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一塩基多型(SNPs)検出のための修飾DNAアプタマーの創製

●桑原 正靖

群馬大学工学部

〈研究の目的と進め方〉
ミスマッチ、バルジ、インターナルループなど二重鎖

核酸中の非ワトソン－クリック塩基対部位に特異的に結
合する分子は、一塩基多型（SNPs）など遺伝子型の違い
を検出するのに利用できる。例えば、患者のあるmRNA
のcDNAとそれに対応する健常者のDNAをハイブリダイ
ズ(結合)させると、塩基配列中に一塩基多型部位が存在
するなら、その部位でシングルミスマッチ構造が生じる。
これに蛍光物質などで標識化した「非ワトソン－クリッ
ク塩基対結合分子」を加えることでSNPsの存在を知るこ
とができる。本研究ではこのような非ワトソン－クリッ
ク塩基対に特異的に結合する分子として修飾DNAアプタ
マーを創製し、それが実際に二重鎖DNA中のSNPsを検
出できるかどうかを明らかにする。さらに、DNAに
導入した修飾基の効果を検討するために、修飾基が異な
る修飾DNAアプタマーを調製し、ターゲット分子に対す
る結合特性を比較す
る。修飾DNAアプ
タマーは、インビト
ロ・セレクション法
によって修飾DNA
ライブラリー(混合
物)から、目的の活
性をもつ修飾DNA
アプタマーを得ると
いうコンビナトリア
ル的手法を用いて創
製する。

〈研究開始時の研究計画〉
DNAは遺伝情報の本体として知られてきたが、その配

列によっては抗体や酵素のような活性を示すものがある
ということが90年代に報告された。抗体のように特異的
結合能を有するものはDNAアプタマー，酵素のように触
媒として作用するものはDNAzymeと呼ばれている。この
ような特定の機能をもつDNAは、1012-14通りの配列の異
なるDNA分子のプール(DNAライブラリ)から目的の活性
をもつDNA分子をスクリーニングする方法(インビト
ロ・セレクション法)によって人為的に創製することが可
能である。タンパク質に比べDNAは取り扱いが簡便で安
価に調製できることから、抗体や酵素の代替材料として
研究開発が進められている。しかしながら、抗体や酵素
に比較してDNAアプタマーやDNAzymeは、機能の多様
性に乏しく活性が低いという欠点がある。そこで研究を
進めるにあたり、DNA分子への新たな機能付与や活性の
向上を指向して、DNAライブラリの代わりに天然のDNA
にはないアミノ基やグアニジノ基，アミノアシル基など
の官能基を導入した修飾DNAライブラリの酵素的調製お
よび修飾DNAライブラリを用いたインビトロ・セレクシ
ョン法による目的の修飾DNAアプタマー分子の創出を試
みる。
(1) 種々の修飾ヌクレオシド三リン酸の合成と修飾DNA

のPCR(ポリメラーゼ連鎖反応)による酵素的合成
インビトロ・セレクション法は選別された分子をポリ

メラーゼ反応によって忠実にコピーして増やすことがで
きるという核酸分子の固有の特性をうまく利用している。
故に、DNA分子やRNA分子と同様に修飾DNA分子をイン
ビトロ・セレクション法に適用するには、選別した活性
分子がポリメラーゼ反応によって増幅されなければなら
ない。そこで修飾基の異なる種々の2’-デオキシヌクレ
オシド三リン酸アナログを合成しPCRに於ける基質特性
を様々な耐熱性DNAポリメラーゼを用いて検討し、ライ
ブラリの潜在能力の向上を図ると共に、収率よく修飾
DNAを与える酵素-基質の組み合わせを探索する。
(2) 修飾DNAライブラリを用いたインビトロ・セレクシ

ョン(セレクション系の構築と最適化)
ミスマッチ構造(CA)を含む二重鎖DNAをアビジンレジ

ンに固定化したものをポジティブセレクションに、フル
マッチ構造の二重鎖DNAを固定化したものをネガティブ
セレクションに使用して、修飾DNAライブラリからミス
マッチ構造に特異的に結合する修飾DNAアプタマーのス
クリーニングを行う。標的配列はヒトステロイド5-αレ
ダクターゼ(SRD5A1)遺伝子の一塩基多型領域とした。イ
ンキュベーションの際に用いるバッファーの塩濃度や
pH，修飾DNA分子の濃度，セレクション系の規模，さら
に溶出条件(温度・変性剤・塩濃度・pH)などの最適化を
行う。
(3) シングルミスマッチ部位に結合する修飾DNAアプタ

マーの選別と機能評価
濃縮された修飾DNAライブラリからクローニング法に

よって修飾DNAアプタマーの単離を行う。次に、単離精
製した修飾DNAの配列解析およびアフィニティアッセイ
によるターゲット分子に対する親和性および結合特異性
の評価を行う。さらに、配列解析の結果から、得られた
修飾DNAアプタマーとターゲット分子がワトソン－クリ
ック塩基対を介すことなく相互作用しているかどうかを
検証する。さらに、活性や特異性が高かったものについ
て、表面プラズモン共鳴測定装置(SPR)を用いて結合解
離定数を求め、DNAに導入した修飾基の効果などを検討
する。

〈研究期間の成果〉
(1) 種々の修飾ヌクレオシド三リン酸の合成と修飾DNA

のPCRによる酵素的合成
修飾DNAライブラリの多様化を図るためにC5位に種々

のアミノ酸を修飾したdUTPアナログを合成し、ポリメ
ラーゼ連鎖反応に於ける基質特性を検討した1,8,13)。導
入した修飾基は、タンパク質構成アミノ酸であるアルギ
ニン，リジン，スレオニン，フェニルアラニン，バリン，
グルタミン，グルタミン酸など20種類である。これらの
内、脂肪族アミノ酸および中性親水性アミノ酸を修飾し
たdUTPアナログが最もPCRの良い基質として作用し収率
良く対応する修飾DNAを与えた。次いで、芳香族アミノ
酸を修飾したもの，塩基性アミノ酸を修飾したものの順
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に対応するPCR産物の収率は低下したが、ライブラリを
調製するには十分利用可能である。一方、酸性アミノ酸
を修飾したものやシステインを修飾したものは、PCRに
於ける基質特性が乏しいことが分かった。しかし、反応
条件を最適化したり、還元剤を添加したりすることによ
り収率は低いながらも対応するPCR産物が得られること
が分かった。さらに、PCR産物である修飾DNAを天然型
のdNTPを用いた酵素反応によりDNAに戻し配列解析を
行ったところ、いずれの修飾DNAも元の配列を保持して
おり、ミス-インコーポレーションによる変異は認められ
なかった。また、その他にもフェナンスリル基やピリジ
ル基などを導入した修飾dUTPを合成し、それらがPCRの
基質となることを確認した2)。

次に、修飾dUと修飾dCを含む二重修飾DNAライブラ
リを構築するために、まず種々のC5修飾2’-デオキシウ
リジン誘導体および2’-デオキシシチジン誘導体を合成
し6,7)、それらのPCRに於ける基質特性を系統的に精査
した。PCRアッセイには、触媒としてTaq, Tth, Vent(exo-
), KOD Dash, KOD(exo-)など5種類の耐熱性DNAポリメ
ラーゼを、鋳型としてpUC18プラスミドDNAを使用した。
これらのアッセイはpUC18上の2つの異なる増幅領域でそ
れぞれ行った。その内のひとつは、GC含量やTあるいは
Cの連続配列の数から推測して、DNA鎖への修飾dCの取
込みに於ける障壁が比較的高いと考えられる配列であり、
もうひとつは修飾dUの取込みに於ける障壁が比較的高い
と考えられる配列である。合計260アッセイ(修飾ヌクレ
オチド三リン酸26種類×DNAポリメラーゼ5種類×増幅
領域2箇所)を行ったところ、完全長のPCR産物の生成は、
概して修飾基の化学構造やDNAポリメラーゼの性質だけ
でなく、置換基がdU上にあるかdC上にあるかにも依存
することが示唆された。また、鋳型の塩基配列はDNAポ
リメラーゼと修飾基質の組み合わせによってはPCR産物
の生成に大きく影響を及ぼすことが分かった4,9)。次に
PCR産物の収量の多寡を決定づけている要因を解き明か
すために、修飾チミジンを含むプライマーあるいは鋳型
を用いてプライマー伸長反応の速度論的解析をそれぞれ
行った。その結果、伸長末端(反応点)に於けるプライマ
ー鎖の化学構造が鋳型鎖の化学構造よりも遥かに大きく
ポリメラーゼ反応に影響していることが分かった。
これら一連の結果を踏まえてポリメラーゼ反応による多
重修飾DNAの調製を検討したところ、プロピニルリンカ
ーをもつ修飾dUTPとメチルアミドリンカーをもつ修飾
dCTPを同時に用いた酵素反応系11)が最も収率よく二重
修飾DNAを与えることが分かった。また、修飾DNAの酵
素的合成に適したポリメラーゼの探索を行ったところ、
遺伝子進化ファミリーBに属するKOD Dash DNAポリメ
ラーゼとVent(exo-) DNAポリメラーゼが有用であること
が分かった。これらの酵素-修飾基質反応系を用いたPCR
により、ヒドロキシル基やニトリル基、アミノ基、グア
ニジノ基などを有する二重修飾DNAを簡便に調製できる
方法を確立した。さらに、アミノ基あるいはグアニジノ
基を修飾したdATPアナログを合成し、これらがKOD
Dash DNAポリメラーゼが触媒するPCRの良い基質とな
ることを確認した。さらに、PCRに於いて優れた基質特
性を示すアミノ基あるいはグアニジノ基を修飾した
dUTPアナログおよびdCTPアナログとdATPアナログとを
同時に用いたポリメラーゼ反応によって、アミノ基ある
いはグアニジノ基が高密度に導入された修飾DNAライブ
ラリを調製する方法を確立した5)。
(2) 修飾DNAライブラリを用いたインビトロ・セレクシ

ョン

天然型のTTPの代わりに5-(2-(6-アミノヘキシルアミノ)-
2-オキソエチル)-2’-デオキシウリジン-5’-三リン酸を用
いたポリメラーゼ反応によって、約2×1013通りの配列を
含むアミノ基修飾DNAライブラリを調製した3)。このラ
イブラリからフルマッチ二重鎖をネガティブ・ターゲッ
トとし、シングルミスマッチ二重鎖DNAをポジティブ・
ターゲットとしたインビトロ・セレクションにより、CA
ミスマッチを認識するものを選別する操作を繰り返した。
尚、修飾DNA分子のアフィニティレジンからの溶出には
7Mウレア溶液を使用した。その結果、ターゲット分子に
結合する修飾DNAの割合は、1ラウンド目では全体の
2.4%に過ぎなかったが、選択操作を繰り返すことによっ
て増加し、6－8ラウンドで飽和(約26－28％)に達した。
しかしながら、ターゲット分子を担持させているレジン
に結合するものの割合も増加していたことが分かった。
そこで2ラウンド選択後のプールと8ラウンド選択後のプ
ールを用いて、それぞれ選択操作を行い、最後に遊離の
ポジティブ・ターゲットで溶出させたところ、ポジティ
ブ・ターゲットに結合する修飾DNAが約7倍に濃縮され
ていることが分かった。続いて、遊離のポジティブ・タ
ーゲットを含む溶出液を用いて9，10ラウンドの選択を行
った。10ラウンド終了後の溶出液を用いてクローニング
法による修飾DNAアプタマーの単離を行った。一方、ア
ミノ基修飾DNAライブラリ以外のライブラリでも同様の
セレクションを行った。天然型のTTPの代わりに5-(3-ヒ
ドロキシプロピ-1-ニル)-2’-デオキシウリジン-三リン酸
を、天然型dCTPの代わりに5-(2-(6-グアニジノヘキシルア
ミノ)-2-オキソエチル)-2’-デオキシシチジン-5’-三リン
酸を用いたポリメラーゼ反応によって、ヒドロキシプロ
ピニル基とグアニジノ基が導入された二重修飾DNAライ
ブラリ12)を用いたセレクションも同様に行った。ターゲ
ット分子を固定化したアフィニティレジンからの溶出さ
れる修飾DNAは1ラウンド目で既に9％程度あった。6ラ
ウンドまでセレクションを進めたが、ターゲット分子に
結合する修飾DNAの割合は11％程度に留まり有意な濃縮
を確認できなかった。6ラウンド後のプールを用いて、ポ
ジティブ・ターゲットを固定化したレジンおよび何も担
持していないレジンに対する結合親和性を比較検討した
ところほぼ同等
であった。これ
は結合親和性に
於いてライブラ
リのポテンシャ
ルがターゲット
分子よりもレジ
ンに対して著し
く高いためであ
る と 考 え ら れ
る 。 ネ ガ テ ィ
ブ・セレクショ
ンや溶出条件の
改良および使用
するレジンの変
更などを行う必
要がある。
(3) シングルミスマッチ部位に結合する修飾DNAアプタ

マーの選別と機能評価
クローニングによって10ラウンド終了後の溶出液から

単離したアミノ基修飾DNAについてアフィニティアッセ
イを行った。ポジティブ・ターゲットを担持したレジン
を用いて、26種類のクローン由来の修飾DNAの親和性を
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検討したところ、クローン#6，#7, #9, #13, #14, #16が比較
的高い活性を示した。さらに、これら6つの修飾DNAに
ついて、ポジティブ・ターゲットを担持したレジンとネ
ガティブ・ターゲットを担持したレジンの両方を用いて
結合特異性を評価した。その結果、クローン#7由来の修
飾DNAが最も高い結合特異性を示し、次いでクローン#6,
#13, #9, #16の順であった。クローン#14由来の修飾DNA
は特異性を示さなかった。これらの内、クローン#6, #7,
#9, #13の修飾DNAについて配列を解析したところ、ラン
ダム配列(38塩基)中に修飾チミジンが、クローン#6では5

塩基，クローン#7では7塩基，クローン#9と#13では8塩基
含まれていることが分かった。さらに、鎖置換による相
互作用の可能性を考え、これらの修飾DNAアプタマーの
塩基配列中において、ポジティブ・ターゲットに対して
最も相補的な配列を解析ソフトで探索したところ、クロ
ーン#6, #9, #13由来の修飾DNAでは、8塩基の連続した相
補配列を含む配列が見られたのに対し、クローン#7由来
の修飾DNAでは連続した相補配列はわずか4塩基であり、
さらに、この配列はネガティブ・ターゲットにも存在す
る配列なので、クローン#7由来の修飾DNAアプタマーは、
ターゲット分子に対して非ワトソン・クリック型の相互
作用で結合していると考えられる10)。次に、クローン#7
由来の修飾DNAアプタマーのターゲット分子に対する結
合解離定数を求めるために表面プラズモン共鳴測定装置
(SPR)により解析した。5’末端をビオチン標識化した修
飾DNAアプタマーをアビジンが担持されたSPRセンサチ
ップに固定化し、そのセンサ表面に遊離のポジティブ・
ターゲットあるいはネガティブ・ターゲットを含む溶液
を用いてSPRをそれぞれ測定した。その結果、ネガティ
ブ・ターゲットを流した場合、アナライト濃度を変化さ
せてもセンサグラムに変化は見られなかったが、ポジテ
ィブ・ターゲットを流した場合、アナライトの濃度に依
存してシグナル強度の増大が確認された。結合解離定数
(Kd)はおよそ10μMとなった。

〈国内外での成果の位置づけ〉
PCRによって修飾DNAを高収率で与える種々の修飾ヌ

クレオシド三リン酸を開発した。これらを用いて様々な
置換基を導入した修飾DNAライブラリを調製し、インビ
トロ・セレクション法によって、二重鎖DNA中のミスマ
ッチ構造を認識する修飾DNAアプタマーの創製を試み
た。海外ではWilliamsら、Famulokら、Bennerら、Perrin
らのグループが、それぞれ修飾ヌクレオシド三リン酸を
用いたPCRによる修飾DNAの合成およびインビトロ・セ
レクション法への応用に関する研究を精力的に行ってい
るが、修飾基の導入による優位性について未だ明確な議
論はほとんどなされていない。本研究に於けるこれまで
の結果より、得られた修飾DNAアプタマーは非ワトソン-
クリック型の結合様式で二重鎖DNAの構造を認識してい
ると考えられる。このことは導入した修飾基が水溶液中
の分子間相互作用(分子認識)に於いて重要な役割を果た
していることを示唆している。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
前述したようにスクリーニング後の濃縮されたライブ

ラリをクローニング法により単離しターゲット分子に対
する親和性を検討したところ、アプタマー活性を示すも
のがある一方で、アプタマー活性が著しく低いもの或い
は全く無いものが多く見られた。これはネガティブ・セ
レクションを行っているものの、ターゲット分子に対し
てではなく、固相のレジンに対して親和性もつものも同

時に濃縮されたことを示唆している。故に、濃縮された
ライブラリの中からさらにアプタマー活性をもつものを
見出す操作に予想外の時間を要してしまった。原因とし
ては、セレクションの初期段階で7Mウレア溶液を溶出液
に使用したために、目的としない種の修飾DNAも濃縮さ
れてしまったということが考えられる。8ラウンド以降は
ターゲット分子による溶出を行ったので目的の活性を示
すものが得られたが、ターゲット分子が高価であるため
アプタマーの開発に要するコスト高は否めない。本研究
では経済的に実験を行うために、ターゲット分子の使用
量を増やすのではなく、セレクション系全体のスケール
の最小化に取り組んだが、有効な方法としてはターゲッ
ト分子の固定化やアフィニティレジンからの溶出を必要
としないキャピラリー電気泳動などが挙げられる。

〈今後の課題〉
創出した修飾DNAアプタマーによって長鎖の二重鎖

DNA中のミスマッチを実際に検出できるどうかを検討し
たかったが、期間内に行うことはできなかった。しかし
ながら、結合親和性の測定や配列解析の結果よりセレク
ションで得られた修飾DNAアプタマーは、非ワトソン-ク
リック型の結合様式によってシングルミスマッチ構造を
含む二重鎖DNAとフルマッチ構造の二重鎖DNAを区別し
ていると考えられるため大変興味深い。アプタマー活性
を有する最小構造単位を特定した上で分子間の相互作用
を精査することにより分子設計に関する知見を得ること
が望まれる。
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