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研究成果の概要（和文）： 

アプタマー選択のための新たな二つの方法、「分子間相互作用の速度論的解析（シミュレーショ

ン）を基にした新たなアプタマー選択法」、および「迅速な蛍光ラベル法」を開発した。この方

法を細菌芽胞を標的とするRNAアプタマー選択に用いた。得られたどのRNA分子種も芽胞への結合

能を示した。これら新規RNAアプタマーは栄養細胞には全く結合せず、芽胞のみに結合した。得

られたどの分子種も調べた限りすべての菌の芽胞に結合し、菌種を超えた共通の芽胞成分に特異

的なRNAアプタマーが得られたものと結論された。 

 

研究成果の概要（英文）： 

We have newly developed two methods for RNA aptamer selection: one is a kinetically 

designed RNA aptamer selection method. The second is a rapid fluorescent labeling 

method for RNA. Using these methods, we have selected RNA aptamers to bacterial 

spores from random RNA population. The RNA aptamers were isolated from selected 

RNA population by cloning and characterized. All RNA aptamers bind to bacterial 

spores specifically, but do not bind to vegetative bacterial cells at all. The aptamers 

bind to bacterial spores from any species tested. It has been concluded that the RNA 

aptamers recognize some structures commonly present in bacterial spores. 
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１．研究開始当初の背景 

核酸（主に RNA）の新しい機能、特に触媒

機能や RNA 干渉（RNAi）［発見の論文：Nature 

391, 806 (1998)、2006 年度ノーベル医学生

理学賞］に関する基礎的研究が大いに発展し、

遺伝子発現制御の技術として注目されてき

ていた。我々は、それと並ぶもう一つの核酸

の機能であるアプタマー［最近の総説とし

て：J.F. Lee et al. Curr. Opinion in Chem. 

Biol. 10, 282 (2006)］に注目し、これの微

生物学関連分野での利用を試みようと考え

た。それまでのアプタマーは、精製した分子

を標的として創製されてきたが、本研究では、

微生物細胞（栄養細胞や胞子）まるごとを標

的とし、それらに特異的に結合する核酸の創

製を試みることを計画した。この試みは当時

国内外を通じて初めてのもので、また微生物

識別へのアプタマーの応用は、世界的に見て

もユニークなものと位置付けられた。 

当時すでに我々は、核酸と全く相互作用を

もたないと考えられていたプロテアーゼに

対するアプタマーの創製に成功していた［J. 

Biochem. 125, 1115-1119 (1999) ］。これ

は世界で初めてのRNAからなる微生物プロテ

アーゼ阻害剤であった。一方、微生物学分野

において、微生物の同定は、選択培地を使っ

た培養や表面抗原に対する抗血清などを用

いて行われているが、この場合もアプタマー

の使用が可能ではないかと思われた。アプタ

マーは、抗体と比べて特異性や結合能におい

て遜色ないものと考えられており、作成法や

コスト面では、抗体を凌駕する。アプタマー

チップによる自動化も可能で、特に食品の安

全安心の分野でも細菌のプローブとして応

用できるのではないかという着想に至った。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、各種細菌や芽胞全体（精製し

た分子ではなく）を標的としてRNAアプタマ

ーの創製を試み、各種胞子に結合するアプタ

マーを多種類取得し、それらの標的に対する

作用、特異性、およびアプタマーの構造を解

析することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1)ランダム配列 RNA の調製 

アプタマーには RNA および DNA があるが、

当研究室でシステムがうまく走っている

RNA アプタマーについて試みた。DNA 合成

機により合成されたランダムな配列の DNA

（全長 100 塩基でランダム部分は 50 塩基

ほど）を試験管内転写のための鋳型とした。

両末端には、後にポリメラーゼ連鎖反応

（PCR）で増幅可能とするため既知の配列

（PBS=Primer binding site）をつけ、ま

たその 5'末端側に T7 RNA ポリメラーゼの

プロモーター配列をつけておく。これを T7 

RNA ポリメラーゼをもちいる試験管内転写

系にて RNA に変換し、ランダム RNA の集団

を作成した。これまでのタンパク質や低分

子物質を標的とした例から考えると 10 の

14 乗ほどの分子数を必要とすることがわ

かっているため、具体的には 20 μg ほど

の DNA からスタートし RNA を調製した。 

(2)アプタマーの取得 

アプタマーの取得方法としては、フィルタ

ーを使う方法が一般的であるが［総説とし

て：L. Gold et al. Annu. Rev. Biochem. 

64,763 (1995)］、標的が細胞や胞子の場合

は、高価なフィルターを使わずとも選択操

作を行える可能性があったのでまずラン

ダムの RNA 集団と芽胞を混ぜた後、遠心分

離により芽胞を沈殿させ、上澄みを捨てた。

芽胞を徹底的に洗浄用のバッファーで洗



浄し、この操作の後でも芽胞に結合してい

る RNA があることを期待し、その芽胞まる

ごとをフェノール抽出した。ここで得られ

た核酸成分中の RNA を試験管内で逆転写

（RT=Reverse Transcription）し、PCR で

増幅、その DNA 産物を鋳型として次の世代

の RNA を調製し、上記と同様の選択操作を

繰り返した。これを 10 回ほど繰り返す。

最後に得られた DNAをクローン化により精

製した。また、この選択法について本研究

では、まったく新しい方法を開発した。そ

れについては、研究成果に述べる。 

(3)単一アプタマーの取得 

 クローン化後、それぞれのクローンから一

本鎖 RNA を調製し、蛍光ラベルを行い、芽胞

自体に対する結合能が確実なものであるか

蛍光顕微鏡により確認した。さらに各クロー

ンの結合能の特異性も調べた。また、RNA の

蛍光ラベルについて、その迅速なラベル法を

開発した。それについては、研究成果に述べ

る。 

 
４．研究成果 
(1)分子間相互作用速度論からデザインした
アプタマー選択法の開発 

本研究の中で、RNAアプタマー選択について

のまったく新しい方法の開発を試み、成果を

上げた。これまで、RNAアプタマーの選択は、

一般に次のステップで行われている。i）ラン

ダム配列を含むRNAの調製、ii）このRNA 集団

と標的との接触、iii）結合能の無いまたは弱

いRNA種の洗浄による除去、iv）結合能のある

RNAの回収、v）RT-PCRによる回収RNAのcDNA

への変換と増幅、vi）cDNAを転写することに

よる第二世代のRNA集団の調製、そして上記

ii）以下を繰り返す。これらii）～vi）のス

テップを数サイクル行うことにより、標的と

の親和性の大きなRNAを得るのが一般的であ

る。文献的には成功例が述べられるため、こ

のアプタマー選択法は一般に完成した方法と

理解されているが、実際には、多くの失敗例

がある。結合能評価は多くの場合数サイクル

後に得られたRNAの標的への結合アッセイに

より行われるため、RNAアプタマーが得られな

い場合、不成功の原因追求は簡単ではなく、

操作自体も手間、時間、コストのかかる方法

である。本研究では、分子間相互作用の速度

論的解析（シミュレーション）を基に、静的

な結合定数Kdではなく、結合速度定数kONと遊

離速度定数kOFFを考慮に入れた方法を開発し

た。具体的には、結合反応の時間の考慮、洗

浄液の量や時間などを従来法と大きく変えた

方法である（大量の洗浄液を用い洗浄時間を

大きくする）。数種類の標的を用いたモデル実

験において、手間、コスト、また時間のかか

らない、RNAアプタマー選択法ができ、標的に

よっては１ラウンドで有意に結合するRNA集

団が得られた。 

芽胞を標的に、この方法を実行し、従来法

（洗浄液量数ml、洗浄時間数分のSELEX）との

比較も行った。従来法については、9ラウンド

を行った時点で、結合能の確認を行ったとこ

ろ、明らかな結合を確認できず、さらなるラ

ウンドを重ね、13ラウンドで、ようやく結合

能の確認ができた。新しい方法では、9ラウン

ドで芽胞に確実に結合していることが確認で

きた。ただし、より少ないラウンドで結合能

アッセイをしていないので、結合能を得るた

めの最小ラウンド数が9であるという意味で

はない。 

(2) RNAの迅速蛍光ラベル法の開発 

アプタマーが芽胞に結合していることの確

認は、5’末端を蛍光ラベルした RNA アプタ

マーを用い、蛍光顕微鏡観察により行った。

このための迅速な RNAの蛍光ラベリング法を

開発した（図１）。従来の方法は、転写合成

された RNA アプタマーの 5’末端を脱リン酸 



 

 

化し、ATPS を用いてチオール基を導入し、

このチオール基にフルオレセインマレイミ

ドをマイケル付加によって導入する（図１a）。

DNA からの転写合成を含めて 4 段階（転写、

脱リン酸、キナーゼによるチオール化、マイ

ケル付加）を要する。これに対し、本研究で

新たに考案した方法は、RNA の転写反応時に

6-Thio-GMP を混合して転写反応を行なう方

法である。RNAの転写はGから開始されるが、

この 6-Thio-GMP は転写開始の G にのみ導入

される。転写されてきた RNA の先頭の G には

チオール基がすでに導入されているので、こ

のチオール基にフルオレセインマレイミド

を導入することができる。この方法を用いる

と 2段階で標識化が可能となる（図１b）。 

 

(3)細菌芽胞に特異的に結合する RNA アプタ

マーの取得 

分子間相互作用速度論からデザインしたア

プタマー選択法および従来法によって複数回

のアプタマー選択を行った。先に述べたよう

に新しい方法では、9ラウンドで、従来法では

13ラウンドで得られたRNA集団が芽胞に確実

に結合していることが確認できた。それら集

団をクローニングし、共通配列をもとにいく

つかのグループに分けることができた。それ

らクローンから得られた各RNAアプタマーに

ついて結合能の確認を行った。確認の方法は、

調製したRNAを精製し、5’末端を前項の方法

で蛍光ラベルした。その精製ラベル化RNAを芽

胞標品と混ぜ、結合反応を行った後、蛍光顕

微鏡で観察する方法を用いた（図２）。対象

として、0ラウンド集団、すなわち、選択をま

ったく行っていないランダム配列RNAを用い

た。この0ラウンドRNA集団では、蛍光ラベル

RNAが結合した芽胞は、まったく観察されなか

った（図は省略）。得られたクローニングに

よって精製したどのRNA種も芽胞への結合を

観察することができた。これら新規RNAアプタ

マーは栄養細胞には全く結合せず、芽胞のみ

に結合した。異なった数種の菌の芽胞を用い

て特異性を調べたところ、どのクローンも調

べた限りどの菌の芽胞にも結合し、種特異性 



 

を示さなかった。芽胞共通に特異的なRNAアプ

タマーが得られたものと結論された。 

 当初は、細菌種の識別を目指したが、結果

的には、芽胞を識別できるRNAアプタマーの取

得に成功した。このアプタマーは、食品中で

確実な除去が難しい細菌芽胞を検出したり、

さらには除去したりする新手法の中心的プロ

ーブとして使われることが期待される。また、

本研究で得られたいくつかの知見や新しい実

験方法は、今後、新規アプタマーの効率的な

取得に大いに役立つことは確実で、今後につ

ながる研究成果が得られたと言える。 
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