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研究成果の概要（和文）：本研究ではDNA折り紙やアプタマーおよびDNAのナノ構造骨格のウイルスの治療剤としての基
礎的研究をおこなった。PRRSV（豚繁殖呼吸器症候群ウイルス）に対するアプタマーにアビジン・ビオチンで高次構造
をとらせたが、ウイルスの吸着を抑制できないという予備的試験結果が得られたので、別の高次構造を考案した。G-qu
adruplexの網目構造であるGq-switchにアプタマーを挿入したナノ構造体を作成し、血管内皮伸長因子（VEGF及びFADGD
H）に対する結合を検討した結果、結合できることが様々な実験から確認できた。本研究の結果から、ナノ構造体をウ
イルスの増殖阻害剤として使用できる可能性がある。

研究成果の概要（英文）： In this study, we performed basic experiments regarding DNA origami, aptamer and 
DNA nano-structure for ability to use anti-viral reagents. Firstly, we synthesized superstructure of 
aptamers with avidin-biotin system against PRRSV (Porcine reproductive and respiratory syndrome virus). 
The superstructure had no suppressive effects on viral binding to cells as preliminary experiment. We 
synthesized improved novel nanostructure with aptamer and Gq-switch, which is network structure of 
G-quadruplex. We obtained the results that the superstructure is able to bind VEGF and FADGDH by some 
experiments. These studies strongly suggested a possibility that such a superstructure inhibits viral 
multiplication.

研究分野： ウイルス学
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１．研究開始当初の背景 
 アプタマーは治療薬、診断薬として注
目されているが、抗体と比べた利点とし
て Watson-Crick 塩基対に基づいてその
構造を設計することが可能であり、ナノ
サイズの構造体を作成出来ることが挙げ
られる。その典型的な例として DNA 折
り紙があげられ、M13 ファージのゲノム
一本鎖 DNA を鋳型として様々な相補鎖
DNA をハイブリダイゼーションさせる
ことにより、２次元的にも３次元的にも
構造体を設計・作成することが可能であ
る。このような構造体に複数のアプタマ
ーを融合させ、複数のアプタマーを立体
的に配置することも可能であり、ウイル
スに対して結合するアプタマーを DNA
折り紙に複数固定化することにより、ウ
イルスを抱接する DNA ナノ構造体を作
製することが可能である。そのような抱
接体は、ウイルスの宿主細胞への感染等
を効果的に阻害すると期待できる。 
 
２．研究の目的 
 上記のような背景に基付き、まず、ア
プタマーを有する高次構造がウイルスの
増殖を抑制できるかについて検討をおこ
なう。さらに、我々は DNA 折り紙に変
わ る ナ ノ 構 造 骨 格 と し て 我 々 は
G-quadruplex の 網 目 構 造 で あ る
Gq-switch を見いだしている。この構造
にアプタマーを挿入した場合にその結合
能が維持されるかを確認することを目的
とした。既に我々は、血管内皮増殖因子
（VEGF）に結合する DNA アプタマー
を取得しており、かつ Gq-switch が FAD
を補酵素とするグルコース脱水素酵素
（FADGDH）に結合することを確認して
いる。そこで、VEGF 結合アプタマー配
列を Gq-switch に挿入することで、ナノ
構造体を作製し、設計した Gq-switch が
VEGF 及び FADGDH に対して結合能を
有するか評価した。 
 
３．研究の方法 
（１） ウイルスの増殖阻害実験 
 PRRSV（豚繁殖呼吸器症候群ウイルス）
に結合する既報のアプタマーにアビジン
ービオチンシステムを利用して高次構造
を と る ア プ タ マ ー （ Ap1 ：
Streptavidin-LB32 複 合 体 、 Ap2 ：
Streptoavidin-T86 複合体）を作成した。
ウイルスとアプタマーの混合し、培養細
胞（MARC-145）にウイルスと各アプタ
マーを混合しながら接種し、感染細胞か
ら RNA を抽出し、PCR により検出をお
こなった。 
 
（２） Gq-switch の設計 
我々は VEGF に結合するアプタマー

VEap#3及び2#19を獲得している(Table. 
1)。本研究では 2#19 のステム末端から 2
塩基対削ったアプタマーを truncated2
と命名した。そしてVEap#3と truncated2
の両端にそれぞれ 6 つのグアニン塩基
(G6)を連結し、5’端に FITC またはチオ
ールを修飾した Gq-switch(G6VEap#3G6、
G6truncated2G6)を設計した(Table. 1)。 

 
VEGF 結合部位は赤、FADGDH 結合部位は緑で示した。 

 
  
（３） Gq-switchのVEGF165及びFADGDH
の結合能評価 
 
①  Aptamer Blotting 
G6VEap#3G6 及び VEGF アプタマー2#19, 
polyT(40 mer), FADGDH ア プ タ マ ー 
FGQ29del19の 5種類の Gq-switchを用い
て aptamer blotting(AB)を行った。なお
これらの DNA の 5’末端には FITC が修飾
されている。 
 
(a) Gq-switch と VEGF165 の結合能評価 
1×1 cm2 のニトロセルロース膜上に
VEGF165をそれぞれ5 pmol固定化した後、
TBST buffer(10 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 
5 mM KCl, 5 mM MgCl2, 0.05 % Tween(v/v), 
pH7.4) で調製した 10 ％血清で 1 時間
blocking した。TBST buffer で膜を洗浄
後、TBS buffer で終濃度 50 nM に調製し
たフォールディング済の各 Gq-switch と
膜を 1 時間振盪した。膜を TBST buffer
で洗浄後、TBST buffer で 4 万倍に希釈
した HRP 修飾抗 FITC 抗体 1 mL と膜を 1
時間振盪した。TBST buffer で洗浄後、
化学発光基質を膜に添加し、Typhoon8600
により HRP 由来の化学発光を検出した。 
 
 (b) Gq-switch と FADGDH の結合能評価 
1×1 cm2 のニトロセルロース膜上に
FADGDH を 0.5 g 固定化した後、TBST 
buffer で調製した 4 ％スキムミルクで
blockingした。以下の操作は実験方法(a)
と同様に行った。 
 
② Native-PAGE による Gq-switch の

VEGF165 及び FADGDH の結合評価 



 

FITCを5’末端に修飾したG6VEap#3G6を
TBS buffer(10 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 
5 mM KCl, 5 mM MgCl2,  pH 7.4)中でフ
ォールディングした。4 μMのG6VEap#3G6
と 4μM, 8 μM, 20 μM の各 FADGDH を混
合し 1 時間振盪した。その後それらの混
合溶液に終濃度 2 μMの VEGF を添加し 1
時間振盪した(G6VEap#3G6: f.c. 1 M, 
FADGDH: f.c. 1 μM, 2 μM, 5 μM) 。
振盪後 12 ％未変性ポリアクリルアミド
ゲルを用いて40 mAで電気泳動を行った。
泳動 buffer には TBE buffer(89 mM Tris, 
89 mM H3BO4, 2 mM EDTA・2Na, pH 8.3)
を用いた。電気泳動後 FITC の蛍光を
Typhoon8600 により検出することで
G6VEap#3G6 の位置を確認した。続いてゲ
ルをニトロセルロース膜に転写した。転
写後 Biotinylated BAF293、NeutrAvidin 
HRP を用いて膜上の VEGF を検出した。ま
た終濃度 5 mM の NBT、終濃度 0.6 mM の
PMS、終濃度 200 mM のグルコースを用い
て活性染色によりゲル上の FADGDH を検
出した。 
 
（４） Gq-switch、VEGF165、FADGDH の
三者複合体形成の評価 
G6VEap#3G6 を 用 い て aptamer 

blotting(AB)を行った。 
ニトロセルロース膜上に VEGF を 5 pmol, 
10 pmol, 15 pmol 固定化した後、TBST 
buffer(10 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 5 
mM KCl, 5 mM MgCl2, 0.05 % Tween, pH7.4) 
で調製した 10 ％血清を用いて 1 時間ブ
ロッキングした。その後 TBST buffer で
膜を洗浄した。予めインキュベートした
G6VEap#3G6 (f.c. 50 nM)と FADGDH (f.c. 
200 nM)の混合溶液(G6VEap#3G6+FADGDH)
と膜を 1 時間振盪した。膜を洗浄後、HRP
修飾抗 FITC 抗体と HRP 基質を用いた化
学発光により G6VEap#3G6 及び 2#19 を検
出した。また終濃度 5 mM の NBT、終濃度
0.6 mM の PMS、終濃度 200 mM のグルコー
スを用いた活性染色により膜上のFADGDH
を検出した。 
 
４．研究成果 
（１） ウイルス吸着の阻害効果 
 高次構造をとるアプタマーと PRRSV を
混合して培養細胞に感染させたが、予備
的試験結果として、ウイルスの吸着阻害
効果は得られなかった（data not shown）。 
 
（２） Gq-switchのVEGF165及びFADGDH
の結合能評価 
 
Gq-switchと VEGF165及び FADGDHの結

合をaptamer blottingで確認した結果を
Fig. 1 に示す。 
 
① Gq-switch と VEGF165 の結合能評価 

 ポジティブコントロールである 2#19, 
及び G63R#02G6, G6VEap#3G6 を用いた場
合では VEGF を固定化した部位にスポッ
トが観察された。ネガティブコントロー
ルである polyT を用いた場合でもスポッ
トは観察されたが、前者と比較してpolyT
の蛍光は僅かであった。この結果から、
今回設計した Gq アプタマー3R#02, 
VEap#3 の 両 端 を G6 で 挟 ん だ
Gq-switch(G63R#02G6, G6VEap#3G6) は
VEGFへの結合能を有することが示された。 
 

 
Fig. 1 Chemiluminescence image of 
aptamers against VEGF and 
FADGDH  
 
②  Gq-switch と FADGDH の結合能評価 
両端にG6を持つFGQ29del19(ポジティ

ブ コ ン ト ロ ー ル ), G63R#02G6, 
G6VEap#3G6 を用いた場合では FADGDH を
固定化した 部位にスポットが観察され
た。これらの DNA の両端にある G6 が多量
体を形成することで FADGDH と結合した
と考えられる。ネガティブコントロール
である polyT を用いた場合ではスポット
は観察されなかった。この結果から、
Gq-switch(G63R#02G6, G6VEap#3G6) は
FADGDHへの結合能を有することが示され
た。 
 ま た ① と ② の 結 果 よ り 、
Gq-switch(G63R#02G6, G6VEap#3G6) は
VEGF, FADGDH の双方に結合できることが
示された。 
 
（３） Gq-switch、VEGF165、FADGDH の
三者複合体形成の評価 
 
G6VEap#3G6 及び 2#19 を検出した結果

を Fig. 2 に示す。ポジティブコントロー
ルである 2#19 または G6VEap#3G6 を用い
た場合では VEGF を固定化した部位に発 



 

 
Fig. 2 Chemiluminescence image of 
G6VEap121G6 and 2#19 
 

光が観察された。このことから、膜にVEGF
が固定化されていることが示された。
G6VEap#3G6+FADGDH と振盪した、5 pmol
の VEGF を固定化した膜においても発光
が観察された。このことから VEGF を固定
化した膜上に G6VEap#3G6 が存在するこ
とが示された。 
 活性染色により FADGDH を検出した結
果を Fig. 3 に示す。また FADGDH を固定 
 

 
Fig. 3 Detection of FADGDH by 
FADGDH activity staining 
 
化し、ブロッキング、洗浄の操作を行っ
た膜を活性染色し、FADGDH を検出した結
果を Fig. 4 に示す。膜に 1 pmol 以上の
FADGDHを固定した場合に活性染色により 
 

 
Fig. 4 Detection of FADGDH by 
FADGDH activity staining 
 
FADGDH を検出できることが示された。
G6VEap#3G6+FADGDH と振盪した、10 pmol
の VEGF を固定化した膜では FADGDH が検
出された。このことから VEGF を固定化し
た膜上に FADGDH が存在することが示さ 

れた。しかし VEGF を 15 pmol 固定化した
膜では FADGDH が検出されなかった。 
以上の結果から FADGDH と結合した
G6VEap#3G6 が膜に固定化された VEGF に
結合し、三者複合体を形成したことが考
えられる。 
 
 本研究では、高次構造をとるアプタマ
ーが予備試験的な結果ではあるがウイル
スの吸着阻害できなかったので、さらに
有効なナノ構造体の設計を進めた。
Gq-switch を用いた VEGF165 検出系の構
築のため、まず Gq-switch の設計及び設
計した Gq-switch の VEGF、FADGDH に対す
る結合能を評価した。その結果作製した
Gq-switch は VEGF、FADGDH の双方に結合
することが示された。さらに western 
blotting 、 活 性 染 色 の 結 果 か ら も
Gq-switch は VEGF と FADGDH に同時に結
合できることが確認できた。 
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