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【緒言】
核酸医薬は効果が高いことが知られているが単独では細胞内に入らない。そこ
で、我々は核酸医薬を細胞内に導入するツールとして核酸アプタマーの開発に
取り組んでいる。今回は細胞表面の物質に結合し、特定の細胞だけに入るので
はなく、様々な細胞に入る DNA アプタマーの探索を試みた。

【方法と結果】
HEK293T 細胞、HeLa 細胞、3T3-L1 細胞を使い、ラウンド毎に細胞を変え Cell
SELEX で DNA アプタマーを選別した。DNA アプタマーのスタートライブラ
リーを細胞とインキュベートした後 PBS で洗浄し、DNase とトリプシンで細胞
表面に結合している DNA を分解した。続いて細胞を溶解し DNA を抽出、PCR
で増幅し、一本鎖を精製して再び細胞とインキュベートした。この一連の操作
を 9 回繰り返し、細胞に入る DNA アプタマーをセレクションした。得られた
DNA をクローニングし、配列決定を行った。セレクションされた DNA アプタ
マー(QAp)の配列はグアニンの含有率が極めて高く、それぞれの配列は類似性
をもっていた。これらの QAp を蛍光標識し、細胞結合性および透過性を検討し
たところ、セレクションで使っていない様々な細胞でも結合性と透過性がみら
れた。また 1 塩基の違いで細胞結合性に違いが見られた。現在、QAp の細胞結
合性に関与する部位の同定をすすめている。
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近年、Zinc-finger nuclease (ZFN) や Transcription activator like effector nuclease
(TALEN) のような人工ヌクレアーゼを用いたゲノム編集技術の遺伝子治療への
応用が期待されている。ゲノム編集技術の遺伝子治療への応用には、人工ヌク
レアーゼの効率的な細胞内への導入技術が必要不可欠である。これまで人工ヌ
クレアーゼはプラスミドを介して細胞内へ導入され、導入効率が低い事が課題
であった。そこで本研究では、細胞内環境に応答して人工ヌクレアーゼから脱
離する核酸分子を介してナノニードルに人工ヌクレアーゼを固定し、直接蛋白
質として導入する事を考えた。本手法への応用を目的とし、まず ZFN 及び
TALEN に共通する DNA 切断ドメインである FokI ヌクレアーゼドメイン (FokI)
に対して結合するアプタマーの探索を行い、得られた配列の解析を行った。
ニトロセルロース膜に FokI を吸着固定し、ランダム領域を含む DNA ライブラ
リーを用いて SELEX 法により FokI に結合する DNA アプタマーの探索を行っ
た。6 ラウンド後得られた DNA ライブラリーの配列解析を行い、得られた各オ
リゴヌクレオチドの FokI に対する結合の評価、及び各配列の構造の解析を試
みた。
配列解析の結果、90 種類の配列を獲得できた。二次構造予測を行い、安定な二
次構造形成が予測された 18 本の配列を選出して合成し、解析を進めた。FokI
に対する結合を評価した結果、7 本のオリゴヌクレオチドで FokI に対する結合
が確認できた。
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アプタマーは様々な高次構造を形成し、特定の分子に特異的に結合する核酸リ
ガンドである。グアニン塩基に富んだ配列を持つアプタマーは、G-quadruplex
構造 (G4) を形成可能であることが知られている。G4 は一つの配列に対して複
数の構造が形成可能であり、そのうちの特定の構造が標的分子に強い結合を示
す可能性が示唆されている。一方、G4 に特異的に結合し構造を安定化する低分
子化合物、G4 リガンドを用いて G4 形成アプタマーを特定の構造へと誘起させ
ることで、標的分子への結合能の向上が期待できる。本研究では、G4 リガンド
である L1H1-7OTD (7OTD) が G4 形成アプタマーの構造及び結合能に与える影
響を評価することを目的とした。
アミロイドオリゴマー、トロンビン、血管内皮細胞増殖因子 (VEGF) それぞれ
に結合する G4 形成アプタマーの 7OTD 存在下における構造を CD スペクトル
測定、DMS foot print 及び Native-PAGE により解析した。また、同アプタマーの
結合能をゲルシフトアッセイ、共鳴プラズモン共鳴 (SPR) 法によって評価した。
7OTD 存在下において、多数のアプタマーの構造が変化し、特定の G4 構造が
強く誘起されることが示唆された。また、それに伴い各標的タンパク質への結
合シグナルの上昇が観察された。このことから、G4 形成アプタマーに G4 リガ
ンドを作用させることで特定の G4 構造を制御し、結合能を向上出来る可能性
が示唆された。
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一つのプラスミドに二種類以上のアンチセンス RNA 遺伝子断片を同じプロモー
ターの制御下におき、複数のアンチセンス RNA をオペロンとして発現させる
ことにより複数の標的遺伝子の発現制御を同時に効率よく行うことのできる実
験系の構築を目指した。
まず、どの遺伝子部位でアンチセンス RNA を設計すると効率よく発現制御が
行えるかを検討した。定量的な解析を行える lacZ 遺伝子と phoA 遺伝子を標的
遺伝子として用いて実験を行ったところ、それらの mRNA の開始コドンを基準
に、上流側の 24 塩基と相補的な配列をもつアンチセンス RNA をプラスミドか
ら転写させた場合に効率よく標的遺伝子の発現を低下できることがわかった。
それぞれのアンチセンス RNA を融合して転写させた場合でも、標的とする lacZ
遺伝子と phoA 遺伝子の発現を同時に抑制することができた。さらに、アンチ
センス RNA 遺伝子断片の上流および下流側に、リボソーム結合配列や Hfq 結
合配列を連結させたところ、標的遺伝子の発現を 95%程度抑制することに成功
した。大腸菌の必須遺伝子を標的にしたところ、開発した実験系を用いて、ア
ラビノース添加で転写誘導したアンチセンス RNA により、大腸菌の増殖を阻
害できることも示した。また、構築したプラスミドを用いて、大腸菌 O157 株
やサルモネラ菌の遺伝子発現も同様に制御することができた。
今後は、三つ以上の遺伝子についても同時に発現抑制できるアンチセンス RNA
配列の設計と実験系の開発を行い、代謝経路を効率よく変換させ産業にも有用
なシステムを構築したいと考えている。
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