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研究成果の概要（和文）：TBAはthrombinに結合して、抗血液凝固剤として作用するDNAアプタマー（一本鎖の
DNA）である。高い特異性と非免疫原性を持つのみでなく、薬効が相補鎖によって無効化できるという利点があ
る。
  血清中に存在するヌクレアーゼによって分解されやすい点が課題である。天然型DNAを非天然型で部分的に置
換した非天然型TBAを対象にMD計算をし、その安定性を検討した。また、SO2F分子で修飾したTBA(TBDcA）を実験
的に合成し、thrombinに共有結合させた。TBDcAは薬効を維持したまま、ヌクレアーゼ耐性を示し、結合力も共
有結合で強化されることが分かった。

研究成果の概要（英文）：TBA is a DNA aptamer (single-stranded DNA) that binds to thrombin and acts 
as an anticoagulant. It has the advantages of high specificity, non-immunogenicity, and the ability 
to have its drug effect nullified by its complementary strand.
  The challenge is that they are easily degraded by nucleases present in serum. We performed MD 
calculations to investigate the stability of non-natural TBAs generated by replacing some natural 
DNAs with non-natural ones. Moreover, TBA modified with SO2F molecules (TBDcA) was synthesized 
experimentally and covalently bound to thrombin. TBDcA was found to be nuclease-resistant and its 
binding strength was enhanced by covalent binding while maintaining the drug effect.

研究分野：原子・分子・光物理学

キーワード： DNA Aptamer　DNA Covalent Aptamer　TBDcA　Combinatorial Screening

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
TBAを始めとする核酸（DNA・RNA）アプタマーはSELEX法によって進化論的に作製され、標的分子に対する高い特
異性を獲得するだけでなく、抗薬物抗体が生じ難く、相補鎖によって容易に中和でき安全である。薬剤としては
極めて魅力的な性質を持っていると言える。本研究のTBDcAを例とする共有結合型修飾は、核酸アプタマーの弱
点であるヌクレアーゼによる分解・排出を克服できると考えられる。今後応用領域を拡大する上で有望であり、
社会的意義は高い。また、結晶化の困難な核酸アプタマーの構造の理解に向けたfoldingおよびunfoldingに関す
る動力学の理解は学術面での新展開にも繋がると期待される。

※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 
 
アプタマー（Aptamer）とは、特定の分子と特異的に結合する核酸分子やペプチドである。本研
究は特に DNAの一本鎖によって形成される核酸アプタマー（DNA Aptamer）を対象としてい
る。これは一本鎖核酸オリゴマーから成る分子であり、分子内水素結合により複雑な高次構造を
取ることで、高い標的結合能および特異性を示し得る。その発見と開発については、1990年に
ゴールド研究室[1]とショスタック研究室[2]が独立に報告した。核酸アプタマーには有機小分子
や蛋白質、核酸、細胞、微生物といった様々な目標と特異的に結合するものがあり、SELEX法
として知られる進化工学的手法によって試験管内で化学的に得られている。しかも短時間で合
成可能であり、抗体と異なり免疫原性もほとんどないという利点がある。そのため抗体に代わる
分子認識が可能な生体物質として基礎研究から生物工学的研究、創薬などの応用まで幅広く研
究されている。核酸アプタマーの特筆すべきメリットは相補鎖を加えてヘリックス型の二本鎖
を形成させることで複雑な高次構造を解消し、その薬効を中和することが可能なことである。 
 DNAアプタマーは、様々な分子に対して高い親和性と特異性を示す。顕著な例としてトロン
ビンと結合することで抗血液凝固剤として作用する TBA(Thrombin Binding Aptamer)が挙げ
られる。手術後に拒絶反応を抑制して用いることが可能である。その一方で、修飾されていない
核酸アプタマーは、血流中のヌクレアーゼや腎臓機能によりすぐに分解・除去されてしまう（半
減期：数分～数時間）。修飾されていないアプタマーの利用は上述の手術後の抗血液凝固など一
時的なものに限定される。核酸アプタマーの半減期延長については、一つには様々な分子修飾が
ある。また一方で、非天然型核酸（Anomeric DNA）を用いる方法[3]も研究されている。 
本研究は核酸アプタマーTBAの長寿命化をテーマとし、特に Anomeric DNAのヌクレアーゼ
による分解の考察に端を発したが、研究推進により本来目標とする長寿命化には TCI 化
（targeted covalent inhibitor）がより有効であることが分かってきた。また効果的な DNA アプ
タマーの同定を短時間で行う手法を開発して SELEX 法のメリットを一層向上させる研究へと
発展した。 
 
２．研究の目的 
 

TBAは４種の天然型核酸の中の Tと Gのみで形成され、塩基配列は 
5'-GGTTGGTGTGGTTGG-3'である。４つのグアニン対を持ち、２つの対の各々が安定なグアニ
ン４重鎖と呼ばれる平面構造（G-plate あるいは G-quadruplex などと呼ばれる）を形成する。
２つの平面が並行なチューブ状に並び、その中に K+イオンを捕獲するイオンチャネルを形成す
ると堅固な DNAアプタマーとなる。G-plateによる安定構造は生体内では染色体の末端部にあ
るテロメアにも見られ、癌の抑制/惹起の研究でも興味を持たれている。この興味深い DNA ア
プタマーの(a)構造と安定性、(b)ヌクレアーゼ耐性、(c)特異的結合能点の考察が本研究の当初の
目的である。その実施に向けては、動力学の分析に有効な数理手法（宮下）や TBAに関連する
DNAアプタマーの実験的研究の情報（瀧）を得ながら研究を進める計画で開始した。 
 研究推進に伴い、上記(b)と(c)に関して新しい知見が浮上してきた。2021年度に瀧は研究協力
者 J. Yang博士（電通大・北大 客員教授）と協力して、TBAに warheadを付け thrombinと
共有結合する DNA・コバレント・アプタマー(TBDcA)を実験的に作製し、その各種ヌクレアー
ゼ耐性機構を検討し、耐性強化に関する有意な結果を得たのである。具体的には、各種
exonuclease、endonuclease、およびヒト血清存在下での TBDcAの加水分解耐性試験等を行っ
た結果、いずれの場合においても標的への共有結合後に分解耐性を獲得していた。特に 40%ヒ
ト血清存在下で、37℃/24時間のインキュベート後においても分解されずに残ることを見出した。
この発見に伴い、宮下は DNA・コバレント・アプタマーにおける共有結合部（warhead）の化
学構造や長さなどが、どのように結合部位や結合力の特性に影響を与えるかを数値計算により
理論的に明らかにする研究を開始した。また、研究分担者山越が都合によりチームを離れるとい
う状況も勘案し、研究実施計画を以下のような方向に部分修正することとした。 
[渡辺] アノマー型 TBA を用いた構造安定性の MD 計算とヌクレアーゼ耐性機構の吟味に向け
た基礎計算。 
[瀧]  J. Yang博士と共同して warhead（共有結合部）と共有結合する DNA・コバレント・アプ
タマー(TBDcA)の合理的設計とその発展的応用。 
[宮下] warhead の化学構造や長さなどが結合部位や結合力特性に与える影響の数値計算による
解明。渡辺の数値計算への情報提供。 
 
３．研究の方法 
 
非天然型 TBAおよび TBDcAのヌクレアーゼ耐性機構を理論（渡辺、宮下）と実験（瀧）の両
面から検討し、耐性および特異的な結合性の向上を吟味する。理論研究の根幹は構成要素である



全原子間の力場を用いた全原子分子動力学(All-Atom Molecular Dynamics)である。実験では
SELEX法を基にした TBDcAの作成と各種 exonuclease、endonuclease、およびヒト血清存在
下での加水分解耐性試験等による耐性の観察を行う。 
 
【理論】 現在標準的なソフトとして活用されている MD 計算ソフト gromacs とモデルの構
築 をユーザインタフェースで行うソフト xleapを主要ツールとして用いる。すなわちgromacs
に入力するアノマーの構造ファイルを xleapによって簡便に構成する。天然型 TBAについて公
開されている pdb ファイル（protein databank file）を鋳型にして、特定の核酸分子を xleap
でアノマー化した核酸分子に置き換える。アノマー化には数値的に対称変換して置き換える方
法も可能で、宮下は pythonツールを開発してアノマー化した TBAの pdbを作る。このような
置換で編集された pdbファイルを gromacsに入力し、MD計算を実施して先行実験[3]で報告さ
れている安定性などの結果と比較検討する。 
 これと並行して、構造変化経路をなめらかに繋ぐmorphingプログラムを開発する。統計的に
頻度の高い経路を繋ぐことで統計的揺らぎを抑制した経路を繋ぐ。融解点より高い温度での天
然型 TBAの unfoldingプロセスを基に、非天然型 TBAの安定構造への foldingプロセスをシミ
ュレートする。 
 
【実験】 DNA・コバレント・アプタマー(TBDcA)の作成：反応グループの SO2F warheadを
TBAに共有結合させる。アルキニル長鎖アルカン（炭素数 8）を持たせたものと、アジド基を
有する Ar-SO2Fとをヒュスゲン環化付加反応（クリック反応）で TBAに結合させる。結合した
残基の特定はゲル電気泳動（SDS-PAGE）によって評価する。 
長寿命化の確認および相補鎖による TCI 解除の確認：血液凝固時間の計測によって長寿命化を
確認する。相補鎖導入後の血液凝固時間の変化を計測して、薬効の解除を確認する。 
 
４．研究成果 
【非天然型 TBA の理論】 まず、ユーザインタフェ
ースソフト xleapで作成した pdbファイルを入力ファ
イルとして非天然型 TBA の構造安定性の考察を行っ
た。例として thrombin 分子の docking site に近接し
た非天然型 TBA の一つ A7 の時間発展を図 A に例示
する。A7 は TBA の中央部分 TGT をα核酸で置換し
たものである。カリウム正イオン（緑球）を取り込んで
G-quadruplex が安定する様子が分かる。文献[3]によ
るとA7は他の非天然型 TBAに比して高い安定性を持
つが、天然 TGAおよび非天然型 A6に比して薬効時間
が短い。A7の特異な振舞の理解が研究目標の一つであ
るが、理論面からは塩基のリン酸に対する２つの向き
synと antiの決定が課題になった。一方、非天然型核酸の希少性で実験的構造決定が出来ない。
宮下は DNN(Deep Neural Network)ベースのタンパク質morphing手法を用いてモノアミン酸
化酵素のダイナミクスを解析した。この morphing 技術を転用して、非天然型 TBA の folding
における synと antiの回転自由度の最適化シミュレーションが可能になると期待される。 
 
【TBDcAの実験】 
瀧は J. Yang 博士と共同して DNA・コバレント・ア
プタマー(TBDcA)を実験的に作製し、その各種ヌクレ
アーゼ耐性機構を検討し、有意な結果を得た。これは
目的とする TBA/thrombin の組み合わせの分子系に
おいて血液凝固機能が予定通りに阻害されること、そ
してその耐性の強化が可能であることを示しており、
査読付き原著論文発表を行った。具体的には、各種
exonuclease、endonuclease、およびヒト血清存在下
での TBDcAの加水分解耐性試験等を行った結果、い
ずれの場合においても標的への共有結合後に分解耐
性を獲得していた。特に 40%ヒト血清存在下で、37℃
/24 時間のインキュベート後においても分解されずに
残ることを見出した。図 Bはこの研究を通じた成果の
解釈を示す。warheadによって docking siteに一層近
接することで各種ヌクレアーゼから保護されること、
一方warhead濃度を高くすると dockig siteに近接で
きずに共有結合するものが現れその DNA鎖はヌクレアーゼに分解されること、また相補鎖を導
入すると TBAの薬効が解除されヌクレアーゼによって分解されることなどが理解できる。 
宮下は理論的分析を目的に、モデルを用いて TBDcAの化学構造や長さなどが結合部位や結合

図 B ヌクレアーゼ耐性機構と相補鎖による効
力解除 
Fig. S1: Tabuchi, Y.; Yang, J.; Taki, M. Inhibition 
of thrombin activity by a covalent-binding 
aptamer and reversal by the complementary 
strand antidote. Chem. Commun. 2021, 57, 
2483–2486. 

図 A 非天然型 TBA A7 がカリウム正イオンを
取り込んで安定化する様子（左から右へ）。安
定化は 1ナノ秒程度で起こる。下部は
thrombin分子。 



力の特性に与える影響の考察を開始した。まず共有結
合によって発生する力場を求め、そのモデル構造の数
値計算を行った（図 C）。 
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図 C TBDcAモデル。Ball and Stickで表示した。 
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