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研究成果の概要（和文）：外部刺激や環境に応じて、結合活性が変化する核酸アプタマーをベースとしたスイッチ分子
は、薬物送達システムやバイオセンサーなどへの応用が期待される。本研究では、外部刺激や環境による架橋型ヌクレ
オチドの化学変換をトリガーとするキセノ核酸スイッチ分子の創製を検討した。その結果、5末端から数えて9番目と15
番目のシトシンを塩基とする架橋型ヌクレオシドを天然型の2'-デオキシシチジンに置き換えたアプタマーは全く結合
活性を示さないものの、それらを2'デオキシ-5-メチルシチジンに置換したものは高い結合活性が見出されたことから
、開発したスイッチ分子をシトシンのメチル化の検出系に応用できる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Switch molecules based on nucleic acid aptamers which can vary their binding 
activities depending on external stimuli and surroundings are expected to be applicable to drug delivery 
systems and biosensors. In this study, we attempted to create xenonucleic acid switch molecules, which 
are triggered by chemical conversions of bridged nucleotides owing to external stimuli and surroundings. 
Consequently, we found that replacements of bridged nucleotides bearing cytosine base with natural 
2'-deoxycytidine at 9th and 15th positions could inactivate the avidity of the aptamer, whereas those 
with 2'-deoxy-5-methylcytidine retained the binding activity, indicating that the obtained switch 
molecule will potentially be applicable to detection systems for cytosine methylations.

研究分野： 核酸化学
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１．研究開始当初の背景 

今世紀初頭に米国の R. Breaker らによってリ
ボスイッチが細菌で発見された。リボスイッ
チは RNA 分子であり、ピロリン酸チアミン
やフラビンモノヌクレオチドなどの代謝物
がそのアプタマー部位に結合・解離すること
によって、遺伝子発現の ON/OFF 制御を行う
機能を有している(図 1)。近年、核酸アプタマ
ーを利用することで、この生物機能を模倣し
た人工リボスイッチの開発が国内外で精力
的に行われている。しかし、その多くは天然
型のDNAおよびRNAアプタマーをベースと
したものであり、ヌクレアーゼ(核酸分解酵
素)耐性に優れたキセノ核酸をベースとした
スイッチ分子の開発例は、これまでに殆どな
い。ヌクレアーゼ耐性は、核酸スイッチ分子
を生体中および生体由来サンプル中で実用
する場合、要求される最も重要なパフォーマ
ンスのひとつである。 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 遺伝子発現を ON/OFF制御するリボスイッチ 

 

本研究の特色としては、独自開発した化学修
飾ヌクレオチドや人工核酸アプタマーのス
クリーニング技術を用いる点などが挙げら
れる。また、機能拡張性や生体内安定性など
において、キセノ核酸は天然型の核酸に比べ
遥かに高いポテンシャルを有する。従って、
キセノ核酸をベースとしたスイッチ分子は、
インテリジェント分子として医薬品開発や
ナノテク・材料開発など幅広い用途への応用
が期待される。 

 

２．研究の目的 

外部刺激や環境に応じて、結合活性が変化す
る核酸アプタマーをベースとしたスイッチ
分子は、薬物送達システム(DDS: drug delivery 

system)やバイオセンサー、分子デバイスなど
への応用が期待される。これまでの研究で、
キセノ核酸である架橋型ヌクレオチド
(BNA/LNA)を含むトロンビン結合性人工核
酸アプタマーの創製に成功した。そこで本研
究では、得られた人工核酸アプタマーを改変
設計することによって、外部刺激や環境によ
る架橋型ヌクレオチドの化学変換をトリガ
ーとするキセノ核酸スイッチ分子の創製を
検討する。 

 

３．研究の方法 

これまでの研究で、天然型 DNA ライブラリ
および架橋型ヌクレオシドを含むライブラ
リなど 4 種類のライブラリ(A~D)を利用した
セレクション系を独自に構築し、キャピラリ
ー 電 気 泳 動 を 用 い た 方 法 (CE-SELEX: 

capillary electrophoresis-systematic evolution of 

ligands by exponential enrichment)によってト
ロンビン結合性核酸アプタマーの取得を検
討した。その結果、ライブラリ D から人工核
酸アプタマー(D#6)を得た。興味深いことに、
D#6は非常に高い結合親和性(Kd＝0.26 nM)や
ヌクレアーゼ耐性(血清中半減期：10.5 時間)

を示すだけでなく、「プライマー領域の架橋
型ヌクレオチド(Ab,Gb,Cb,Tb)を天然型デオ
キシリボヌクレオチド(A,G,C,T)に置換する
と結合活性を完全に失う」というユニークな
結合特性をもつことを見出した(図 2)。このよ
うな BNA/LNA 依存的結合活性をもつアプタ
マーは、他のライブラリ A,B,C からは得られ
なかった。 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 架橋型ヌクレオシドの化学構造 

 

そこで本研究では、導入した塩基および糖修
飾が共同的に作用することによって絶妙に
構造安定性が保たれている D#6 のヘアピ
ン・ループ(前駆体)に着眼し、この部位を活
性制御モジュールに造り替え、CE-SELEX に
応用することでキセノ核酸スイッチ分子を
創製することを検討した。 

 

４．研究成果 

キセノ核酸である架橋型ヌクレオチド
(BNA/LNA)を含むトロンビン結合性人工核
酸アプタマーを改変設計することによって、
外部刺激や環境による架橋型ヌクレオチド
の化学変換をトリガーとするキセノ核酸ス
イッチ分子の創製を検討した。まず、ヘアピ
ン・ループの改変設計：天然型ヌクレオチド
への置換を行った。既知の機能ドメインにお
いて 5'末端から 3, 6, 9, 12, 15, 18 番目に位置
する 6 つの架橋型ヌクレオチドを、ひとつず
つ天然型ヌクレオチドに置換したプライマ
ーを化学合成した。合成したそれらのプライ
マーおよび修飾チミジン三リン酸 (TmdTP), 

dGTP, dCTP, dATPを用いたポリメラーゼ反応
により、D#6 の改変体群を酵素的に合成し、
それらの結合活性を非平衡キャピラリー電
気 泳 動 (NECEEM: nonequilibrium capillary 

electro- phoresis of equilibrium mixtures)法によ
って測定した(図 3)。その結果、6 位もしくは
15 位を架橋型から天然型に置換すると著し 

 

 

 

 

 

 

図 3 架橋型ヌクレオシドの化学構造 



く結合活性が損なわれることが分かった。架
橋型ヌクレオチドは糖のリボース環のパッ
カリングによる構造的揺らぎを抑えること
で二重鎖核酸を著しく安定化することが知
られている。故に、6 位もしくは 15 位、もし
くはその両方を反応性架橋型ヌクレオチド
に置換したモジュールを設計し、活性制御モ
ジュールのライブラリを構築した。 

続いて、非平衡キャピラリー電気泳動
(NECEEM)法を用いたキャピラリー電気泳動
法セレクション(CE-SELEX)法により、血管内
皮細胞成長因子(VEGF)を標的として、3 つの
異なるライブラリ(1 種類の天然型 DNA，2 種
類の修飾チミジンを含む人工核酸ライブラ
リ)から、それぞれ VEGF 結合性アプタマーを
得た。NECEEM 法を用いた結合活性評価では、
Kd 値がサブナノモラーの強い結合親和性を
示すものが、人工核酸ライブラリから選択さ
れたアプタマーに複数見出された。これら結
果は、結合親和性に対する修飾基導入の優位
性を示唆している。さらに、ライブラリの鎖
長についても新たに検証した。CE-SELEX で
は、キャピラリー電気泳動による分離能（鎖
長が長くなればなるほど、NECEEM による活
性種と不活性種のピークは近接し分離が困
難になる）のために、70mer 程度のオリゴ
DNA が用いられてきたが、条件を最適化する
ことにより、100mer のアプタマーを同法にて
取得することに成功した(図 4)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4 CE-SELEX法によるアプタマーの取得 

 

さらに、構築し最適化した人工核酸ライブラ
リや長鎖 DNA ライブラリ（100 mer）を用い
た非平衡キャピラリー電気泳動(NECEEM)法
を用いたキャピラリー電気泳動法セレクシ
ョン(CE-SELEX)法を基に、活性モジュールを
装備したスイッチアプタマー分子を作製し
それらの特性を検討した。3 残基の(E)-5-(2-

カルボキシビニル)-2'-デオキシウリジン(図
3)を含む 11 種類の改変体をポリメラーゼ反
応によりそれぞれ酵素的に合成し、それらの
標的トロンビンに対する結合親和性を
NECEEM 法により検討したところ、標的結合
活性を保持しているものについては、解離定
数（Kd）は概ね 0.2 から 5 ナノモラーであっ
た。プロト型の配列には LNA ヌクレオシド

が、6 箇所（3，6，9，12，15 および 18 位）
含まれるが、それらを全て天然型ヌクレオシ
ドに置換したものは標的結合活性を示さな
い。興味深いことに、9 位と 15 位のシトシン
を塩基とする LNA ヌクレオシドを天然型の
2'-デオキシシチジンに置き換えたものは全
く結合活性を示さないものの、それら 2 残基
を 2'デオキシ-5-メチルシチジンに置換した
ものは、4 ナノモラーを示すことを新たに見
出すことに成功した。これにより、当該スイ
ッチアプタマーによるシトシンのメチル化
の検出系の構築可能性が示唆された(図 5)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 5 スイッチアプタマー分子の結合特性 
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