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624　　　　 糖鎖結合能を持っ DNA ア プタマ
ー

の作成
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【目的】　 糖鎖を特異的に認識 ・結合す る分子 は、例 え ば癌 の 早期 診断や治療 に応

用 で きる と考 え られ る 。 従来か らこ の よ うな分子 と して 抗体や レ クチ ンが用 い られ

て い るが 、特異性 や価格な どに 問題 が残 っ て い る 。 最近、様 々 な 目的分子 に特 異的

に結合す る 一本鎖核酸 （核酸ア プタ マ
ー と言 う）が見出され 、 こ れ らを効率 よ く検

索 ・作成す る方法 と して 、試験管 内進化法 （SELEX 法）が考案 されて い る 。 そ こ で

本研 究で は 、SELEX 法に よ り、糖鎖 を特異的 に認識 ・結合す る DNA ア プタマ ーの

作成 を試 み た 。

【方法及び結果】　 55塩基長の ラ ンダム配列 の 両端に そ れぞれ22塩基長の
一
定配列

を持 たせ た
一

本鎖 DNA を化学的 に合成 し、熱変性後、糖鎖 （Maltose，　Lactose，
Amylose ）を 固定化 した カ ラム にか けて 結合す る DNA を回収 した。 これ らDNA を

鋳型 とし、
一

定配列 に対す るプライ マ
ー を用 い て 非対称 PCR を行 い 、 得 られた

一
本

鎖DNA を再び カ ラム に か け る と い う操作 を繰 り返 した。 約 15サイ クル後 、 ある程
度高 い 結合 能 を持 つ DNA アプタマ

ー集団が得 られ た と考 え られ た の で 、
　 PCR に よ り

二 本鎖DNA に変換 し、ク ロ
ーニ ングお よ び塩基 配列 の決定 を行 っ た。 これ まで に得

られた ア プタマ
ー

は選択 に用 い た糖鎖の 種類 に よ らず、共通 の 塩基配 列 を持 っ て い

た こ とか ら、 これ ら糖鎖に共通す る構造、あ るい は担体 に用い たShepharoseを認識
す る もの と考 え られ た 。 現在 、得 られたア プタマ

ーが 認 識す る構造 を明 らか に す る

と と も に 、糖鎖特異的ア プタ マ ーの取得 に向け選択条件の 改良を試 み て い る。
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【目的】Oglutami
’
etun の分子育種 に必要な遺伝子は 、

プ ラス ミ ドベ クタ
ー

を用い るセ ル

フ ク ロ
ー ニ ン グで取得されて い るが、再結合したベ クタ

ー
を排除で きない 煩わ しさを伴 う。

その 解消を 目的に、ス トレ プ トマ イシ ン（Sm）不活 性遺伝子 をもつ ベ クター と Sm 依存性変
異株 を用い る新規ゲノム ライ ブラ リー作製法を開発 したの で 報告する 。

【方法 と結果】 野生株か らSm 依存性変異株を誘導 した。 本株の カナ マ イ シ ン（Km ）耐性ベ

クタ
ー

の形質転換体は Sm ・Km 選択下で高頻度で 得られ るが、　Km に加え Sm アデニ リル

化遺伝子をもつ ベ クタ
ー

では細胞内で Sm が不活化 され るた め形質転換体は全 く得られな

か っ た。 この ことを利用すれば、本 Sm 耐 性マ ーカー内に染色体断片を挿入するポジテ ィ

ブ選択系に よるゲノム ライブラ リ
ー

の作製が可能 と考えられる 。 そ こで 、 Sm ・Km 耐 性マ

ー
カ

ー
を有 し、 Sm 耐 性遺伝子 内に唯一

の 跚 部位 をもつ ベ クターを構築 した。 その 部
位 に野生株染色体の 跚 消化断片を連結 した ligabbn　miXture で Sm 依存性変異株を形
質転換 し、Sm ・Km 含有平板上に出現 した 3× 1〔メ個の形質転換体をか き集め 、 プラス ミ ド

を単離した 。 この 混成プラス ミ ドで 7種の 代謝または輸送変異株を形質転換した とこ ろ、全

て に っ い て野生型相補遣伝子 が得 られた こ とか ら、混成プ ラス ミ ドは有効なゲノム ライ ブラ

リー となるこ とが検証 された
。
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