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2Ep12TPP リボス イ ッ チ を用い た 新規ア プ タマ
ー

の 合理 的設計
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2Ep13 ア ミ ロ イ ド蛋 白質オ リ ゴマ ーに特異的に 結合す る DNA ア

プタマ
ー

の 探索
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ア プ タマ
ーと は タ ー

ゲ ッ ト分子 と直接結 合す る機能性 RNA で あ り、こ れ まで

様々 な分子 を対象 に ス ク リーニ ン グ が行なわ れ て い る 。今 回、ス ク リ
ー

ニ ン グ

に拠 らず、麹 菌由来チ ア ミン ピロ リン 酸 〔TPP ） リボ ス イ ッ チ を改 変 して ア

プ タマ
ー

の 合理的 な設 計を 試み た の で 報告 する。
麹菌由来

「
IPP リボ ス イ ッ チ は 二 本 の ス テ ム がジ ャ ン ク シ ョ ン構造で 連結 した構

造 を形成 して お り、TPP との 結合に際 して は 二 本の ス テ ム が それ ぞれ TPP の ピ

リ ミ ジ ン 共及 び リ ン酸基 と特異的に 結合する 。TPP と構造 が類似 して い る イノ

シ ン酸は ヒ ポ キサ ンチ ン 部位とリ ン酸基 を有 して い る 。そこで 、リボ ス イ ッ チ

の ピリ ミ ジン 基 と結合するス テ ム 配列を ヒポ キサ ン チ ン ア プ タマ
ーと入 れ替 え

て 、イ ノ シ ン 酸ア プ タマ
ーを設計 した。作製 した ア プ タマ

ーと イノ シ ン 酸 との

結合定数を算出し た とこ ろ、2、6xle7M ．1
で あ っ た の に対 し、　 TPP との 結合定数

は 3．SxlO6M ．1
で あ っ た 。以 上 の 結 果か ら、リボ ス イ ッ チ構造 を利用 した新規 ア

プ タマ
ー

の 設計に成功した 。本手法は ア プ タ マ
ーに 限 らず、様 々 な機能性 RNA

の 合目的的設計手法の
．．

つ と な りうる こ とが期待で きる。

【背景】ア ミ ロ イ ド形成蛋 白質 の 凝集体 は ア ル ツ ハ イ マ
ー

病 やパ
ー

キ ン ソ ン病 な

どの 神 終変性疾思 の 要 因で あ り、特 に凝集 中問体 として 生成す る t リ ゴ マ
ー

が

高 い 細胞障 嵩
．
性 を持 つ こ とが知 られ て い る。ア ミ ロ イ ドオ リ ゴ マ

ー
は神経 変性

疾患 の 治療
・
診 「析にお ける 重要 な標的分子 であ り．特異 的 な リ ガ ン ドの 開発 が

求 められて い る。そこ で我 々 は パ
ー

キ ン ソ ン 病の 原 因蛋 ］
”
［質で ある u シ ヌ ク レ

イン （α ・syT ］）の オ リゴ マ
ー

を標的 とし、特異的に 結合す る核 酸 リガ ン ド、　DNA
ア ブタ マ

ー
の 探索 を行 っ た tt

【方法】ゲル シ フ トア ッ セ イを利用 した ス ク リ
ー

ニ ン グ に よ っ て cr−syn オ リ ゴ

マ
ー

に 結合す る DNA 配列 を濃縮 した後、α
一syn モ ノ マ

ー・
オ リ ゴ マ

ー・
ア ミロ

イ ド線維 を用い た競合ス ク リ
ー

ニ ン グを行 ない 、オ リ ゴマ
ー
特異的 に結合す る

DNA を選択 した，得 られた ラ イブ ラ リの 配列を解析 し、各配 列の オ リ ゴ マ
ー

に

対す る結合能お よび特 異性 を評価す る こ とで ア プ タマ
ー

を同定 した 。
【結果 及び 考察】 ス ク リ

ー
ニ ン グ の 結果 α

一syn の モ ノ マ
ー、ア ミロ イ ド線維に は

結合せず、オリ ゴマ
ー

と特異的 に結合す る配列 を 8種類 獲得 した 。配 列の 相同

性 は見られ なかったが、い ずれ もグア ニ ン塩 基に 富ん だ配 列で あ っ た ，さ らに

本 ア プ タマ
ー

は ア ル ツ ハ イ マ
ー

病の 原因蛋 白質 で あ る ア ミ ロ イ ド βの オ リ ゴ

マ
ー

に も結合 した。ア ミロ イ ド形成蛋 白質の オ リゴ マ
ー

は 共 通 した構 造 を形 成

す る こ とが知 られ て お り、本ア プ タ マ
ー

は ア ミ ロ イ ド形成蛋 白質の オ リ ゴ マ
ー

に 結合する ア プ タ マ
ー

で ある と考え られ た。
【謝 辞】本研 究は NEDO の 産叢技術研究助成事業に よ り実 施 した ，
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【目的】A 且pha−f6toprotein（AFP ＞は肝臓が ん の 腫瘍 マ ーカ ー
で あ る。当研究 室で は 、

標的分子の 認識素子 と して ア ブ タ マ ーに着目して い る。DNA ア プ タマ
ーは 、化

学的に 全合成する こ とが 可能で 、修飾が 容易で ある た め 、セ ン シ ン グ素子 と し

て の 応 用が 期待され て い る 。今 まで に AFP に結合す る ア プ タマ
ーは 報告 されて

い な い た め 、本研究で は SELEX 法 を用い て AFP に結合す る ア プ タ マ
ー

を探索

し、得 られ た 才 リ ゴ ヌ ク レオ チ ドの 解析 を行っ た 。
【ノ∫法】SELEX 法に よ る AFP に結 合す る ア プ タ マ ー

の 探 索を試 み た。用 い た

DNA ラ イブラ リは ．ラ ン ダム な24 　mer の 配列の 両 末端に チ ミ ン リ ン カ ー
（各 5

mer ）を介 して プラ イ マ
ー

配列各 2D 　mer をt’1．加 させ た もの を使川 した 。ま た 、ラ

イブ ラ リ内で 標 的に 結合 する領 域をラ ン ダ ム 領域に 絞る た め 、ラ イブ ラ リ の ブ

ラ イ マ
ー

酉」列は それぞれ相補鎖 を添 加 し「 本鎖 を形成 させ た。3 ラ ウ ン ドの ス

ク リ
ー

ニ ン グ の 後、得 られた 配列 の AFP に対す る結合 の 確認及 び解析 を行 っ た．
【結果】配列 の 解析 を行った結 果、55 種類の 塩基配列 を決定す る こ とがで きた。
各塩 基配列 を もつ ア プ タマ

ー
を合成 しそれぞれAFP に対 して 結合す る か確認 を

行った と こ ろ、20 種類の 配列が AFP へ の 結合 を示 した。20種類 の 配列 の 結合 能

の 評価 を行 い ．結合能が 高い 配列 を特定 した。現在、こ れ らの ア プタ マ ーの 結

合能や 特異性、また 塩 基配列の 相 同性の 解析 に よ りさらなる結合能、特異性 の

向上 を試み て い る。

本研 究は NHDO の 産業技術研 究助成事業に よ り実施 した。

旧 的】血管 内皮細胞増殖 困 政VbGF ）は血管新生 を亢進す る タ ン パ ク質 で あ り、
網膜下の 異常な血管新生を伴 う滲出型加齢黄斑変 性症（AMD ）を引 き起 こ す。現

在滲出型AMD の 治療 方法 と して、抗 VEGF 医薬品が眼球 に投与 され て い る。投

勺の 際に 眼球内の VEGF 濃度を測定する こ とがで きれ ば、よ り正確 な治療 を行

える と考え られる 。私た ちは迅速かつ 高感度なVEGF の 検 出を 目指 し、セ ン サ
ー

素子 と して DNA ア プ タマ
ー

を用い る こ とを考えて い る。そ こ で 、本研 究室で 獲

得 した 三 叉路 型VEGF 結合 DNA ア プ タ マ
ー

の 結合能 を、　 in　sitice 　rnaturationl こよ

り向上 させ る こ とを 試み た．
【方法】in　sitico 　maturation と は、生 物 進化 の 過 程を模倣 した遺伝 的ア ル ゴ リズ ム

に基 づ き変異体設計と実験的 評価 を繰 り返す こ と で 、親 と なる分子の 特性 を改

良す る 手法 で あ る．ア プ タ マ ー
の 探 索 に

一
般的 に 用 い られ て い る Svstematic

E ヤD 】utb11 。f　Liga匸lds 　by　Exponent 囲 enrichment （SELEX ＞法で は さまざまな実験上
の 制 限に よ り配 列を探索 しき れ な い が 、in・siiiCo　maturation 法 を行 うこ とで 配列

を効率よ く探索で き る と考えられ る。本研究 で は 、DNA ア ブ タ マ
ー

をセ ンサ
ー

素了
．
と して応用 する こ とを考え、結合能の 改良を試み た、，ごη 豆漉 o で 作製 した配

列の 結合能は SPR 測定を用い て 評価 した 。
【結 果］　 in　siiieo 　maturatiOTI を繰 り返 し行 うこ とで 、高 い SPR シ グ ナ ル を示すVEGF
結合 DNA ア ブ タ マ ーが得ら れ た 。獲得 した ア ア タマ

ー
の 解離定数 を算出 した結

果、結合能が 数倍向上 して い る こ とが 分かった 、，
本研究は NLDO 産業技術研 究助 成事 耒に よ り実施 した。
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