質としての調製を試みた。し

かしながら、調製したヒトSIPR由来ペプチドが

非常に不安定であり、SELEX作業中に随時分解

していくことが確認された。従って、whole	cell	

SELEX法の事前段階として必須である組み換え

タンパク質を用いたSELEX法が実施できなかっ

た。そこで、1)で作成した細胞を用い、whole	

cell	SELEX法を実施した。	

	 しかしながら、研究期間内にヒトS1PRを特異

的に認識するRNAの取得には至らなかった。	
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