
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成２２年 ６月１４日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：  
 グアニン酸化損傷の一つであるオキサゾロンは G→C トランスバージョンを引き起こす。
本研究では、この損傷に結合するアプタマーを見出すことを目的とした。固相に結合した
Oz に結合するものは得られたが、フリーの Oz に強く結合する能力は持っていなかった。
フリーの Oz に結合するアプタマーを見出すための知見が得られた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
   One of guanine oxidation products, oxazolone, causes G→C transversions. In this 
research, we intended to find aptamers binding oxazolone. Aptamaer binding 
oxazolone-resin were found but it can bind weakly with free oxazolone. Then some 
knowledge of finding aptamers binding oxazolone was obtained. 
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研究分野：複合新領域 
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キーワード：グアニン酸化損傷、紫外線、G→C トランスバージョン 
 
１．研究開始当初の背景 
 DNA は化学物質であるために様々な物
質・エネルギーと反応し、遺伝情報の変異を
引き起こす。この変異が積み重なると最終的
に癌や老化を引き起こす。故に、DNA の変
異とその修復機構の解明は極めて重要であ
る。突然変異の中でも最も単純な点突然変異
は 12 通り存在し、そのうちグアニンからシ

トシンへの変異（G→C トランスバージョン）
のみが最近まで不明であった。以前申請者は
大腸菌ポリメラーゼ I を用いて、グアニンの
損傷であるイミダゾロン(Iz)が G→C トラン
スバージョンを引き起こすことを初めて示
した。その後同様に大腸菌ポリメラーゼ I を
用いた研究により、第２候補としてグアニジ
ノヒダントイン(Gh)が提示された。また申請
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者は、ヒト DNA ポリメラーゼηを用いるこ
とにより Oz を第３候補として提示した。こ
の３つの損傷についてほ乳類 DNA ポリメラ
ーゼα及びβで突然変異能を調べたところ、
Oz と Iz は G→C トランスバージョンのみを
示し、Gh は G→C トランスバージョンと G
→T トランスバージョンを示した。さらに酵
母 DNA ポリメラーゼεにより、Oz は G→C
トランスバージョンを、Gh は G→T トラン
スバージョンを優位に引き起こすことが判
明した。また、Oz は様々な修復酵素によっ
て認識・修復されることも明らかとなった。 
 実は G→C トランスバージョンは、紫外線
照射下や活性酸素が多く発生する高酸化条
件で G→T トランスバージョンと共に検出さ
れる点突然変異であり、低酸化条件ではあま
り検出されない。これは Oz が様々な修復酵
素により修復されるためであること、Oz が
８オキソグアニン(8oxoG)のさらなる酸化生
成物であることによる。こうして、高酸化条
件では 8oxoG に加え Oz も生体内では重要な
挙動を示す可能性があり、Oz の直接的な検
出法の開発は急務である。 
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 研究開始時点においては、Oz の検出法と
しては２つあり、(i)HPLC による定量、(ii)
蛍光検出による間接的な定量がある。(i)の
HPLC による定量は Oz が低分子のため、生
体内の他の低分子と分離が不可能であり、
8oxoG のように電気化学的に検出されやす
いような特性も持っていない。そのため、生
体サンプルからの Oz の定量は実質的には不
可能である。(ii)の間接的な定量は、Oz をア
ルカリ処理しグアニジンを生成させ、NQS
という試薬との反応生成物の蛍光を測定す
るというものである。しかしながら、Oz 以
外の DNA 損傷からもグアニジンが生成しう
るので、正確な定量はこの方法では不正確で
ある。 
 
 
２．研究の目的 
 グアニン損傷の一つであるオキサゾロン
(Oz)に結合するDNAアプタマーおよびRNA
アプタマーを作製することを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
(a) Oz の固定化 
 DNA-RNA ハイブリッドダイマー、dG-rU を
DNA 合成機上で合成した。その後、リボフラ
ビン存在下、366 nmの紫外線を照射し、dIz-rU

を合成した。その後、65 ℃で加水分解し、
dOz-rU を生成させ、高速液体クロマトグラフ
ィーで dOz-rUを精製した。単離した dOz-rU
に NaIO4処理を施し、アルデヒド基(1)を生成
させた。これにアミノ基を有する固相担体と
反応させ、固相担体及びキャリア蛋白質上に
Oz骨格を固定した(2)。 
 
(b) DNA アプタマーの構築 
  45塩基のランダム配列を含んだDNAライブ
ラリーからSELEX法でアプタマーを選択した。
具体的には、(i)DNA ライブラリーから転写に
よりオリゴマープールを作製、(ii)(a)で作
製した固相担体に結合させ、(iii)担体に結
合したライブラリーを溶出、２本鎖 DNA ライ
ブラリーに戻した。この(i)〜(iii)の操作を
繰り返し、Ozに結合するアプタマーを選択し
た。なお、非特異的な結合するものを選択ラ
イブラリーから除外するため、天然ヌクレオ
シドを固定化した担体と混合し、液相を回収
する操作も行った。こうして、Ozに特異的に
結合するいくつかのアプタマーを得た。 
 
(c) RNA アプタマーの構築 
  45塩基のランダム配列を含んだDNAライブ
ラリーから SELEX 法で RNA アプタマーを選択
した。具体的には(i)DNA ライブラリーから転
写により RNA プールを作製、(ii)(a)で作製
した固相担体に結合させ、(iii)担体に結合
した RNA ライブラリーを溶出、RT-PCR 反応に
より DNA ライブラリーに戻した。この(i)〜
(iii)の操作を繰り返し、Ozに結合する RNA
アプタマーを選択した。なお、非特異的な結
合するものを選択ライブラリーから除外す
るため、天然ヌクレオシドを固定化した担体
と混合し、液相を回収する操作も行った。こ
うして、Ozに特異的に結合する RNA アプタマ
ーを得た。 
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(c) Oz に対する結合性の解析 
 Oz を生成させた DNA を別途合成した。(a)
や(b)で得られた RNAアプタマーを混合し、
ゲルシフトアッセイにより結合定数を算出
した。 
 
 



 

 

４．研究成果 
 
(1) dOz-rU 合成の条件検討 
 dG-rU を 20 μM、リボフラビンを 75 mM に
調製し、さらに Oz は酸性及び塩基性条件で
不安定なことを考慮して、ここにリン酸バッ
ファー(pH 7) 10 mM を加えた。光の照射時間
は 10 min が最適であった。得られた dIz-rU
から加熱分解して、dOz-rU を得ることを検討
した。その結果、65 ℃、２時間が最適であ
ることが判明した。大量合成のために、dG-rU 
を 20 μMを 200 μMに変更した。 
 
(2) 固相担体と dOz-rU の反応のリボフラビ
ンによるモデル実験 
 dOz-rU と固相担体の結合の成否を判別す
ることは困難なため、dOz-rU の代わりに、同
じくジオールを持ち、かつ目視での判別が可
能なリボフラビンを用いてモデル実験を行
うこととした。反応条件を検討した結果、
NaIO4の濃度が 56μM、pH 6 が最適であると結
論づけた。 
 
 

 

 また、この反応条件では Oz が分解されな
いことも確認できた。よって、この反応条件
により、(1)で合成した dOz-rU を固相担体に
導入した。 
 
(3) in vitro セレクションによるアプタマー
の選別 
 (2)で調製した dOz-resin を用いて、以下
の図のような方法で in vitro セレクション
を行い、dOz-resin に結合するアプタマーを
得た。なお、DNA ライブラリーとしては、
GGGCCAAGCTTCTGCAGAAAAATN45CTCGGGAATTCCTC
CCTATAGT GAGTCGTATTA の配列を用いた。45
塩基分のランダム配列を用いることで、445

種類、つまり約 1027種類から選択するという
ことになる。 
 

 

 

 
 

 
 
 こうして得られたものをDNAシークエンサ
ーで配列決定したところ、ランダム配列部分
が GAGCGTGCTC GTTTAGTTGC TGTTGTTGGC 
CCGCAGTGCG CTCCGであるもの１種類のみが選
択された。 
 DNAアプタマーとは別にOz-resinに結合す
る RNA アプタマーも選択した。DNA アプタマ
ーの選択法に、RNA 転写と逆転写のステップ
を加えた選択法を行い、ライブラリーは DNA
アプタマーと同一のものを用いた。このライ
ブラリーとは別に、TAATACGAC TCACTATAG 
GGAGGAATT CCCGAGGGG ACGANNTNG TTNNNGCGC 
TTCNGCGTG TGNAAACGT CCCATTTTT CTGCAGAAG 
CTTGGCCC というライブラリーも用いて別途
in vitro セレクションを行った。このライブ
ラリーは、RNA 2006, 12, 567-579 で報告さ
れていたGMP に結合する RNAアプタマーの構
造と配列を参考にして８カ所のみをランダ
マイズしたものである。 
 こうして得られた DNA アプタマーと RNAア
プタマーをそれぞれ 32P で RI ラベルした。そ
れぞれのラベル化アプタマーを Oz 生成 DNA
と混合し、ゲルシフトアッセイを行った。そ
の結果、得られた DNA および RNA アプタマー
は、解離定数が 0.3 μM 以上であった。
Oz-resin で選択してきたにも関わらず、Oz
生成 DNA への結合力の弱さは、得られたアプ
タマーが Ozだけではなく、resin にも結合し
ていることを示唆している。このため、アプ
タマーの Oz に結合する際の resin の影響を
なるべく排除するため、Ozと resin の間の距
離を長くした。こうした工夫にも関わらず現
在のところ、Ozへの結合力が強いアプタマー
は得られていない。現在の集積した知見をも



 

 

とに、Ozにより強く結合するアプタマーを選
択できる Oz-resin の設計を今後行う予定で
ある。 
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