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研究成果の概要（和文）：本研究では、新規薬剤放出分子としてDNAに着目し、DNAアプタマーを用いるDDS開発を目指
して検討を行った。さらに天然型DNAを用いる代わりに4’-チオDNAを用いることで生体内安定性などを強化することと
した。4’-チオDNAの酵素合成条件の最適化およびSELEX法による4’-チオDNAアプタマー取得に関する基礎的検討を行
った。

研究成果の概要（英文）：In this study, I aim at a development of novel drug delivery system using DNA. I 
used 4’-thio DNA instead of natural DNA to increase the biological stability. I carried out an 
optimization of enzymatic synthesis of 4’-thio DNA and fundamental study of SELEX to obtain 4’-thio DNA 
aptamer.

研究分野：生物機能・バイオプロセス
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１．研究開始当初の背景 
セントラルドグマの提唱以来長らく、DNA
は「遺伝情報の保存」の担い手として注目さ
れてきた。ところが近年、DNAアプタマーや
デオキシリボザイムに代表される、遺伝情報
の保存以外の様々な機能が発見され、注目を
集めている（Chem. Rev., 107, 3715, 2007）。ア
プタマーには、低分子化合物・タンパク質か
ら細胞に至るまで、様々なリガンドと特異的
に結合するものが存在し、SELEX（Systematic 
Evolution of Ligands by EXponential 
enrichment）法と呼ばれる分子進化工学的手
法によって得られる。 
一方、体内の薬剤分布を定量的かつ空間的
にコントロールするドラッグデリバリーシ
ステム（DDS）は、副作用を抑え薬効を高め
る優れた投薬システムとして大きな注目を
集めている。DDS を最適化する場合、(１)
患部への薬剤の特異的な送達、(2)生体での
薬剤放出の空間的制御、(3)用いる材料の生
体適合性を重視する必要がある。これまでに、
上記を満たす分子設計として、高分子ポリマ
ー・リン脂質・ペプチドなどを原料とするキ
ャリアーが開発されているが、薬剤の徐放性
や生体適合性などの点で課題は多く、依然と
して改良の余地がある。 
本研究では、DDSの全く新しい素材として
の DNA に着目した。その理由として、(1)リ
ガンド（薬剤）との強い親和力（数 nM程度
の解離定数）、(2)元来体内に存在する分子で
あることに由来する生体適合性の高さが挙
げられる。また、報告者らはごく最近になり、
4’位酸素原子を硫黄原子に置換した修飾型核
酸である4’－チオDNAの合成に成功した（図
１）。4’-チオ DNA は、① 細胞内 DNA 分解
酵素に対する抵抗性が天然型よりも高い、② 
天然型 DNA と比較して、免疫応答を誘起す
る可能性が少ない、③条件を最適化すること
で PCR による増幅が可能であるといった非
常に興味深い性質が観察されている（Kojima 
and Furukawa et al., ACS Synth. Biol., 2013, 2, 
529）。 

 
２．研究の目的 
当初研究計画では、天然型 DNA を用いた
抗がん剤 doxorubicin 結合性アプタマーの獲
得を目指したが、4’-チオ DNA を用いること
で自然免疫応答誘導を回避することが可能
であり、またヌクレアーゼ抵抗性を獲得する
ことで生体内安定性も劇的に向上させるこ
とが可能であると考えた。そこで本研究では
4’－チオ DNA を基質とした SELEX を行い、
doxorubicinに対する 4’－チオ DNAアプタマ
ーの獲得を目的として検討を行った。 
 
３．研究の方法 
本研究課題の目標を達成するために、（１）

4’-チオ DNA の基質である dSNTPs（2’-デオ
キシ-4’-チオヌクレオシドの三リン酸体）の
酵素合成における取り込み条件の検討、（２）
SELEX法による4’-チオDNAアプタマーの獲
得検討を行った。 
 
４．研究成果 

SELEX法では、近年では化学修飾三リン酸
体の導入による、さらなる機能強化の試みが
盛んに行われているが（e.g., Nat. Chem., 4, 
183, 2012）、一方で PCRでの DNAポリメラ
ーゼによる三リン酸体の取り込み効率の低
下が課題となっている。前述の通り、dSNTPs
については、条件を最適化することにより
PCRによる増幅が可能であるが、複数の異な
る配列を持つ DNA ライブラリーに対し、単
一の条件で増幅を行うことは非常に困難で
あった（data not shown）。 
  

 

そこで、図２に示した、primer extensionに
よる4’-チオDNAの取り込みを介したSELEX
法を考案した。すなわち、天然型の DNA ラ
イブラリーに対し、primer extension による
dSNTPs（4’-チオ DNAのトリリン酸体）の取
り込みを行い、その後リガンドに対するアフ
ィニティーセレクションを行う。選抜された
4’-チオ DNAを、天然型 dNTPsによって PCR
を行うことにより、再度天然型の DNA ライ

図１ 天然型 DNA と 4’-チオ DNA の構造および
基質となるトリリン酸体の構造 

図２ 4’-チオ DNAアプタマーのSELEXの手順．
赤線で示した部位が、4’-チオ DNA が取り込ま
れた箇所を示す.  



ブラリーを作成する。この際、PCRのリバー
スプライマーには RNA を挿入し、PCR 後の
アルカリ熱処理および変性ポリアクリルア
ミドゲルにより、不要な相補鎖 DNA を除去
する。このサイクルを繰り返すことにより、
ライブラリーの多様性を失うことなく
SELEXを行うことができると考えた。 
 まず、本 SELEX の根幹をなす、ランダム
配列をテンプレートとし dSNTPs を用いた場
合の primer extension の条件を検討すること
とした。テンプレート濃度、サイクル数、ア
ニーリング温度、伸長時間、各種添加剤
（DMSO, betaine, Mn2+）濃度を変化させ、最
も伸長効率が良い条件を見出した（20.5％）。
100%の伸長効率が得られない原因としては、
テンプレートがランダム配列の集合体であ
るために、配列によっては dSNTPs の取り込
みが非常に困難になるためであると考えら
れた。 
次に、実際に SELEX を行った。まず、50
残基のランダム配列を持つ天然型 DNA に対
し、dSNTPsを用いたprimer extensionを行い、
4’-チオ DNA によって構成されるランダムラ
イブラリーを構築した。この際、最適化した
条件（ポリメラーゼには KOD dashを用い、
DMSO, betaine, Mn2+等を添加する）を用いる
ことにより、4’-チオ DNA を安定した収率で
獲得することが可能であった。アフィニティ
ーカラムとの非特異的に吸着する分子を除
くためにネガティブセレクションを数回行
ったのち、リガンドとのアフィニティーセレ
クション（ポジティブセレクション）を行っ
た。4’-チオ DNA は天然 DNA に比べて極め
て疎水性が高いことからアフィニティーカ
ラムへ非特異的に吸着する分子が多く、リガ
ンドに特異的に結合する分子を選別するこ
とが困難であった。そこで、セレクションに
用いる全てのバッファー類に 0.001%の SDS
を共存させることにした。その結果、非特異
的な吸着を抑えることが出来た。続いて、得
られたリガンド結合性プールを PCR および
primer extensionによって増幅した。以上の過
程を 1 サイクルとし、5 サイクルのセレクシ
ョンを行った結果を図３に示した。2 サイク
ル目においては、ポストネガティブセレクシ
ョン（アフィニティーセレクション後に再び
ネガティブセレクションを行う操作）を行っ
たために、一時的にリガンド結合性分子の割
合が減少したが、その後サイクルを増すと再
びその割合は上昇した。4ラウンド目以降は、
アフィニティーセレクションをリガンドの
有無に分けて行ったところ、リガンドが存在
する場合には、非存在下に比べて 2倍以上の
分子が選別されており、セレクションが機能
していることが分かった。5 ラウンド目にお
いては、リガンド濃度を 1/10として淘汰圧を
より高めたが、依然としてこの傾向が見られ
ている。今後、さらにセレクションを進め、
選別された個々の分子の解析を行う予定で
ある。 
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図３ 4’-チオ DNA アプタマーの SELEX におけ
る、各サイクルごとのリガンドの有無による結
合性分子の割合の相違. 
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