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研究成果の概要（和文）：ビオチンタグ化 epidermal growth factor (EGF)蛋白質を作製。この

EGF 蛋白質を用い、systematic evolution of ligands by exponential enrichment 法（SELEX

法）にて、ランダム配列をもつ合成オリゴヌクレオチドをもとに EGF に特異的結合する RNA を

選別し、抗 EGF アプタマー（RNA アプタマー）を取得した。このアプタマーによる EGF の受容

体への結合阻害を検証した。 

 
研究成果の概要（英文）：The biotin tagged epidermal growth factor (EGF) protein was made. 
The specific RNA aptamer for EGF protein was identified and acquired from synthetic 
oligonucleotide with random-sequence by systematic evolution of ligands by exponential 
enrichment (SELEX) method using the biotin tagged EGF protein. This anti-EGF aptamer could 
interfere with the binding of EGF to the receptor. 
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１．研究開始当初の背景 

(1) RNA はリボザイム、RNA 干渉、アンチセ
ンスといった機能を有しており、これ利用し
た医薬品や標的分子と特異的に結合するア
プタマー医薬品が開発されている。 
 
(2) RNA アプタマーは抗体に変わる分子認識
が可能な物質であり、その 3次構造により標
的分子に結合する。現在、抗 VEGF アプタマ
ーは臨床応用されている。また、文献的にも
多くの癌関連物質に対するRNAアプタマーの

報告があり、臨床試験が進行中のものもある。
この特定標的に結合するアプタマーは SELEX
法（Systematic evolution of ligands by 
exponential enrichment 法）を用い同定し、
化学的に合成することが可能である。 
 
(3) Epidermal growth factor（EGF）はその
レセプターに結合することで多様なシグナ
ルを活性化する。その結果として上皮の増殖，
分化，腫瘍発生に関与している。現在、EGF
レセプターに対する抗体およびチロシンキ
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ナーゼ阻害剤は癌治療において臨床応用さ
れているが、そのリガンドである EGF をター
ゲットとする薬剤はない。この EGF レセプタ
ーからのシグナル伝達を阻害するためには、
リガンドであるEGFのレセプターへの結合を
阻害することも必要であると考えられる。 
 
２．研究の目的 
(1) 分子標的薬としてEGFレセプターに対す
るチロシンキナーゼ阻害剤および抗体がす
でに臨床応用されている。しかし、このシグ
ナル伝達のきっかけとなる、EGF のレセプタ
ーへの結合を阻害する作用を持つ分子標的
薬はない。この EGF の結合阻害は新たな癌治
療の標的となりうる。 
 
(2) 核酸治療薬であるRNAアプタマーは抗体
に変わる分子認識が可能な物質で、その 3次
構造により標的分子に結合する。アプタマー
は分子標的薬として抗体医薬品と肩を並べ
るポテンシャルを有している。 
 
(3) 本研究の目的は① SELEX法による抗EGF
アプタマー（RNAアプタマー）の創製、② こ
のアプタマーによるEGFの受容体への結合阻
害の検証、③ 癌細胞株における腫瘍増殖抑
制効果の評価である。 
 
(4) RNA アプタマー作製といった新たな癌治
療薬の創製法に対する基礎的研究としての
意義があり、また、抗 EGF アプタマーを用い
たEGFシグナル伝達阻害作用を有する新たな
分子標的治療の開発につながる。 
 
３．研究の方法 
(1) ビオチンタグ化 EGF 蛋白質を作製し、
SELEX 法により、N50 のランダム配列を持つ
合成オリゴヌクレオチドをT7RNA増幅法にて
増幅させ EGF 蛋白質と接触させる。EGF 蛋白
質と結合したもののみ選別し、結合していな
い RNA は洗浄廃棄する。この過程を 15 ラウ
ンド繰り返す。これにより EGF 蛋白質に高い
親和性を持ち、特異的に結合する抗 EGF アプ
タマー（RNA アプタマー）を取得する。 
 
(2) ゲルシフトアッセイにて、抗 EGF アプタ
マーと EGF の結合における、特異性、親和性
の確認を行う。さらにリン酸化チロシン EGFR 
抗体を用いた、抗EGF アプタマーによるEGFR 
リン酸化阻害の確認を行う。 
 
(3) MTT アッセイにて抗 EGF アプタマーによ
る様々な癌細胞株での腫瘍増殖抑制効果の
検討を行う。さらに、抗 EGF アプタマーと作
用機序の異なる抗癌剤および EGFR に対する
分子標的薬との併用において、増殖抑制効果
の増強があるかを検証する。 

 
４．研究成果 
(1) ビオチンタグ化 EGF 蛋白質の作製。EGF
タンパク質をコードする cDNA を PinPointTM 
Xa-1 T-Vectorのクローニングサイトに挿入。
大腸菌でビオチンタグ化EGF蛋白質を発現さ
せた。これを精製しビオチンタグ化 EGF 蛋白
質を取得した。 
 
(2) SELEX 法を行った。N50 のランダム配列
をもつ合成オリゴヌクレオチドをPCRにて増
幅。T7 RNA 増幅法を行い、この増幅 RNA を
EGF 蛋白と結合させる。EGF に結合した RNA
のみを回収。Reverse transcription にて 1st 
strand DNA を合成し、次に 2nd strand DNA
を合成する。これをさらに T7 プロモーター
配列をもつプライマーを用いPCRにて増幅す
る。再度 T7 RNA 増幅、RNA 精製を行い、これ
を次の選別に使用した。 
 
(3) この一連の淘汰、選別、増幅の操作を15 
round 繰り返すことによって、EGF に特異的
に結合する RNA アプタマー（抗 EGF アプタマ
ー）を取得した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4) アプタマーの選別 
①SELEX 法にて得られた RNA のシークエンス
を行い、共通配列の検索を行った。 
②ゲルシフトアッセイにて、抗 EGF アプタマ
ーと EGF との結合を確認した。 
③リン酸化チロシン EGFR 抗体を用いたウエ
スタンブロット法にて、アプタマーを加えた
ときの EGFR のリン酸化を定量。抗 EGF アプ
タマーと EGF の結合による EGFR のリン酸化
阻害（シグナル伝達の阻害）を確認した。 
④ゲルシフトアッセイにてEGFと親和性が高
く、EGFRリン酸化を最も阻害する抗 EGF アプ



タマーを選別した。 
 
(5) 今後さらに、食道癌、胃癌、肺癌、乳癌
細胞株において、抗 EGF アプタマーを加えた
のちに MTT アッセイを行い、アプタマーによ
る増殖抑制効果の検討を行う。また、アプタ
マーと抗癌剤、EGF レセプターに対する分子
標的薬剤との併用によって、癌細胞株の増殖
抑制の相乗効果の検討を行う。薬剤としては
代謝拮抗剤（5FU）、タキサン系薬剤（パクリ
タキセル、ドセタキセル）、アリキル化剤（シ
クロフォスファミド）、白金製剤（シスプラ
チン）、抗癌性抗生物質（エピルビシン）、ま
た、EGFR に対するチロシンキナーゼ阻害剤
（Gefitinib, Erlotinib）および EGFR 抗体
（Cetuximab）を併用しMTTアッセイを行い、
増殖抑制効果を評価する。 
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