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FACS fluorescence-activated cell sorting 

G (base) guanine 
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nt nucleotide 
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PAGE poly-acrylamide gel electrophoresis 

PCR polymerase chain reaction 
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第 1 章 序論 

1-1 Aptamer 創薬の現状と課題 

 Aptamer は，in vitro selection 法の一つである試験管内分子進化法（Systematic 

Evolution of Ligands by EXponential enrichment：SELEX）によって，ランダムな塩基配

列を有する核酸ライブラリーから，標的分子に対する結合親和性に基づいて選別され

る核酸分子である[1-6]．Aptamer は，抗体と同様に，広い範囲の標的分子（例：ヌク

レオチド，補因子，アミノ酸，ペプチド，多糖類，タンパク質，細胞，ウイルス粒子

および単細胞生物）を高い親和性および特異性をもって認識する[7-9]．抗体は，標的

分子を認識するために最も一般的に使用される分子ツールであるが，aptamer には，

高い熱安定性，低い免疫原性，生産の容易さなど，抗体にはないいくつかの利点を有

する[10-12]．このような利点故，aptamer は抗体に次ぐ分子標的薬として期待されて

おり，実際に，血管内皮細胞増殖因子（Vascular Endothelial Growth Factor：VEGF）に

対する aptamer が開発され，加齢黄斑変性症（Age-related Macular Degneration：AMD）

の治療薬（Macugen®）として，上市されている． 

 分子標的薬として aptamer を応用するためには，標的分子に対して高い結合親和性

を有する必要がある．前述の VEGF aptamer においても，標的分子に対して pM オー

ダーの解離定数（Kd）を有する[13]．一方で，これまでに報告されている aptamer の中

で，標的分子に対し pM オーダーの Kd値を有するものは多くない[14]．必ずしも良質

な aptamer が取得されるとは限らない理由として，後述する SELEX 法における課題

が関わっている． 

 Aptamer の結合親和性を向上させる方法としては，いくつかアプローチが存在する

が，その中で最も効果的と思われる方法に，疎水性塩基などの修飾塩基の付加が挙げ

られる．天然型のヌクレオチドから成る aptamer は，主に，水素結合，静電的相互作
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用および van der Waal 結合を用いて標的分子と相互作用していると考えられ，疎水的

相互作用は形成されにくい．したがって，aptamer に疎水性塩基を導入することで，結

合親和性の向上を図る研究がされている．Gold らのグループは，天然型の塩基に比べ

て疎水性の高い化合物で修飾した dUTP を含むランダム配列の DNA ライブラリーを

用いて，13 種類のタンパク質に対して SELEX 実験を行い，その全てにおいて Kd値が

数十 nM から数百 pM の aptamer（Slow Off-rate Modified Aptamer：SOMAmer）を取得

することに成功した[15]．また，Kimoto らのグループは，天然型の 4 種のヌクレオチ

ドに加え，高い疎水性を有する人工塩基 Ds（7-(2-thienyl)-imidazo[4,5-b]pyridine）を含

むランダム DNA ライブラリーを用いて，VEGF-165 および interferon（INF）-に対し

て改良型 SELEX（genetic alphabet expansion SELEX：ExSELEX）実験を行い，pM オー

ダーの Kd値を有する DNA aptamer を取得した[16]．このように，非天然型の疎水性塩

基を含む aptamer を取得する際には，既存の aptamer に非天然型の疎水性ヌクレオチ

ドを導入するのではなく，そのヌクレオチドを導入したライブラリーを用いて再度

SELEX 実験を行っている．これは，天然型のヌクレオチドで構成される aptamer に対

して，後から高度な化学修飾を施すと，ほとんどの場合において，結合活性が低下し

てしまうことが原因であると考えられる．この修飾ヌクレオチドライブラリーを用い

た方法は，高親和性 aptamer を取得するためにとても有効であるが，SELEX 実験内の

増幅工程（逆転写，PCR および転写）の際に，修飾ヌクレオチドが酵素の基質として

認識される必要があるなど，SELEX 法への適応にも多くの課題を残している． 

 また，aptamer を医薬品化する上では，標的分子に対する高い結合親和性以外に，生

体内における安定性や動態についても考慮する必要がある.一般的に，天然の核酸を

生体内に静脈投与した場合，速やかに分解される原因の一つとして，核酸分解酵素が

挙げられる．この問題は，核酸分解酵素の作用部位が ribose の 2′位や末端部位である

ことから，ribose の 2′位の OH 基の代わりに，Fluoro（F）基もしくは O-methyl（OMe）

基を導入することや 3′末端に inverted dT cap を入れることで，ある程度回避できる．
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また，Healy らは，種々の修飾 aptamer を用いて体内動態，臓器分布について調査し，

報告している[17]．その報告では，5′末端に 20 あるいは 40 kDa の PolyEthylene Glycol 

（PEG）を付加すると，体内の滞留時間が数時間から半日程度まで向上していた．さ

らに，投与後の臓器分布をみてみると，腎臓および肝臓に多く分布していた．しかし

ながら，PEG を付加した aptamer は肝臓への蓄積が多いのに対して，5′末端への修飾

なし，あるいは ribose の 2′位の OH 基を全て OMe に置換した aptamer は，腎臓への蓄

積の割合が肝臓と比較して多く，尿中への排泄も明らかに多かった．このように，

aptamer の安定性および体内動態の改善には ribose の 2′位の置換基および末端修飾が

重要である． 

 

1-2 Aptamer の取得方法の現状と課題 

RNA aptamer を取得するための SELEX 実験は，標的分子への結合，結合 RNA と非

結合 RNA の分離，結合 RNA の溶出から成る「選別」工程および逆転写，PCR，転写

から成る「増幅」工程の二つの工程に分けられる（Fig. 1-1）．通常，ランダム配列ラ

イブラリーから高親和性の aptamer を得るためには，これらの工程を 10 回程度繰り

返さなければならない．この二つの工程はどちらも重要であるが，高親和性の aptamer

を取得するためにより重要となるのが選別工程である．この選別工程の条件は標的分

子の特性に強く依存する．そのため，標的分子ごとに選別条件を最適化しなければな

らず，それには多くの経験，時間と労力が必要とされる．この試行錯誤を軽減するた

めには，SELEX 実験の過程を随時モニタリングして，選別条件を調整することがとて

も有効である． 

 現在までに，SELEX 過程をモニタリングするための様々な方法が報告されている

[18-36]．最も直接的なモニタリング方法は，次世代シーケンサーによる High-
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Throughput Sequencing（HTS）技術を生かした RNA pool 中の配列の網羅的解析である

[17-22]．しかしながら，HTS による解析では，解析用の試料を別途調製しなければな

らないため，時間と労力がかかる．その他の効果的なモニタリング手法としては，表

面プラズモン共鳴（Surface Plasmon Resonance：SPR）法，ゲルシフトアッセイ

（Electrophoretic Mobility Shift Assay：EMSA），フィルター結合アッセイなどを利用

して，標的分子に対する RNA pool の結合親和性を評価する方法がある[26-36]．さら

に，最近では，蛍光活性化細胞選別法（Fluorescence-Activated Cell Sorting：FACS）を

応用したモニタリング手法も開発されている[35，36]．しかしながら，SPR 法では，

RNA pool あるいは標的分子を sensor chip 上に固定化する必要がある．また，EMSA，

フィルター結合アッセイ，FACS を実施するためには，RNA pool あるいは標的分子を

蛍光物質や放射性同位体などで標識しなければならない．このような固定化や標識は

時間がかかる上，時として RNA pool あるいは標的分子の立体構造や結合特性を変化

させてしまう．したがって，これら固定化や標識を必要とせず，簡便で迅速なモニタ

リング手法の開発が必要となっている． 

 

1-3 Aptamer と標的分子との相互作用の解析の意義 

一本鎖の核酸である aptamer は，Watson-Crick 塩基対および non-Watson-Crick 塩基

対を分子内で形成し，特定の立体構造をとることで標的分子と結合する[37]．したが

って，既存の aptamer に対して修飾ヌクレオチドを導入し，結合親和性を向上させる

ためには，aptamer の立体構造を壊さずに，標的分子との相互作用を増やさなければ

ならない．そのためには，aptamer の立体構造や標的分子との相互作用機序を理解し

た上で，化学修飾を行う必要がある．近年，低分子化合物においては，SPR 法や等温

滴定型熱量測定（Isothermal Titration Calorimetry：ITC）法などから得られる物理化学

的な相互作用情報やX線結晶構造解析および核磁気共鳴（Nuclear Magnetic Resonance：
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NMR）解析から得られる立体構造情報に基づいた合理的な最適化を行い，結合親和性

を向上させている[38-41]．しかしながら，RNA aptamer ではそのような合理的な最適

化の報告例は皆無である．その原因として，立体構造解析の難しさが挙げられる．RNA

は adenine（A），uracil（U），cytosine（C），guanine（G）の 4 種類のみで構成され

るため，シグナルの重なりが激しく，NMR による立体構造解析が容易ではない．そ

れに加え，RNA aptamer と標的分子の複合体では，分子量が大きくなり，解析がより

一層難しくなる．また，一般的に RNA の結晶化は容易ではなく，X 線結晶構造解析

による立体構造解析も難しい．一方，SPR 法や ITC 法などを用いた分子間相互作用の

解析は，立体構造情報は得られないものの，NMR および X 線結晶構造解析と比べて

解析は容易であり，詳細な相互作用情報を得ることができる．現在までに，SPR 法や

ITC 法を用いた低分子化合物や抗体に関する研究は多く報告されているが，aptamer に

関する研究の報告例は著しく少ない．したがって，RNA aptamer と標的タンパク質と

の相互作用の研究に，SPR 法や ITC 法などの物理化学的な解析技術を導入することに

よって得られる相互作用情報およびそれら情報の蓄積は，高親和性の aptamer の合理

的な開発にとても役に立つものになることが期待される． 

 

1-4 研究対象としての AML1 タンパク質 

AML1 タンパク質は造血系細胞の発生にとても重要な制御因子のひとつであり，血

液細胞に特異的な様々な遺伝子の転写制御に関与している[42-44]．AML1 タンパク質

において，進化的に最も保存されている領域は Runt domain（RD）と呼ばれる DNA 結

合ドメインであり，RD は特異的な DNA 配列と結合する[45, 46]．RD は s-type 

immunoglobulin fold に分類されるバレル構造をもつ．この構造は p53，Nuclear Factor-

B（NF-B），Nuclear Factor of Activated T cells（NFAT），Signal Transducers and Activator 

of Transcription-1（STAT-1）などの他の DNA 結合ドメインと高い相同性をもつ[47]． 
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RD および RD と DNA の複合体の立体構造は，NMR や X 線結晶構造解析を用いて

決定されている[48-50]．それらの研究結果によると，RD は二つのループ領域と C 末

端領域を用いて，リン酸骨格を挟み込むようにして，DNA 共通配列 PyGPyGGTPy（Py：

pyrimidine 塩基）を特異的に認識している（Fig. 1-2）．C 末端領域と一つのループ領

域は，DNA の主溝側と相互作用しており，DNA 共通配列の三つの guanine は，主溝

内で C 末端近傍の三つの arginine 残基（R80，R174 および R177）と水素結合を形成

する．残りのループ領域は DNA の副溝側と相互作用する．さらに，DNA のリン酸骨

格と RD の主鎖および側鎖とのいくつかの相互作用によって，DNA と RD の複合体

は安定化される． 

 通常の造血系細胞の発生の制御に加えて，AML1 遺伝子はがん原遺伝子の一つでも

ある．急性骨髄性白血病（Acute Myeloid Leukemia：AML）において，最も共通の染色

体転座の一つである t（8;21）は発がん性の融合遺伝子 AML1-ETO を産生する．この

AML1-ETO 遺伝子から翻訳された AML1-ETO 融合タンパク質（Fig. 1-3）は，AML1

タンパク質の RD と，ETO タンパク質の Nervy Homology Regions（NHR）2-4 の転写

制御因子結合ドメインを持ち，一般的に，転写共役制御因子（例；Nuclear receptor 

CoRepressor：N-CoR および Histone DeACetylase 1：HDAC1 など）や転写因子（例；

C/EBP，GATA1 および E タンパク質など）と相互作用することで，転写抑制因子と

して働くと考えられている[51-62]．また，近年では，NHR2 領域を介して二量体化す

ることで，白血病を誘発するという報告もされている[63]． 

AML の治療薬や診断薬を開発する目的で，埼玉県立がんセンターの神津博士らに

よって，RD に対して SELEX 実験が行われ，RNA aptamer を取得されている[64]．こ

れらすべての RNA aptamer（Apt1-8）には，保存配列 5′-GCGMG-3′と 5′-CCAC-3′（M：

A または C）が含まれていた（Fig. 1-4）．これらの aptamer のうち，最もよく保存さ

れていた Apt1 が短鎖化され，全長 38 残基の Apt1-S が作製された．SPR 法を用いて，
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Apt1-S および内在標的である DNA（The Runt-binding double-stranded DNA Element：

RDE）と RD との相互作用が解析されたところ，Apt1-S および RDE の RD に対する

解離定数（Kd）は，それぞれ 0.99 ± 0.02 nM および 9.6 ± 0.2 nM であり，Apt1-S は RDE

よりも 10 倍強く RD と結合することが明らかとされた（Fig. 1-5）． 

次に，NMR を用いて Apt1-S の二次構造が解析され，Apt1-S は CACG テトラルー

プ，二つのステム構造および内部ループを形成しており，さらに，二つのステム構造

のうちの一つは，保存配列同士で形成されたステム構造（以後，保存配列モチーフと

呼称）であることが判明した（Fig. 1-5）．この保存配列モチーフでは，A のバルジア

ウトおよび A-C ミスマッチ塩基対が形成されていた．さらに，SPR 法を用いて，Apt1-

S 変異体と RD の相互作用解析が行われた．その結果，保存配列モチーフの 3 つの G-

C 塩基対，1 つの A のバルジアウトおよび A-C のミスマッチ塩基対の塩基を置換した

変異体は RD に対する結合活性を完全に喪失することが判明した．したがって，保存

配列モチーフのこれらの塩基および塩基対がRDとの結合にとても重要であることが

明らかにされた．一方で，保存配列モチーフではなく，内部ループ部分の塩基を置換

した変異体も結合活性の減少を示したことから，Apt1-S が RD に強く結合するために

は，内部ループ部位も必要であることが明らかにされた． 

さらに，Apt1-S との結合において，RD のどのアミノ酸残基が重要であるかを調べ

るために，SPR 法を用いて Apt1-S と RD 変異体の相互作用が解析された．その結果，

RDE との相互作用に重要であった 3 つの arginine 残基（R80，R174 および R177）を

alanine（A）に置換した変異体において，結合活性が著しく失われることが明らかと

なった． 

次に，この保存配列モチーフの立体構造を決定するため，当時，本研究室の博士研

究員であった野村博士主導のもと，CACG テトラループと保存配列モチーフから成る

Apt1-S2が作製され，NMRによって立体構造が決定された[65]．その結果，Apt1-S2は，



  

8 

 

C14-G23-A24 三重塩基対と A15H+-C22 ミスマッチ塩基対を形成することで，二重ら

せん構造が歪み，主溝の広い B 型らせん様の立体構造を形成することが明らかとされ

た（Fig. 1-6）． 

次に，RD における Apt1-S との相互作用部位を調べるために，RD と RDE の複合体

の RD の 1H-15N HSQC スペクトルと RD と Apt1-S の複合体の RD の 1H-15N HSQC ス

ペクトルを比較し，化学シフトが大きく異なったアミノ酸残基を RD の立体構造上に

マッピングした（Fig. 1-7）[66]．その結果，DNA 結合部位である C 末端近傍に化学シ

フトが大きく異なったアミノ酸残基が多く存在していた．一方で，それ以外の本来

DNA 結合部位ではない領域においても，化学シフトが大きく異なったアミノ酸残基

が存在していた．したがって，Apt1-S と RD の結合には C 末端の DNA 結合部位およ

びその近傍の非 DNA 結合領域が関与していると考えられる． 

以上の SPR 法による Apt1-S および RD の変異体解析，NMR による Apt1-S2 の立体

構造解析および相互作用解析の結果を総合的に考えると，Apt1-S の保存配列モチーフ

は内在標的である RDE を配列的および構造的に擬態することで，RD と結合すること

が示唆された．さらに，Apt1-S は RDE 同様に，RD の C 末端に結合しており，内部

ループ部分が RD の C 末端近傍の非 DNA 結合領域と相互作用するため，Apt1-S は

RDE より強く RD と結合することが示唆された． 

また，Barton らのグループによっても，RD に対する RNA aptamer が報告されてい

る[67]．それらの RNA aptamer は，二つの配列ファミリーに分かれ，それぞれに単一

の共通モチーフをもつが，神津博士らの aptamer に含まれるものとは一致しない（Fig. 

1-8）．さらに，神津博士らの aptamer は，Barton らの aptamer と比べて，10 倍以上の

高い親和性をもつ．したがって，神津博士らの aptamer と Barton らの aptamer は異な

る様式で RD と結合していると考えられる． 
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1-5 本研究の目的および本論の構成 

現在までに，様々な標的分子に対して SELEX 実験が行われてきた．しかしながら，

最適な実験条件は標的分子ごとに異なるため，SELEX 実験の成功は，研究者の経験と

試行錯誤によるところが大きいのが現状である．近年，次世代シーケンサーを用いた

High-Throughput Sequencing（HTS）技術が発展し，SELEX 実験の効率化も進められて

はいるが，未だに多くの時間および労力が掛かる．したがって，簡便かつ迅速に SELEX

実験の過程をモニタリングできる手法が必要とされている． 

また，低分子化合物では，物理化学的な相互作用情報や立体構造情報に基づいて，

合理的に結合親和性を向上させることが試みられている．しかしながら，aptamer に

なるとその報告例は皆無である．この原因として，aptamer と標的タンパク質との相

互作用における物理化学的な情報が不足していることが考えられる． 

そこで，本研究では，SELEX 実験における時間と労力の問題を解決するため，新規

のモニタリング手法を開発することを目的とした．さらに，物理化学的な手法を用い

て，実際に取得した aptamer と標的分子との相互作用の機序を解明することを目的と

した． 

 本学位論文では，第 1 章は序論とし，本研究を行うに至った経緯や既往研究につい

て記述した．実際の研究内容としては，3 章構成となっており，第 2 章では，急性骨

髄性白血病に関係する AML1 タンパク質の DNA 結合ドメインである Runt domain

（RD）を標的分子として SELEX 実験について記述した．高親和性の RNA aptamer を

取得するため，SELEX 実験の選別工程を高塩濃度条件で行った．全 8 Round の SELEX

実験の結果，11 個の新規の RNA aptamer（S1-S11）を取得することができた．SPR 法

を用いて，S1-S11 および RD の内在標的である DNA と RD との相互作用を解析した

ところ，S1-S11 は DNA よりも非常に強く RD と結合することが明らかとなった．第
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3 章では，SELEX 過程の RNA pool における aptamer の濃縮を，NMR を用いてモニタ

リングする手法の開発について記述した．この手法では，SELEX 実験中に調製した

RNA pool を用いて NMR スペクトルを測定するため，試料の固定化や標識などのモニ

タリングのための別途の試料調製を必要しない．さらに，NMR 測定後は，NMR チュ

ーブからRNA poolを回収し，次の選別工程に使用できるため，簡便かつ迅速に SELEX 

過程をモニタリングすることが可能である．本モニタリング手法の有用性に関して，

第 2 章の SELEX 実験の各 Round の RNA pool を用いて検証したところ，SPR 法およ

び次世代シーケンサーを用いたモニタリング手法と同じ Round において，aptamer の

濃縮が検出された.したがって，NMR は SELEX 過程のモニタリングに有用であるこ

とが示唆された．第 4 章では，物理化学的な解析手法を用いて RNA aptamer と AML1 

RD との相互作用を解析したことについて記述した．第 2 章で取得された高親和性

RNA aptamer の一つを研究対象として，SPR 法や ITC 法を用いて RNA aptamer と RD

との相互作用の機序を解明した．そして最後に，第 5 章では，本研究の総括と今後の

展望について述べた． 
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Fig. 1-1 SELEX 実験の概略図 
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Fig. 1-2 RD の DNA 認識様式 

（a）RD と DNA の複合体の結晶構造（PDB ID：1HJC）．桃：RD との結合に重要な塩基（DNA 共通配列）．（b）RD による DNA

認識の概要．点線：分子間水素結合，実線：van der Waals 結合，赤四角：副溝側の相互作用，赤：アミノ酸と直接相互作用する

塩基，緑：水分子を介してアミノ酸と相互作用する塩基． 

 

a                                  b 
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Fig. 1-3 AML1 タンパク質と ETO タンパク質 

赤：Runt domain，青：Nervy Homology Regions（NHR）2-4． 

 

AML1 

ETO 

AML1-ETO 
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Fig. 1-4 RD に対して選別された RNA 配列 

赤：保存配列． 
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Fig. 1-5 RDE と Apt1-S の二次構造および解離定数 

赤：RD との結合に重要な塩基，点線枠：保存配列モチーフ． 
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Fig. 1-6 Apt1-S2 の立体構造および DNA の立体構造との比較 

（a）Apt1-S2 の二次構造および立体構造．赤：A15H+-C22 mismatch base pair，青：C14-G23-A24 base triple．（b）A15H+-C22 mismatch 

base pair および C14-G23-A24 base triple．（c）RD と DNA の複合体の結晶構造．桃：RD との結合に重要な塩基． 

a c 

b 
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Fig. 1-7 Apt1-S と RD の相互作用における化学シフト差のマッピング 

緑および橙：NMR シグナルが消失もしくは大きく変化した残基，紫：NMR シグナル

の変化が小さいもしくは変化しなかった残基，灰：未帰属の残基． 
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Fig. 1-8 Barton らによって取得された RNA aptamer および解離定数 

解離定数はゲルシフトアッセイ法により算出． 
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第 2 章 AML1 Runt domain に対する高親和性 RNA aptamer の取得と解析 

 

2-1 はじめに 

 本章では，まず AML1 タンパク質の Runt domain（RD）に対する新規の高親和性

RNA aptamer の取得について述べた．本研究では，厳しい選別条件下，特に高塩濃度

条件において RD に対して SELEX 実験を行い，新規の高親和性 RNA aptamer の取得

を試みた． 

 

2-2 方法 

2-2-1 AML1 RD の調製 

 本研究では，RD をコードした配列が組み込まれた pQE80 plasmid vector（ampicillin

耐性）（QIAGEN 社製）を用いた（Fig. 2-1）．本研究で用いた RD は N 末端側に

hexahistidine-tag を有する（Fig. 2-2）．hexahistidine-tag 付き RD を大腸菌 BL21（DE3）

株にて発現させた．まず，種菌としてグリセロールストックにした大腸菌を，ampicillin

を含む 5 mL の LB 培地にて，BioShaker（BR-23FP；TAITEC 社製）を用いて 37 ℃で

OD600 が 0.6-0.8 程度になるまで振とう培養した．次に，OD600 が 0.6 付近になったと

き，JAR-FARMENTER（高杉製作所社製）内の 3.5 L の LB 培地に対して 5 mL の菌溶

液を植菌し，再び OD600 が 0.6-0.8 程度になるまで振とう培養した．OD600が 0.6 付近

になったとき，温度を 20 ℃に設定し，isopropyl--D-thiogalactopyranoside（IPTG）を

最終濃度 1 mM になるように添加し，一晩振とう培養した．その後，高速冷却遠心機

（Model 6000；KUBOTA 社製）を用いた遠心分離（7000 g，30 分，4 ℃）によって大

腸菌を集菌した．得られた湿菌から RD を抽出するために，まず，ULTRA SONIC 
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HOMOGENIZER UH-300（SMT 社製）を用いて湿菌の超音波破砕を行った．緩衝溶液

A [20 mM Tris-HCl（pH 8.0），500 mM NaCl，5 mM imidazole，5 mM -mercaptoethanol]

を加えて懸濁し，Protease Inhibitor Cocktail Set V, EDTA-Free（MERCK 社製）および，

リゾチーム（卵白由来）0.1 g を加えた．超音波破砕後，遠心分離（14000 rpm，60 分，

4℃）によって，可溶画分と不溶画分に分けた．次に，高速液体クロマト装置 ÄKTA 

prime（GE Healthcare 社製）を用いて，Ni2+アフィニティクロマトグラフィー精製を行

った．まず，可溶画分を緩衝液 A で平衡化した 5-mL His Trap HP column（GE Healthcare

社製）に通した．緩衝溶液 A 100 mL でよく洗浄後，RD を 10-500 mM imidazole 濃度

勾配により溶出した．その後，緩衝液 B [20mM sodium phosphate（pH 6.5），50 mM 

NaCl，1 mM DTT]に対して透析を行った．透析は外液量 1 L として，3 時間以上を 2

回行った．次に，ÄKTA prime を用いた陽イオン交換クロマトグラフィー精製を行っ

た．透析後の試料を緩衝溶液 B で平衡化した 5-mL Hi Trap SP column（GE Healthcare

社製）に通し，緩衝溶液 B 100 mL でよく洗浄後，RD を 50-1000 mM NaCl の濃度勾配

により溶出した．精製した RD は，用途に応じた緩衝溶液に対して一晩透析した．最

後に，紫外可視分光光度計（BioSpec-1600；SHIMADZU 社製）を用いて，280 nm にお

ける紫外（UV）吸収を測定し，（2-1）式より調製した RD の濃度の定量を行った．

さらに，吸光度 280 nm と 260 nm の値から，核酸が付着していないかどうか確認し

た．280 nm/260 nm の値が 1.5 以上で核酸の混入がないと考えられる． 

 

 

 

 

 

濃度(M)   =
a (OD)

(Y ×  1480)  +  (W ×  5540)
 

 

a : OD 値，Y : Tyrosine の個数，W : Tryptophan の個数 

 

 

(2-1) 
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2-2-2 SELEX 実験 

 はじめに，本章で用いる合成 DNA を Table 2-1 に示す．また，これらの合成 DNA

は，すべて北海道システムサイエンス社で委託合成した． 

本研究では，一本鎖の鋳型 DNA（DNA ライブラリー1）および二種類のプライマー

（プライマー1 ならびにプライマー2）を用いた．はじめに，鋳型 DNA とプライマー

1 を用いて，伸長反応により二本鎖の DNA ライブラリーを調製した．最終濃度 1×

Buffer for KOD –Plus- Ver.2，0.2 mM dNTPs（each）（TOYOBO 社製），1.5 mM MgSO4，

0.625M 鋳型 DNA，1.3 M プライマー1，0.0625 U/L KOD -Plus-（TOYOBO 社製）

の伸長反応液 800 L を調製した（Table 2-2）．次いで，サーマルサイクラー（LifeECO 

ver 2.0；NIPPON Genetics 社製）を用いて，94 ℃ 2 分，94 ℃ 15 秒，50 ℃ 30 秒，

68 ℃ 3 分の反応を行った．その後，高速遠心機（Centrifuge 5418；eppendolf 社製）

および微量高速冷却遠心機（MX-305；TOMY 社製）を用いて，反応産物をフェノー

ルクロロホルム処理（14000 rpm，2 分），およびエタノール沈殿（14000 rpm，30 分，

-10 ℃）によって精製し，二本鎖の鋳型 DNA ライブラリーを調製した． 

次に，T7 RNA polymerase を用いた試験管内転写合成（in vitro transcription）により，

先ほどの二本鎖の鋳型 DNA ライブラリーから初期（未選別）の RNA pool を調製し

た．二本鎖の鋳型 DNA を全量用いて，最終濃度 40 mM Tris-HCl（pH 7.9），35 mM 

MgCl2，2 mM spermidine，0.01 wt% TritonX-100，80 mg/mL PEG8000，10 mM DTT，9 

mM ATP，9 mM UTP，9 mM CTP，9 mM GTP，T7 RNA polymerase の転写反応液 200 

L を調製し，37 ℃の条件で一晩反応させた（Table 2-3）．続いて，0.1 U/L Recombinant 

DNase I（RNase-free）（TaKaRa 社製）を加えて，37 ℃ 30 分間反応させた．DNase I

処理後，フェノールクロロホルム処理，およびエタノール沈殿，Micro Bio-Spin Columns 

with Bio-Gel P-30（BIO-RAD 社製）を用いたゲルろ過によって精製した．最後に，紫

外可視分光光度計を用いて 260 nm における UV 吸収を測定し，（2-2）式により RNA 
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pool の定量を行った．その際，RNA pool の 40 塩基分のランダム配列には adenine（A），

uracil（U），cytosine（C），guanine（G）が均等に 10 塩基ずつ含まれると仮定した． 

 

 

 

 

 

 

次に，選別時に用いる樹脂を洗浄した．本 SELEX 実験では，Ni-NTA Agarose

（QIAGEN 社製），Ni-NTA Superflow（QIAGEN 社製），TALON Metal Affinity Resin

（Clontech 社製）の三種類の樹脂を用いた．RD 固定用の樹脂 2 L に 1×結合用緩衝

液 [20 mM sodium phosphate（pH 6.5），500 mM potassium acetate，2 mM magnesium 

acetate，5 wt% glycerol，0.1 wt% TritonX-100，5 mM -mercaptoethanol] 200 L を加え

静置した．その後，卓上遠心機（プチまる 8；WAKEN 社製）を用いて遠心し，樹脂

が沈殿したのを確認して上清を捨て，樹脂の洗浄を行った． 

次に，RNA のフォールディングを行った．まず，50 L の超純水に溶解した 400 pmol

の RNA pool を，サーマルサイクラーを用いて，95 ℃で 5 分間変性させ，4 ℃まで急

冷した．続いて，2×結合用緩衝液 50 μL を加えて，37 ℃で 10 分間以上保温した．そ

の後，1×結合用緩衝液で溶解した競合剤としての tRNA（Invitrogen 社製）を，最終

濃度 2 mg/ml になるように加えた．なお，その際は，RNA pool と tRNA を合わせた液

量の総量が 100-200 L で収まるように調整した．続いて，樹脂に結合する RNA を除

くため（ネガティブ選別），フォールディング後の RNA pool を洗浄済みの樹脂の入

濃度 (mM) =
a(OD)

15 × w + 9.9 × x′ + 7.4 × y + 11.4 × z
 

 

a : OD 値，w : A の個数，x’ : U の個数，y : C の個数，z : G の個数 

(2-2) 
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ったマイクロチューブに移して，30 分間室温で回転させた．30 分後，遠心分離によ

り樹脂を沈殿させて，上清をネガティブ選別後の RNA pool として回収した．  

次に，RD を樹脂に固定化するために，40 pmol の RD を 1×結合用緩衝液 100 L で

溶解して，洗浄済み樹脂に移して，30 分間室温で回転させた．その後，遠心分離によ

り樹脂を沈殿させ上清を捨てた．続いて，未吸着の RD を洗浄するために，結合用緩

衝液 200 L で 3 回洗浄し，上清を捨てた． 

そして，RD に結合するものを選別するため（ポジティブ選別），ネガティブ選別

済の RNA pool を樹脂に固定した RD の入ったマイクロチューブに移して，30 分間，

室温で回転させた．その後，遠心分離により樹脂を沈殿させ，上清を捨てた．次に，

400 L の結合用緩衝液によって 6 回洗浄した．最後に，溶出用緩衝液 [20 mM sodium 

phosphate（pH 6.5），500 mM potassium acetate，2 mM magnesium acetate，5 wt% glycerol，

0.1 wt% TritonX-100，5 mM -mercaptoethanol，500 mM imidazole] 200 μL で RD ごと結

合 RNA を回収し，フェノールクロロホルム処理，およびエタノール沈殿によって精

製した．なお，この際は結合 RNA を効率よく回収するために，共沈剤として

Ethachinmate（ニッポンジーン社製）を用いて，エタノール沈殿を行った． 

 回収した結合 RNA を液量 24 L の超純水で溶解し，その後，逆転写反応および PCR

を行うことで，次の Round（R）に用いる DNA pool を調製した．なお，RNA の高次

構造形成による反応阻害を緩和するため，逆転写反応は 2段階の方法で行った．まず，

プライマーと RNA をアニールさせるため，先ほどの超純水に溶解した RNA に，100 

M プライマー2 を 1 L を加え，サーマルサイクラーを用いて，65℃ 5 分間恒温し，

4℃ 10 分間急冷した．その後，最終濃度 1×RT Buffer，0.25 mM dNTP（each），0.8 U/L 

RNase Inhibitor Recombinant（TOYOBO 社製），5 U/L 逆転写酵素 RevTraAce（TOYOBO

社製）に調製した反応液 50 L を，50℃ 1 時間，99℃ 5 分間で反応させた（Table 2-

4）．続いて，逆転写反応物の全てを用いて，最終濃度 1×Buffer for KOD -Plus- Ver.2，
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0.2 mM dNTPs（each）（TOYOBO 社製），1.5 mM MgSO4，3 M プライマー1 および

2，0.0625 U/L KOD -Plus-（TOYOBO 社製）の反応液 400 L を調製した（Table 2-5）．

その後，サーマルサイクラーを用いて，94 ℃ 2 分，94 ℃ 15 秒，50 ℃ 30 秒，68 ℃ 

30 秒で PCR を行った．なお，SELEX 実験では，ランダム配列を含む DNA を用いて

PCR を行うため，PCR サイクル数を増やしすぎると目的の配列よりも長い配列や短

い配列が出現してしまう．それを防ぐため，最初の 8 サイクルまで全量の反応液量で

行い，その反応液から任意の本数に 10 L ずつ分注した．残りの反応液を 4 ℃で保存

しておきながら，10 L ずつ分注したそれぞれ反応液のサイクル数を 2 サイクルずつ

増やして PCR を行った．10-20 サイクルの間で反応を行った後，それぞれサイクル数

の異なる反応液を native Poly-Acrylamide Gel Electrophoresis（PAGE）を用いて評価し，

長い配列や短い配列が出現しておらず，十分な量の DNA が確保できる PCR サイクル

数を決定した．その後，そのサイクル数まで保存しておいた残りの反応液の PCR を

行った．これ以外に，SELEX 実験のようにランダム配列を含む DNA を PCR する際

には，今回のようにプライマーの濃度を数M と高く設定して，PCR 中にランダムな

配列同士でアニールしてしまうことを防ぐことも重要である．PCR 後，フェノールク

ロロホルム処理，およびエタノール沈殿によって精製した．次に，PCR 産物の全量を

用いて，転写反応を行い，次の Round で使用する RNA pool を調製した．転写反応の

組成および条件は，上記の初期 RNA pool の調製と同様である． 

本研究では，SELEX 実験における 1 Round を，選別（ネガティブ選別およびポジテ

ィブ選別），逆転写反応，PCR および転写反応による RNA pool の調製までと定義し

た．2 Round 目以降は Table 2-6 に示す選別条件で 8 Round まで行った．なお，今回は，

1-8 Round を通して逆転写，PCR および転写反応は同じ反応液量で行ったが，2 Round

目以降に関しては，1 Round 目の PCR によっておのおの分子種が複数種存在している

ので，それら一連の操作の反応量を半分以下に落とすことも可能である． 
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次に，全 8 Round 後の DNA pool の配列を解析した．まず，8 Round 後の DNA pool

内の配列を単離するために，TA-cloning を行った．TA-cloning には，pGEM-T Vector 

Systems（Promega 社製）を使用した．しかしながら，KOD -Plus-（TOYOBO 社製）に

よって合成された 8 Round 後の DNA pool は，平滑末端を有するため，直接 TA-cloning

に使用することはできない．そこで，TaKaRa EX Taq（TaKaRa 社製）を用いて，8 Round

の DNA pool の 3′末端に A を付加した．まず，転写反応によって 8 Round の DNA pool

から RNA pool を調製し，その RNA pool を用いて逆転写反応を行った．逆転写反応の

組成は基本的に Table 2-4 と同様である．最終濃度 1×RT Buffer，0.25 mM dNTP（each），

0.8 U/L RNase Inhibitor Recombinant（TOYOBO 社製），0.02 M RNA pool，および 5 

U/L 逆転写酵素 RevTraAce（TOYOBO 社製）に調製した逆転写反応液 50 L を，50℃ 

1 時間，99℃ 5 分間で反応させた．続いて，逆転写反応物の全てを用いて，最終濃度

1×Ex Taq Biffer，0.2 mM dNTPs（each）（TaKaRa 社製），3 M プライマー1 および

2，0.1 U/L TaKaRa Ex Taq（TaKaRa 社製）の PCR 反応液 300 L を調製した（Table 

2-7）．その後，サーマルサイクラーを用いて，96 ℃ 15 秒，50 ℃ 15 秒，72 ℃ 15 

秒で PCR を行った．PCR の操作は，前述した SELEX 実験の際の操作と同様である．

PCR 後，フェノールクロロホルム処理，およびエタノール沈殿によって精製した．ま

た，PCR 産物の濃度は native PAGE のバンドの輝度から見積った．UV 吸収による定

量を行わなかった理由は，PCR の際にプライマーを過剰に加えているため，エタノー

ル沈殿などではプライマーを取り除き切ることができず，正確な吸光度の値を得られ

ないためである．次に，下記の計算式（2-3）を用いて，ライゲーション反応に必要な

PCR 産物の量を計算した．本実験のライゲーション反応は，insert と vector の molar 

ratio 8：1 で行った．最終濃度 1×Rapid Ligation Buffer，5 ng/L pGEM-T Vector（ampicillin

耐性），0.3 U/L T4 DNA ligase，必要量（13 ng）の insert に調製したライゲーション

反応液 10 L を，4 ℃で一晩反応させた（Table 2-8）． 
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MicroPulser Electroporater（Bio-Rad 社製）を用いたエレクトロポレーション法によ

って，ライゲーション反応液中の plasmid vector（ampicillin 耐性）を宿主大腸菌 XL1-

Blue（tetracycline 耐性）に導入した．その後，LB 寒天培地（50 g/mL carbenicillin，

20 g/mL tetracycline，80 g/mL X-Gal，および 1 mM IPTG）にまき，37 ℃で一晩培養

した．XL1-Blue は，blue white selection が可能な宿主大腸菌であるため，形成した白

色および薄い青色のコロニーを 36 個選び，5 mL の LB 培地（50 g/mL carbenicillin，

20 g/mL tetracycline）に入れ 37 ℃で培養した．その後，OD600の値が最低でも 1.0 以

上で集菌した．集菌後は，Fast Gene Plasmid Mini Kit（ニッポンジーン社製）を用いて

plasmid 抽出を行った．抽出した plasmid を UV 吸光度測定によって定量し，ファスマ

ック社に plasmid の配列解析を委託した．ファスマック社では，capillary sequencing 法

を用いて配列解析を行っている．なお，SELEX 実験で用いる DNA は 100 塩基対前後

と短いため，vector に挿入されていても，-galactosidase の活性を完全には抑えられな

い場合がある．その場合，白色のコロニーではなく，少し青みがかったコロニーが形

成される．本実験では，選び取ったコロニーに insert が挿入された plasmid が入って

いるかを調べるため，コロニーPCR を行った．36 個のコロニーのうち，6 個を無差別

に選び，それぞれ超純水 10 L に懸濁し，95℃ 5 分間恒温した．最終濃度 1×Standard 

Taq Reaction Buffer（New ENGLAND BioLabs 社製），0.2 mM dNTPs（each），0.5 M 

M13 Forward プライマー，0.5 M M13 Reverse プライマー，および 0.025 U/L Hot Start 

Taq DNA Polymerase（New ENGLAND BioLabs 社製）の PCR 反応液 100L を調製し

ng of insert =
ng of vector × kb size of insert 

kb size of vector 
× insert vector molar ratio 

 

(2-3) 
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（Table 2-9），10 L ずつに分注した．続いて，分注したそれぞれ反応液に，別々の

大腸菌懸濁液を 1 L を加え，95 ℃ 30 秒，（95 ℃ 1 分，50 ℃ 1 分，68 ℃ 3 分）

×30 サイクル，68 ℃ 5 分で PCR を行った．PCR 後，アガロースゲル電気泳動で insert

由来のバンドの有無を確認した． 

 

2-2-3 RNA および RDE の調製 

後述する SPR 測定では，リガンドとなる分子を sensor chip 上に固定化する必要が

ある．本実験の SPR 測定では，dT16 oligomer を固定化した sensor chip 上に，RNA お

よび RDE を固定化する方法を用いるため，それぞれの 3′末端側に adenine（A）を 16

個付加する必要がある． 

3′末端側に A が 16 個付加された S1-S11 RNA（A16_S1-S11）の二本鎖の鋳型 DNA

は，TA-cloning 後の plasmid を用いた PCR によって，それぞれ調製した．最終濃度 1

×Standard Taq Reaction Buffer （New ENGLAND BioLabs 社製），0.2 mM dNTPs（each），

3 M プライマー1 および 3，1 ng/L plasmid（S1-S11）および 0.025 U/L Hot Start Taq 

DNA Polymerase（New ENGLAND BioLabs 社製）の PCR 反応液 100 L を調製し（Table 

2-10），95 ℃ 30 秒，（95 ℃ 1 分，50 ℃ 1 分，68 ℃ 3 分）×30 サイクル，68 ℃ 

5 分で PCR を行った．PCR 産物をフェノールクロロホルム処理およびエタノール沈

殿によって精製し，鋳型 DNA とした．次に，A16_S1-S11 RNA を試験管内転写合成

法によって調製した．転写反応は，それぞれ全量の鋳型 DNA を用いて 60 L の反応

液量で行った．また，反応液の組成は Table 2-3，条件は 2-2-2 と同様である．転写反

応物は PAGE 法によって精製し，260 nm における UV 吸収を測定して，（2-2）式を

用いて定量した． 
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RDE の A を 16 個付加させた sense 鎖（A16_sense 鎖）および antisense 鎖を PAGE

法により精製し，260 nm における UV 吸収を測定して，（2-4）式を用いて定量した． 

 

 

 

 

 

 

次に，A16_sense 鎖と antisense 鎖を molar ratio 1：1 になるように混合し，等液量の 2

×PBS 緩衝液 [1× PBS 緩衝液；1 mM KH2PO4，3 mM Na2HPO4 ，155 mM NaCl，pH 

7.4]を加えた．その後，95 ℃で 5 分間保温し，徐々に室温まで下げた．これを A16_RDE

とした．なお，3′末端側に A が 16 個付加された Apt1-S の RNA に関しては，共同研

究者の一人である横浜国立大学機器分析評価センターの田中陽一郎博士から分けて

頂いたものを使用した． 

 

2-2-4 表面プラズモン共鳴（Surface Plasmon Resonance：SPR）測定 

SPR 法とは，プラズモン共鳴を利用して分子の相互作用を senser chip 上に再現する

ことで，リアルタイムに結合の強さ，速さ，選択性を測定して，結合速度定数（kon）

と解離速度定数（koff），ならびに解離定数（Kd）を算出できる手法である．本研究で

の SPR 測定は，BiacoreX（GE Healthcare 社製）を用いて 298 K の温度条件で行った

[55]．はじめに，streptavidin sensor chip（GE Healthcare 社）を，洗浄液 [50 mM sodium 

濃度 (mM) =
a(OD)

15 × w + 8.4 × x + 7.4 × y + 11.4 × z
 

 

 
a : OD 値，w : A の個数，x : T の個数，y : C の個数，z : G の個数 

 

(2-4) 
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hydroxide, 1 M sodium chloride]で 3 回洗浄した．次に，5′末端に biotin が付加された

dT16 oligomer を sensor chip の flow cell 2 におよそ 800 Resonance Unit（RU）固定した．

続いて，sensor chip を 1×SPR 用緩衝液 [20 mM sodium phosphate（pH 6.5），300 mM 

potassium acetate，2 mM magnesium acetate，0.1 wt% Tween，1 mM DTT]で洗浄および

平衡化した．続いて，1×SPR用緩衝液で溶解した各種A16_RNAおよびA16_RDEを，

流速 90 L/min で，flow cell 2 におよそ 100 RU 固定した．次に，1×SPR 用緩衝液で

溶解した RD（0.625-2400 nM）およそ Rev ペプチド（62.5-2000 nM）を 90 秒間，flow 

cell 1 と 2 に injection し，180 秒間解離させた．最後に，sensor chip の再生化，つまり，

結合した RD と固定化された RNA および RDE を dT oligmer 付 sensor chip 上から完全

に除去するために，4 M urea を 60 秒間 injection した．なお，dT oligmer および sensor 

chip への RD の非特異的な結合の影響を除くため，flow cell 2 のセンサーグラムから

flow cell 1 のセンサーグラムを差し引いた．また，測定したセンサーグラムの解析に

は，BIAevalution software（GE Healthcare 社製）を使用した．langmuir（1：1）binding 

model を用いて，結合速度定数 kon（M-1 s-1）と解離速度定数 koff（s-1）の解析を行った．

解離定数 Kdは解離速度定数 koffと結合速度定数 konの比（Kd = koff/kon）から算出した．

各パラメータは独立した 3 回の実験測定値の平均値 ± 標準誤差で示した． 

 

2-3 結果 

 SELEX 実験によって，40 塩基長のランダム配列を含む RNA pool から RD に対する

RNA aptamer を取得した．高親和性の RNA aptamer を取得するため，高塩濃度条件

（500 mM potassium acetate）での選別と並行して，洗浄の回数，競合分子としての tRNA

の濃度およびネガティブ選別の回数を増やす，並びにポジティブ選別での RD の濃度

を減らすことで，徐々に選別条件を厳しくした．全 8 Round の SELEX 実験の後，

cloning および配列解析を行った．ランダムに選択した 36 個のクローンから，11 個の



   

30 

  

異なる RNA 配列を単離した（Table 2-11）．次に，これら S1-S11 の RNA 配列の二次

構造予測を行った（Fig. 2-3）．二次構造予測プログラムは，千葉工業大学構造生物学

研究室の河合剛太教授らによって開発された vs_subopt program（http://www.rna.it-

chiba.ac.jp/~vsfold/vs_subopt/）を用いた[68，69]．その結果，S1-S5，S7，S8，S10 はい

ずれも多岐ループ構造を形成していた．また，S6，S9，S11 は多岐ループ構造を形成

していないものの，3 つ以上のヘアピンステムループ構造を形成していた． 

次に，SPR 法を用いて 11 個の RNA 配列の RD に対する結合親和性を解析したとこ

ろ，全ての配列は RD に対して，Kdが 0.3 nM 以下の高い結合親和性を示した（Table 

2-12）．36 個のクローンのうち 10 個のクローンを占めていた，最も出現頻度の高か

った配列 S1 の Kdは 0.27 ± 0.02 nM であり，最も結合親和性の高かった配列 S4 の Kd

は 0.044 ± 0.002 nM であった．また，RDE と Apt1-S の Kdは，それぞれ Kd = 10 ± 1 

nM，Kd = 1.1 ± 0.1 nM であり，以前報告された Kd値とほぼ一致していた（Fig. 1-5）．

したがって，S4 は RDE の 250 倍以上，Apt1-S の 25 倍以上強く RD と結合すること

が明らかとなった．この RD に対する結合親和性の違いは，S4 と RD の結合における

koffが RDE あるいは Apt1-S と RD の結合における koffよりもとても低いことに起因し

ていた． 

 

2-4 考察 

 本研究では，厳しい選別条件，特に高塩濃条件において SELEX 実験を行うことで，

RD に対して非常に高い親和性をもつ RNA aptamer を取得した（Table 2-12）．これら

の RNA aptamer は，以前神津博士らに報告された RNA aptamer（Apt1-S）はもちろん，

Barton らのグループによって報告された aptamer とも，塩基配列が全く異なっており，

新規の RNA aptamer であるといえる（Fig 1-8）[64，67]．さらに，取得された全ての
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RNA aptamer は，Apt1-S（Kd = 1.1 ± 0.1 nM）や Barton’s aptamer（Kd = 100-160 nM）よ

りも強い結合親和性を示した．そこで，それぞれの SELEX 実験の条件を比較してみ

ると，使用したランダム配列 DNA ライブラリーの塩基数（神津博士ら：30N，本研

究：40N，Barton ら：50N）や RD の resin への固定化方法（神津博士らおよび本研究：

his-tag による固定，Barton らの実験：biotin による固定）などの違いの他に，選別の

際に用いる緩衝液の塩濃度の違いが挙げられる．本研究の SELEX 実験では 500 mM 

potassium acetate の条件であったが，神津博士らの SELEX 実験では 50-200 mM 

potassium acetate，Barton らの SELEX 実験では 100 mM NaCl の塩濃度であった．塩濃

度の高さと結合親和性の強さに相関関係があることから，この選別工程における塩濃

度の違いが取得された aptamer の結合力の違いの原因の一つであると考えられる． 

今回取得された RNA aptamer の中で，S4 は最も高い親和性を示した（Kd = 0.044 ± 

0.002 nM）．一方で，最も出現頻度の高い S1 の Kd値は，0.27 ± 0.02 nM であった．以

前，Ruigrok らのグループによって，aptamer の出現頻度は Kdよりもむしろ konに依存

するという報告がされた[70]．しかしながら，本研究の場合，S1 の konは S8 を除いた

他のどの aptamer の konよりも低く，報告された論文の事例と一致しなかった．したが

って，最も出現頻度の高い S1 が最も高い結合親和性を示さなかった理由として，

SELEX 実験内での転写，逆転写あるいは PCR の増幅効率における影響が考えられる

[71]．すなわち，S1 配列は他の aptamer の配列に比べて SELEX 実験内での増幅工程

（逆転写，PCR あるいは転写）において増幅されやすい配列であった可能性がある． 
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Table 2-1 第 2 章で用いた合成 DNA 

Sample Sequence (5′ to 3′) 

DNA library 1 CTCTCATGTCGGCCGTTA-40N-CGTCCATTGTGTCCCTATAGTGATCGTATTA 

Primer 1 TAATACGACTCACTATAGGGACACAATGGACG 

Primer 2 CTCTCATGTCGGCCGTTA 

Primer 3 TTTTTTTTTTTTTTTTCTCTCATGTCGGCCGTTA 

M13 forward primer GTAAAACGACGGCCAGT 

M13 reverse primer CAGGAAACAGCTATGAC 

5′-biotinylated poly dT biotin-TTTTTTTTTTTTTTTT 

Sense strand of RDE + A16 GTCGTTTGCGGTTTGGGGAAAAAAAAAAAAAAAAA 

Antisense strand of RDE TCCCCAAACCGCAAACGAC 

 

 



    

   33   

  

Table 2-2 伸長反応の組成   

Reagents Final concentration 

RNase free water  

1×Buffer for KOD –Plus- Ver.2 （TOYOBO）  

dNTPs（each） 0.2 mM 

MgSO4 1.5 mM 

Template DNA 0.625 M 

Primer 1.3 M 

KOD -Plus- （TOYOBO） 0.0625 U/L 

 

 

Table 2-3 転写反応の組成   

Reagents Final concentration 

RNase free water  

Tris-HCl（pH 7.9） 40 mM 

MgCl2 35 mM 

Spermidine 2 mM 

TritonX-100 0.01 wt% 

PEG8000 80 mg/mL 

DTT 10 mM 

NTP（each) 9 mM 

T7 RNA polymerase Unknown 
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Table 2-4 逆転写反応の組成   

Reagents Final concentration 

RNase free water  

1×RT Buffer  

dNTP（each） 0.25 mM 

RNase Inhibitor Recombinant （TOYOBO） 0.8 U/L 

Primer 2 M 

RevTraAce（TOYOBO） 5 U/L 

  

 

 

Table 2-5 KOD–plus-を用いた PCR の組成 

Reagents Final concentration 

Reverse transcribed products  

RNase free water  

Buffer for KOD -Plus- Ver.2 （TOYOBO）  

dNTPs（each） 0.2 mM 

MgSO4 1.5 mM 

Primer（each） 3 M 

KOD -Plus- （TOYOBO） 0.0625 U/L 
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Table 2-6 SELEX 実験の条件 

Round 
RNA  

（pmol） 

RD  

（pmol） 

Resin 
tRNA 

（mg/mL） 

Number of  

Wash treatment 

Number of  

PCR cycle 

1 400 40 Nickel 2 6 13 

2 400 40 Cobalt 3 8 14 

3 400 20 Nickel 3 8 14 

4 400 20 Cobalt 4 10 15 

5 400 10 Nickel 4 10 15 

6 300 5 Cobalt 5 12 12 

7 200 2.5 Nickel 5 12 13 

8 125 1.25 Cobalt 5 12 12 
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Table 2-7 EX Taq を用いた PCR の組成 

Reagents Final concentration 

Reverse transcribed products  

RNase free water  

1×Ex Taq Buffer （TaKaRa）  

dNTPs（each） 0.2 mM 

Primer（each） 3 M 

Ex Taq（TaKaRa） 0.1 U/L 

 

 

 

Table 2-8 ライゲーション反応の組成 

Reagents Final concentration 

RNase free water  

1×Rapid Ligation Buffer （Promega）  

Insert 1.3 ng/L 

pGEM-T Vector （Promega） 5 ng/L 

T4 DNA ligase （Promega） 0.3 U/L 
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Table 2-9 コロニーPCR の組成 

Reagents Final concentration 

RNase free water  

A colony of E. coli   

1×Standard Taq Reaction Buffer（New ENGLAND BioLabs）  

dNTPs（each） 0.2 mM 

M13 Forward primer 0.5 M 

M13 Reverse primer 0.5 M 

Hot Start Taq DNA Polymerase（New ENGLAND BioLabs） 0.025 U/L 

 

 

Table 2-10 Hot Start Taq を用いた PCR の組成 

Reagents Final concentration 

RNase free water  

1×Standard Taq Reaction Buffer （New ENGLAND BioLabs）  

dNTPs（each） 0.2 mM 

Primer（each） 3 M 

Plasmid（S1-S11） 1 ng/L 

Hot Start Taq DNA Polymerase（New ENGLAND BioLabs） 0.025 U/L 



    

      

  

3
8
 

 

Table 2-11 RD に対する RNA aptamer の配列 

Clone ID Sequence (5′ to 3′) Frequency 

S1 gggacacaauggacgUGUCGGCCCUGCCGUGUAACGCUGGCGCGGGAUGUUCUCCuaacggccgacaugagag 10/36 （27.8 %） 

S2 gggacacaauggacgGCCCAGCCACCUAGAGCGAGCGCGCAAUGGAGACCCAUUGuaacggccgacaugagag 8/36 （22.2 %） 

S3 gggacacaauggacgUGUCGGCCCUGCCGUGUAACGCUGGCGCGGGACUUCUCCuaacggccgacaugagag 6/36 （16.7 %） 

S4 gggacacaauggacgGCCCUGCCACGAUAGCGGCGCGGGAAGUAAAGUAUACACCuaacggccgacaugagag 3/36 （8.3 %） 

S5 gggacacaauggacgUGUCGGCCCUGCCGUGUAAUGCUGGCGCGGGACGUUCUCCuaacggccgacaugagag 2/36 （5.6 %） 

S6 gggacacaauggacgGUCAGCCACCACUGUGCGGCGAGCGGAAGCACACCGUCCGuaacggccgacaugagag 2/36 （5.6 %） 

S7 gggacacaauggacgGCCCUGCCACCUAGAGCGAGCGCGCAAUGGAGACCCAUUGuaacggccgacaugagag 1/36 （2.8 %） 

S8 gggacacaauggacgGCCCUGCCACGAAGGCGGCGCGCAGGCUACCCGCACCUGuaacggccgacaugagag 1/36 （2.8 %） 

S9 gggacacaauggacgAUGCCGGCCCUGCCACACCAAUGCGGCGCGGUCAAUAGACuaacggccgacaugagag 1/36 （2.8 %） 

S10 gggacacaauggacgGCCCAGCCACCUAGUGCGAGCGCGCAAUGGAGACCCAUUGuaacggccgacaugagag 1/36 （2.8 %） 

S11 gggacacaauggacgACGCCGGCCCUGCCACACCAAUGCGGCGCGGUCAAUAGACuaacggccgacaugagag 1/36 （2.8 %） 

 

小文字：プライマー結合配列由来の塩基，大文字：ランダム配列由来の塩基 
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Table 2-12 RNA aptamer と RD の結合における速度論的パラメータ 

Clone ID kon (×106 M−1s−1) koff (×10−3 s−1) Kd (nM) 

S1 8.5 ± 0.4 2.3 ± 0.1 0.27 ± 0.02 

S2 9.5 ± 0.2 1.1 ± 0.1 0.11 ± 0.01 

S3 9.7 ± 0.3 2.1 ± 0.1 0.21 ± 0.01 

S4 9.1 ± 0.1 0.40 ± 0.02 0.044 ± 0.002 

S5 9.3 ± 0.4 1.1 ± 0.1 0.11 ± 0.01 

S6 13 ± 2 1.5 ± 0.1 0.12 ± 0.01 

S7 11.6 ± 0.2 0.65 ± 0.03 0.056 ± 0.003 

S8 6.8 ± 0.3 0.53 ± 0.08 0.077 ± 0.008 

S9 13.1 ± 0.3 0.82 ± 0.02 0.063 ± 0.002 

S10 10.7 ± 0.5 0.97 ± 0.04 0.090 ± 0.001 

S11 13.7 ± 0.2 1.27 ± 0.03 0.093 ± 0.002 

RDE 6.4 ± 0.8 65 ± 3 10 ± 1 

Apt1-S  6.7 ± 0.2  7.6 ± 0.6 1.1 ± 0.1 
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Fig. 2-1 pQE80 プラスミドのコンストラクト 

Ampr ：ampicilin 耐性遺伝子，lacq：lac repressor 遺伝子，Col E1：colicin E1 origin if 

replication，RD：AML1 Runt domain．
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Fig. 2-2 RD のアミノ酸配列 

赤：hexahistidine-tag，分子量：16,769 Da． 
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Fig. 2-3 S1-S11 の二次構造 

小文字：プライマー結合配列由来の塩基，大文字：ランダム配列由来の塩基．  
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Fig. 2-3 のつづき 

小文字：プライマー結合配列由来の塩基，大文字：ランダム配列由来の塩基．  
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Fig. 2-3 のつづき 

小文字：プライマー結合配列由来の塩基，大文字：ランダム配列由来の塩基． 
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Fig. 2-3 のつづき 

小文字：プライマー結合配列由来の塩基，大文字：ランダム配列由来の塩基． 
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Fig. 2-3 のつづき 

小文字：プライマー結合配列由来の塩基，大文字：ランダム配列由来の塩基． 



      

   47      

  

第 3 章 SELEX 過程における RNA aptamer の濃縮の NMR モニタリング手法の開発 

 

3-1 はじめに 

本章では，SELEX 過程の RNA aptamer の濃縮の NMR モニタリング手法の開発に

ついて述べる．NMR では，RNA の塩基対形成に関する貴重な情報得ることができる

[72-74]．guanosine（G）残基あるいは uridine（U）残基が Watso-Crick 塩基対（G-C，

A-U 塩基対）および non-Watson-Crick 塩基対（G-U，G-A 塩基対など）を形成すると，

12-15 ppm および 10-12 ppm の領域に NMR シグナル（イミノプロトンシグナル）が観

測される[75-77]．一方，RNA aptamer は様々な塩基対を形成し，フォールディングす

ることで，標的分子を認識できる立体構造を形成することが知られている．したがっ

て，SELEX 過程の RNA pool の一次元（one-dimentional：1D）イミノプロトンスペク

トルを測定することで，構造を形成した RNA，すなわち RNA aptamer の濃縮をモニ

タリングできるのではないかと考えた（Fig. 3-1）．そこで，実際に，第 2 章の SELEX

実験における各 Round の RNA pool について 1D イミノプロトンスペクトルを測定し

た．1D イミノプロトンスペクトルは，試料の固定化および標識を必要とせず，わず

か 1-2 時間で測定できる．さらに，Fig. 3-1 で示すように，SELEX 実験中に調製した

RNA pool を用いて直接測定するため，余分な試料調製も必要としない．また，RNA 

pool に標的分子を加えることで，RNA pool と標的分子の結合をスペクトルの変化と

して検出できる．NMR 測定後は，RNA pool を NMR チューブから回収し，次の選別

工程に直接使用できる．本研究では，NMR モニタリングの有用性を確かめるため，

次世代シーケンサーによる RNA pool の配列解析および SPR 法による RNA pool の結

合親和性の評価も同時に行い，結果を比較した．最後に，プライマー結合配列が異な

る複数の RNA pool の 1D イミノプロトンスペクトルを測定し，プライマー結合配列

が RNA pool の構造的多様性に及ぼす影響についても考察した． 
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3-2 方法 

3-2-1 試料調製 

はじめに，本章で用いる合成 DNA を Table 3-1 に示す．また，これらの合成 DNA

はすべて北海道システムサイエンス社で委託合成した． 

SELEX 実験において，選別工程を除いた実験をコントロール実験（全 8 Round）と

して実施した[18]． 

S1 および S2 の二本鎖の鋳型 DNA については，TA-cloning 後の plasmid を用いて

PCR することによって調製した．最終濃度 1×Standard Taq Reaction Buffer（New 

ENGLAND BioLabs 社製），0.2 mM dNTPs（each），3 M プライマー1 および 2，1 

ng/L plasmid（S1, 2）および 0.025 U/L Hot Start Taq DNA Polymerase（New ENGLAND 

BioLabs 社製）の反応液 400 L を調製し（Table 2-10），95 ℃ 30 秒，（95 ℃ 1 分，

50 ℃ 1 分，68 ℃ 3 分）×30 サイクル，68 ℃ 5 分で PCR を行った．また，primer-

binding sequence RNA はプライマー1，poly（A-U）RNA pool はプライマー4，RNA pool 

2 と 4 はプライマー5，RNA pool 3 はプライマー6 とそれぞれの一本鎖の鋳型 DNA あ

るいは DNA ライブラリーを用いた伸長反応によって二本鎖の鋳型 DNA あるいは

DNA ライブラリーを調製した．伸長反応の組成（Table 2-2）および条件は 2-2-2 の伸

長反応と同様であるが，液量は 400 L で行った．poly（A-U）RNA pool の二本鎖の

DNA ライブラリーは，プライマー6 および 7 と一本鎖の DNA ライブラリーを用いた

PCR によって調製した．その後，全ての反応産物をフェノールクロロホルム処理およ

びエタノール沈殿によって精製した． 

次に，S1，S2，primer-binding sequence RNA，poly（A-U）RNA pool，RNA pool 2，

3 および 4 を試験管内転写合成法によって調製した．転写反応は，それぞれ全量の鋳

型 DNA を用いて 200 L の反応液量で行った．また，転写反応液の組成は Table 2-3，
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条件は 2-2-2 と同様である．転写反応後，0.1 U/L Recombinant DNase I（RNase-free）

（TaKaRa 社製）を加えて，37 ℃ 30 分間反応させた．DNase I 処理後，フェノールク

ロロホルム処理，およびエタノール沈殿，Micro Bio-Spin Columns P-30（BIO-RAD 社

製）を使ったゲルろ過によって精製した．最後に，260 nm における UV 吸収を測定

し，定量を行った．その際，S1，S2，primer-binding sequence RNA，poly（A-U）RNA 

pool，RNA pool 2，3 および 4 の定量は，2-2-2 と同様である． 

サーマルサイクラーを用いて，全ての RNA 試料を，95 ℃ 5 分間で変性させ，4 ℃

まで急冷させた．その後，1×NMR 緩衝液 [20 mM sodium phosphate（pH 6.5），300 

mM potassium chloride，2 mM magnesium chloride，5 wt% D2O]に溶解した．全ての RNA

試料の最終濃度は 0.1 mM とした．NMR 測定後，RNA 試料を NMR チューブ（Shigemi

社製）から回収し，精製済みの RD と混合した．続いて，分画分子量 3000-5000 の限

外濾過膜 Vivaspin（Sartorius AG 社製）を用いて，1 mM 重水素化 DTT を加えた 1×

NMR 緩衝液に溶解した．その際の最終試料濃度は 0.05 mM とした． 

 

3-2-2 NMR 測定 

NMR スペクトルは Bruker AVANCE 600 分光器（Bruker Biospin 社製）を用いて測

定し（Table 3-2），解析処理は TOPSPIN3.5（Bruker Biospin 社製）を使用した．1D イ

ミノプロトンスペクトルの測定において水のシグナルを消すために，jump and return 

pulse を使用した[78]．測定時のプローブ温度は 298 K とした． 
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3-2-3 SPR 測定 

2-2-4 と同様の測定条件で実施した．sensor chip 上には，第 2 章の SELEX 実験にお

ける各 Round の RNA pool を固定化し，10 nM RD を injection した． 

 

3-2-4 High-throughput sequencing 解析 

HTS 解析には，Ion PGM シーケンサー（Life Technologies 社製）を用いた．SELEX

実験の各 Round からの DNA pool を Life Technologies 社推奨の barcode 付きプライマ

ーと Ex Taq polymerase（TaKaRa 社製）を用いた PCR によって調製した．最終濃度

1×Ex Taq Biffer，0.2 mM dNTPs（each）（TaKaRa 社製），2 M barcode 付きプライマ

ー，0.08 U/L TaKaRa Ex Taq（TaKaRa 社製）および 2 ng/L DNA pool の反応液 250 

L を調製し，95 ℃ 3 分，（95 ℃ 20 秒，58 ℃ 20 秒，72 ℃ 30 秒）×4-10 サイ

クルで PCR を行った．PCR の操作は，2-2-2 で示した SELEX 実験の際の操作と同様

である．続いて，Exonuclease I（New England BioLabs 社製）5 L を加えて，37℃で 1

時間保温した．Exonuclease I 処理後，PCR 産物をフェノールクロロホルム処理，およ

びエタノール沈殿で精製した．精製した PCR 産物は，260 nm における UV 吸収を測

定し，定量した．定量の仕方は，2-2-2 と同様である． 

次に，1.3 amol の各 Round の barcode 付き PCR 産物（1.1 pM PCR 産物を 1.2 L）を

混合し，Ion PGM Template OT2 200 kit（Life Technologies 社製）を用いて，clonal emulsion 

PCR によって増幅した．次いで，Ion OneTouch 2 および Ion OneTouch ES System（Life 

Technologies 社製）を用いて，Template-positive Ion Sphere particles の生成および濃縮

を行った．HTS には，Ion PGM Sequencing 200 Kit v2 と Ion 314 Chip（Life Technologies
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社製）を用いた．得られた HTS データは，Ion PGM Torrent Server にアップロードし

て，シークエンス品質を評価した．配列クラスタリングには，Aptamer Clustering 2.0 

software（Life Technologies）を用いた．単離された配列は，Microsoft Excel を使用して

処理した．なお，Ion PGM シーケンサー（Life Technologies 社製）を用いた測定およ

び配列解析に関しては，共同研究者の一人である株式会社リボミックの青木一晃博士

に指導のもと行った． 

 

3-3 結果 

3-3-1 SELEX 過程における RNA pool の構造多様性の変化 

 SELEX 過程の NMR モニタリングを評価するために，全く選別していない初期の

RNA pool（0R）および RD に対する SELEX 実験における 1 Round から 8 Round（1R-

8R）までの RNA pool の 1D イミノプロトンスペクトルを測定した（Fig. 3-2）．その

結果，0R RNA pool の 1Dイミノプロトンスペクトルに多数のシグナルが観察された．

このことは，0R RNA pool 中に構造を形成した RNA が多く含まれていることを示し

ている．また，0 Round から 8 Round の RNA pool の 1D イミノプロトンスペクトル間

に，大きな変化は観察されなかった．しかしながら，10-12 ppm 領域に焦点を当てた

とき，いくつかのシグナルが変化していた．これらの 10-12 ppm 領域のシグナルは，

RNA pool 中の non-Watson-Crick 塩基対を形成する RNA の存在を示している．一度の

選別工程を経た 1R RNA pool では，0R RNA pool のスペクトルに観測されていた 10-

12 ppm 領域のシグナル a1 および a2 が消失していた．一方，5R RNA pool では，シグ

ナル a3，a4 および a5 が新しく出現した．さらに，5-8R RNA pool において，シグナ

ル a3，a4 および a5 の強度は減少し，新しいシグナル a6 および a7 の強度は増加した．  
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次に，コントロール実験として，SELEX 実験の選択工程を除いた操作を 8 Round 行

い，各 RNA pool の 1D イミノプロトンスペクトルを測定した（Fig. 3-3）．これらの

イミノプロトンスペクトルは，全 8R 通してほとんど変化を示されなかった．したが

って，イミノプロトンスペクトルの変化は SELEX 実験の選択工程によって引き起こ

されたものであると判断できる． 

次に，RD に対する SELEX 実験の各 Round の RNA pool に RD を加え，限外ろ過膜

を用いて濃縮した．しかしながら，RD を加えた 0R RNA pool は，RD が凝集してしま

い，濃縮することができなかった．そのため，0R を除いた，RD 存在下の 1-8R RNA 

pool の 1D イミノプロトンスペクトルを測定し（Fig. 3-4），RD 非存在下のスペクト

ルと比較した（Fig. 3-5）．次いで，RD 非存在下においてシグナルの変化が確認でき

た 10-12 ppm 領域を拡大して比較した（Fig. 3-6）．まず，1-3R RNA pool のスペクト

ルの比較では，RD の有無によるスペクトルの変化は確認できなかった．一方，4R RNA 

pool のスペクトルでは，RD の添加時に 10.5-12 ppm 領域でシグナル b1 および b2 が

新しく観察された（Fig. 3-5 および 3-6）．さらに，5-8R RNA pool のスペクトルでは，

これらのシグナルは RD の添加によって劇的に変化した． 

 

3-3-2 SELEX 過程の各 RNA pool と RD との結合親和性の評価 

 SPR 法を用いて，RD に対する SELEX 実験の各 Round の RNA pool と RD の結合親

和性を調べたところ，0-3R RNA pool は RD に対する結合親和性を示さなかった．一

方，4R RNA pool はわずかな結合親和性を示し，5-8R RNA pool は顕著な結合親和性

を示した（Fig. 3-7）．この結果は，RD 存在下で 10-12 ppm 領域のイミノプロトンシ

グナルが 4R において現れ，5-8R の間で顕著に変化した NMR のデ－タと一致してい

た（Fig. 3-5 および 3-6）． 



      

   53      

  

3-3-3 SELEX 過程における RNA pool 中の配列組成の変化 

 RD に対する SELEX 実験の 0-8R RNA pool について，HTS 解析を行った．読み

取られた全クローンを，barcode 配列によって選別し，プライマー結合配列に基づい

て解析したところ，各 Round の RNA pool から読み取られた総クローン数は，0R；

36,504，1R；11,543，2R；33,699，3R；16,711，4R；25,869，5R；40,904，6R；18,489，

7R；49,037 および 8R；6,820 であった（Fig. 3-8）． 

次に，第 2 章の capillary sequencing 法を用いた 8R RNA pool の配列解析の結果（Fig. 

2-11）と 8R RNA pool の HTS 解析の結果を比較した．capillary sequencing 法による解

析では，36 クローンの配列のうち，S1；27.8 %，S2；22.2 %および S3；16.7 %の割合

であった．一方，HTS 解析では，6,820 クローンの配列のうち，S1；26.7 %，S2；18.2 %

および S3；7.2 %の割合となった．したがって，capillary sequencing 法による解析結果

と HTS 解析は類似していることが明らかとなった． 

さらに，HTS 解析デ－タを用いて，0-8R RNA pool における S1，S2 および S3 の割

合の変化を調べた．0-2R RNA pool では，S1，S2，および S3 は全く検出されず，3R 

RNA pool において，たった一つの S2 の配列が検出された．このことから，0-3R RNA 

pool 中に存在する総配列数は 0-3R RNA pool から読み取られた総配列数よりも多いこ

とが明らかとなった．さらに，4R では S2 の割合がわずかに増加した（4.7 %）．5R

においては，S2 の割合が著しく増加し（57.2 %），S1 と S3 の割合は非常に低かった

（1 %未満）．6R から 7R にかけて S2 の割合は減少したが，S1 および S3 の割合は増

加した．最終的に，8R では S1 の割合は S2 の割合よりも増加した．この結果は，RD

非存在下において，10-12 ppm のイミノプロトンシグナルが 5R で出現し，6R から 8R

まで徐々に変化する NMR デ－タと一致していた． 
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3-3-4 SELEX 過程の RNA pool と単離した aptamer の NMR スペクトルの相関性 

 HTS 解析によって，S1 と S2 の配列が 5-8R RNA pool 内に高い割合で存在すること

が判明したため，単離した S1 と S2 を NMR 試料用に調製し，RD 非存在下および存

在下において 1D イミノプロトンスペクトルを測定した．まず，RD 非存在下と比べ

て，RD 存在下では，S1 および S2 の両方のスペクトルにおいてシグナルの広幅化が

観察された（Fig. 3-9）．次に，RD 非存在下および存在下において，S1，S2 および 5-

8R RNA pool のスペクトルを比較した（Fig. 3-10）．その結果，RD 非存在下では，S1

のスペクトルで観察されたおよそ 10.3，11.1 および 12.1 ppm のシグナルが，8R RNA 

pool のスペクトルにおいても観測された．しかしながら，S1 の割合が低い 5-7R RNA 

pool のスペクトルでは，これらのシグナルは明確に同定できなかった．また，S2 のス

ペクトルで観察されたおよそ 10.5 ppm，10.9 ppm，11.2 ppm および 12.0 ppm のシグナ

ルは，5-7R のスペクトルにおいても観察された．RD 存在下では，S1 のスペクトルで

観察されたおよそ 11.7 ppm および 12.1 ppm のシグナルが，8R RNA pool において観

察された．また，S2 のスペクトルで観察されたおよそ 10.8 ppm および 12.0 ppm のシ

グナルは，5-7R のスペクトルにおいても観察された．さらに，S1 および S2 の両方の

スペクトルで観察されたおよそ 10.5 ppm および 12.0 ppm のシグナルは，5-7R のスペ

クトルにおいて観察された．このように，RNA pool の NMR スペクトルは RNA pool

中の RNA aptamer の割合を反映していることが示唆された． 

 

3-3-5 RNA pool の構造的多様性に及ぼすプライマー結合配列の影響 

0R RNA pool の NMR スペクトルに観測された多くのシグナルが，プライマー結合

配列の影響を受けるかどうかについて調べた．はじめに，vs_subopt を用いて 0R RNA 

pool の二次構造を予測した．その結果，1 つのバルジ A 残基を含む短いステム構造が
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予測され，プライマー結合配列を含んだ安定なステム構造は予測されなかった（Fig. 

3-11a）．次に，40 塩基のランダム配列を持たないプライマー結合配列のみの RNA

（primer-binding sequence RNA）を調製し（Fig. 3-11b），1D イミノプロトンスペクト

ルを測定した（Fig. 3-12）．primer-binding sequence RNA の 1D イミノプロトンスペク

トルは，0R RNA pool のスペクトルととても類似していたが，いくつかのシグナルは

0R RNA pool のシグナルより強度が弱かった．この 2 つのスペクトルの差異は，0R 

RNA pool とプライマー結合配列を直接繋げた primer-binding sequence RNA の間に生

じたプライマー結合配列領域の構造的差異が原因と考えられる．しかしながら，この

2 つのスペクトルの類似性は，0R RNA pool の NMR スペクトルがプライマー結合配

列に由来することを示唆している． 

次に，A または U に富んだプライマー結合配列と隣接した 40 塩基のランダム配列

を含む poly（A-U）RNA pool を調製し（Fig. 3-11c），1D イミノプロトンスペクトル

を測定した（Fig. 3-12）．その結果，A-U 塩基対に典型的な 13.5 ppm 付近のシグナル

は大きく観察されたが，他のシグナルはほとんど観測されなかった． 

さらに，3 つの異なるプライマー結合配列をもつ 0R RNA pool（RNA pool 2，3 およ

び 4）を調製し（Fig. 3-13），1D イミノプロトンスペクトルを測定した（Fig. 3-14）．

その結果，これらのスペクトルは著しく異なっていた．したがって，ランダム RNA 

pool のスペクトルはプライマー結合配列に著しく依存することが判明した． 

 

3-4 考察 

 S1 および S2 の NMR スペクトルにおいて，10-15 ppm の領域にイミノプロトン

シグナルが観測されたことから，S1および S2がWatson-Crickおよび non-Watson-Crick

塩基対の両方を形成していることがわかる．二次構造予測の結果，S1 および S2 はス
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テム構造とループ構造を形成していた（Fig. 2-3）．以上の二点から，S1 および S2 の

ループ領域は non-Watson-Crick塩基対を含む特徴的な立体構造を形成していると考え

られる．これらの特徴的な立体構造が，RNA aptamer と RD との結合にとって重要で

ある可能性がある． 

0R RNA pool の二次構造予測の結果から，プライマー結合配列自体は安定な構造を

形成していないことを示されたが（Fig. 3-11），0R RNA pool のスペクトルには複数

のイミノプロトンシグナルを観測された（Fig. 3-12）．さらに，0R RNA pool とプライ

マー結合配列を直接繋げた primer-binding sequence RNA のイミノプロトンスペクトル

はとても類似していることから，0R RNA pool の NMR スペクトルがプライマー結合

配列に由来していることが示唆された．一方で，プライマー結合配列同士で poly（A-

U）のステム構造を形成するように設計された poly（A-U）RNA pool では，A-U 塩基

対由来以外のシグナル，すなわち 40 塩基長のランダム配列からのシグナルはほとん

ど観測されなかった．このことは，poly（A-U）RNA pool 内の 40 塩基長のランダム

配列はプライマー結合配列の影響をほとんど受けておらず，高い構造的多様性を保持

することを示唆している．しかしながら，SELEX 実験での poly（A-U）RNA pool の

使用は，逆転写，PCR や転写の増幅工程の効率が非常に低いため，実用的ではない．

さらに，それぞれ異なるプライマー結合配列をもつ RNA pool 2，3 および 4 のスペク

トルは，0R RNA pool およびそれらの間で著しく異なっていた（Fig. 3-13 および 3-

14）．以上の結果から，プライマー結合配列の配列は，初期の RNA pool における構

造的多様性に影響することが示唆された．SELEX 実験を成功させるためには，初期の

RNA pool の構造的多様性を保つことはとても重要である．したがって，NMR を用い

た RNA pool の構造的多様性に対するプライマー結合配列の影響についてのさらなる

研究は，SELEX 実験の成功効率の促進に繋がることが期待される．すでに，プライマ

ー結合配列を持たないランダム配列から成る DNA あるいは RNA ライブラリーを使

用した SELEX（Tailored-SELEX）実験が報告されている[79，80]．この方法を用いれ
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ば，プライマー結合配列の構造的多様性に対する影響を取り除くことができる．しか

しながら，プライマー結合配列を，選別工程後に pool に連結する必要があり，通常の

SELEX 実験に比べて余計に手間が掛かってしまう． 

RD 非存在下の 0R RNA pool のスペクトルでは，10-12 ppm 領域にイミノプロトン

シグナルが観測されたが，これらのシグナルは 1R RNA pool のスペクトルにおいて消

失した（Fig. 3-2）．この NMR スペクトルの変化は，一度の選別において，0R RNA 

pool 中に存在した non-Watson-Crick 塩基対を形成する RNA 分子が減少したことを示

す．しかしながら，なぜ，そのような RNA 分子が減少したかについては不明であり，

本研究のデータだけでは解明は難しい．また，新しいイミノプロトンシグナルは，5R 

RNA pool のスペクトルの 10-12 ppm 領域に現れ，6R から 8R にかけて変化した．さ

らに，RD 存在下では，4R RNA pool のスペクトルの 10.5-12 ppm 領域にイミノプロト

ンシグナルが現れた．そして，これらのシグナルは，5R から 8R にかけて大きく変化

した（Fig. 3-4，3-5 および 3-6）．並行して行った SPR 法を用いた RNA pool の結合親

和性の評価および RNA pool の HTS 解析においても，4R あるいは 5R において，結合

親和性の上昇および配列の濃縮が観測されており（Fig. 3-7 および 3-8），NMR の結

果と一致していた．さらに，5-8R RNA pool のスペクトルの 10-12 ppm 領域のシグナ

ルと，5-8R で高度に濃縮されていた S1 および S2 のスペクトルの 10-12 ppm 領域の

シグナルを比較した．その結果，S1 が最も濃縮されていた 8R では S1 のシグナルと

同じ位置に，S2 が最も濃縮されていた 5-7R では S2 のシグナルと同じ位置に，シグ

ナルが観測された．すなわち，RNA pool の NMR スペクトルは RNA aptamer の濃縮の

程度を反映していることが判明した．以上の結果を考慮すると，NMR は SELEX 過程

の RNA pool 中の RNA aptamer の濃縮をモニタリングすることに適していると考えら

れる． 
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本研究の HTS 解析では，各 Round の RNA pool から読み取られた総クローン数に

大きな違いがあった．この原因として，各 HTS 配列解析用試料の定量の不正確さが

考えられる．本実験では，barcode 配列を付加するための PCR の後，Exnuclease I 処理

によってプライマーを除去し，フェノールクロロホルム処理およびエタノール沈殿に

よって精製した．その際の PCR 副産物や残存プライマーなどの不純物がその後の UV

吸収による定量に悪影響を与えたと考えられる．したがって，定量を正確に行うため

には，PCR 産物を PAGE 精製し，不純物の少ない試料を調製することが有効であると

考える．また，Ion PGM シーケンサーを用いた HTS 解析では，解析用試料は emulsion 

PCR によって beads 上に固相化され，固相化された配列のみが解読される．したがっ

て，定量方法においても，UV 吸収によって全 DNA 濃度を定量するのではなく，配列

解析用プライマーを用いた Real-time PCR（定量 PCR）によって PCR がかかる DNA

配列の濃度を算出し，その濃度に基づいて，解析用試料を調製することで，より定量

的な HTS 解析の結果が得られると考えられる． 

S2 は S1 よりも高い結合親和性を示すにもかかわらず（Table 2-12），各 Round の

RNA pool における S2 の割合は 5R から 8R へと徐々に減少した．一方で，S1 の割合

は徐々に増加し，ついに 8R で S2 の割合を上回った（Fig. 3-8）．この RNA pool 中の

配列組成の変化の原因として，RNA pool の初期配列の偏りを考えたが，0R RNA pool

から読み取られた総クローン数 36,504 において，偏りを確認できなかった．また，

PCR では，fidelity の非常に高い KOD DNA polymerase を使用した．KOD DNA 

polymerase を用いた PCR 中に変異が入る割合は 0.016 %と非常に低く[81]，用いた

DNA ライブラリーも 90 塩基と短い．さらに，SELEX 実験中の PCR は副産物を極力

抑えるため，10-15 の少ないで PCR サイクルで行っている（Table 2-6）．したがって，

PCR 中の変異導入の可能性は低いと考えられる．もう一つの考えうる可能性として，

転写，逆転写または PCR の増幅効率の配列による違いが挙げられる[71]．SELEX 実
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験における増幅工程において，S1 の配列の方が S2 の配列と比べて，増幅に適してい

たことが考えられる． 

 SELEX 実験では，標的分子への結合親和性に基づいて RNA pool を選別するため，

SPR 法などを用いて RNA pool と標的分子の結合を直接評価する方法は，NMR を用い

る方法よりも明確であり，高親和性の aptamer を得るためにおいても有効と考えられ

る．しかしながら，NMR を使用した際においても NMR チューブに標的分子を添加す

るだけで，RNA pool の標的分子への結合をモニタリングすることが可能である．ま

た，本研究の RD のように単体では濃縮できない標的分子も限外濾過膜を用いて添加

することができる．  

 HTS 解析では，詳細な配列情報を得ることができるため，配列の濃縮をモニタリン

グすることに関しては NMR よりも有効である．しかしながら，前述したように，

SELEX 実験では，増幅工程（逆転写，PCR および転写）の繰り返しによって，増幅さ

れやすい配列が偏って濃縮されることが多々あり，HTS 解析によって得られる配列の

濃縮率から標的結合性は必ずしも保証できない．一方，NMR モニタリングでは，

aptamerの濃縮率と標的結合性を同時に判別できる．さらに，NMRモニタリングでは，

RNA pool に関する構造的情報も得ることができる．多くの aptamer は G-quadruplex 構

造を形成している[82-84]．この G-quadruplex 構造をもつ RNA あるいは DNA の NMR

スペクトルでは，10-12 ppm で独特なイミノプロトンシグナルが観測されるため，NMR

モニタリングは G-quadruplex 構造をもつ aptamer の検出に適している．最後に，NMR

モニタリングにおける最も重要な点として，操作の簡便さと速さが挙げられる．SPR

法と HTS 解析では，試料調製に 2-3 日，測定に 1 日かかってしまうが，NMR では，

SELEX 実験中に調製した RNA pool を用いるため，余分な試料調製を必要とせず，測

定は 1-2 時間以内と短い．さらに，NMR 測定後は NMR チューブから RNA pool を回
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収し，直接次の選別工程に使用することができるため，非常に簡便かつ迅速な SELEX

過程のモニタリングを可能とする． 
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Table 3-1 第 3 章で用いた合成 DNA 

Sample Sequence (5′ to 3′) 

Template DNA for primer-binding 

sequence RNA 
CTCTCATGTCGGCCGTTACGTCCATTGTGTCCCTATAGTGATCGTATTA 

DNA library 2 CAAGGAGCGACCAGAGG-40N-TGGCATCCTTCAGCCCTATAGTGAGTCGTATTA 

DNA library 3 GGGTGTTAGCTGTTAGTATC-40N-GGTACGATCAGCTAGCCCTATAGTGAGTCGTATTA 

DNA library 4 AGATGGCACGACTCGG-40N-TGGCATCCTTCAGCCCTATAGTGAGTCGTATTA 

Template DNA for poly（A-U）

RNA pool 
CGGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAG-40N-ATTTTTTTTTTTTTTTTTTTTCCCTATAGTGAGTCGTATTA 

Primer 4 TAATACGACTCACTATAGGGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAT 

Primer 5 TAATACGACTCACTATAGGGCTGAAGGATGCCA 

Primer 6 TAATACGACTCACTATAGGGCTAGCTGATCGTACC 
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Table 3-2 NMR の測定パラメータ 

Temperature (K) 298 

pulse program zg0jr.g 

TD (point) 32768 

NS 1024 

DS 8 

SW (ppm) 23.9411 

SF (MHz) 600.13 

O1 (Hz) 2798.49 

d1 (s) 1 

d9 (s) 50 

p0 (s) 10 

p1 (s) 9.9 

RG 256 

SI (point) 32768 

WDW EM 

LB (Hz) 10 

BC_mod quad 
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Fig. 3-1 SELEX 過程の NMR モニタリングの概略図 
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Fig. 3-2 RD 非存在下における各 Round の RNA pool の 1D イミノプロト

ンスペクトルの比較 
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Fig. 3-3 コントロール実験における各 Round の RNA pool の 1Dイミノプ

ロトンスペクトルの比較 
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Fig. 3-4 RD 存在下における各 Round の RNA pool の 1D イミノプロトン

スペクトルの比較 
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Fig. 3-5 RD 非存在下および存在下における各 Round の RNA pool の 1D

イミノプロトンスペクトルの比較 

（a）RD 非存在下，（b）RD 存在下． 

 

 

 

a                           b 

 

a 

 

b 
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Fig. 3-6 RD 非存在下および存在下における各 Round の RNA pool の 1D

イミノプロトンスペクトル（10-12 ppm）の比較 

（a）RD 非存在下，（b）RD 存在下． 

 

 

 

 

 

a b 
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Fig. 3-7 各 Round の RNA pool の RD に対する結合親和性の比較 

10 nM RD を使用．赤：8R，ピンク：7R，青：6R，シアン：5R，緑：4R，黄緑：3R，

黄：2R，灰：1R，黒：0R． 
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Fig. 3-8 各 Round の RNA pool における S1，S2 および S3 の存在割合 

Total counts は各 RNA pool における HTS 解析で読み取られた総配列数を示す．赤：

S1 配列，青：S2 配列，黄：S3 配列，灰：その他の配列． 
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Fig. 3-9 RD 非存在下および存在下における S1 および S2 の 1D イミノ

プロトンスペクトルの比較 

（a）S1，（b）S2 の 1D イミノプロトンスペクトル． 

上：RD 存在下，下：RD 非存在下． 

 

 

 

 

 

 

a                           b 
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Fig. 3-10 RD 非存在下および存在下における S1 および S2 と 5-8R RNA 

pool の 1D イミノプロトンスペクトルの比較 

（a） RD 非存在下，（b）RD 存在下．赤：S1，青：S2，赤線：S1 のスペクトルで

観察されたシグナル，青線：S2 のスペクトルで観察されたシグナル，灰色線：S1 お

よび S2 の両方のスペクトルで観察されたシグナル． 

 

 

 

 

a                           b 

 

a 

 

b 
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Fig. 3-11 0R RNA pool，primer-binding sequence RNA，poly（A-U）RNA 

pool の二次構造 

（a）0R RNA pool，（b）primer-binding sequence RNA，（c）poly（A-U）RNA 

pool． 

b 

c 

a 
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Fig. 3-12 0R RNA pool，primer-binding sequence RNA，poly（A-U）RNA 

pool の 1D イミノプロトンスペクトルの比較 

（a）0R RNA pool，（b）primer-binding sequence RNA，（c）poly（A-U）RNA 

pool． 

a 

b 

c 
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Fig. 3-13 様々な RNA pool の二次構造 

（a）0R RNA pool，（b）RNA pool 2，（c）RNA pool 3，（d）RNA pool 4． 

a 

c 

b 

d 
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Fig. 3-14 様々な RNA pool の 1D イミノプロトンスペクトルの比較 

（a）0R RNA pool，（b）RNA pool 2，（c）RNA pool 3，（d）RNA pool 4． 

 

a 

b 

d 

c 
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第 4 章 RNA aptamer と RD との相互作用の解析 

 

4-1 はじめに 

 本章では，第 2 章で取得した RNA aptamer と RD との相互作用の解析について述べ

る．序章で述べたように，医薬品候補となる低分子化合物では，物理化学的な相互作

用情報や立体構造情報に基づいて合理的に最適化し，標的分子への親和性が向上され

ている．しかしながら，RNA aptamer では，そのような例は皆無である．その原因と

して，RNA aptamer と標的タンパク質との相互作用の情報が低分子化合物や抗体に比

べて不足していることが考えられる．そこで，RNA aptamer と標的タンパク質との相

互作用について生物物理学的に解析し，相互作用情報を得ることおよびそれらの情報

を蓄積することは，RNA aptamer の合理的な最適化にとても重要であると考えた．し

たがって，本研究では，SPR 法や ITC 法を用いて RNA aptamer と RD との相互作用を

解析した．まず，第 2 章で取得された RNA aptamer の中で最も高い結合親和性を示し

た S4 を短鎖化し，S4-S を作製した．次に，SPR 法を用いて S4-S と RD の結合におけ

る塩濃度の影響について調べた．さらに，ITC 法を用いて，S4-S と RD との相互作用

について，熱力学的な側面から解析した． 

 

4-2 方法 

4-2-1 試料調製 

はじめに，本章で用いる合成 DNA を Table 4-1 に示す．また，これらの合成 DNA

はすべて北海道システムサイエンス社で委託合成した． 
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 3′ 末端側に A が 16 個付加された S4-S（A16_S4-S）および A が付加されていない

S4-S（S4-S）の二本鎖の鋳型 DNA は，それぞれプライマー7 とプライマー8 あるいは

プライマー9 を用いた PCR によって，S4 全長の鋳型 DNA から抜き出して調製した．

PCR の組成や条件は，Table 2-10 と同様である．転写反応液の組成は Table 2-3 と同様

であるが，S4-S の転写反応は 2 mL の液量で行った．転写反応物は，PAGE 法によっ

て精製し，260 nm における UV 吸収を測定して定量した．RDE の sense 鎖は，2-2-3

と同様に，精製および定量したのち，antisense 鎖と二本鎖を形成させた． 

  

4-2-3 SPR 測定 

 2-2-4 と同様の測定条件で実施した．SPR 用緩衝液として，300 mM potassium acetate

および 1 M potassium acetate の 2 種類を用いた． 

 

4-2-3 等温滴定型熱量（Isothermal Titration Calorimetry：ITC）測定 

 ITC 法は，結合成分（リガンド試料）を標的分子に滴下した際に起こる化学反応

もしくは結合反応を観測する方法である．物質同士が結合するときには熱の発生もし

くは吸収が起こるため，この熱量を測定することにより，enthalpy 変化（∆H）を直接

観測でき，その値から相互作用の解離定数（Kd），結合比（N），entropy 変化（∆S）

を精度よく算出できる．さらに，試料への化学修飾や物理的固定化などを必要としな

いため，自然状態に近い環境下での相互作用を測定することが可能である．ITC 実験

では，混合する溶液の不一致から生じる熱変化を最小限に抑えることが必要である．

すべての試料の緩衝液組成や濃度条件を同じにする方法として有効であるのが透析

である．測定したいリガンド試料と高分子試料を同時に透析することで，組成の不一
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致により生じる熱変化を最小限に抑えることが可能となる．また，透析が難しいリガ

ンド試料の場合には，高分子を透析後，透析外液に直接溶解する，あるいは透析外液

をもちいて緩衝液交換を行うことによって調製できる． 

そこで，まず，調製した RD を ITC 用緩衝液 [20 mM sodium phosphate（pH 6.5），

300 mM potassium acetate，2 mM magnesium acetate，10 wt% glycerol，1 mM DTT]に対

して透析を行い，molecular weight cut-off 3000-5000 の Vivaspin 2（Sartorius AG 社製）

を用いて，S4-S および RDE を透析後の透析外液に溶解した． 

次に，透析後の RD と，緩衝液交換後の RDE および S4-S の定量を行った．RD の

定量は 280 nm における UV 吸収を測定し，（2-1）式を用いて，吸光係数よりタンパ

ク質濃度の定量を行った．また，RDE は DNA 分子，S4-S は RNA 分子であり，260 

nm 付近に極大吸収をもつため，吸光度を測定することによって定量できる．しかし

ながら，実際には，DNA 分子や RNA 分子は二重らせん構造や複雑な高次構造を形成

するため，淡色効果（hypochromicity）と呼ばれる吸光度の減少が起こってしまう．そ

こで，Beckman DU-640（BECKMAN COULTER）を用いて，10 ℃から 95 ℃まで温度

を上昇させて高次構造を解きながら，260 nm の吸光度を測定した．その後，25 ℃と

95 ℃の吸光度から淡色効果の影響を算出し，25 ℃の吸光度を補正した．その淡色効

果による吸光度の減少割合を Table 4-2 に示す． 

今回の ITC 測定は，Microcal iTC200（Malvern 社製）を用いて，288 K，293 K，298 

K および 303 K の温度条件で行った．injection syringe 内の 100 M S4-S あるいは RDE

を cell 内の 10 M RD に滴下した．滴定回数は 19 回，初めの滴下は 0.4 L，それ以

降の残り 18 回は 2 L ずつ滴下した．injection syringe の回転数は 1250 rpm とし，

reference power は 5.0 cal s-1に設定した．ITC 実験の測定パラメータを Table 4-3 に

示す．ITC 測定によって得られたデータは Origin software 7.0（OriginLab 社製）を用

いて解析した．まず，希釈熱を差し引くために，全てのサーモグラムから S4-S ある
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いは RDE を ITC 用緩衝液のみに滴定した際のサーモグラムを差し引いた．次に，滴

定ごとに観測された heat pulse の面積をそれぞれ積分し，その積分値を molar ratio に

対してプロットした．N，Kd，∆H は Origin software 7.0 の one-site binding model curve 

fitting に従って算出した．gibbs free energy 変化（G）と∆S は，Kdおよび∆H に基づ

いて次式より算出した． 

 

 

 

 

 

 

 

各パラメータは独立した 3 回の実験測定値の平均値 ± 標準誤差で示した．熱容量

変化（Cp）については，∆H を温度に対してプロットし，その傾きから算出した． 

 

4-3 結果 

4-3-1 取得した RNA aptamer（S4）の短鎖化 

 第 2 章で取得された RNA aptamer のうち，最も高い結合親和性を示した S4 の短鎖

化を行った（Fig. 4-1）．vs_subopt program による二次構造の予測結果に基づいて，S4

のプライマー結合配列の一本鎖領域を切り詰め，T7 RNA polymerase による効率的な

G = -RT ln (1/Kd) 

G = -RT ln (1/Kd) 

(4-1) 

G = H -TS 

G = -RT ln (1/Kd) 

(4-2) 

R: 気体状数，T: 絶対温度 
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転写および末端ステム構造の安定化のためのステム構造（5′-GGA/CCGA-3′）を付加さ

せた全長 52 塩基の S4-S を設計した．S4-S の二次構造予測を行った結果，設計した通

りの二次構造を形成することが判明した．さらに，SPR 法による解析の結果，S4-S の

Kd値は 0.034 ± 0.004 nM であり，S4 と比べて結合親和性が向上したことが明らかと

なった（Table 4-4）． 

 S4-S と RD の結合特異性を調べるために，SPR 法を用いて，S4-S，RDE および Apt1-

S とネガティブコントロールとしての HIV Rev タンパク質由来の Rev ペプチドの

Arginine-Rich Motif（ARM）との結合を評価した．Rev ペプチドは Rev Responsive 

Element （RRE）RNA と高い結合親和性（Kd = 6.8 nM；298 K 条件での ITC 実験にお

いて算出）と特異性で結合することがよく知られている[85，86]．S4-S，RDE および

Apt1-S は，Rev ペプチドに対して Kd 値がM オーダーの非特異的な結合を示した

（Table 4-5 および Fig. 4-2）．したがって，S4-S は高い特異性をもって RD に結合す

ることが示唆された． 

 

4-3-2 S4-S と RD との相互作用における塩濃度の影響 

 次に，S4 が高塩濃度条件下で選別されてきたことを考慮し，S4-S と RD の結合に

おける塩濃度の影響を調べた（Table 4-6，Fig. 4-3，4-4 および 4-5）．実際には，potassium 

acetate 濃度を 1 M まで上げて SPR 測定を実施し，その測定値を 300 mM potassium 

acetate 条件下の測定値と比較した．その結果，S4-S と RD の結合では，kon は減少す

るものの koffは変化せず，高い結合親和性を保持していた（Kd = 3.5 ± 0.4 nM）．一方

で，RDE と RD の結合については全く検出できなかった．また，Apt1-S と RD の結合

においては，konの減少および koffの著しい増加がみられ，結合親和性も著しく減少し
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た（Kd = 2800 ± 200 nM）．したがって，高塩濃度条件下での S4-S の結合親和性の減

少の主な原因は，koffの増加ではなく konの減少であった． 

 

4-3-3 S4-S と RD との相互作用の熱力学的解析 

 次に，ITC 法を用いて，S4-S と RD との相互作用を熱力学的に解析した．288 K，

293 K，298 K および 303 K の温度条件において，S4-S と RDE を RD へ滴定したとこ

ろ，すべての条件でどちらも発熱反応を示した（Fig. 4-6，4-7，4-8 および 4-9）．こ

れらの測定から得られた各熱力学的パラメータを Table 4-7 に示した．各温度におけ

る S4-S と RD および RDE と RD の結合比 N はそれぞれ 0.87-0.96 および 0.93-1.02 で

あり，およそ 1 を示した．この結合比 N のずれには，S4-S，RDE あるいは RD の濃度

の正確さおよび溶液中の不活性型 RD の割合が影響している可能性がある．Kd値を比

較すると，288-303 K の範囲では，S4-S は RD に対してほとんど同じ値を示したが，

一方で，RDE の RD に対する Kd値は，温度が上がるにつれて増加した．また，298 K

の条件において，S4-S と RDE の Kd値はそれぞれ 5 ± 3 nM，および 66 ± 5 nM であり，

S4-S は RDE よりもおよそ 10 倍以上強く RD と結合することが明らかとなった．さら

に，S4-S と RD との結合の enthalpy 変化（∆H = -56 ± 1 kcal mol−1）は RDE と RD との

結合の enthalpy 変化（∆H = -25.5 ± 0.4 kcal mol−1）と比べて負に大きく，S4-S と RD と

の結合の entropy 変化（-T∆S = 45 ± 1 kcal mol−1）は RDE と RD との結合の entropy 変

化（-T∆S = 15.7±0.4 kcal mol−1）と比べて，正に大きいことが判明した．以上の結果か

ら，S4-S と RD の結合は RDE と RD の結合に比べて enthalpy 的な相互作用が強く，

結合に不利な-T∆S を有利な∆H で補償していることが明らかとなった． 

 次に，S4-S および RDE と RD との結合における∆Cpを求めるために，∆H 値を温度

に対してプロットした（Fig. 4-10）．その結果，S4-S と RD あるいは RDE と RD との
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結合は，温度が上がるにつれて，発熱量も直線的に上昇していた．さらに，288-303 K

の範囲の∆H 値プロットに対して直線を引き，その傾きから熱容量変化（Cp）を算出

した．S4-SあるいはRDEとRDとの相互作用は両方とも負の熱容量変化は示したが，

S4-S と RD との結合の熱容量変化（Cp = -0.82 ± 0.14 kcal mol-1 K-1）は RDE と RD と

の結合の熱容量変化（Cp = -0.52 ± 0.05 kcal mol-1 K-1）よりも負に大きいことが判明し

た．続いて，S4-S と RD あるいは RDE と RD との結合の-T∆S 値を温度に対してプロ

ットした（Fig. 4-11）．その結果，S4-S と RD あるいは RDE と RD との結合の entropy

変化は両方とも，温度上昇に伴い，次第に結合にとって不利な変化となった． 

 なお，本実験では，滴定試料（S4-S）と cell 側試料（RD）は全く同一緩衝液（組成

およびロットも同じ）に溶解している．また，解析時には S4-S を緩衝液に滴定した

データを差し引き，希釈熱の影響を可能な限り除外することで，各熱力学パラメータ

をできるだけ正確に算出した． 

 

4-4 考察 

 第 2 章で取得された RNA aptamer のうち，RD に対して最も高い結合親和性を示し

た S4 を短鎖化して，S4-S を設計した（Fig. 4-1）．vs_subopt program を用いた二次構

造予測の結果から，S4-S は 1 つの多岐ループ構造，2 つのヘアピンステムループ構造

および 1 つの末端ステム構造をもつ設計通りの二次構造をとることが明らかとなっ

た．さらに，S4-S は短鎖化前の S4 よりも RD に対する結合親和性が向上した（Kd = 

0.034 ± 0.004 nM）（Table 4-4）．このことから，切り詰めた S4 の 5′および 3′領域は

RD との結合には不要であり，そして末端ステム構造の安定化は RD との結合に有利

に働くことが示唆された． 
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 本研究においても観測されたように，SPR 法によって得られた Kd 値は，ITC 法に

よって得られた Kd 値よりも小さく観測されることがある[87，88]．この Kd 値の違い

が生じる原因は明らかにされていないが，本研究の場合において，以下の原因が考え

られる．第一に，2 つの実験間の緩衝液の組成の違いが挙げられる．ITC 法に用いた

緩衝液には，RD の沈殿を防ぐために 10 wt%グリセロールが含まれているが，SPR 法

に用いた緩衝液にはグリセロールは含まれていない．このグリセロールが，S4-S と

RD の相互作用表面に作用し，それらの相互作用を妨げている可能性がある．第二に，

2 つの測定方法間の基本的な物理条件の違いが挙げられる．SPR 法は sensor chip 上に

固定化された S4-S に対する RD の結合を観測する固相測定であるのに対して，ITC 法

は溶液中における S4-S と RD の結合を観測する液相測定である．固定化された S4-S

と RD の会合時の entropy 変化は，溶液中における S4-S と RD の会合時の entropy 変

化よりも小さく，結合に有利であることが想定される[89，90]．したがって，SPR 法

によって観測される Kd値は，ITC 法によって観測される Kd値よりも小さく算出され

ると考えられる．そして，最も決定的な原因として，S4-S と RD の結合における Kd

値が，ITC 法による検出限界を超えていることが考えられる．ITC 法を用いて正確に

測定可能な結合の強さは，Kd値にして 1 nM-100 M 範囲である．さらに，Turnbull ら

の報告によると，ITC 実験において，以下の（4-3）式に基づいて算出できる c 値（実

験の正確さを表す値）が 1≦c≦1000 の範囲内にあるとき，正確な Kd値を測定可能と

報告されている[91-94]． 

 

 

 

 

c = N Ka [M]t 

 
N : stoichiometry，Ka : 結合定数，[M]t : タンパク質濃度 

(4-3) 
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本研究において，S4-S と RD の ITC 実験の c 値が 1000 を超えていたことから，ITC

法によって算出した S4-S と RD の結合の Kd値は正確ではなく，実際には，現在の Kd

値よりも小さい Kd値を示すことが示唆された．今後，ITC 法を用いて S4-S と RD の

結合における正確な Kd値を算出するためには，RDE や結合能が低下した S4-S 変異体

を競合分子として，displacement titration 法を行うことが必要だと考えられる[92]． 

SPR 法を用いて，S4-S，RDE および Apt1-S と RD の結合における塩濃度の影響に

ついて調べた（Table 4-5）．その結果，1 M potassium acetate 条件下において，RDE の

RD に対する結合親和性は完全に失われ，Apt1-S の RD に対する結合親和性もまた著

しく減少した．しかしながら，S4-S は高い結合親和性を保持していた．さらに，S4-S

と RD の結合では，塩濃度の上昇に伴い，konは減少したものの koffはほとんど変化し

なかった．一方，Apt1-S と RD の結合では，konの減少および koffの著しい増加が見ら

れた．この konの減少は，負に帯電している S4-S あるいは Apt1-S のリン酸骨格と RD

の塩基性アミノ酸残基の間の比較的長距離で働く静電的な相互作用がイオンによっ

て相殺されたことで引き起こされた可能性が考えられる[95-98]．また，現在までに報

告されているいくつかの aptamer と標的タンパク質の複合体の結晶構造において，

aptamer は標的タンパク質表面の広い範囲と相補的な構造を形成し，多くの弱い結合

（例；水素結合や van der Waals 力）を用いて，そのタンパク質表面にフィットするよ

うに結合していることが報告されている[7，98，99]．したがって，塩濃度の増加によ

って koffが変化しなかったことに関しても，S4-S と RD の相互作用表面の良好な構造

相補性によるものと考察できる． 

ITC 法による解析から得られる熱力学的なパラメータには，生体高分子間の相互作

用についての多くの情報が含まれている[100-106]．S4-S と RD および RDE と RD の

結合に対する∆H，ならびに-T∆S の寄与を比較した Fig. 4-12 をみると，両者の結合と

も不利な-T∆S を非常に有利な∆H で補うH 駆動の結合様式を示すが，RDE と RD の
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結合は S4-S と RD の結合と比べて，∆H および-T∆S の寄与が相対的に少ない．しかし

ながら，前述したように，算出した S4-S と RD の結合の Kd値は正確でなく，実際に

は，現在の Kd値よりも小さくなるため，（4-1 および 4-2）式から算出された-T∆S は，

現在の値より低くなり，S4-S と RDEにおける-T∆Sの寄与の差は縮まると考えられる． 

∆H の寄与の差は，S4-S と RD の結合が RDE と RD の結合と比べて，∆H 的に有利で

あることを示しており，S4-S は RDE よりも多くの水素結合や van der Waals 力を用い

て，RD と結合していることを示唆している．また，S4-S と RD の結合における不利

な-T∆S の寄与の原因として，結合状態での溶媒和 entropy や配座 entropy の減少が考

えられる．さらに，S4-S および RDE の RD との結合における Kd値のCpを比較する

と，S4-S と RD との結合におけるCp の方が負に大きい．一般的に，Cp の値が負に

大きいほど非静電的な表面の被覆の大きい特異的な相互作用であることを示す．つま

り，S4-S と RD の結合の方が，RDE と RD の結合よりも非静電的な被覆の大きい結合

であることを示唆している（Table 4-7 および Fig. 4-10）．したがって，S4-S と RD の

結合における不利な-T∆S の寄与は溶媒和 entropy の減少によるものではなく，構造的

拘束による配座 entropy の減少である可能性が高い． 

 以上の考察をまとめると，S4-S と RD との相互作用の機序について，Fig. 4-13 のよ

うに考えることができる．まず，1 M potassium acetate 条件下において，konが減少し

たことから，S4-S と RD の結合の初期段階（会合時）には，負に帯電した S4-S と RD

の塩基性アミノ酸の間の比較的長距離の静電的相互作用が大きく関与している．次に，

1 M potassium acetate 条件下においても koffは変化せず，また，H 駆動の結合様式を

もち，構造的拘束による配座 entropy の減少が観測されることから，S4-S は RD との

会合に伴って，立体構造を変化させて，多くの水素結合や van der Waals 結合を RD と

の間に形成する．さらに，S4-S と RD および RDE と RD の結合におけるCpの比較か

ら，S4-S は RDE よりも RD の広い表面を認識している． 
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Table 4-1 第 4 章で用いた合成 DNA 

Sample Sequence (5′ to 3′) 

Primer 7 CTAATACGACTCACTATAGGACCCTGCCACGATAGCG 

Primer 8 TGGACCGTTAGGTGTATACTTTACTT 

Primer 9 TTTTTTTTTTTTTTTTTGGACCGTTAGGTGTATACTTTACTT 

Sense strand of RDE GTCGTTTGCGGTTTGGGGA 

Antisense strand of RDE TCCCCAAACCGCAAACGAC 
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Table 4-2 淡色効果による吸光度の減少割合 

Sample Hypochromism 

RDE 26% 

S4-S 28% 

 

Table 4-3 ITC 測定パラメータ 

Experimental parameters   

Total # injection  19 

Cell Temperature (K) 288-303 

Reference Power (cal/s) 5 

Initial Delay (s) 60 

Syringe Concentration (mM) 0.1 

Cell concentration (mM) 0.01 

Stirring Speed (rpm) 1250 

Injection parameters   

Volume (l) 2 

Duration (s) 4 

Spacing (s) 150 

Filter Period (s) 5 
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Table 4-4 0.3 M potassium acetate 条件下での S4 および S4-S と RD の結合における速度論的パラメータ 

 

 
kon 

(×106 M-1s-1) 

koff 

(×10-3 s-1) 
Kd (nM) 

S4 9.1 ± 0.1 0.40 ± 0.02 0.044 ± 0.002 

S4-S 10.7 ± 0.3 0.37 ± 0.06 0.034 ± 0.004 
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Table 4-5 0.3 M potassium acetate 条件下での S4-S，RDE および Apt1-S と 

Rev ペプチドの結合における速度論的パラメータ 

 

 
kon 

(×106 M-1s-1) 

koff 

(×10-3 s-1) 
Kd (nM) 

S4-S 0.172 ± 0.003 256 ± 5 1490 ± 50 

RDE 0.11 ± 0.01 300 ± 30 2800 ± 500 

Apt1-S 0.16 ± 0.01 290 ± 40 1900 ± 200 
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Table 4-6 0.3 M および 1M potassium acetate 条件下での S4-S，RDE および Apt1-S と RD の結合における   

速度論的パラメータ 

 0.3 M potassium acetate 1 M potassium acetate 

 
kon 

(×106 M-1s-1) 

koff 

(×10-3 s-1) 

Kd 

(nM) 

kon 

(×106 M-1s-1) 

koff 

(×10-3 s-1) 

Kd 

(nM) 

S4-S 10.7 ± 0.3 0.37 ± 0.06 0.034 ± 0.004 0.13 ± 0.02 0.47 ± 0.02 3.5 ± 0.4 

RDE 6.4 ± 0.8 65 ± 3 10 ± 1   N.D. 

Apt1-S 6.7 ± 0.2  7.6 ± 0.6 1.1 ± 0.1 0.10 ± 0.01 280 ± 10 2800 ± 200 

 

N.D.：検出不可能 
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Table 4-7 0.3 M potassium acetate 条件下での S4-S および RDE と RD の結合における熱力学的パラメータ 

 
Temperature 

(K) 
N 

Kd 

(nM) 

G 

(kcal mol-1) 

H 

(kcal mol-1) 

-TS 

(kcal mol-1) 

Cp 

(kcal mol-1 K-1) 

S4-S 288 0.96 ± 0.03 3 ± 2 -11.2 ± 0.3 -45.4 ± 0.2 34.2 ± 0.2 -0.82 ± 0.14 

 293 0.89 ± 0.03 5 ± 3 -11.2 ± 0.4 -51.4 ± 0.4 40.2 ± 0.8  

 298 0.87 ± 0.02 5 ± 3 -11.4 ± 0.4 -56 ± 1 45 ± 1  

 303 0.90 ± 0.03 6 ± 3 -11.4 ± 0.3 -57.5 ± 0.8 46 ± 1  

RDE 288 1.02 ± 0.04 20 ± 4 -10.2 ± 0.1 -21.1 ± 0.4 11.0 ± 0.3 -0.52 ± 0.05 

 293 0.93 ± 0.02 28 ± 2 -10.13 ± 0.03 -23.69 ± 0.02 13.56 ± 0.04  

 298 0.99 ± 0.08 66 ± 5 -9.82 ± 0.05 -25.5 ± 0.4 15.7 ± 0.4  

 303 0.87 ± 0.08 130 ± 30 -9.6 ± 0.2 -29 ± 1 20 ± 1  
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Fig. 4-1 S4 および S4-S の二次構造 

（a）S4，（b）S4-S．小文字の配列は，プライマー結合配列由来の塩基を示す．  

a 

 

a 

b 
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Fig. 4-2 0.3 M potassium acetate 条件での S4-S，RDE および Apt1-S と Rev ペプチドの結合における         

SPR 実験のセンサーグラム 

（a）Rev ペプチドのアミノ配列，（b）S4-S，（c）RDE，（d）Apt1-S． 

 

a 

b                          c                       d 
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Fig. 4-3 0.3 M potassium acetate および 1 M potassium acetate 条件におけ

る S4-S と RD の結合における SPR 実験のセンサーグラム 

（a）0.3 M potassium acetate 条件，（b）1 M potassium acetate 条件． 

 

a 

b 
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Fig. 4-4 0.3 M potassium acetate および 1 M potassium acetate 条件におけ

る RDE と RD の結合における SPR 実験のセンサーグラム 

（a） 0.3 M potassium acetate 条件，（b）1 M potassium acetate 条件． 

 

a 

b 
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Fig. 4-5 0.3 M potassium acetate および 1 M potassium acetate 条件での

Apt1-S と RD の結合における SPR 実験のセンサーグラム 

（a）0.3 M potassium acetate 条件，（b）1 M potassium acetate 条件． 

 

 

b 

a 
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Fig. 4-6 288 K での S4-S および RDE と RD の結合における ITC データ 

（a）S4-S，（b）RDE．上の図は測定データ，下の図は解析データを示す． 

b a 



         

           

      

9
9
 

 

 

 

Fig. 4-7 293 K での S4-S および RDE と RD の結合における ITC データ 

（a）S4-S，（b）RDE．上の図は測定データ，下の図は解析データを示す． 

b a 
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Fig. 4-8 298 K での S4-S および RDE と RD の結合における ITC データ 

（a）S4-S，（b）RDE．上の図は測定データ，下の図は解析データを示す． 

b a 
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Fig. 4-9 303 K での S4-S および RDE と RD の結合における ITC データ 

（a）S4-S，（b）RDE．上の図は測定データ，下の図は解析データを示す． 

b a 
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Fig. 4-10 S4-S および RDE と RD との結合におけるH の温度依存性 

○：S4-S，●：RDE．Error bar は標準誤差を示す． 
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Fig. 4-11 S4-S および RDE と RD との結合における-TS の温度依存性 

□：S4-S，■：RDE．Error bar は標準誤差を示す
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Fig. 4-12 S4-S および RDE と RD との結合における熱力学的パラメータの比較 

灰色：S4-S，黒：RDE．Error bar は標準誤差を示す． 
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Fig. 4-13 S4-S と RD との相互作用機序の考察 
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第 5 章 総括 

 

5-1 本研究により得られた知見 

 RNA aptamer は様々な標的分子に対して高い親和性と特異性を示す．そのため，現

在では，抗体に次ぐバイオ医薬品として期待されている．しかしながら，RNA aptamer

を取得するための SELEX 法は，研究者の経験と実験の試行錯誤に頼るところが大き

く，時間と労力がかかる．さらに，低分子化合物とは異なり，標的分子との相互作用

の解析例が少なく，相互作用情報の不足しているため，現時点での aptamer の合理的

な高機能化は非常に難しい．これらのことが RNA aptamer を医薬品とする上で，大き

な足枷となっている．そこで，本研究では，生物物理学的な解析技術を新しく導入す

ることで，SELEX 過程をモニタリングするための新規手法の開発と RNA aptamer と

標的分子の相互作用の機序の解明を目指した． 

本学位論文では，はじめに，RD に対する新規の高親和性 RNA aptamer の取得を試

みた（第 2 章）．その際，高塩濃度条件下で RD に対して SELEX 実験を行った．そ

の結果，11 個の新規の高親和性 RNA aptamer（S1-S11）を得ることができた．これら

S1-S11は，RDの内在性標的であるRDEおよび現在までに報告されているどの aptamer

よりも RD に対する非常に高い結合親和性を示した（Fig. 1-5 および 1-8）．それぞれ

の SELEX 実験の条件の比較から，選別工程の塩濃度を上げたことが結合親和性の高

い aptamer の取得成功に繋がったことが示唆された．  

次に，NMR を用いることで，SELEX 過程の各 Round の RNA pool における RNA 

aptamer の濃縮の新規モニタリング手法を開発した（第 3 章）．この手法では，既存

のモニタリング法において必要であった RNA pool あるいは標的分子の固定化や標識

などの余分な試料調製も必要とせず，SELEX 実験中に調製した RNA pool を用いるこ
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とができる．また，モニタリングのための操作自体，簡便な NMR スペクトルを測定

するだけなので，1-2 時間程度でモニタリングが可能である．加えて，モニタリング

した試料を NMR チューブから回収し，直接，次の Ronud に用いることができる．さ

らに，NMR チューブ中の RNA pool に標的分子を加えることで，結合をスペクトルの

変化として検出できるため，濃縮された aptamer の結合性を同時に判別できる．以上

の特徴から，この NMR モニタリングを使用することで，SELEX 実験の効率化を図れ

ることが期待できる．実際に，第 2 章で得られた RNA pool を用いてモニタリングし

たところ，SPR 法を用いた結合親和性の評価や次世代シークエンサーを用いた HTS

解析と同じ Round において，RNA aptamer の濃縮を検出できたことから，NMR を用

いた本手法が SELEX 過程のモニタリングに有効な方法であることが判明した． 

 最後に，SPR 法および ITC 法という生物物理学的な解析手法を用いることで，第 2

章で得られた S1-S11 の中で最も結合親和性の高かった S4 と RD との相互作用の機序

の解明を試みた（第 4 章）．はじめに，二次構造の予測結果に基づいて，S4 の余分な

領域の配列を切り取り，S4-S を作製した．次に，この S4-S と RD との結合を SPR 法

および ITC 法を用いて速度論的および熱力学的に解析した．その結果，結合初期（会

合時）には，負に帯電した S4-S と RD の塩基性アミノ酸残基の間の比較的長距離の

静電的相互作用を用いて結合することが示唆された．さらに，会合後は，立体構造を

変化させ，多くの水素結合や van der Waals 力を用いて RD の表面と構造相補的に結合

するという相互作用機序が示唆された．このように，SPR 法や ITC 法といった解析手

法を用いることで，RNA aptamer と標的タンパク質の相互作用機序を明らかにするこ

とができた．NMR や X 線結晶構造解析による立体構造決定が難しい RNA aptamer お

よび標的分子との複合体においては，詳細な相互作用情報を得る上で，本研究で用い

た解析手法は非常に有効であると考える． 
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5-2 今後の展望 

 本学位論文では，NMR，SPR 法および ITC 法といった生物物理学的な解析技術を

新しく導入することで，SELEX 法や RNA aptamer の研究における課題を解決するこ

とができた．具体的には，NMR モニタリングを用いることで，RNA aptamer の濃縮過

程を簡便かつ迅速にモニタリングすることができるため，余分な Round を行わずに済

み，SELEX 実験に費やす多くの時間と労力を軽減できた．さらに，SPR 法および ITC

法を用いることで，分子間相互作用の機序について有用な情報を得ることに成功した．

今後，このような相互作用情報を蓄積していくことで，将来，RNA aptamer の合理的

な最適化という課題を達成できると自負している． 

本研究で新しく開発した NMR モニタリングは，SELEX 過程における各 Round の

RNA pool 中の aptamer の濃縮を検出するために非常に有効な手法である．しかしなが

ら，本研究では 1 例の SELEX 実験でしか試せていない．今後は，既往および新規問

わず，さらに標的分子の違いだけではなく，Cell-SELEX，capillary electrophoresis（CE）

-SELEX あるいは Tailored-SELEX（primerless-SELEX）など異なる手法からなる SELEX

実験に対しても，このNMRモニタリング手法を積極的に活用していく．異なるSELEX

実験では，初期の RNA pool の NMR スペクトルやその後のシグナル変化のパターン

は異なるものの，RNA aptamer が濃縮されていけば，RNA aptamer 由来の新しいイミ

ノプロトンシグナルが出現すると予想される．さらに，標的分子の結合におけるイミ

ノプロトンスペクトルの変化は，RNA aptamer が濃縮されている RNA pool と濃縮さ

れていないRNA poolでは明確に区別できる．モニタリング例を増やし，様々な SELEX

条件における NMR スペクトルの形状や変化パターンを蓄積していくことで，簡便さ

や迅速性を損なうことなく，より詳細なモニタリングが可能になると期待される．さ

らに，様々な RNA の構造モチーフのイミノプロトンスペクトルを網羅的に測定し，

それらのスペクトルと SELEX 過程の RNA pool のスペクトルを比較することで，RNA 
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pool にどのような構造モチーフをもつ RNA が濃縮されてきているかを判別すること

が可能となる．また，近年では，RNA aptamer よりも安定性が高く扱いやすい DNA 

aptamer の研究も盛んに行われている．NMR モニタリングは，理論上，DNA aptamer

に対しても RNA aptamer と同様に有効であり，構造を形成した DNA の濃縮をイミノ

プロトンスペクトルの変化としてモニタリングすることが可能である．さらに，近年

開発された In NMR tube transcription（INTT）法と組み合わせることも有効である[72]．

INTT 法では，NMR チューブの中で RNA を転写し，その後，RNA の精製を行わずに

NMR 測定を行うため，NMR モニタリングにかかる RNA pool の精製に費やす時間を

除くことができ，さらに簡便性および迅速性の向上を図ることができると期待される． 

 RNA aptamer と標的分子との相互作用の解析に，SPR 法や ITC 法といった解析技術

を導入することは非常に有効であり，それによって得られた知見は，aptamer の修飾

や最適化にとって価値のある情報になる．そのため，今後，様々な研究者がこれらの

解析技術を導入することが期待される．一方，現状，相互作用情報の蓄積がほとんど

ないため，本研究の情報だけで合理的な修飾や最適化を行うことは難しい．したがっ

て，具体的に S4-S の RD に対する結合親和性を向上させる修飾や最適化を行うため

には，NMR や X 線結晶構造解析を用いて，S4-S の単体および S4-S と RD の複合体

の立体構造を決定しなければならない．ただし幸いなことに，本研究対象である RD

は，X 線結晶構造解析によって DNA との複合体の立体構造がすでに明らかにされて

いる．したがって，RNA aptamer との複合体においても，結晶構造を決定できる可能

性が高いと考えている．今後，S4-S の単体および S4-S と RD の複合体の立体構造を

決定し，その構造情報と本研究で得られた相互作用情報に基づいて，様々な修飾塩基

を導入していき，結合親和性を向上できた最初の RNA aptamer 例としたい.   
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