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研究成果の概要（和文）：本研究では、多様な生理・薬理機能を生み出すRNAアプタマーの高い標的分子結合性
を分子科学に則して理解するため、ランダム配列RNAプールから1回の選抜のみでアプタマーを取得する新しい方
法を開発し、アプタマー取得法の脱ブラックボックス化を行った。また、熱揺らぎによる構造不均質性の概念を
導入した。具体的には、RNAアプタマーは、熱揺らぎで容易に変換できる2次構造の数を増やすことで標的タンパ
ク質との結合親和性を高めるという分子モデルを提案した。本方法により、ヒトTGF-β1とヒトthrombinの各タ
ンパク質に特異的に結合するRNAアプタマーを複数作製することに成功した。

研究成果の概要（英文）：Aptamers are oligonucleotide ligands with specific binding affinity to 
target molecules. Here we develop a non-repeated, primer-less and target immobilization-free 
isolation method for generating RNA aptamers, which is robust to experimental noise. Uniquely, this 
method focuses on finding and removal of non-aptamer sequences from the RNA pool by RNase digestion 
leaving target-bound aptamer molecules, and thus is independent of aptamer types. The undigested RNA
 sequences remaining are so few in number that they must be mixed with a large excess of a known 
sequence for further manipulations and this sequence is then removed by restriction digestion 
followed by high-throughput sequencing analysis to identify aptamers. Using this method, we 
generated multiple RNA aptamers targeting thrombin and TGF-beta1 proteins, independently. This 
method also enables us to predict a common average structural property of these aptamers that is 
different from input RNA.

研究分野：核酸生化学

キーワード： 熱ゆらぎ　RNAアプタマー　核酸ータンパク質相互作用　結合アフィニティー　構造不均一性　ハイスル
ープット法
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１．研究開始当初の背景 
核酸アプタマーは、 抗体のように標的物質に
対して高い結合親和性を持つことが知られて
いる。従来の RNA アプタマー取得技術とし
て 、 SELEX (Systematic Evolution of 
Ligands by EXponential enrichment) 法が
ある。 SELEX法でアプタマーを取得する要
点は、ランダム核酸配列プールに含まれる極
めて少数の標的分子結合配列種の割合を指数
的かつ段階的に高められることである。言い
換えると、容易に物質として取り扱える核酸
量（マイクログラム程度）を維持しながら、全
核酸量あたりのアプタマーの核酸量の割合を、
１割の１兆分の１程度から 1 割以上まで上げ
られる点である。この方法概念が SELEX の 
「Enrichment（濃縮）」である。しかし、実際
の SELEX 作業では、必ずしもアプタマーの
濃縮は起こらない。複数のアーティファクト
が PCR によって指数的に増幅され得るから
である。ここで言うアーティファクトの原因
として挙げられるのは、 不十分な分画による
残存核酸、プライマー配列の選抜工程への影
響、担体への固定化に依る標的分子の状態変
化、PCR 増幅における配列嗜好性および新規
配列の形成、逆転写反応および転写反応にお
ける配列嗜好性等である。加えて、各アプタ
マーの分子コピー数が少ないために標的分子
との結合が決定論ではなく確率論的になり得
ること、標的分子が特異的な物性を持つこと、
長時間の繰り返し工程に潜むヒューマンエラ
ー等も原理的にアプタマーの濃縮が起こらな
い原因になる。また、作業工程の繰り返し数
が多い程、これらの因子の組み合わせから成
るブラックボックス化が進む。 
 
アプタマー取得の課題は、従来方法の短縮化
と脱ブラックボックス化である。この解決に
は、上述した SELEX法の「濃縮」概念を、そ
れに対応する方法概念でありながら、ブラッ
クボックス化の余地がないシンプルなものに
置き換える必要がある。具体的には、 選抜工
程に影響するノイズを出来る限り除いた条件
で、 標的分子に結合する RNAの配列情報を
一回の選抜工程で同定できる方法が必要であ
る。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、申請者がこれまでに見出し
た熱揺らぎを利用する転写機構の概念 
(Imashimizu e t al., PNAS 2016) を医科学分
野に応用し、核酸・タンパク質相互作用に基
づいた核酸医薬の作用機序・設計原理を解明
することである。 具体的な研究項目は以下に
示す。 
1. ハイスループット法を導入し、核酸創薬パ
イプラインの脱ブラックボックス化を狙う。
これを基に、機能に応じた核酸医薬の分子設
計原理の構築を目指す。 
2. ヒト TGF-β1 と特異的に相互作用し、薬
理作用 (TGF-β1 受容体への結合を阻害)を持

つ RNA アプタマーを作製する。 
3. 多様な生理・薬理機能を生み出す RNA ア
プタマーの高い標的分子結合性を分子科学に
則して 理解するため、熱揺らぎの概念を導入
する。 
 
３．研究の方法 
本発明の構成の概要を図１に示す。本方法の
具体的な作業工程は、ハイスループット DNA
シーケンシングライブラリーの作製工程と配
列解析から成り、その詳細は 、図２の通り以
下の(a)~(i)の工程から成る。 

 
(a) 転写反応による多コピーRNA合成。この
転写反応では、従来法で必要視されていた 
DNA 二本鎖化の工程を省いている。つまり、
転写領域が一本鎖であり、T7RNAポリメラー
ゼが結合する T7 プロモーター領域のみが二
本鎖構造を持つ DNA を鋳型としている（図
３(a)）。この鋳型を用いた転写法で転写効率
の低下は見られない。RNAの長さは 40塩基
であり、転写反応により合成される各 RNA分
子種のコピー数は 10程度である。 
 
(b) 標的結合RNAアプタマーの選抜。RNaseI
切断と限外ろ過を組み合わせ、安定な複合体
を形成した RNAを分画する。RNA切断酵素
である RNaseI は、RNAの一本鎖領域を塩基
配列に依存せずに切断するが、二本鎖領域を
切断しない。従って、二本鎖領域を含み、かつ
構造が標的との結合により安定化されている
４０塩基程の短い RNA は、RNaseI 切断に
耐性になる。加えて、標的結合型 RNA 濃度
は、非結合型 RNA 濃度に対して極めて小さ
いため、たとえ切断が起こった場合でも、標
的結合型 RNAの切断は、非結合型 RNAの切
断より大きく遅れる。つまり、一定時間で切
断反応を止めることにより、標的結合型 RNA
の切断を防ぐことができる。  標的分子と
RNA プールが入った中性緩衝液に 500 unit 
の RNaseI を加え、30 分間 37℃で保温した
混合溶液を限外ろ過スピンカラムに入れ、
RNaseI切断産物を遠心分離により除去する。
限外ろ過スピンカラムは、標的分子と RNAの
複合体が膜を通過しないような分画分子量で
あり、低吸着性の膜材質ポリエーテルスルホ
ンを用いる。RNaseIに部分的に切断され、か
つ限外ろ過膜内に残存した RNA は 3’末端が
水酸基からリン酸基に変化している。このた
め、リンカーDNA とのライゲーション反応

U`�DNR#


��o=
u2R*0o=v

mk:

��à���

nO ��
cJ

-"E46

K+I���C6
%RCRA

DNR#o=ME

�t@

d�l3

[_;G


��<Spa


����	

>spa

��.� 
	

!K)/68go=

�Ce #2E)PRA

hW

]c

T`�DNR#

���o=
u��.� 
	<So=v

ME

DNR#o=x[_;GbBf P���

Xqo=

T`�DNR#

���o=

^i

!K)/6

ujv�95�

��K64

!K)/6

ujv�95�
���K64

7sr?

YIo�N

���

aw��DNR#o=eQ���!K)/6AK\�ZLa



（次の工程）が起こらず、以降の工程から 
RNaseIに切断された RNAは除かれる。混合
溶液中の RNaseIは、80℃のフェノール:クロ
ロホルム:イソプロピルアルコール＝25:24:1
で失活させる。 
 
(c) リンカーDNAとRNAアプタマーの結合。
ここで言うリンカーDNAは、次の工程で用い
るプライマーと相補的な配列を含み、ライゲ
ーション反応効率を高めるために 5’位をアデ
ニル化、3’位をアミノ化修飾した DNAである
（図３(b)）。一本鎖の 5’アデニル化 DNAをオ
リゴ RNAに結合できる酵素 T4 RNA Ligase 
2, Deletion Mutant (epicentre)を用いて酵素
反応を行う。 
 
(d) 環状化用プライマーを用いた逆転写反応。
ここで言う環状化用プライマーは、分子内ラ
イゲーション反応のために 5’位をリン酸化修
飾してあり、以降の PCRと DNAシーケンシ
ング工程においてプライマーが結合するアダ
プター配列を 5’側に持つ（図３(c)）。RNA二
次構造に頑強な酵素  PrimeScript Reverse 
Transcriptase（タカラバイオ）を用いて酵素
反応を行う。  
 
(e) 一本鎖 DNAの環状化。5’リン酸基および
3’水酸基を持つ一本鎖 DNA の分子内ライゲ
ーション反応（環状化）を触媒する ATP依存
性リガーゼ  CircLigase™ ssDNA Ligase 
(epicentre)を用いて酵素反応を行う。 
 
 (f) PCR による DNA の二本鎖化と増幅。高
正確性酵素、例えば PrimeSTAR Max DNA 
Polymerase（タカラバイオ）を用いて酵素反
応を行う。この PCRでは、アプタマー由来の
DNA量に対して大過剰のジャンク DNA（ナ
ノグラム程度）を鋳型 DNA として加えてい
る。 ここで言うジャンク DNAとは、制限酵
素Eco53KI認識切断配列である 5’GAGCTC3’
を３つ含んだ４０塩基長の配列と両側の
PCR プライマー配列領域から成る一本鎖
DNAである（図３(d)）。ジャンク DNAを鋳
型にした PCR産物の長さは、アプタマー配列
を鋳型にした PCR 産物の長さと同じになる
ように設計されている。 
 
(g) アプタマー配列の濃縮。制限酵素
Eco53KI により、ジャンク DNAのみを特異
的に切断する。(f)と(g)の工程は、通常二また
は三回繰り返す。この繰り返し工程は、(i)の
工程で配列解読総数を増やし、プール内の探
索配列空間を広げることにより排除可能であ
る。(g)の工程では、制限酵素処理後、８％ポ
リアクリルアミドゲル電気泳動で DNA 産物
を分離し、目的の長さの DNA をゲルから精
製する。 
 
(h)シーケンシング用配列の付加とPCR増幅。
各ハイスループットシーケンサーのプラット

フォーム（本研究では ion PGM™ system を
用いた）と解析用途に合わせたアダプター配
列、バーコード配列を末端に付加する。(g)の
工程と同様に８％ポリアクリルアミドゲル電
気泳動で分離後、目的の長さの DNA をゲル
から精製する。 
 
(i) ハイスループットシーケンサーを用いた
配列の解読とジャンク配列情報の除去。 
 

 
４．研究成果 
目的 1 において、本研究では、方法の劇的な
短縮化と脱ブラックボックス化のため、１回
のみの選抜実験から成る全く新しいアプタマ
ー取得法を開発した。本方法では、選抜に用
いる RNA プールの中で、アプタマー候補と
なる標的分子と安定な複合体を形成する
RNAを残し、それ以外の RNAをほぼ完全に
酵素処理により除去することができる。ここ
で得られるアプタマー候補分子は、通常取り
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扱いができない程少数である。しかし、続く
工程で速やかに既知の配列から成る核酸
（DNAでも RNAでも良いが、ここではDNA
を用いている）を大量に投入することで極少
数のアプタマーを保護し、核酸物質として簡
便な扱いができるようにしている。大量に投
入した既知の配列は、次の過程で行われる酵
素処理により簡便かつ大幅に減らすことがで
きる。残存する既知の配列は、ハイスループ
ットシーケンシング解析により物質から情報
に変換後、情報として簡便に除去することが
できる。アプタマー配列の検出限界は、配列
解読総数（ハイスループットシーケンサーの
スペック）に依存する。以上の作業により、特
殊な仮定・技術を用いないで、簡便に RNAプ
ール中に極めて小さい比率で存在するアプタ
マーを同定することができる。公知の酵素反
応に基づいた一回の選抜であるため、選抜工
程における不確実性が小さい。本方法では、

核酸プールに含まれるアプタマー候補配列以
外の核酸配列を「ジャンク配列」と定義して
いる。未知のジャンク配列を既知のジャンク
配列に置き換えること（ジャンク配列置換）
が従来の SELEX 法の「濃縮」に対応する方
法概念である。 
 
本方法では、標的分子に結合する核酸配列集
団の性質を統計的に評価することができる。
このため本方法は、新しいアプタマー創薬技
術になるだけでなく、臨床や環境等の診断プ
ロファイリング技術、核酸分子ツールの分析
的な製造法等、核酸と標的分子相互作用に基
づいた様々な産業技術にも繋がる可能性があ
る。 
 
目的 2 において、新たに構築したジャンク配
列置換法を用い、当初目的としていたヒト
TGF-β1 に対する RNA アプタマーに加えて
ヒト thrombin に対する RNA アプタマーを
複数同定した。SPR（表面プラズモン共鳴）測
定により、これらのアプタマーの標的タンパ
ク質に対する平衡の解離定数は 1nM~10nM 
のオーダーと推定された（図 4）。 
 
目的 3 を達成するため、(i) ランダム配列
RNAライブラリーと、(ii) その中から標的タ
ンパク質との結合のために選択された RNA 
集団の２つの配列グループを用いて２次構造
の最小自由エネルギーを計算し、それらの平
均的な構造特性を比較した。興味深いことに、
標的タンパク質に結合する RNA 集団は、ラ
ンダム配列 RNA 集団よりも１つの安定な２
次構造を取ることを好まないことが示唆され
た。この比較に基づいて RNA アプタマーの
標的結合アフィニティーにおける新しい分子
モデルを提案した。RNAアプタマーは、単独
の状態では熱揺らぎで容易に変換できる構造
数を増やしておき、標的タンパク質との複合
体形成により安定構造にシフトするというモ
デルである。 今後、NMR等の分子の揺らぎ
運動を直接観測できる方法を用い、この分子
モデルを検証したいと考えている。 
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Tbn#3 5’CCUUUGGUUCGGAUAAUUAUUAAGUAUUGUCUUCAUUCA3’

Tbn#6 5’GAGGUGUUUGGGGUACUACUGGUAAAGGAUUUUCAUCUA3’

TGF#2 5’UGGUAAUUUGUCGUUUAUACGGGUCCUCGCAUCUUCCUA3’

TGF#5 5’AUCCUGCACUUGCAAUGUAACUAUAAUGGUACCAGCCA3’

TGF#6 5’CGGGGAUAUGAUAUGCUUUAGGAGUCGAGUUCUAAUGGCCA3’
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図４. SPR によるヒト thrombin 結合型アプタマーとヒ
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