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研究成果の概要（和文）：腫瘍細胞の細胞膜上に高発現している膜タンパク質であるPD-L1を標的とした。ま
ず、1.0E+12の多様性を有する初期DNAライブラリーの中からPD-L1に結合するものだけを通常のSELEX法にて選択
した(予備選択)。予備選択を終えたライブラリーをPCRにより増幅する際、5’末端にアントラセンを修飾したフ
ォワードプライマーを用いることで、アントラセン修飾ライブラリー(Ant-Lib)を得た。このライブラリーを用
い、3’末端にアントラセンを修飾した既知の抗PD-L1アプタマー(プライマリーアプ タマー)に対して近接結合
するアプタマーの選択（Proximity SELEX）を行った。

研究成果の概要（英文）：PD-L1, a membrane protein that is highly expressed on the cell membrane of 
tumor cells, is focused as a target. At first, from the initial DNA libraries with a diversity of 1.
0E + 12, only those that bind to PD-L1 were selected by the usual SELEX method (preliminary 
selection). During the amplification of selected libraries by PCR, an anthracene-modified library 
(Ant-Lib) was generated by using a forward primer with their 5' end modified with anthracene. Using 
these libraries, we selected an aptamer (secondary aptamer) that would closely bind to the 
previously reported anti-PD-L1 aptamer (primary aptamer) with its 3' end modified with anthracene 
through the photochemical dimerization of anthracenes at the termini of primary and secondary 
aptamers (Proximity SELEX).

研究分野：核酸化学、分析化学

キーワード： 核酸　アプタマー　分子協働性　バイオセンサー　PD-L1　がん免疫療法

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近接位選択を10ラウンドを終えている。最終的に得らえたライブラリーをベクターに組み込み、大腸菌にトラン
スフェクションし、得られたコロニーから回収したベクターの配列をサンガーシーケンシング法により配列を解
読する予定である。近接位に結合可能なセカンダリーアプタマーが取得できていた場合、他のアプタマーにおい
ても同様にセカンダリーアプタマーを取得することによってバイナリー化が可能であると考えられ、既存のアプ
タマーの機能や性能を自在に拡張、改変可能な汎用の手法となることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
マトリックスが複雑であるバイオ分析において、標的検出用プローブには非常に高い分子認識
能が要求される。核酸アプタマーは、免疫原性が低く、化学合成が可能であることから、抗体に
代わる次世代の分子認識素子として着目されている。分子認識能の観点から述べると、核酸アプ
タマーは分子サイズが小さいため、抗体ではアクセスできないような場所をエピトープとして
利用できる一方、4 種の塩基から構成されるアプタマーは、20 種のアミノ酸から構成され、高い
構造多様性を有する抗体よりエピトープとの相補性が低いと考えられえている。非天然塩基を
利用し（塩基種を増やし）、相補性を高める戦略も試みられているが、アプタマー取得時にその
非天然構造を認識可能なポリメラーゼが必須となるため、汎用性が乏しい。そこで申請者は、分
子認識に関与する分子面を合理的に拡張する（複数のエピトープを活用する）戦略がアプタマー
の分子認識能を向上させる最適解であると考えた。 
 
 
２．研究の目的 
 
核酸アプタマーの分子認識素子としての性能を向上させるために、分子認識に関与する分子面
を合理的に拡張したい。本申請研究では、「近接位に存在する複数のエピトープに協同的に結合
するアプタマー対（バイナリーアプタマー）」を創製する手法の開発を目的とした。起点となる
既存のアプタマーを準備し、これに近接結合するアプタマーの取得を試みた（近接位選択）。標
的タンパク上で両者が近接した場合にのみ、選択的に連結される仕組みを構築すれば、その後、
連結体として共にプルダウンすることで第二のアプタマーを取得することが可能である。従来
のアプタマー取得法では、単純に結合親和性が低い候補核酸を淘汰していく仕組みであるが、本
手法では、互いの近接度（距離）という新しい概念の淘汰圧をかけ、合理的に近くに結合するア
プタマーを探索した。よって、両アプタマーを同時併用する際（バイナリー化する際）、既に互
いに協同的に作用し得る間隔で結合しているため、刺激に応答した連結や協同的発シグナルな
ど様々な高機能化への誘導が容易に行える。本研究で提案する近接位選択によるバイナリーア
プタマーの取得とその協同的利用法は、既存のアプタマーの機能や性能を自在に拡張、改変可能
な汎用の手法となることが期待される。例えば、既存アプタマーの結合親和性が低い場合、両ア
プタマーを繋ぐことで親和性を向上させることができる。一方、両者を連結せず、標的に近接結
合して初めて、協同的にシグナル応答する仕組みとすれば、高選択的なラベル化が可能となる。
また、アプタマー取得時、連結反応に利用する光反応性分子は、光照射により可逆的に二量化す
ることが知られている。同分子を修飾した二種のアプタマーを用いれば、光に応答し、可逆的に
結合親和性を変化させる機能性素子として利用可能である。アプタマーのバイナリー化は、既存
アプタマーの機能や性能を自在に拡張、改変することが可能な汎用の手法となることが期待さ
れる。 
 
 
３．研究の方法 
 
起点となる既存のアプタマー（プライマリーアプタマー）を準備し、これに近接結合するアプ
タマー（セカンダリーアプタマー）の取得を試みる（近接位選択）。標的タンパク上で両者が近
接した場合にのみ、選択的に連結される仕組みを構築すれば、その後、プライマリーアプタマー
をタグとして利用し、連結体として共にプルダウンすることでセカンダリーアプタマー候補を
取得することが可能である。その際、連結には迅速かつ選択的（バイオオルソゴナル）に進行す
る反応が必要となる。ここでは、高速に反応する光反応性分子を利用した。従来のアプタマー取
得では、単純に結合親和性が低い候補核酸が淘汰されていく仕組みであるため、近接結合するア
プタマー対が積極的に取得される要素はない。本申請研究における選択法は、標的への結合位置
に対して淘汰圧を与えて、近接して結合する分子が選択されるので、対となる第二のアプタマー
を合理的に探索することができる。 
腫瘍細胞表面に発現することが知られている PD-L1 をモデル標的とし、そのバイナリーアプタ
マーの創製を試みる。腫瘍細胞が免疫機構から逃れる要因となっているタンパクであり、現在、
がん免疫療法の効果予測のため、その発現診断（抗 PD-L1 抗体を用いた免疫染色）のニーズが
高まっている。そのような背景もあり、近年、抗 PD-L1 核酸アプタマーも取得されているが、
さらなる分子認識能の向上が求められている。本申請研究では、この既存の抗 PD-L1 核酸アプ
タマーをプライマリーアプタマーとして用い、その近傍に結合する核酸（セカンダリーアプタマ
ー）を以下の 2 段階の選択を経て取得を試みた。 
まず、1×1012（= 420）の多様性を有する核酸プールを初期ライブラリーとし、既往の選択法にて



 

 

PD-L1 に結合する核酸を選択した（予備選択）。PD-L1 の細胞外ドメインと IgG1 の Fc ドメイン
をフュージョンしたキメラタンパクを、Protein G 被覆磁気ビーズ上に固定化した。続いて、ライ
ブラリーをこの Protein G 被覆磁気ビーズに添加し、これに非特異結合する核酸を除去した。残
存核酸を IgG1 固定化磁気ビーズに添加し、これに非特異的に結合する核酸を除去した。その残
存核酸を調整した PD-L1 固定化磁気ビーズと接触させ、PD-L1 結合核酸を得た後、PCR で増幅
した。その際、5’末端に光反応性分子を修飾したフォワードプライマーを用いて PCR で増幅す
ることで、光反応性分子修飾ライブラリーを得た。また、リバースプライマーの 5’末端にはビオ
チンを修飾した DNA を用いており、ストレプトアビジン修飾セファロースビーズを充填したカ
ラムによって PCR プロダクトから目的の光反応性分子修飾ライブラリーを含む二本鎖を捕集・
精製した。最後に NaOH 水溶液によって二本鎖を解離させ、5’末端修飾ライブラリーを回収した
後、NAP5 カラムを用いて脱塩し、ライブラリーを更新した。再度、一連の操作を行い、予備選
択を終えた。 
続いて予備選択にて選択された PD-L1 結合性核酸を初期ライブラリーとし、この中から、プ

ライマリーアプタマーと連結可能な近距離で PD-L1 に結合する核酸の選択を行った（近接位選
択）。連結に用いる光反応性分子は、プライマリーアプタマーの 3'末端にも化学修飾によって導
入した。まず、光反応性分子修飾ライブラリーを Protein G 被覆磁気ビーズに添加し、これに非
特異結合する核酸を除去した。残存核酸を IgG1 固定化磁気ビーズに添加し、これに非特異的に
結合する核酸を除去した。続いて Fc タグを有する PD-L1 と 3’末端に光反応性分子を修飾した
既知の抗 PD-L1 アプタマー（プライマリーアプタマー）をインキュベートした。そこに残
存した光反応性分子修飾ライブラリーを加えてさらにインキュベートした後、366 nm の LED 光
を照射した。その後、プロテイン G 被覆磁気ビーズで Fc を介して PD-L1 とそれに結合するアプ
タマーを回収した。抗 PD-L1 アプタマーに部分的な相補配列を有するビオチン修飾 DNA を加え
アニーリングし、ストレプトアビジン修飾セファロースビーズを充填したカラムによって捕集・
精製した。続いて NaOH 水溶液によって二本鎖を解離させ、プライマリーアプタマーと光反応
性分子を介して連結したライブラリーを回収した後、NAP5 カラムを用いて脱塩した。その後、
5’末端に光反応性分子を修飾したフォワードプライマーと 5’末端をビオチンで修飾したリバー
スプライマーを用いて PCR で増幅し、ストレプトアビジン修飾セファロースビーズを充填した
カラムによって捕集・精製することで、光反応性分子修飾ライブラリー二本鎖を得た。最後に
NaOH 水溶液によって二本鎖を解離させ、5’末端修飾ライブラリーを回収した後、NAP5 カラム
を用いて脱塩し、ライブラリーを更新した。一連の選択操作を 9 回繰り返した。 
 
 
４．研究成果 
 
予備選択後、近接位選択を 9 ラウンド行った結果、図 1 に示す通りアプタマー候補（55 mer）
と予想される核酸が電気泳動にて確認されている。 
   

図 1. 近接位選択を 9 ラウンド行った後、得られたライブラリーを PCR によって増幅して得られ
た産物をポリアクリルアミドゲル電気泳動にて泳動させた結果。Lane 1: DNA ラダー、Lane 2: 
PCR にて 18 サイクル増幅した結果、Lane 3: PCR にて 19 サイクル増幅した結果、Lane 4: PCR に
て 20 サイクル増幅した結果、Lane 5: プライマリーアプタマー、Lane 6: ネガティブコントロー
ル（ライブラリー未添加、22 サイクル） 
 
今後、得られたライブラリーを以下の手順にてクローニングした後、配列を解読する予定であ
る。まず pUC19 ベクターを制限酵素 BamH1 で処理し、切断する。インサート作成用プライマー
を用いて回収したライブラリーを増幅する。これを切断した pUC19 と混合し、In-Fusion 反応を
行う。インサート配列を導入した pUC19 を大腸菌に形質転換し、得られたコロニーを採取する。
最後にコロニーPCR を行い、真にインサート配列が導入されているものに対してサンガーシー
クエンシング法により、その配列を解読する予定である。 
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