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研究成果の概要（和文）： 
本課題では、申請者らの人工塩基対の基盤技術を確立することにより、従来の核酸アプタマー
（核酸抗体）などの機能性核酸をさらに高機能化する技術を創出した。その中で、第三の塩基
対として DNA 複製に利用できる人工的な Ds－Px 塩基対を作り出し、これを核酸の進化工学
の手法である in vitro セレクション法（SELEX 法）に応用して、従来よりも特異的かつ高い
親和力で標的タンパク質に結合する人工塩基を含む DNA アプタマーを作成する技術を確立す
ることが出来た。 
 
研究成果の概要（英文）： 
By using our unnatural base pair systems for expanding the genetic alphabet of DNA, we developed a 
new method to generate artificial nucleic acid molecules with increased functionality. Here, we 
succeeded in an evolutional engineering method (in vitro selection, SELEX) generating new DNA 
aptamers, which comprise one unnatural and four natural bases. The aptamers obtained here exhibited 
higher affinity to target proteins than those of conventional ones.  
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１．研究開始当初の背景 
 種々の新たな機能性核酸の発見に伴い、こ
れらの新規核酸の医薬への応用が盛んに試
みられるようになった。しかしながら、4 種
類の塩基に基づく構成ユニット（ヌクレオチ

ド）から成る核酸分子は、20 種類のアミノ酸から
成るタンパク質と比較して、その機能や実用化は
限定的である。例えば、核酸抗体として機能する
核酸アプタマーは、種々の塩基配列からなる核酸
断片のライブラリーを用いて、標的分子に特異的
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に結合する核酸アプタマーを試験管内で作
成することが出来る。しかし、核酸アプタマ
ーの標的分子に対する親和性は、タンパク質
抗体と比べると一般的に低い場合が多い。そ
こでこの問題を解決するために、種々の核酸
分子の修飾や類似体の研究が盛んに行われ
ている。その中で、人工的に新たな塩基（人
工塩基）を作りだし、これを核酸分子に導入
する方法が 2000 年以降急速に進展している。
この方法は、核酸の遺伝情報を本質的に拡張
することが出来るので、欧米では本研究に注
目が集まっている。しかし、現在までに医薬
品開発に応用されている例はほとんどない。
これは、人工塩基を導入した人工核酸の増幅
が難しかったためである。例えば、核酸アプ
タマーの作成では、核酸断片のライブリーの
増幅と選択の操作を繰り返す手法を用いる
ので、人工塩基を組み込んだ核酸分子が複製
や転写で機能することが必須の条件となる。 
 
２．研究の目的 
 本申請課題は、申請者らが開発している人
工塩基対の基盤技術を確立し、これをアプタ
マーの作成技術に応用することにより、従来
の核酸アプタマーよりも高機能の新規核酸
アプタマーを作り出す技術を開発すること
を目的としている。 
 核酸の複製や転写では、A と T（U）、なら
びに G と C が、それぞれ選択的に塩基対を
形成することによる相補性が基本法則であ
る。したがって、人工塩基を核酸分子に導入
するためには、2 種類の人工塩基を第三の塩
基対（人工塩基対）として作り出し、これが
複製や転写で機能しなければならない。申請
者らは、これまでに、複製や転写、あるいは
転写や翻訳で機能する種々の人工塩基対を
開発してきた。しかし、核酸アプタマーの作
成に応用するためには、人工塩基対を組み込
んだ DNA が 100 サイクルの PCR 増幅でも
保持され、その間に、天然型塩基対と人工塩
基対が置き換わらないレベルの高精度の人
工塩基対を作り出す必要がある。そこで、本
申請では、これまでに申請者らが開発した人
工塩基対をさらに高精度化し、この人工塩基
を組み込んだ核酸ライブラリーを作成して
新機能アプタマーを作り出す技術を創出す
る。 
 
３．研究の方法 
 核酸アプタマーの作成に利用できる人工
塩基対技術の確立を目指し、これまでに申請
者らが開発した人工塩基対と PCR 技術の改
良ならびに核酸アプタマーの高機能化を目
指した人工塩基への機能性置換基の導入と
その PCR における選択性の検証等を行った。
申請者らは既に、PCR で機能する人工塩基対

（Ds－Pa、Nature Methods, 3, 729 (2006)、や Ds－
Pn、 J. Am. Chem. Soc., 129, 15549 (2007)）を
開発しているので、これを改良してさらに高精度
の PCR増幅を実現する 6塩基システムを確立する。 
 次いで、改良型人工塩基対を導入した種々の塩
基配列から成る DNA のライブラリーを作成し、
これを用いて特定のタンパク質に結合する DNA
アプタマーの作成を行い、その手法を開発する（図
1）。人工塩基に依存して得られる DNA アプタマ
ーの標的タンパク質に対する親和性を測定するこ
とにより、本手法と従来法を比較して、本手法を
改良・確立する。 

 
４．研究成果 
1）Ds－Px 塩基対の開発とその改良 
 これまでに申請者らが開発していた Ds－Pa や
Ds－Pn 塩基対を PCR で使用する際には、特定の
塩基でリン酸部分を修飾した PCR 用基質が必要
であり、また、PCR の増幅効率もそれほど高くは
無かった。そこで、これらの塩基対をさらに改良
し 、 新 た に 、 Ds － Px 塩 基 対 （ 図 2 ）
（7-(2-thienyl)-imidazo[4,5-b]pyridine (Ds)と
2-nitro-4-propynylpyrrole (Px)）を開発した
（Nucleic Acids Res., 37, e14 (2009).）。この Ds－
Px 塩基対を導入した DNA 断片は、30 サイク
ルの PCR で 10 の 8 乗倍程度に増幅され、増幅
された DNA 中には、人工塩基対が 97％以上保
持された。 

 さらに、人工塩基の修飾による PCR における人
工塩基対の精度を調べるためと、種々の機能性置
換基を導入した人工塩基を含むアプタマーを作成
するために、数種類の置換基をそれぞれ結合した
修飾 Px 塩基（Px 塩基の R の部分に置換基を導入）
のヌクレオチド誘導体を化学合成した（図 3）。 
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図１．核酸アプタマーのin vitroセレクション法（SELEX法）
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図2. 本課題のin vitroセレクションに用いた人工塩基対（Ds－Px）
（PxのRの部分に種々の置換基を導入）



 

 

 これらの修飾 Px 塩基と Ds 塩基の複製用基
質、ならびに、Ds 塩基を組み込んだ DNA 断
片を用いて、PCR における人工塩基対の選択
性を調べた。そして、人工塩基対の選択性、
ならびに人工塩基基質が、鋳型中の天然型塩
基に相補して、どの程度取り込まれてしまう
かを、調べる手法を確立し、それぞれの修飾
Px 塩基基質を用いて、人工塩基対の性能を調
べた。さらに、ポリメラーゼの種類、PCR の
条件を詳細に検討し、人工塩基対を含む DNA
の PCR 増幅の最適化を行った。その結果、100
サイクルの PCR も可能とする人工塩基対シ
ステムを構築することが出来た（Nucleic 
Acids Res., in press. doi:10.1093/nar/gkr1068）。
図 3 に示したほとんどの修飾 Px 塩基基質が
高 い 性 能 を 示 し た が 、 な か で も 、
NH2-hx-dPxTP や Diol1-dPxTP は、最適化した
PCR の条件では、天然型塩基対の選択性に近
い 性 能 を 示 し た 。 例 え ば 、 dDsTP と
Diol1-dPxTP を用いた PCR では、人工塩基を
含む DNA は、100 サイクル（実際には 10 サ
イクルの PCR を行い、増幅 DNA の溶液を希
釈し、次の 10 サイクルの PCR を行い、これ
を 10 サイクル繰り返した。）の PCR 後も増幅
された DNA 中には 97％以上人工塩基対が取
り込まれていた。さらに、100 サイクルの PCR
も行ったところ、DNA は 1028倍に増幅され、
増幅された DNA 中には 97％以上、人工塩基
対が保持されていた。さらに、人工塩基基質
が鋳型 DNA 中の天然型塩基に相補して間違
って取り込まれる割合は、1 回の複製で 1 塩
基当たり 0.003～0.005％であった。この割合
は、本 PCR 条件での天然型塩基対の精度に匹
敵するものであった。 
 Px 塩基の修飾に加えて、Ds 塩基の修飾も
行い、Ds 塩基のチオフェン部位にもう一つの
チオフェンを結合させた塩基（Dss）が強い
蛍光特性を有し、この Dss－Px 塩基対も複製
や転写で機能することも分かった（J. Am. 
Chem. Soc., 132, 4988 (2010).）。さらに、この
研究の過程で、Px 塩基のニトロピロール部位

が消光性を有していることを見つけ、結果的に、
蛍光性の塩基と消光性の塩基から成る人工塩基対
の開発に成功した（図 4、J. Am. Chem. Soc., 132, 
15418 (2010).）。この Dss－Px 塩基対を用いて、
モレキュラービーコンやリアルタイム PCR など
の新たな診断技術を開発した。 

 
2）人工塩基対技術を利用した DNA アプタマーの
作成 
 精度の高い人工塩基対の開発とその PCR 技術
を確立することが出来たので、これを用いて DNA
アプタマーを作成する手法の開発を進めた。人工
塩基（Ds）と 4 種類の天然型塩基からなるランダ
ム配列の DNA ライブラリーを化学合成し、この
ライブラリーを用いて 2 種類のタンパク質をモデ
ルターゲットとして、DNA アプタマーの作成を行
った。通常のアプタマー作成技術（in vitro セレク
ション法、SELEX 法）では、数ラウンドの PCR
増幅とセレクションの操作を繰り返した後、最終
的なライブラリーのクローニングと DNA シーケ
ンシングの操作を経て、特定のアプタマー配列を
決定する。しかし、現状では、人工塩基を含む DNA
のクローニング法が確立していないため、申請者
らは、これを回避する 2 種類の新たな手法を考案
した（特許出願中、論文作成中）。 
 この手法による 8 ラウンドのセレクションを実
施し、得られたアプタマーの配列を決定して、標
的タンパク質との親和性を表面プラズモン共鳴
（SPR）の測定により調べた（図 5）。その結果、
得られた DNA アプタマーは、天然型塩基のみか
ら成る従来の DNA アプタマーと比較して、その
親和性は数十倍に向上した。また、DNA アプタマ
ー中の人工塩基部位を天然型塩基に置き換えると、
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図3．複製用の種々の修飾Px三リン酸体基質
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図4．蛍光性と消光性の人工塩基から成るDss－Px塩基対
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図5. 得られたDNAアプタマーと従来のDNAアプタマーの標的タンパク質
に対するセンサグラム

人工塩基を含むDNA
アプタマー

人工塩基を天然型塩
基に変異させたDNA
アプタマー

従来のDNAアプタマー



 

 

親和性は低下し、人工塩基がアプタマーの性
能に寄与していることが分かった。 
 以上の結果、本課題により、アプタマーの
作成に利用できるレベルの高性能の人工塩
基対技術を開発し、世界で初めて、5 種類の
塩基から成る DNA ライブラリーを用いた in 
vitro セレクション法を世界で初めて開発し、
本法により、従来法よりも高機能の DNA ア
プタマーが得られることが分かった。 
 また、本研究課題を通して、人工塩基対技
術を用いた新規研究手法の創出（Nature 
Protocols, 5, 1312 (2010).）や天然型塩基対の
起源に示唆を与える知見（Acc. Chem. Res., in 
press.）を得ることも出来た。 
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