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研究成果の概要（和文）： 
ポリアミンは細胞の増殖に関与しており、その生体内の含有量はがんのバイオマーカーとして

も有用であることが知られている。本研究では、ポリアミンに結合する RNA アプタマー（核酸

抗体）を取得し、尿中に排泄されるポリアミン量を高感度に検出する新規検出系の開発を行な

った。その結果、特定のポリアミンに対して特異的な結合活性を持つアプタマーが取得でき、

さらに、このアプタマーを用いた検出系の有効性を確認できた。 

 
研究成果の概要（英文）： 
Polyamines are ubiquitous biogenic amines and essential for proliferation. Cancer cells 
generally contain elevated levels of polyamines. Anti-polyamine aptamers would 
discriminate each polyamine and be potential diagnostic and prognostic tools for malignant 
disorders. In this study, I isolated RNA aptamer against polyamine and analyzed its 
binding activity, specificity and polyamine-binding property. Furthermore, I indicated the 
sensing system with this aptamer was useful to detect polyamine in solution. 
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１．研究開始当初の背景 

ポリアミンはアルキル鎖骨格に複数のア

ミノ基が結合した単純な構造を取る化合物

で、細胞の増殖や分化に重要な役割を果たし

ている低分子生理活性物質である。ヒトの主

要なポリアミンはプトレッシン・スペルミジ

ン・スペルミンの３種類であり、すべての細

胞に比較的高濃度（mM オーダー）に存在し、

余分なポリアミンはアセチル抱合型および

遊離型として尿中に排泄される。ポリアミン

は、核酸と相互作用することにより転写や翻

訳反応に影響を及ぼし、生命活動を制御して

いると考えられている。そのため、細胞の活

性状況により細胞内の濃度や存在比が大き

く変化する。 

尿中の微量成分であるジアセチルポリア

ミン（ジアセチルスペルミンとジアセチルス

ペルミジン）が、がん患者で４倍〜７０倍に

増加し、腫瘍マーカーとなることが報告され

（Sugimotoet al., J. Cancer. Res. Clin. 

Oncol.(1995)121:317-9）、成人に関しては初

期がん患者のスクリーニングに有用である

ことが複数の臨床試験を通して証明されつ

つある（Kawakita & Hiramatsu, J. Biochem. 

(2006)139:315-22）。尿中ジアセチルポリア

ミンは特定のがんで特異的に増加するもの

ではないが、この性質は逆に汎用性のある検

査法に成り得ることを意味する。 

一方、これまでジアセチルポリアミンの小

児がんマーカーとしての有用性を検討した

研究は見あたらない。これは、小児期には成

人に比べてジアセチルポリアミンの生理的

尿中排泄量が大きく、かつ成長に伴い変動す

るので、一定のカットオフ値を定めて初期が

ん患者を識別するという成人に用いた方法

は小児に適用しにくいためと考えられる。し

かし、小児がん患者の再発や二次がんの発生

の追跡検査には有効な可能性がある。このた

めには多くの検体数を対象に検討して有効

性を示す必要がある。 

ポリアミンの検出や解析のツールとして

抗ポリアミン抗体があるが、現存のものでは

特異性、親和性とも不十分である。その理由

として、各種ポリアミン間の構造が似ている

こと、またその構造が抗体のエピトープには

適していないことが挙げられる。しかし、上

記のような理由より、ジアセチルポリアミン

を高感度に検出する系の必要性は大きい。 

近年、抗体と似た性質を持つ分子として

RNA アプタマーが注目されている。RNA アプ

タマーは、ランダムな配列を持つ RNA ライブ

ラリーから、ある標的に高い親和性を持つ

RNA 分 子 を 分 離 す る SELEX(Systematic 

Evolution of Ligands by EXponetial 

enrichment)と呼ばれる方法で作製される 25

〜80 nt ほどの機能性低分子 RNA である。RNA

が高次構造を取ることによって機能するア

プタマーは標的リガンドと結合することに

より正しい高次構造を作るような調節も可

能である。 

 RNA アプタマーを使ってジアセチルポリア

ミンの検出系を開発する利点を以下に挙げ

る。 

ⅰ)ポリアミンのような免疫獲得の困難な低

分子化合物に対して有効。 

ⅱ)良く似た構造の各種ポリアミンを識別可

能。 

ⅲ)標的との結合による構造変化が誘導でき、

これを基にした検出機能付加が可能。 

ⅳ)化学合成できるので大量供給が可能、

様々な修飾が容易。 

ⅴ)乾燥させておけば室温で安定に保存可能。 

 
２．研究の目的 
 本研究計画では、ポリアミン類、特に腫瘍

マーカーとして有効であるジアセチルポリ

アミンに結合する RNA アプタマー（ジアセチ

ルポリアミンアプタマー）を作製し、それら

のアプタマーと標的の結合を発色で検出で

きるように改変し、尿中のポリアミンを測定

機器を使わずに発色による簡便な検出方法

を確立する。さらにジアセチルポリアミンア

プタマーの検出系を用いて、小児がん患者の

がんの再発や二次がんの追跡検査における

腫瘍マーカーとしてジアセチルポリアミン

が有効かどうかを検討し、これまで困難だっ

た治療後の定量的追跡検査法を確立する。ま

た得られたアプタマーよりアルキル鎖とア

ミンよりなる構造への結合配列を決定し、他

の類似化合物に結合するアプタマーへの転

用の可能性を示す。 

 
３．研究の方法 
 各種ポリアミンに結合する RNAアプタマー

を、ポリアミンカラムを作製して取得する。

得られたアプタマーを基にして、標的との結

合による構造変化が誘導されるように改変

し、発色による定量測定が行えるように改良



を加え、尿中ジアセチルポリアミンの検出系

を確立する。さらに、この検出系を用いて小

児がん患者の尿中ジアセチルポリアミン量

の追跡検査を行い、小児がんにおけるジアセ

チルポリアミンの腫瘍マーカーとしての有

用性を検討する。また、アプタマーとポリア

ミン類の結合様式の解析を行い、アルキル鎖

＋アミン構造の結合配列を決定し、この構造

を持つ化合物に結合するアプタマー取得の

可能性を示す。 

(1)ジアセチルポリアミンに結合するアプタ

マーの作製 

 RNA アプタマーの作製は SELEX と呼ばれる

既知の手法を一部改変して行う。一級アミン

を持つポリアミンはアミンカップリングに

よってゲル担体と結合させることができる。

ジアセチル体は 活性型 NHS 担体にモノアセ

チル体をカップリングさせることで擬似構

造体を形成することが可能である。このジア

セチルポリアミンカラムに結合する RNAを遊

離ジアセチルポリアミンで溶出し、それを基

に次の選択過程の核酸プールを作製する。こ

れにより遊離型に結合する RNA分子を確実に

濃縮できる。このようにしてジアセチルスペ

ルミンおよびジアセチルスペルミジンに結

合する RNA アプタマーを作製する。 

(2)ジアセチルポリアミンアプタマーを用い

た検出系の確立 

 標的の結合量を発色により提示できるよ

うに、得られたジアセチルポリアミンアプタ

マーを改良して、標的の結合により消光物質

による蛍光の ON/OFF 切り替えできるような

アプタマーや、標的と結合すると色素を放出

するようなアプタマーを作製する。これらの

標的分子の結合量と発色強度の関連を生化

学的に解析し、定量性を検討する。 

(3)尿中のジアセチルポリアミンの検出 

 尿中のジアセチルポリアミンを、アプタマ

ーを用いた発色検出系で定量測定できるか、

尿にジアセチルポリアミンを加えた試料を

用いて検討する。特に、尿は pH が酸性側に

偏っているので、試料を中性化する必要があ

るかを検討する。試料中のジアセチルポリア

ミン濃度と発色強度の相関関係を調べ、その

精度を検討する。 

(4)がん患者の尿中のジアセチルポリアミン

の測定 

 ジアセチルポリアミンアプタマーを用い

て尿中ジアセチルポリアミン量を測定する。

高速液体クロマトグラフィー（HPLC）による

測定結果とジアセチルポリアミンアプタマ

ーの検出系で得られた結果との相関関係を

調べ、ジアセチルポリアミンアプタマーの精

度を検討する。 

(5)小児がんでのジアセチルポリアミン検出

系の有用性の検証 

 小児がん患者の随時尿を使用し、ジアセチ

ルポリアミンアプタマーを用いて尿中ジア

セチルポリアミン量を測定する。尿中ジアセ

チルポリアミン量は HPLC でも測定を行い、

アプタマー測定系のバックアップに用いる。 

(6)ジアセチルポリアミンアプタマーの機能

配列の確定  

 得られたアプタマー中の標的結合に重要

な配列（機能配列）を決定するために生化学

的解析を行う。得られたアプタマーの予測さ

れる二次構造配列を基に、様々な欠損変異体

や配列置換変異体を作製し、それらの結合活

性を測定し、機能配列を決定する。さらに標

的分子のポリアミンをより小さい形の分子、

例えばモノアセチルプトレッシンにして、そ

れらと結合する配列を絞り込む。さらにこれ

までに得られている他のポリアミンアプタ

マーとの解析結果と併せて、アルキル鎖とア

ミンよりなる構造への結合配列・構造を決定

する。 

 

４．研究成果 

(1)RNA アプタマーの取得 

 RNA アプタマーは、ランダムな RNA プール

より結合活性を指標に単離するSELEX法によ

り得られる機能性 RNA であり、抗体よりはる

かに微細な構造の差異を認識できる特徴を

持ち、生体内分子の新規検出・解析ツールと

して注目されている。ポリアミン量は増殖の

盛んな細胞内で増加するため、がんのバイオ

マーカーとして有用であることが報告され

ている。がんの診断系の開発を目標に、各種

ポリアミンを高感度で識別・検出するツール

としてのアプタマーの有効性を検証するた

めに、まずスペルミンに結合する RNA アプタ

マーを作製し、解析を行った。 

①スペルミンアプタマー 

 ジアセチルスペルミンに先立ち、まずはス

ペルミンを標的にして取得した（図１）。得

られたアプタマーは、スペルミン、ホモスペ

ルミン、ノルスペルミンといった直鎖状で４

つのアミンを持つテトラアミン類に対して



強い結合活性を持ち、アミン間の炭素数に対

してある程度許容をもつことが分かった。ま

た、このテトラアミンの両端が一級アミン

(-NH2)であることが結合には重要であるこ

とを明らかにした（図２）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

②ジアセチルスペルミンアプタマー 

 ジアセチルスペルミンに結合するアプタ

マーの選択を行なったところ、当初、その取

得に苦労し、多くの取得条件を試すこととな

った。最終的に幾つかのアプタマー候補を得

ることができたが、その結合活性はスペルミ

ンアプタマーに比べると低いものであった

り、結合活性が比較的高くても特異性の低い

ものであった。より良い RNA アプタマーを得

るためには選択時のポリアミンのカップリ

ング方法や RNAライブラリーのプライマーの

設定方法に改良の余地があることが分かっ

た。 

(2) RNA アプタマーの機能配列の解析 

 得られたスペルミンアプタマーは２つの

ステムループ構造を持つことが予測され、こ

の構造を基にポリアミン結合部位を調べた

ところ、3’側のステムループ構造がスペル

ミンに対して高い親和性を持っていた。この

3’ステムループは、stem1、bulge、stem2、

loop 構造という４つの領域に区別できる（図

３）。ACA/C で形成される bulge out 構造に塩

基対合させる変異を導入したところ、アプタ

マーの結合活性は著しく低下した。また、こ

の bulge out は A/C の組み合わせにおいて結

合活性が高いことが分かった。 

また、stem1 と stem2 はそれぞれ単独でも

スペルミン結合活性を有しているが、この２

つの領域が共在した時に強い結合活性を持

ち、さらに、bulge が stem１の結合活性に必

須であることが分かった。このstem1とstem2

の結合活性の独立性を検証するために、

stem1 および stem2 内の塩基対を置換した変

異体を作成し、これらの結合活性を調べたと

ころ、ある特定の塩基対の置換は、属する

stem の結合活性を低下させるだけでなく、ア

プタマー全体の結合活性を低下させた。この

ことは、それぞれの stem 領域は単独で機能

しているのではなく、互いに相互作用するこ

とで強い結合活性を与えていることを示唆

している。 

 さらに、表面プラズモン共鳴 （SPR）装置

でスペルミンとアプタマーの相互作用解析

を行なったところ、両者間の結合比は約 1:1

であることが推定された。以上のことより、

このアプタマーは 3’ステムループの stem1

と stem2が相互作用して１分子のアプタマー

と結合するモデルが提唱された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(3)アプタマーを用いたポリアミン検出系 

 スペルミンアプタマーをあらかじめ結合

させたスペルミン親和性カラムを用いて、溶

液中のスペルミンの検出する系を作製した。

この系において、10μM から 3 mM のスペルミ

ンを定量的に検出することが可能であった。

さらに核酸に結合する蛍光物質である Gel 

Red（Biotium 社）を使い、溶液中のスペルミ

ンの検出を紫外光下で可視化することがで

き（図４）、アプタマーを用いたポリアミン

検出系の有効性を示せた。また、RNA アプタ

マーの 5’末端を蛍光色素やビオチンなどで

ラベルする系を確立した。これにより、検出

方法のバリエーションを広げることができ



た。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(4)まとめと今後の展望 

 今回得られたスペルミンアプタマーの研

究成果から、アミノ基の構造や数の異なるポ

リアミン間はアプタマーで識別することが

可能であることが分かった。また、アプタマ

ーを使った溶液中のポリアミンの検出系の

有用性も示すことができた。一方で、常に同

じ条件で種々のポリアミンに結合するアプ

タマーを取得することが、当初考えていたよ

りも難しいことが分かった。今回の研究期間

でも幾つかの取得方法を試したが、今後、体

系的に取得方法を選択できるようにするこ

とが課題として残った。また、今後早急に、

得られたアプタマーを基に、より結合活性の

強いアプタマーへと変換させる手法の開発

や、尿中でのアプタマーの作用機序を解析し

なければならない。 

 今回の研究では、ポジティブな面、ネガテ

ィブな面を合わせて、今後のこの研究の発展

につなげられる成果を得られたと考える。 
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