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研究成果の概要（和文）：血液中の多数の疾病マーカーを同時に検出するために、それに結合する複数のアプタマーを
用意し、ビーズ等に血液中の複数の疾病マーカーを固定化する。これに複数のアプタマーを添加し、結合したアプタマ
ーを回収・増幅し、塩基配列を決定することにより疾病マーカーを検出する方法の開発を目指した。
本原理で検出できることは確認できたが、アプタマーの非特異的吸着に由来する、バックグラウンドシグナルが高く、
現時点では、超高感度検出は難しいと考えられる。しかし、ボロン酸ビーズを用いると、タンパク質の立体構造をあま
り損なうことなく固定化できる、という見込みを得ることができ、今後の開発の上で重要な知見を得ることができた。

研究成果の概要（英文）：We developed the method to simultaneously detect multiple disease markers in 
blood using a set of aptamers against various disease markers in blood. We immobilized the various 
markers in blood onto the beads and added a set of aptamers onto that. We then extracted the bound 
aptamers from the beads and determined those sequences. We can estimate the concentration of the specific 
disease marker by counting the sequences of its specific aptamer.
We checked our proposed detection system worked but the background signal from the unspecific binding of 
the aptamers to the beads or other proteins apart from the target protein is so high that it seemed hard 
to realize the highly sensitive detection at this time. We found the advantage of the use of boronic acid 
immobilized bead, which does not seem to affect the structure of proteins upon immobilization. That would 
become important tool for development of the detection system using aptamers.

研究分野：進化分子工学
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１．研究開始当初の背景 
 個別化医療の実現が強く要望されてい
る現在、血液中の疾病マーカーの検出は、
早期診断において極めて重要である。し
かし疾病マーカーの血液中の濃度は、ほ
とんどが pM レベルであり、現在汎用さ
れている ELISA でも検出が困難なもの
もある。更に疾病の重要なマーカーにな
りうると期待されていながら、血液中の
濃度が余りにも低いために疾病マーカー
として利用できない、あるいは疾病マー
カーとなる可能性を看過されている蛋白
質も多数存在する。 
蛋白質の検出においては現在その検出下
限は pM 程度であるが、感染性微生物の
ゲノム DNA等の核酸は、PCR増幅でき
るので数分子あれば検出でき、ナノテク
ノロジーに代表される微細加工技術の発
達により、10分程度で核酸を百万倍近く
増幅することが可能になっており、迅速
な高感度検出が可能になっている。 
特定の分子に結合する核酸リガンド、ア
プタマーは、抗体と等しい親和性を持つ
ものも数多く報告されており、優れた分
子認識素子として診断・創薬での利用が
期待されている。アプタマーは、核酸で
構成されるので、１）in vitro selection
法により試験管内で探索できる、２)合
成・修飾が容易である、３）熱変性して
も、常温に戻せばまた元の構造をとる、
など分子認識素子としての利用において
優れた特長を持つ。それに加え、核酸な
ので PCR増幅できる。 
  
国内・国外の研究動向 
 上述したとおり、アプタマーは抗体に
代わる分子認識素子として注目されてお
り、これを用いた様々な検出は多数報告
されている。申請者はトロンビンの異な
る部位に結合する２つのアプタマーを用
いてサンドイッチ法によりトロンビンを
電気化学検出できることを 2004 年に
Anal. Lett.誌に報告しており、これがア
プタマーを用いた初めてのバイオセンサ
ーシステムだと多数の総説で評価されて
いる。 
しかしこれらは全てアプタマーと標的
分子の結合を何らかの方法で直接検出し
ており、標的分子に結合したアプタマー
を回収して、これらの配列を決定するこ
とにより標的分子を検出した例は、
Turnerらが 2011年に Anal. Chem.誌で
発表したのみである。この論文もプロテ
オームの網羅的解析法としてごく簡単な
モデル実験を行なったのみであり、この
方法が極微量の標的分子の高感度検出に
応用できることには言及されていないし、
実際に高感度検出を行なっていない。 
 現在、血液などの実試料中の標的蛋白
質の検出下限は ELISAで数 pMであり、

これより高感度な実用的な方法は無いと
言ってよい。 
 そこで、本検出手法の開発を行った。 
 
２．研究の目的 
 血液中に極微量しか存在しない多数の
疾病マーカーを同時に検出するために、
それに結合する複数のアプタマーを用意
し、ビーズ等に血液中の複数の疾病マー
カーである複数のタンパク質を固定化す
る。これに複数のアプタマーを含むアプ
タマーセットを添加し、結合したアプタ
マーを回収・増幅し、次世代シーケンサ
ーにより塩基配列を決定する方法の開発
を目的とした。 
 特定のアプタマー配列の数は血液中の
疾病マーカーの濃度に対応するはずであ
り、アプタマー配列を計数すれば、疾病
マーカーを検出し、濃度を概算できる。
添加するアプタマーセットは、それぞれ
の疾病マーカーを、検出時と同じように
ビーズ等の固定化担体に共有結合させて、
スクリーニングして取得する。マーカー
が極微量しか存在しなくても、固定化し
た疾病マーカーに数個でもアプタマーが
結合していれば、PCR増幅によりその配
列は読めるので、高感度検出できる。ま
た、アプタマーセットと次世代シーケン
サーを用いることにより、多数の疾病マ
ーカーの同時検出が可能になる。 
 
３．研究の方法 
Step 1 使用するアプタマーの結合能解
析 
 ▼ 使用するアプタマーが結合能を有
し、次世代シーケンサーの必要なadapter
領域を付加しても結合能が低下しないこ
とを確認。 
Step 2 COOH 修飾ビーズでの結合解析 
 ▼ 僅かな差しか認められない。濃度依
存性がとれない。⇒ 非特異吸着が多
い？ 
Step 3 PBA（ボロン酸）修飾ビーズで結
合解析 
 ▼ ビーズに非特異結合しやすくバッ
クグラウンドレベルが高いものの有意な
差を確認。 
 ▼ 同時検出すると高いに競合してし
まいシグナルが下がり、弱い結合能のも
のが結合しづらくなる。 
 ▼ 様々な検討をしたところを高いシ
グナルを保ちつつ、バックグラウンドを
下げられた 
 ▼  ⇒ より自然な形で固定化でき、
アプタマーの結合能を損なわない可能性
がある 
 
４．研究成果 
（１）SPR によるアプタマーの結合能解
析 



 次世代シーケンサーのアダプター領域
を付加した VEGF 結合アプタマーの解離
定数の測定 
 VEGF結合アプタマーにイルミナ社の次
世代シーケンサーのアダプター領域を付
加した VEGF 結合アプタマー（contVG, 
2#19）およびその adapter 領域の相補鎖
を等量添加して adapter 領域の影響を軽
減した blocked contVG, blocked 2#19 の
解離定数を SPR により解析した。 
 2#19についてはadapter領域を付加し
ても解離定数に大きな影響はなかったが、
contVGについてはadapter領域を付加す
ることで構造が変化し結合能が低下した
と考えられる。 
 
（２）カルボキシル基修飾磁性ビーズ
(Compel TM)を用いた結合能解析 
2.1. アプタマーの回収率を指標とした
結合能解析 
AFP については余剰カルボキシル基を
10%血清でブロッキングし、熱処理もしく
はフェノールクロロホルム処理により溶
出した DNA の定量を行った。VEGF につい
ては余剰カルボキシル基を 10%血清でブ
ロッキングし、熱処理により溶出したDNA
を定量した（Figure 3B）。PDGF-BB につ
いては、10%血清もしくは 4%スキムミル
クによりブロッキングを行い、熱処理に
より溶出した DNA を定量した。トロンビ
ンについては4%スキムミルクで余剰カル
ボキシル基をブロッキングし、熱処理で
溶出した DNA を定量した。AFP について
はいずれも差が見られなかった。VEGF に
ついては 2#19 で有意な差が見られた。
PDGF-BB については PDGF-1（21t）で有意
な差が認められた。トロンビンについて
はエラーバーが大きくなったが、外れ値
処理をすると有意な差が認められた。以
上より、以降の実験では VEGF, PDGF-BB, 
Thromobin を用いることとした。また、
次世代シーケンサーのアダプター領域を
付加した VEGF 結合アプタマーで行った
ところ、VEGF_1 (contVG)及び 2#19 で有
意な差が認められたため、今後は VEGF 結
合アプタマーとしては 2#19 および
contVG を用いることとした。しかし濃度
依存性について再現性が得られなかった。 
 
（３）ボロン酸修飾ビーズ（Glycoprotein 
Enrichment Resin）を担体とした結合能
評価 
 カルボキシル基とのアミンカップリン
グ法を用いた固定化では結合能が上手く
示せない可能性が示唆された。そこで、
ボロン酸修飾ビーズを用いた糖鎖を介し
た固定化をすることによりタンパク質の
構造を損なうことなく固定化することで
結合能が示すようになることを期待して
ボロン酸修飾ビーズを用いることとした。 

 
① VEGFアプタマーの回収率とその濃度
依存性評価 
 アプタマーを回収し、その回収率を算
出した。VEGF の有無によって有意な差が
見られたため、濃度依存性をみた（Figure 
1）。その結果、濃度依存的に回収率が上
昇する様子が見られたが、バックグラウ
ンド値が高いという結果が得られ、ビー
ズへの非特異吸着が多いことが示唆され

た。 
Figure 1. Percent recovery of VEGF 
binding aptamer from various amount 
VEGF immobilized beads 
 
② 種々の条件の最適化 
タンパク質の固定化時間、DNA をフォー
ルディングし、インキュベートする際の
buffer 及び洗浄バッファーの Tween 20
の有無について、アプタマー濃度および
フォールディングの有無 、ボロン酸ビ
ーズ量、ブロッキング剤、等を検討し最
適な条件を見つけた。 
 
➂ アプタマーセットを用いた同時検出  
 タンパク質共在下における結合量を標
的タンパク質単独存在下の結合量と同程
度に上げるためにはビーズ量を増加させ、
より多くのタンパク質を固定化できる状
況にし、固定化時間も増やす必要がある
と考えられた。しかし、ビーズ量を増加
させることでバックグラウンド値が上昇
し、結合量の差が認められない可能性が
高い。従って、ブロッキング剤を検討す
ることによりビーズへの非特異が減少す
ることを期待した。今回は 4.3.で用いた
Ig G1 の他に、4%スキムミルク、10%血清
およびデキストリンを用いて実験を行っ
た。その結果を Figure 2 に示す。図にお
いて、－は非添加、S は標的タンパク質
と同時に添加、L は標的タンパク質を添
加した後に上清を取り除き、ブロッキン
グ剤を添加する操作を示す。この結果よ
り、デキストリンを用いることで最もバ
ックグラウンド値を下げ on-off が見や
すくなることが分かった。 
 
 
 
 



 
Figure 2  Percent recovery of VEGF 
aptamer (2#19) eluted from VEGF 
immobilized beads. 
 －: not add VEGF, ＋: add VEGF, 
S: add VEGF and blocking agent at the 
same time, 
  L: add VEGF and remove the 
supernatant, and then add blocking 
agent 
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