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研究成果の概要（和文）：本研究はRNAの造形力を利用した医薬品探索を目的としたもので、SELEX（人工進化）技術を
用いてMidkine, Autotaxin, FGF2等の創薬標的タンパク質に結合するRNA分子（アプタマーという）を創成し、in vitr
o（細胞）試験でそれらの特性を明らかにし、in vivo（動物）試験で癌・線維症・骨疾患等の適応疾患に対する薬効を
確認した。このうち、Autotaxin・アプタマー複合体のX線結晶構造を2.0オングストロームの解像度で明らかにするこ
とに成功し、アプタマーの阻害機序を原始レベルで明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Aptamer is a folded single-stranded nucleic acid that binds given molecules. The 
concept is based on the ability of short (20-80 mer) sequences to fold, in the presence of a target, into 
unique three-dimensional structures, which allow the aptamer to bind target molecules with high affinity 
and specificity. In this study, we developed several RNA and/or DNA aptamers by SELEX method to 
therapeutic target proteins such as Midkine, Autotaxin and FGF2. The therapeutic potency of these 
aptamers for cancer, fibrosis and bone diseases, respectively, was confirmed in the in vitro (cell-based) 
and in vivo (animal-based) studies. In collaboration with O. Nureki’s group of The University of Tokyo, 
we solved the crystal structure of Autotaxin complexed with the aptamer at the 2.0 angstrom resolution, 
uncovering the inhibitory mechanism and the structure-function relationship.

研究分野： RNA医科学
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１．研究開始当初の背景 
 RNA 研究は近年飛躍的に進展し、RNA の機
能や機能性マテリアルとしての学術創成あ
るいは産業応用に関する豊かな未来が期待
される。我々の発見した翻訳因子による tRNA
分子の擬態は、遺伝暗号解読に残された最後
の難問であった、終止コドン解読のメカニズ
ム解明という基本問題の解決に貢献したが、
同時にタンパク質とRNAの分子擬態という生
物学の新しい概念を提出した（文献①）。こ
の発見は、RNA が単に一次配列や配列相補性
に依存して働くだけでなく、タンパク質と同
レベルの個性ある立体構造を形成して機能
する高分子マテリアルとしてのポテンシャ
ルを強く示唆するものである。この RNA の造
形力を利用すれば新たな医薬品開発に道を
拓き、RNA の造形力という新しいサイエンス
の振興に役立つものと期待される。 
＜引用文献＞ 
① Ito et al. Nature, 403: 680-684 (2000). 
 
２．研究の目的 
 RNA には多様な「かたち」を創る「造形力」
が備わっている。本研究では、SELEX（人工
進化）技術を用いて RNA の優れた造形力を発
掘し、各種の標的分子を特異的に認識・結合
する RNA 分子（アプタマーという）を創製。
それらを用いたアプタマー医薬品開発の技
術基盤を確立する。同時に、RNA 造形力に関
する構造生物学的研究を行う。 
 
３．研究の方法 
 アプタマーは SELEX 法とよぶ試験管内進
化法によって創製する。これは、いわば、「魚
釣り」のようなもの。始めに４種類の塩基
（AUGC）のランダム配列の RNA プールを作製
し（1014 数の chemical library）、このプー
ルに標的となるタンパク質を「餌」にして、
結合する RNA を釣り上げ、これを増幅して２
回目のプールを作製、釣りを繰り返す。この
サイクルを 10 数回行うことによって、最終
的に標的タンパク質に強く特異的に結合す
るアプタマーを創製することができる。 
 本研究では、Midkine、Autotaxin (ATX) 、
FGF2（線維芽細胞増殖因子２）に対するアプ
タマーを創製し、それらの生化学的、物理化
学的、細胞生物学的な解析を行うとともに、
動物の疾患モデルを用いた薬効試験を実施
した。さらに、抗 ATX アプタマーに関しては
ATX との複合体の X線結晶構造解析を実施し
た。 
  

４．研究成果 
(1) 抗 Midkineアプタマーの創製と機能研究 
 Midkine(MK)は神経芽腫に特異的な因子と
して分離されたが、その後の研究により、増
殖因子として各種の免疫応答や細胞応答に
関与することが明らかになった。我々が先行
研究において創製した抗 MK アプタマーは免
疫系 Treg 細胞を亢進させ、多発性硬化症モ

デルマウスで発症を抑制する作用を示した
が（文献①）、神経芽腫細胞の増殖には何ら
影響しなかった。これに対して、本研究で創
製した抗 MK アプタマーは免疫系に対する作
用はないものの、神経芽腫の増殖を顕著に抑
制することが、in vitro 細胞試験と in vivo 
(xenograft)マウス試験によって明らかにな
った（文献②）。現在、本アプタマーの神経
芽腫小児癌に対する適応の可能性について
名古屋大学医学部門松教授らと共同研究を
進めている。 
 ２種類の抗 MK アプタマーの作用機序の違
いを明らかにする目的で NMR chemical shift 
perturbation 解析を実施した（理研の NMR 研
究グループとの共同研究）。その結果、前者
の多発性硬化症に薬効をもつアプタマーは、
MK タンパク質の全領域で強いシグナルの変
化が観察されたが、後者の神経芽腫特異的な
アプタマーによるシグナルの変化は MK タン
パク質Nドメインに限局することが明らかに
なった。この結果から、アプタマーの作用機
序の違いは結合部位の違いに起因するもの
と考えられる。 
 
(2) 抗 ATX アプタマーの創製と機能研究 
 炎症は生体のもつ治癒反応であるが、様々
な要因によって、慢性的あるいは難治性の疾
患へと増悪する。Autotaxin (ATX)が産生す
る LPA（リゾリン脂質の一種）は生体の恒常
性の維持や発生・分化において重要な機能を
もつことが知られているが、ATX や LPA の亢
進は難治性炎症である特発性肺線維症(IPF)
や疼痛の発症に関与することが指摘されて
いる。 
 本研究で創製した抗 ATX アプタマーは 29
鎖長で高度な最適化・修飾加工が完了し、RNA
分解耐性で、picomolar レベルの Kd (解離常
数)と IC50（酵素反応阻害）値をもつ。肺線
維症の動物モデルとして、ブレオマイシン
(BLM)を点鼻投与して肺の線維化を誘発した
マウスモデルで、アプタマーの点鼻投与の効
果を試験した。その結果、BLM 投与と同時に
アプタマーを継続投与した場合に、線維化の
マーカーとなる気管支肺胞洗浄液(BALF)中
のコラーゲンの蓄積が顕著に抑制され、肺の
病理切片の線維化スコアーも改善すること
が確認された（予防効果）。また、BLM 投与
による線維化誘発後のアプタマーの「後投
与」によっても肺の線維化を改善できること
も明らかになった（治療効果）（文献③）。 
 皮膚の線維症である強皮症モデルでの薬
効試験も実施した。BLM の皮下投与によりマ
ウスに局所的な皮膚の線維化を誘発し、アプ
タマーの持続的な皮下投与（ポンプ使用）に
よる効果を調べた。その結果、アプタマーに
よる皮膚線維化抑制作用が皮膚の病理切片
観察から確認された。 
 ATX が産生する LPA は重要な脂質メディエ
ーターであるため、これまで低分子を中心と
するLPAブロッカーの開発が世界的に大手製



薬企業で行われてきた。しかし、いずれも副
作用等のため開発がドロップしてきた。近年、
ATX 自身に対する低分子創薬も開始されたが、
抗体の開発には至っていない。本研究で創製
した抗 ATX アプタマーを用いて、難治性炎症
疾患であるIPFに対する革新的な治療薬の開
発を実現したい。 
 
(3) 抗 ATX アプタマーの構造生物学的研究 
 これまでに抗ATXアプタマーとしては、RNA
アプタマーと DNA アプタマーを創製し、それ
らと ATXタンパク質との共結晶の X線構造解
析を行った（東京大学理学系研究科の濡木理
教授のグループとの共同研究）。その結果、
DNA アプタマー・ATX 複合体の結晶構造を 2.0
Åの解像度で明らかにすることに成功した
（図１）。アプタマーは ATX タンパク質の触
媒ドメインの基質結合ポケットに結合して、
基質となるLPCのエントリーをブロックする
阻害機序が明らかになった。さらに、アプタ
マーとATXの結合領域に関する詳細な構造情
報をもとに、アプタマーの修飾改変を実施し
て、 ATX 酵素阻害活性を向上させることに
も成功した（文献③）。 
 

 
(4) 抗 FGF2 アプタマーの創製と機能研究 
 FGF2 は組織の修復や発生等に重要な働き
をもつ増殖因子で健康な生体では「善玉」タ
ンパク質と考えられている。その一方で、細
胞レベルの研究によって、FGF2 の発現や機能
の亢進が骨疾患の増悪に加担する可能性が
指摘されていた。しかし、FGF2 の発見から
40 年経過するにも係らず、抗体や低分子を含
めて、FGF2 に対する十分な阻害剤が開発され
てこなかった。そのため、骨疾患における
FGF2 の機能は不明であり、骨疾患に対する
FGF2 阻害剤の利用についても何らの知見も
なかった。 
 本研究ではアプタマーの特徴を生かして

FGF2 に対する特異的かつ強力な阻害作用を
もつ抗 FGF2 アプタマーを創製し、その特性
を表面プラズモン共鳴解析と細胞を用いた
in vitro 解析により明らかにした上で、各種
の動物モデル試験によって医薬品としての
potency を解析した。 
 本アプタマーは 36 鎖長で高度加工が完了
し、RNA 分解耐性とともに、picomolar レベ
ルの Kd (解離常数)と IC50（酵素反応阻害）
値をもつ。リウマチと骨粗鬆症の動物（マウ
ス・ラット）モデルでアプタマー投与による
顕著な骨破壊の抑制効果を確認するととも
に（図２）、これら病態における成長軟骨層
（epiphyseal cartilage）の減衰をアプタマ
ーが劇的に回復させる作用を持つことを見
いだした。この発見は、本アプタマーが四肢
短縮による低身長を主な症状とする軟骨無
形成症（Achondroplasia、難病指定の希少疾
患）に対する新薬としての可能性を示唆する
ものである。また、本アプタマーは骨疾患に
伴う痛み、特に癌性疼痛のマウスモデルで、
モルヒネと同等な顕著な鎮痛作用をもつこ
とも明らかになった。 
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