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1.1. 血液凝固と血栓症 

 

血液凝固による止血は，生命の恒常性維持を担う重要な生体機構の一つである．血液凝固

は，主に血小板と凝固因子タンパク質群によって協奏的に進行する．例えば図 1 に示すよう

に，血管内皮細胞が損傷を受けると，内皮下基質タンパク質であるフォンヴィレブランド因

子（von Willebrand factor; VWF）とコラーゲンが血液に暴露する．そこに VWF 受容体とコラ

ーゲン受容体を発現する血小板がリクルートされて凝集し，血小板血栓を形成する．さらに，

凝固因子トロンビンの活性化によって，不溶性のフィブリンゲルネットワークが形成され，

より強固な血栓ができる 1．最終的に，凝固反応における連鎖的な凝固因子の活性化は，アン

チトロンビンや，活性化プロテイン C，組織因子経路インヒビターなどの抗凝固因子によっ

て抑制され，止血が完了する（図 2）2．このように様々な凝固因子と抗凝固因子が，互いに

正あるいは負のフィードバックをしながら血流の恒常性が保たれている． 

しかし，この血液凝固系の均衡の乱れは，静脈血栓塞栓症などの罹患率と致死率の高い重

篤な疾患を引き起こしうる．2017 年の報告によれば，米国では毎年約 90 万人が静脈血栓塞

栓症に罹患しており，そのうち 6-10 万人が死に至っている 3．血栓塞栓症の原因は，先天性

の抗凝固因子（アンチトロンビン，プロテイン C，またはプロテイン S）欠乏症，先天性の遺

伝子変異（凝固第 V 因子ライデン変異，プロトロンビン G20210A 変異），炎症や外傷または

外科手術による組織傷害，長時間同じ姿勢でいることによる血流障害など多岐にわたり 4–6，

誰もが罹患リスクを抱えているといっても過言ではない． 
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図 1 血管内皮損傷時の血小板と凝固因子トロンビンによる止血メカニズム 

参考文献 1；van der Meijden, P. E. J. & Heemskerk, J. W. M. Platelet biology and functions: new 

concepts and clinical perspectives. Nat. Rev. Cardiol. (2018). doi:10.1038/s41569-018-0110-0 より引

用． 
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図 2 トロンビンの活性化と阻害経路 

参考文献 2；Licari, L. G. & Kovacic, J. P. Thrombin physiology and pathophysiology. J. Vet. Emerg. 

Crit. Care 19, 11–22 (2009)より引用． 



8 

 

1.2. 抗凝固薬と副作用 

 

これまでに，血栓塞栓症に対する治療薬，すなわち抗凝固薬が多数開発されている．例え

ば，ヒト由来の血漿分画製剤であるアンチトロンビン III製剤 7や活性化プロテイン C 製剤 8，

遺伝子組み換えタンパク質製剤の可溶性トロンボモジュリン製剤 9，ブタ腸粘膜由来の多糖類

であるヘパリン製剤 10，さらにダビガトランやエドキサバンなどの合成低分子薬剤が挙げら

れる 11． 

しかし，これらの薬剤には以下のような安全性に関する課題がある．まず，ヒト血漿分画

製剤はドナー由来のウイルス感染を完全に排除できない 12．また，遺伝子組み換えタンパク

質製剤に関してはアナフィラキシーショックというタンパク質製剤に共通の副作用が生じう

る 13．ヘパリン製剤については血小板の異常減少による血栓形成という副作用がある 14．合

成低分子薬剤には上述のリスクは少ないが，血が止まらない，すなわち「出血リスク」とい

う抗凝固薬に共通する重篤な副作用が存在する 15． 

これまで，ダビガトランやエドキサバンに対して，緊急時に薬効を制御するための特異的

中和剤が開発されており，安全な血栓症治療に寄与している 16．しかしながら，この中和剤

は組み換えタンパク質製剤であるため，上述のアナフィラキシーショックという，さらなる

副作用を無視できない 13． 

したがって，非動物由来かつ非組み換えタンパク質であり，緊急時に薬効を抑制するため

の中和剤を有する抗凝固薬を開発できれば，より安全性に優れた血栓症治療法が確立できる

可能性がある． 
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1.3. 核酸アプタマー 

 

本研究では，前項で述べた「非動物由来かつ非組み換えタンパク質」，「特異的中和剤の存

在」という条件を満たす抗凝固薬の候補として，核酸アプタマー（以下アプタマー）製剤に

着目した． 

アプタマーとは，特定の分子に対して高い特異性と親和性を有する一本鎖DNAまたはRNA

である．代表的な核酸の高次構造として，ワトソン・クリック塩基対からなる二重らせん構

造が挙げられる 17．実際は，局所的なワトソン・クリックあるいはフーグスティン塩基対の

形成を介して，より複雑な高次構造をとることが明らかとなっている（図 3）18．つまり，一

本鎖核酸は配列次第で特定の分子の捕捉構造を形成し，抗体のような分子認識能を獲得可能

であり，これを特にアプタマーと呼ぶ．さらに，アプタマーに対する相補的な DNA/RNA 鎖

は，アプタマー固有の捕捉構造を崩す特異的中和剤として機能しうることが報告されている

19–22． 

また，アプタマーは，「変異」，「選択」，「複製」といった進化の過程を模した人工的な手法

によって獲得される．1990 年に，Tuerk らは世界で初めて Systematic Evolution of Ligands by 

Exponential enrichment (SELEX)というアプタマーの取得法を開発し，バクテリオファージの

T4 DNA polymerase と相互作用する新規の RNA 配列を同定した 23．T4 DNA polymerase は，自

身の mRNA 上の shine-dalgarno 配列近傍の領域が形成するループ構造と結合することで，自

己の発現制御をおこなっている．Tuerk らは，どの塩基が T4 DNA polymerase との結合，すな

わち自身の発現制御に重要であるかを明らかにするために，mRNA のループ部位の配列をラ

ンダム化した RNA ライブラリーを合成した（変異）．そして，T4 DNA polymease と RNA ラ

イブラリーを混合して結合能をもった変異体 RNA を抽出した（選択）．抽出した RNA の逆転

写とポリメラーゼ連鎖反応法（Polymerase Chain Reaction, PCR）によって cDNA を作製し，

cDNA の転写によって新たな RNA ライブラリーを調製した（複製）．人為的に「選択」と「複
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製」を繰り返すことで，T4 DNA polymerase と強く結合する RNA 配列の割合を指数的に増加

させ，野生型と異なるが同等の結合能をもつ変異体の獲得に成功した． 

時を同じくして，Ellington らは in vitro selection と呼ばれる SELEX と同様の原理に基づい

た手法によって，有機色素に対する RNA アプタマーの獲得に成功した 24．細胞や動物の免疫

反応を利用して獲得する抗体とは異なり，アプタマーの選抜は in vitro でおこなわれるため，

低分子化合物などの抗体の取得が難しい分子にも適用できるという特長がある． 

したがって，アプタマーは人工的に選抜と化学合成が可能なポリヌクレオチドであり，「非

動物由来かつ非組み換えタンパク質」という条件を満たす分子認識素子である．同時に，ア

プタマーに対する相補鎖は「特異的中和剤」となりうる．ゆえに，トロンビンなどの凝固因

子に対するアプタマーとその相補鎖は，より安全な抗凝固/中和剤の候補となりうる． 

 

   



11 

 

図 3 一本鎖 DNA/RNA の多様な高次構造と分子認識 

参考文献 18；Radom, F., Jurek, P. M., Mazurek, M. P., Otlewski, J. & Jeleń, F. Aptamers: Molecules 

of great potential. Biotechnol. Adv. 31, 1260–1274 (2013)より引用． 
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1.4. アプタマーの獲得法（SELEX 法） 

 

本項では，有望な薬剤候補であるアプタマーの取得法と課題について述べる．アプタマー

は DNA アプタマーと RNA アプタマーの 2 種類に大別されるが，ここでは特に DNA アプタ

マーの取得法について述べる．SELEX では，固相合成法などによって化学合成した一本鎖

DNA（single-strand DNA, ssDNA）を初期 ssDNA ライブラリーとして用いる．一般に，ssDNA

ライブラリーは 20-80 塩基ほどのランダム配列からなる．つまり，A，T，G，C の 4 種類の

塩基を用いる場合，理論上は 420-480種類に及ぶ配列が得られる．すなわち 420-480通りの構造

をとりうるため，様々な分子に対する結合能の獲得が期待できる．PCR によって結合した

DNA を増幅するために，ランダム配列の両端に，20 ヌクレオチドほどの primer 結合配列を

設定する．ssDNA ライブラリーを標的分子と混合し，標的分子に結合した ssDNA のみを分離

して PCR によって指数的に増幅する．得られた PCR 産物を一本鎖化し，次の選抜に用いる

ssDNA ライブラリーとする．この一連の操作（ラウンド）を複数回繰り返すことで，目的の

アプタマー候補配列を濃縮していく（図 4）．しかし，一般的な SELEX では，アプタマー獲

得まで 10-20 ラウンドに及ぶ操作を繰り返す必要があり 25–27，この選抜工程の長期化がアプタ

マー普及のボトルネックとなっていた． 

この問題を解決するために，アプタマーの各選抜工程にあらゆる改良がなされてきた 25–27．

特に「標的分子に結合した ssDNA の分離」は，SELEX における最も重要な工程である． 

Mendonsa らは，最も優れた分離技術の一つであるキャピラリー電気泳動  （capillary 

electrophoresis; CE）を SELEX に適用し，従来の SELEX では 10-20 ラウンドを要する選抜操

作を 2-4 ラウンドにまで短縮することに成功した 28．本研究では，この CE-SELEX と呼ばれ

る手法に着目した． 
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図 4 アプタマー獲得法である SELEX の原理 

参考文献 27；Yang, X., Li, N. & Gorenstein, D. G. Strategies for the discovery of therapeutic 

aptamers. Expert Opin. Drug Discov. 6, 75–87 (2011)より引用． 
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1.5. キャピラリー電気泳動の原理 

 

キャピラリー電気泳動（CE）は，内径 10-100 μm ほどの細い石英ガラスキャピラリーを用

いる高速かつ高分離能の電気泳動法であり，金属イオンから，ペプチド，タンパク質，核酸

といった生体高分子に至るまで，あらゆる分子種の検出，定量，分取に利用されている 29,30． 

CE システムは主に，石英ガラスキャピラリー，高圧電源，電極，検出器（吸光度検出器，

蛍光検出器，電気化学検出器，質量分析器）から成る（図 5）．泳動用緩衝液で満たしたキャ

ピラリーに微量（nl-μl）の分析試料を注入し，石英ガラスキャピラリー両端を陽極槽と陰極

槽に浸して高電圧（~30 kV）をかけることで電気泳動をおこなう．細い石英ガラスキャピラ

リーは電気抵抗が高く，単位体積あたりの表面積も大きい．ゆえにジュール熱が発生しにく

く，高電圧の適用が可能である．分離能は引加電圧に比例するため，CE では優れた分離を実

現することができる．CE における分子の移動は，分子固有の電気泳動に加えて電気浸透流

（electroosmotic flow; EOF）31によって駆動される．石英ガラスキャピラリー内壁は，シラノ

ール基（酸解離定数 pKa = 5.3-6.3）で覆われているため，中性から塩基性の溶液中において，

キャピラリー内壁は負電荷を帯びている．これを中和するように溶液中の正電荷イオンがキ

ャピラリー内壁に集まることで，電気二重層というイオンの層が形成される．電気二重層を

形成した状態で高電圧を引加すると，整列した正電荷に引きずられるように溶液全体が陰極

に移動する．この現象を電気浸透流と呼ぶ（図 5）．溶液中の電荷を有する分子の電気泳動移

動速度 vepは以下の式で表される． 

 

vep = μepE , (μep = q/6πηr) … (1) 

 

μepは電気泳動移動度，E は電場強度，q は分子の電荷，π は円周率，η は溶液の粘性率，r は

分子半径を表す．式(1)から，分子の電気泳動移動度は，電場強度と分子の電荷に比例し，溶
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液の粘性率と分子半径に反比例することがわかる． 

また，溶液中の電気浸透流速度 vosmは以下の式で表される 32． 

 

Vosm = μosmE, (μosm = - εζ/η) … (2) 

 

μosmは電気浸透流移動度，E は電場強度，ε は溶液の誘電率，ζ はゼータ電位，η は溶液の粘

性率を表す．(2)式より，電気浸透流速度はゼータ電位に比例する．ゼータ電位はキャピラリ

ー内壁の電気二重層内のすべり面（イオンの固定層と拡散層の界面）における電位であり，

キャピラリー内壁のシラノール基の荷電状態に依存する．実際に，電気浸透流速度は溶液の

pH に大きく依存し，pH7 以上において比較的早い電気浸透流が観測されている 33． 

キャピラリー電気泳動における分子の移動速度 vapは，電気泳動速度 vepと電気浸透流速度

vosmの和であり，(1)，(2)式より以下のように表される． 

 

vap = vep + vosm = (μep + μosm) E … (3) 

 

 pH7 以上の溶液条件下においては，概して電気浸透流速度は電気泳動速度よりも十分に

大きくなるため，(3)式の vap > 0 となる．したがって，CE においては，分子の荷電状態に依

らずにすべての分子が一定方向に泳動されるため，同時に様々な分子を高速で分析すること

が可能である 32． 
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図 5 CE 装置の概略図 

CE 装置は，石英ガラスキャピラリー，高圧電源，電極，検出器（吸光度検出器，蛍光検出器，

電気化学検出器，質量分析器）から基本的に構成される．石英ガラスキャピラリー内壁は，

シラノール基による負電荷を帯びている．これを中和するように溶液中の正電荷イオンがキ

ャピラリー内壁に集まることで，電気二重層というイオンの層が形成される．電気二重層を

形成した状態で高電圧を引加すると，電気浸透流という早い流れによって，分子の荷電状態

に依らずにすべての分子が陰極に向かって移動する．この時の移動速度は，電気泳動速度と

電気浸透流速度の和となる． 
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1.6. キャピラリー電気泳動 SELEX の課題 

 

CE-SELEXは一般的なSELEXと比べて低ラウンド数でアプタマーを獲得することができる

優れた手法である（図）28,34,35．しかしながら，CE-SELEX には以下のような技術的課題があ

ると考えられる． 

まず，アプタマー候補すなわち標的分子/アプタマー複合体分取の不確実性が挙げられる．

標的分子としてタンパク質を選択した場合の例を挙げる．核酸は一般的なタンパク質よりも

負電荷密度が高いため，標的タンパク質と核酸ライブラリーが複合体を形成した場合，負電

荷密度の序列以下のようになる傾向にある． 

 

核酸ライブラリー＞複合体＞標的タンパク質 

 

したがって，項目 1.5 で述べたキャピラリー電気泳動の原理に従えば，移動速度の序列は

以下のようになると考えられる． 

 

標的タンパク質＞複合体＞核酸ライブラリー 

 

核酸は，配列の違いによる電荷密度の差がほとんどないため，核酸ライブラリーは概して

ひとつのピークとして検出される 36．したがって，タンパク質，複合体，核酸ライブラリー

の 3 つのピークが検出されると考えられる．理論上は複合体ピークの領域を分取すればアプ

タマーを得ることができる．しかしながら，非平衡状態の泳動条件下において，複合体を形

成している核酸配列は徐々に標的タンパク質から解離していくため 37，一般に現在の技術で

は検出できないほどの量の複合体しか残らない．MutS（DNA 修復酵素）のような元来 DNA

と相互作用しやすい標的分子であり，かつ蛍光検出器などの高感度の検出器を用いない限り，

初期ラウンドで複合体の検出は難しい 38．ゆえに，標的タンパク質のピークから核酸ライブ
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ラリーのピークの直前までを分取するのが一般的な分取領域の設定法である（図 7）34,39,40．

しかし，この分取領域には泳動途中で解離した結合能が低い核酸配列も多分に含まれている

ため，高親和性の核酸配列のみを濃縮することは難しいと考えられる．実際に，分取領域が

複合体ピークに近いほど，より結合能が優れたアプタマーが獲得されることが報告された 41．  

また，CE-SELEX に適用可能な標的分子には制約がある．上述のように，CE-SELEX では

標的分子と核酸の結合時に生じる CE 移動度の差を利用して，目的のアプタマー候補のみを

分離・分取する．小さな分子を標的とする場合，アプタマーとの結合時の CE 移動度の変化

は小さく，複合体ピークと核酸ライブラリーピークを分離することは極めて困難となる．つ

まり，CE-SELEX における標的分子は，アプタマーとの結合時に大きく CE 移動度が変化す

るような分子である必要がある．  

したがって，CE-SELEX において最も重要な要素である「複合体の確実な検出」と「複合

体の大きな CE 移動度変化」を満たす系は未だ構築されていない． 
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図 6 CE-SELEX の概略図 

参 考 文 献 35 ； Mosing, R. K. & Bowser, M. T. Isolating aptamers using capillary 

electrophoresis-SELEX (CE-SELEX). in Methods in Molecular Biology 535, 33–43 (Humana Press, 

Totowa, NJ, 2009)より引用． 
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図 7  CE-SELEX における一般的な分取領域の設定の例 

参考文献 34；Berezovski, M., Musheev, M., Drabovich, A. & Krylov, S. N. Non-SELEX selection of 

aptamers. J. Am. Chem. Soc. 128, 1410–1411 (2006) より引用． 
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1.7. 本研究の目的 

 

本研究では，血栓塞栓症のより安全な治療薬候補の創出を目的とした．具体的には，新た

な抗凝固剤と，緊急時に薬効を抑制するための特異的中和剤の取得を目的とした．この目的

を達成するために，核酸アプタマーという分子に着目した．アプタマーは抗体に匹敵する標

的分子特異性や親和性をもちながら，非動物由来かつ非組み換えタンパク質であるため，感

染症やアレルギー反応のリスクが低いという特長がある．さらに，抗凝固薬に共通の副作用

である「出血リスク」に備えた中和剤の設計が比較的容易であるという利点がある．しかし

ながら，アプタマーの取得には多大な労力と時間を要するという課題があった． 

したがって，本研究の目的を果たすための第一段階として，高親和性アプタマーの迅速な

獲得技術の確立を試みた．この技術により，血液凝固反応におけるキーエンザイム，すなわ

ちトロンビンを標的としたアプタマー群を迅速に濃縮した．第二段階として，トロンビンの

活性を強力に阻害するアプタマーのスクリーニングと改良をおこなった．最後に，獲得した

抗凝固アプタマーに対する高効率な中和剤を設計した．  
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1.8. 本論文の構成 

 

第 2 章では，独自のアプタマー選抜法であるマイクロ粒子支援型キャピラリー電気泳動

SELEX（microbeads-assisted capillary electrophoresis SELEX; MACE-SELEX）の確立について報

告する．ここでは，従来の CE-SELEX との比較結果を示した．さらに，天然核酸アプタマー

だけではなく，非天然核酸アプタマーに対する MACE-SELEX の適用可能性も検討した． 

第 3 章では，前章で獲得した抗トロンビンアプタマー群の中から，優れた抗凝固活性を有

するもののスクリーニングと配列最適化，抗凝固アプタマーの活性向上のための多価化に関

して報告する．ここでは主に，臨床に進んだ抗凝固アプタマーとの比較結果を示した． 

第 4 章では，前章で同定，最適化した抗凝固アプタマーの安全な投与を目指し，高効率な

中和剤の設計法について報告する．ここでは，トーホールド配列置換反応を中和剤に応用し

た例を示した． 

第 5 章では，総括として上記の研究成果のまとめと今後の展望について述べる． 
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第2章  

微粒子支援型キャピラリー電気泳動による天然・非天然 

核酸アプタマーの高速濃縮法の開発 
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2.1. 序論 

 

 アプタマーとは，分子認識能を有する一本鎖 DNA/RNA のことである．これまでに，金属

イオン 42,43，低分子化合物 44–47，ペプチド 48–52，タンパク質 53–55，細胞 56–58といった多様な分

子種に対して特異的に結合するアプタマーが報告されている．アプタマーは作用機序の類似

性から「化学抗体」と称されるが，標的分子の多様性，化学合成・修飾の容易さ，ロットの

再現性，保存性の高さ，立体構造の可逆性，免疫原生の低さという点において抗体に勝る 59,60．

さらに，相補的な一本鎖 DNA/RNA を添加することで分子捕捉構造を崩せる，すなわち比較

的容易に機能の不活性化が可能という特長がある 19–22．したがって，アプタマーは，より安

価かつ安全な次世代の分子標的薬としての可能性を秘めている． 

実際に，1990 年に初めてアプタマーが報告されてから，いくつかのアプタマー製剤の臨床

開発が進められてきた 61．例えば，血管内皮細胞増殖因子（vascular endotherial growth factor; 

VEGF）を標的とした macugen は，加齢黄斑変性症の治療薬として FDA に認可されている 62．

また血液凝固因子の一つである第Ⅸ因子を標的としたアプタマーとその中和剤（REG1 シス

テム）は臨床試験第 III 相まで進んだ 19,63．さらに，特に重要なアプタマー製剤の標的分子と

して，αトロンビン（以下トロンビン）が挙げられる．トロンビンは血栓形成反応の最下流

にある因子であり 64，その機能亢進によって重篤な血栓塞栓症を引き起こす．これまでに

HD154，NU17265，RE3166，RA3667 等のトロンビンを標的とした抗凝固アプタマーが多数報告

されている．なかでも HD1 と NU172 は，冠動脈バイパス手術時に使用する抗凝固薬として

臨床第 I 相と第 II 相に進んだ実績があるが，未だ上市には至っていない 61．よって，これら

の既存のアプタマーを超える性能をもつ配列が同定できれば新規薬剤候補となりうる． 

しかしながら，アプタマーの取得には多大な労力と時間を要する．アプタマーは，systematic 

evolusion of ligands by exponential enrichment (SELEX) あるいは in vitro selection と呼ばれる人

工的な分子進化工学的アプローチによって獲得される 68,69．SELEX 法の基本工程は，(1) 標的
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分子とランダム核酸ライブラリーの混合，(2) 標的分子に結合するアプタマー候補の分離と抽

出，(3) PCR による結合したアプタマー候補の指数的増幅，(4) 配列解析によるアプタマー候

補配列の同定からなる． (1)-(3)までの手順を 1 ラウンドとすると，一般にアプタマー獲得ま

で 10-20 ラウンドに及ぶ選抜工程を要する 26．アプタマー獲得までの期間と労力を最小化する

ために，上述の各基本工程を改良した SELEX 法が多数報告されている；たとえば(1) 核酸ラ

イブラリーに疎水性官能基や疎水性人工塩基対を導入することによるアプタマーの結合能の

向上 70–75，(2) キャピラリー電気泳動（CE）やマイクロ流路の適用によるアプタマー候補の

分離効率向上 28,76–83，(3) エマルジョン PCR の導入による配列依存的な PCR 増幅バイアスの

抑制 84，(4) 次世代（ハイスループット）シーケンサーを適用による解析可能な配列数の拡大

といった工夫によって 85–88，SELEXの成功率向上や必要ラウンド数の最小化がなされて来た． 

上述 (2) の「アプタマー候補配列の分離効率の向上」は，特にアプタマーの濃縮効率に直

結する要素である．数ある SELEX 法のなかで，CE-SELEX は最も優れた分離性能を誇るアプ

タマー選抜法の一つであるが，いくつか技術的な課題がある．一つはアプタマー候補分取の不

確実性が挙げられる．CE-SELEX は，結合前後の CE 移動度変化を利用してターゲット/アプタ

マー複合体（以下，複合体）のみを分取する手法である. 実際は，内径 10-100 nm ほどの細い

キャピラリーを通るわずかな複合体の検出は困難である．よって，核酸は一般的なタンパク

質よりも負電荷密度が高く，複合体は核酸分子単独よりも負電荷密度が下がる，すなわち溶

出が早くなるという仮定のもと，一般には図 7のように広い分取領域を設定する 34,39,40．しか

し，この分取領域は途中で解離した結合が弱いあるいは非結合性の配列も含むため，優れた

アプタマーのみを濃縮することが困難であると考えられる．実際に，分取領域が複合体ピー

クに近いほど，より高親和性のアプタマーが濃縮されることが報告されている 41．もう一つ

の課題として，CE-SELEX に適用可能な標的分子の制約が挙げられる．上述のように結合時

に生じる CE 移動度の差を利用して，目的のアプタマー候補のみを分離・分取する．つまり，

CE-SELEX における標的分子は，核酸との結合時に大きく CE 移動度が変化するような分子

に限られる．以上から，CE-SELEX で高親和性アプタマーを迅速に濃縮するには，「複合体の
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正確な検出」と「複合体形成時の大きな CE 移動度シフト」の両方を満たす必要があるとい

える． 

 

 本章では，新規抗凝固アプタマー薬剤を獲得するための第一段階として，上述の CE-SELEX

の課題である「複合体の正確な検出」と「複合体形成時の大きな CE 移動度シフト」を同時

に満たす，高親和性アプタマーの高速選抜法の開発について報告する．本研究で開発したマ

イクロ粒子支援型キャピラリー電気泳動 SELEX（microbeads-assisted capillary electrophoresis 

SELEX; MACE-SELEX）では， 核酸ライブラリーと標的分子固定化マイクロ粒子（直径 1 µm）

の混合溶液を CE によって直接分離する． これにより，複合体はマイクロ粒子の光散乱由来

の吸光度変化によって高感度に検出を可能にした．さらに，マイクロ粒子と非結合核酸ライ

ブラリーの移動度には十分な差があり，複合体の確実な CE 分離・分取を可能にした．結果

として，CE-SELEX と比較して，MACE-SELEX ではより高い親和性の抗トロンビンアプタマ

ー群を低ラウンド数で十分に濃縮することに成功した．さらに，MACE-SELEX は非天然塩基

アプタマーの取得技術にも応用可能であることを示した． 
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2.2. 実験方法 

 

2.2.1. 試薬リスト  

Thrombin from human plasma (Sigma-Aldrich, USA) 

Apo-transferrin (Sigma-Aldrich, USA) 

Bovine serum albumin (BSA; Wako, Japan) 

Oligo DNAs (Sigma-Aldrich, USA) 

2-Morpholinoethanesulfonic acid (MES; Wako, Japan) 

1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimido hydrochloride (EDC; Wako, Japan) 

Dulbecco’s PBS (-) (PBS; Wako, Japan) 

10% tween 20 solution (Bio-Rad Laboratories, USA) 

Tris(hydroxymethyl)aminomethane (Tris; Wako, Japan) 

Hydrochloric acid (HCl; Wako, Japan) 

1 M sodium chloride solution (NaCl; Wako, Japan) 

1 M magnesium chloride solution (MgCl2; Wako, Japan) 

1 M sodium hydroxide solution (NaOH; Agilent Technologies, USA) 

0.5 M borate buffer at pH 8.5±0.2 (Polyscience, USA) 

PrimeSTAR HS (Takara Bio, Japan) 

Ethylenediamine-N,N,N’,N’-tetraacetic acid (EDTA) disodium salt dihydrate (Wako, Japan) 

Boric acid (Wako, Japan) 

37.5:1 (40%, w/v) acrylamide/bis solution, 2.6% C (Serva Electrophoresis, Germany) 

Ammonium persulphate (APS; Bio-Rad Laboratories, USA) 

N,N,N’,N’-tetramethylethylene (TEMED; Bio-Rad Laboratories, USA) 

Acetic acid (Wako, Japan) 

Sodium Acetic acid (Wako, Japan) 

1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimidehydrochloride (EDC; GE healthcare, UK) 

N-Hydroxysuccinimide (NHS; GE healthcare, UK) 
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1.0 M Ethanolamine-HCl pH 8.5 (GE healthcare, UK) 

Loading buffer (Wako, Japan) 

25 bp DNA step ladder (Wako, Japan) 

GelStar (Lonza, Switzerland) 

 

2.2.2. トロンビン固定化マイクロ粒子の調製 

表面にカルボキシ基を有する磁性マイクロ粒子（Dynabeads MyOneTM Carboxylic Acid, 1 μm 

diameter; Invitrogen, USA）を担体として，標的タンパク質であるトロンビンをアミンカップリ

ングにより固定化した．まず，マイクロ粒子溶液（10 mg/ml）をボルテックスミキサー（Present 

Mixer 2011; TAITEC, Japan）により 30 秒間攪拌し，50 μl ずつ 2 本の 1.5 ml チューブに移して

マグネットスタンド（Takara Bio, Japan）に 2 分間静置後，上清を除去した．各チューブに 15 

mM MES buffer (pH 6.0)を 1 ml ずつ加え，ボルテックスミキサー（Present Mixer 2011; TAITEC, 

Japan）により 5-10 秒間攪拌した．マグネットスタンド（Takara Bio, Japan）にチューブを 2

分間静置後，上清を除去した．再度 1 ml の 15 mM MES buffer (pH 6.0)を添加し，5-10 秒間攪

拌後に上清を除去した．100 μl の 15 mM MES buffer (pH 6.0)をずつ添加し，ボルテックスミキ

サー（Present Mixer 2011; TAITEC, Japan）により 5-10 秒間攪拌した．さらに 10 mg/ml EDC 水

溶液を 100 μl ずつ添加し，ローテーター（Intelli-MixerTM RM-2; ELMI, Latvia）を用いて室温

で 30 分間攪拌しながらインキュベートした．マグネットスタンド（Takara Bio, Japan）に 2

分間静置後，上清を除去した．15 mM MES バッファーで調製した 200 µl の 3.2 µM トロンビ

ン溶液を，一方のチューブに直ちに添加した．もう一方のチューブには，比較のために 15 mM 

MES バッファーを 200 μl 添加した．ローテーター（Intelli-MixerTM RM-2; ELMI, Latvia）で攪

拌しながら 3 時間以上室温でインキュベートし，カップリング反応を完了させた．マグネッ

トスタンド（Takara Bio, Japan）に 2 分間静置した後，上清を除去した．Nanodrop 2000 (Thermo 

Fisher Scientific, USA)を用いて上清中の未反応トロンビン濃度を測定することで固定量を推

定した．1 ml の PBS-T (PBS，0.05% v/v tween20)を添加し，ローテーター（Intelli-MixerTM RM-2; 
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ELMI, Latvia）を用いて 10 分間室温で攪拌することでマイクロ粒子を洗浄した．PBS-T によ

る洗浄は計 3 回繰り返した．最後にサンプルバッファー[20 mM Tris-HCl (pH 7.4), 10mM NaCl, 

1 mM MgCl2, 0.01% v/v tween20]を 50 μl 添加し，10 mg/ml の磁性粒子ストック溶液として 4℃

で保存した． 

 

2.2.3. PCR による分取サンプルの増幅 

 1.5 ml チューブに PrimeSTAR HS を 400 μl，超純水を 192 μl，4 μM の forward primer（表 1）

を 80 μl，4 μM の 5′- biotinylated reverse primer（表 1）を 80 μl 混合し，8 つの 200μl PCR チュ

ーブに 94 μl ずつ分注した．6 つのチューブに分取サンプルを 6 μl ずつ添加し，残りの 2 つの

チューブにはポジティブ及びネガティブコントロールとして 1-10 pM ssDNA ライブラリーと

超純水をそれぞれ 6 μl ずつ添加した．サーマルサイクラー（Takara Bio, Japan）を用いて，始

めに 94℃で 1 分間加熱した後，「94℃/15 s，55℃/5 s，72℃/20 s」という操作を 23-28 回繰り

返した．PCR 終了後は，ポリアクリルアミドゲル電気泳動（Polyacrylamide gel electrophoresis, 

PAGE）によって目的のサイズの DNA が増幅されているかどうかを調べた．適当なサイズの

ビーカーに 40%アクリルアミドゲル溶液を 2 ml，5 × TBE buffer を 2 ml，超純水を 5.8 ml，10% 

w/v APS 溶液を 200 μl，TEMED を 5 μl 順番に混ぜながら加えた後，ゲル作成用ガラス版セッ

ト（ゲルの厚さ 1 mm）の中に注ぎ，コームを挿して室温で 30 分以上静置することで，8%ポ

リアクリルアミドゲルを作製した．電気泳動装置にゲルをセットして 1 × TBE buffer で満たし

た後，PCR 産物と loading buffer を 1:1 の割合で混合した溶液を，1 μl ずつ各ウェルに添加し

た．同様にして，25 bp DNA step ladder を添加した．50 mA 負荷で 18 分間の電気泳動をおこ

なった．100 ml の 1 × TBE buffer に GelStar を 5 μl 加えて染色液とした．電気泳動後のゲルを

染色液に浸し，10 分間振盪した．UV 照射器（Digi-Gel Shot; Takara Bio, Japan）によって，染

色後の DNA のバンドを検出した． 
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2.2.4. PCR 産物の精製と一本鎖化 

 Fast Gene Gel/PCR Extraction Kit (NIPPON Genetics, Japan)を用いたカラム精製によって，

PCR 産物から残存プライマーやプライマーダイマー等の副産物を除いた．操作は付属のプロ

トコルに従った．100 × 6 μl（計 600 μl）の PCR 産物は，精製後に 30 × 6 μl（計 180 μl）の tris-EDTA 

(pH 8.0) バッファーによって溶出した．次に，ストレプトアビジン固定化磁性粒子である

magnosphere MS300/Streptavidin（Invitrogen, USA）を用いて，DNA を一本鎖化した．磁性粒

子溶液をボルテックスミキサー（Present Mixer 2011; TAITEC, Japan）によって 15-30 秒間懸濁

し，5 μl を 1.5 ml チューブに移した．マグネットスタンド（Takara Bio, Japan）に 1 分間静置

後，上清を除いた．200μlの 1 × binding buffer [10 mM Tris-HCl (pH 7.4), 0.5 mM EDTA, 1 M NaCl, 

0.05 % Tween20]を添加し，5 秒間ボルテックスミキサー（Present Mixer 2011; TAITEC, Japan）

によって懸濁した．マグネットスタンド（Takara Bio, Japan）に 1 分間静置後，上清を除いた．

再度 1 × binding buffer によって磁性粒子を洗浄後，180μl の 2 × binding buffer [20 mM Tris-HCl 

(pH 7.4) , 1 mM EDTA, 2 M NaCl, 0.1 % Tween20]と 180 μl の精製 PCR 産物を添加し，ローテー

ターで 20 分間攪拌しながらインキュベートした．マグネットスタンド（Takara Bio, Japan）に

1 分間静置後，上清を除いた．1 × binding buffer による洗浄操作を 3 回，2 × binding buffer に

よる洗浄を 1 回おこなった．直前に調整しておいた 0.1 M NaOH を 50 μl 添加し，10-15 回ゆ

っくりとピペッティングした後，4 分間室温で静置した．マグネットスタンド（Takara Bio, 

Japan）に 2 分間静置した後，上静を透析チューブ（Xpress Micro Dialyzer MD100, 100μl, MWCO 

6-8kDa; Scienova, Germany）に移し，1 ml のサンプルバッファーが入った 2ml チューブに浸

して 30 分間室温で静置した．30 分毎にサンプルバッファーを計 3 回交換して，計 2 時間透

析した．透析チューブから新しいチューブに ssDNA 溶液を移し，次のセレクションあるいは

配列解析まで 4℃で保存した． 

 

2.2.5. 次世代シーケンサーによる配列解析 

 Ion PGM system (Life technologies, USA)を用いた配列解析では，まずエマルジョン PCR によ
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って油中水滴エマルジョン内で解析する DNA をビーズ上でモノクローナルに増幅する．モノ

クローナルに増幅された DNA を有する各々のビーズは，半導体チップ内のウェルにロードさ

れ，1 種類ずつ添加される dNTP を消費して DNA ポリメラーゼによる伸長反応が起こる．伸

長反応の際のプロトンの放出によって生じる pH 変化を検出することで，塩基配列が読まれる．

つまり，配列解析のためには，エマルジョン PCR の際にビーズ上に目的配列を捕捉するため

のアダプター配列と，伸長反応に必要な sequencing primer と相補的な配列，さらに複数のサ

ンプルを識別するためのバーコード配列を，読みたい配列に付加する必要があった．したが

って，tag_primer_F と tag_primer_R（表 1）を用いた PCR により必要な配列を付加した．PCR

溶液は，PrimeSTAR HS を 10 μl，超純水を 4 μl，0.3 μM tag_primer_F を 2 μl，0.3 μM tag_primer_R

を 2 μl，1-3 nM ssDNA ライブラリー（ラウンド毎に精製したもの）を 2 μl ずつ混合して調製

した．サーマルサイクラー（Takara Bio Inc., Japan）を用いて，始めに 94℃で 1 分間加熱した

後，「94℃/15 s，66℃/5 s，72℃/20 s」という操作を 13-14 回繰り返した後，PAGE によって目

的のサイズの DNA が増幅されているかを確認した．tag_primer_F (63 mer)と tag_primer_R (43 

mer)は長さ（Tm 値）が異なるため，増幅効率はよくない．したがって，十分な量の DNA サ

ンプルを得るために，得られた PCR 産物をテンプレートとして更なる PCR をおこなった．

tag_primer_F_short, tag_primer_R_short（表 1）という短いプライマーを用いた．PCR 溶液は，

PrimeSTAR HS を 25 μl，超純水を 10 μl，5 μM tag_primer_F_short を 5 μl，5 μM tag_primer_R

を 5 μl，10-20 倍希釈 PCR 産物（tag_primer_F と tag_primer_R によって増幅したもの）を 5 μl

ずつ混合して調製した．サーマルサイクラー（Takara Bio, Japan）を用いて，始めに 94℃で 1

分間加熱した後，「94℃/ 15 s，55℃/ 5 s，72℃/ 20 s」という操作を 10-11 回繰り返した後，PAGE

によって目的のサイズの DNA が増幅されているかを確認した．Fast Gene Gel/PCR Extraction 

Kit（NIPPON Genetics, Japan）によって，PCR 産物のカラム精製をおこなった．すべてのサン

プルは 26 pM に希釈し，Ion OneTouchTM 2 system (Life technologies, USA)と Ion PGM Template 

OT2 200 Kit (Life technologies, USA)を用いてエマルジョン PCR とビーズ精製をおこなった．

操作は付属のプロトコル(Publication Number MAN0007220, Rev.5.0) に従った．エマルジョン
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PCR 後の精製ビーズを用いて，Ion PGM system (Life technologies, USA)と半導体チップ Ion 314 

chip と Ion 318 chip (Life technologies, USA)，Ion PGM Sequencing 200 Kit v2 (Life technologies, 

USA)を用いた配列解析をおこなった．操作は付属のプロトコル (Publication Number 

MAN0007273, Rev.3.0)に従った．シーケンスデータは FASTAQ ファイルとして出力し，CLC 

Genomics Workbench (CLC bio, Denmark)で DNA ライブラリーの固定配列を除き，28-32 mer

のランダム配列のみを抽出した．さらに重複配列のカウント数を調べた． 

 

2.2.6. 表面プラズモン共鳴（Surface plasmon resonance, SPR）法による相互作用解析 

Biacore X100 (GE healthcare, UK)を用いて，トロンビンとアプタマーの相互作用解析をおこ

なった．サンプル・ランニングバッファーとして，HBS-P buffer [10 mM HEPES (pH = 7.4) 150 

mM NaCl, 0.05 % v/v surfactant P20](GE healthcare Co., Little Chalfont, UK)を用いた．カルボキシ

メチルデキストラン修飾された CM5 sensor chip (GE healthcare Co., Little Chalfont, UK)を流路

にセットし，10 μl/ min の流速で EDC/NHS 溶液を 7 分間流し，センサーチップ上のカルボキ

シ基を活性化した．10 mM acetic acid/sodium acetate buffer, pH 6.0 で希釈した 10-20 μg/ ml トロ

ンビン溶液を 7 分間流した．最後に 1.0 M ethanolamine-HCl (pH 8.5)を 7 分間流してカップリ

ング反応を完了させた．1300-3800 RU の範囲のトロンビン固定化量で測定した．アプタマー

を，サンプルバッファーを用いて 2-4 μM に希釈し，サーマルサイクラー(Takara Bio Inc., Japan)

を用いて 95℃で 2 分間加熱した後，0.1℃/s の速さで 25℃まで冷却することアニーリングし

た．アニーリング後，サンプルバッファーで希釈系列を調整した．測定中は 10-30 μl/ min の

流速でサンプルを流した．再生溶液として，1 M NaCl 溶液を用いた．1 M NaCl 溶液で再生で

きなかったアプタマーについては，シングルカイネティクスモード（途中に再生の工程をは

さまない）で測定し，それ以外はマルチカイネティクスモードで測定した．Biacore X100 

evaluation software (GE healthcare Little Chalfont, UK)を用いて，解離定数を算出した． 
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2.2.7. アプタマーの特異性評価 

Agilent 7100 (Agilent technologies Inc., CA, USA)を用いた．キャピラリーは長さ 49.7 cm，有

効長 41.5 cm の 50 μm 内径バブルセルフューズドシリカキャピラリー（Agilent technologies, 

USA）を用いた．インレット側（注入口，陽電極側）とアウトレット側（溶出口，陰極側）

の電極の間から，等しい長さのキャピラリーが出るようにキャピラリーをカセットにセット

した．カセット内の温度は 25℃に設定した．前処理のために 0.1 M NaOH 水溶液を約 1 bar

の圧力適用によって 10 分間流した．同様に，泳動バッファー[100 mM borate (pH 8.5)]を 10 分

間流した．タンパク質とアプタマーは，サンプルバッファー[20 mM Tris-HCl (pH 7.4), 10 mM 

NaCl, 1 mM MgCl2, 0.01% v/v tween20]で溶解または希釈した．アニーリングのためにサーマル

サイクラー（Takara Bio, Japan）によってアプタマー溶液を 95℃で 2 分間加熱した後，0.1℃/s

の速さで 25℃まで冷却した．アニーリング後，サンプルバッファーで調製したトロンビン溶

液，アポトランスフェリン，あるいはウシ血清アルブミンと各アプタマーを混合し，30 分間

室温（25℃）でインキュベートした．タンパク質の終濃度は 1 µM，アプタマーの終濃度は

0.5 μM とした．ターゲット/アプタマー混合溶液は，圧力適用によりキャピラリーのインレッ

ト側から注入した．注入量は，20 nl と予測された．50 μl の泳動バッファーが入ったバイアル

をインレット側（注入口，陽極側）とアウトレット側（溶出口，陰極側）両方にセットし，

30 kV の定電圧を引加した．電気泳動中は，ダイオードアレイ検出器によって 195，260，280，

550 nm における吸光度を経時的に測定した． 

  

2.2.8. アプタマーのキャピラリー壁への吸着評価 

蛍光検出器付きの Agilent 7100 (CE-LIF, Agilent technologies Inc., CA, USA)を用いた．キャピ

ラリーは長さ 30.2 cm，有効長 20.0 cm の 50 μm 内径 CEP コーティングキャピラリー（Agilent 

technologies, USA）を用いた．コーティングキャピラリーを用いると電気浸透流は抑制される

ため，フューズドシリカキャピラリーを用いた系の電極の向きを反転させた．インレット側

（注入口，陰極側）とアウトレット側（溶出口，陽極側）の電極の間から，等しい長さのキ
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ャピラリーが出るようにキャピラリーをカセットにセットした．カセット内の温度は 25℃に

設定した．前処理のために泳動バッファー[10 mM phosphoric acid, 5 mM KCl (pH = 7.7)]を 10

分間流した．タンパク質とアプタマーは，サンプルバッファー[10 mM phosphoric acid, 5 mM 

KCl (pH = 7.7)]で溶解または希釈した．アニーリングのためにサーマルサイクラー（Takara Bio, 

Japan）によってアプタマー溶液を 95℃で 2 分間加熱した後，0.1℃/ s の速さで 25℃まで冷却

した．アニーリング後，サンプルバッファーで調製したトロンビン溶液と 5′末端を

6-carboxy-fluorescein (6-FAM)で修飾した各アプタマーを混合し，30 分間室温（25℃）でイン

キュベートした．タンパク質の終濃度は 200 nM，アプタマーの終濃度は 100 nM とした．タ

ーゲット/アプタマー混合溶液は，圧力適用によりインレット側から注入した．注入量は，50 

nl と予測された．50 μl の泳動バッファーが入ったバイアルをインレット側（注入口，陰極側）

とアウトレット側（溶出口，陽極側）両方にセットし，-10 kV の定電圧を引加した． 

 

2.2.9. 統計解析 

マイクロ粒子の CE 検出時間，アプタマーのトロンビンに対する解離定数，トロンビン/アプタマ

ー複合体の CE 検出時間は，最低 3 回繰り返し測定した値の平均値±標準誤差で示した．また，

CE-SELEX と MACE-SELEX 各手法で獲得したアプタマー群の複合体 CE 移動度の標準偏差を

一元配置分散分析法によって算出した． 
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表 1 オリゴ DNA 配列表 

ID 配列（5’→3’） 

ssDNA ライブラリー AGCAGCACAGAGGTCAGATG-N(30)-CCTATGCGTGCTACCGTGAA 

forward primer AGCAGCACAGAGGTCAGATG 

5′-biotinylated reverse primer Biotin-TTCACGGTAGCACGCATAGG 

tag_primer_F1 
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCTAAGGTAACGATAG

CAGCACAGAGGTCAGATG 

tag_primer_F2 
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTAAGGAGAACGATA

GCAGCACAGAGGTCAGATG 

tag_primer_F3 
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGAAGAGGATTCGATAG

CAGCACAGAGGTCAGATG 

tag_primer_F4 
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTACCAAGATCGATAG

CAGCACAGAGGTCAGATG 

tag_primer_F5 
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCAGAAGGAACGATA

GCAGCACAGAGGTCAGATG 

tag_primer_F6 
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCTGCAAGTTCGATAG

CAGCACAGAGGTCAGATG 

tag_primer_F7 
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTTCGTGATTCGATAG

CAGCACAGAGGTCAGATG 

tag_primer_F8 
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTTCCGATAACGATAG

CAGCACAGAGGTCAGATG 

tag_primer_F9 
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTGAGCGGAACGATAG

CAGCACAGAGGTCAGATG 

tag_primer_F10 
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCTGACCGAACGATAG

CAGCACAGAGGTCAGATG 

tag_primer_R CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATTTCACGGTAGCACGCATAGG 

tag_primer_F_short CCATCTCATCCCTGCGTGTC 

tag_primer_R_short CCTCTCTATGGGCAGTCGGT 
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2.3. 結果と考察 

 

2.3.1. MACE 分離による抗トロンビンアプタマー候補配列の濃縮 

本研究の目的は，血液凝固カスケードの最下流に位置するトロンビンを標的とした新たな

抗凝固アプタマー製剤の獲得である．そのために，まずは薬剤候補となりうる高親和性のア

プタマー群を効率的に取得する必要がある．アプタマー選抜法の第一選択肢として

CE-SELEX が挙げられるが，序論で述べたように技術的制約が多く CE の分離性能を十分に

発揮できていない．もしこの制約をクリアできれば，抗トロンビンアプタマー候補群の迅速

な濃縮のみならず，他のターゲットに対しても応用できる堅牢なアプタマー取得基盤の確立

につながると考えた． 

図  8 に本研究で開発したマイクロ粒子支援型キャピラリー電気泳動 SELEX

（microbeads-assisted capillary electrophoresis SELEX; MACE-SELEX）の概略図を示す．

MACE-SELEX の工程は，(1) 核酸ライブラリーとターゲット固定化マイクロ粒子（直径 1 µm）

の混合，(2) CE によるマイクロ粒子すなわちターゲット/アプタマー複合体の非結合性核酸ラ

イブラリーからの分離と分取，(3) 分取したアプタマー候補の PCR による増幅，(4) 一本鎖化

による核酸ライブラリーの再構成といった一連の操作を繰り返すことで，アプタマー候補配

列を濃縮する．この MACE-SELEX の性能を評価するために，従来型の CE-SELEX による選

抜も並行しておこなった． 

はじめに，ターゲットであるトロンビンをマイクロ粒子に固定した．核酸ライブラリー非

特異的な相互作用を抑制するために，表面が負電荷のカルボキシ基で覆われたマイクロ粒子

（Dynabeads MyOneTM Carboxylic Acid, 1 μm diameter; Invitrogen, USA）を担体として使用した．

EDC を用いたアミンカップリング法により，トロンビン内の一級アミンを介してマイクロ粒

子に固定した結果，トロンビン固定化反応の前後でマイクロ粒子の CE 移動度が変化した（図 9）．

この CE 移動度の変化はトロンビン分子の固定化量に依存するということが分かった（図 10）．
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これは，カルボキシ基がアミド結合に変化したことで粒子表面の電荷密度が低下，すなわち

粒子表面のゼータ電位が変化したためであると考えられえる．したがって，CE 移動度変化の

観測により，トロンビンが粒子上に固定化されていることを確認した． 

次に，マイクロ粒子に対する核酸ライブラリーの非特異的な相互作用の有無を調べた．ト

ロンビン固定化マイクロ粒子と非固定化マイクロ粒子をそれぞれ核酸ライブラリーと混合し，

CE によって粒子由来のピーク範囲を分取した（図 9C, D）．それぞれの分取サンプル中に含

まれる ssDNA 量を，PCR 増幅後の PAGE によって間接的に比較した．結果，レーン I のトロ

ンビン非固定化マイクロ粒子の分取サンプル由来の DNA バンドはほとんど検出されなかっ

たのに対し，レーン II のトロンビン固定化マイクロ粒子のものではバンドが検出された（図 

11）．以上の結果から，核酸ライブラリーとマイクロ粒子はほとんど非特異的な相互作用をし

ないことを確認した． 

ターゲット分子や核酸ライブラリー濃度，バッファー組成等の実験条件を統一し，

CE-SELEX と MACE-SELEX によるアプタマー候補の分離と濃縮を開始した．CE 分離におい

ては，核酸ライブラリー由来のピークがおよそ t = 11.6 min に検出されたが，目的の複合体を

検出することはできなかった（図 12A）．したがって，先行研究にならい，核酸ライブラリー

ピークの直前までの広い範囲（t = 6.0-10.9 min）を分取した（図 12A）34,39,40．一方 MACE 分

離においては，マイクロ粒子，すなわち複合体由来のピークが高感度に検出された（図 12B）．

この粒子由来のピーク範囲のみ(t = 6.8-7.8 min)を正確に分取することで，解離が早く親和性の

低い核酸を排除できると仮定した． 
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図 8 マイクロ粒子支援型キャピラリー電気泳動 SELEX（microbeads-assisted capillary 

electrophoresis systematic evolution of ligands by exponential enrichment; 

MACE-SELEX）の概略図 
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図 9 マイクロ粒子と DNA ライブラリーの MACE 分離における電気泳動フェログラム 

注入サンプル：（A）トロンビン非固定ビーズ，（B）トロンビン固定化ビーズ，（C）トロンビ

ン非固定マイクロ粒子と ssDNA ライブラリーの混合溶液，（D）トロンビン固定化マイクロ

粒子と ssDNA ライブラリーの混合溶液．注入量：(A, B) 32 nL, (C,D) 65 nL．終濃度：[マイ

クロ粒子] = 1.0 mg/mL (7-9 × 108 beads/mL); [トロンビン] = 1 µM，[ssDNA ライブラリー]

＝10 µM．サンプルバッファー組成： 20 mM Tris-HCl (pH = 7.4), 10 mM NaCl, 1 mM 

MgCl2．泳動バッファー組成: 100 mM borate (pH = 8.5)． 



40 

 

 

  

図 10 トロンビン固定後のマイクロ粒子の CE 移動度変化 

（A）異なる濃度のトロンビンを固定化した時のマイクロ粒子の CE フェログラム．（B）マ

イクロ粒子の検出時間のプロット（mean ± SE, n=3）．注入量：32 nL, 終濃度：[マイクロ

粒子] = 1.0 mg/mL (7-9 × 108 beads/mL)，サンプルバッファー組成： 20 mM Tris-HCl (pH 

= 7.4), 10 mM NaCl, 1 mM MgCl2，泳動バッファー組成: 100 mM borate (pH = 8.5)． 



41 

 

 

 

 

 

  

図 11 MACE 分離によって回収した ssDNA サンプルの PCR産物のポリアクリルアミド電

気泳動 

テンプレート：（レーン I）図 9C のトロンビン非固定マイクロ粒子ピーク領域の分取サンプ

ル，（レーン II）図 9D のトロンビン固定化マイクロ粒子ピーク領域の分取サンプル，（レー

ン P）ポジティブコントロールとして 10pM ssDNA ライブラリー，（レーン N）ネガティブ

コントロールとして超純水．レーン M にはマーカーとして 25 bp DNA step ladder をアプラ

イした．矢印は目的 PCR 産物を示す． 
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図 12 CE-SELEX と MACE-SELEX におけるアプタマー候補 ssDNA の分取領域 

泳動サンプル：（A）ssDNA ライブラリーとトロンビンの混合溶液．（B）ssDNA ライブラリ

ーとトロンビン固定化マイクロ粒子の混合溶液．終濃度：[マイクロ粒子]＝0.1 mg/mL = 7-9 × 

107 beads/mL ，[トロンビン]＝200 nM，[ssDNA ライブラリー]＝10 µM．分取領域：（A）

CE-SELEX＝6.0-10.9 min，（B）MACE-SELEX＝6.8-7.8 min．サンプルバッファー組成： 

20 mM Tris-HCl (pH = 7.4), 10 mM NaCl, 1 mM MgCl2．泳動バッファー組成: 100 mM 

borate (pH = 8.5)． 
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2.3.2. 抗トロンビンアプタマー候補の配列解析 

 計 3ラウンドの CE-SELEXとMACE-SELEX で得られたそれぞれのアプタマー候補配列を，

ハイスループットシークエンサー（Ion PGM system, Life technologies, USA）によって解析し

た．ラウンド毎におよそ 90000-800000 配列を読むことに成功した．サンプル間のリード数の

ばらつきを補正するため，存在率を下式(6)のように定義して算出した． 

 

存在率＝（各配列のカウント数/総リード数）×100（%）… (6) 

 

一般的に，存在率が高い，すなわち濃縮されている配列ほど親和性が優れているアプタマー

である可能性が高い．そこで，各選抜法で得られた最終 3 ラウンド後のアプタマー候補配列

のうち，存在率が上位 10 個の配列について解析を進めることにした．配列名を，C01-10

（CE-SELEX で獲得），M01-10（MACE-SELEX で獲得）とした．表 2 は各選抜法で得られた

上位 10 配列と存在率を示す．これらの配列と，最もよく知られている既報の抗トロンビンア

プタマーHD154と HD2289を比較したところ，M04 と M05 は HD22 と非常に類似した配列を含

むことが分かった（図 13）．それ以外の配列で特に既報のアプタマーと類似した配列はなか

ったが，HD1 や HD22 と同様にグアニン（G）リッチであるという共通点があった．また，

各選抜法で最も濃縮されていた配列の存在率は，CE-SELEX が 0.16%，MACE-SELEX が 43%

であった（表 2）．Bowser らの CE-SELEX を用いた抗 VEGF アプタマーの取得に関する報告

によれば，4 ラウンド目終了時点で存在率は最大 0.8%程度であり 83，本研究の CE-SELEX で

得られた結果と同等のオーダーである．一方，MACE-SELEX による選抜で得られた上位配列

の存在率に関しては，CE-SELEX で得られたものと比べて 200 倍以上高い値を示しており，

先行研究とは異なる濃縮傾向を示していた点は興味深い．MACE-SELEX において高い濃縮が

得られた原因としては，分取領域の違いが考えられる．CE-SELEX の分取領域には標的分子

と結合している ssDNA に加え，途中で解離した比較的結合能の低い配列が含まれる 36．すな

わち，多様な結合特性をもつ配列が一度に分取されやすい．一方で，MACE-SELEX の分取領
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域は複合体のみが存在する限定的な領域であり，理論上は途中で解離した比較的結合能が低

い配列は分取され難い．ゆえに，MACE-SELEX では特定の配列が濃縮されやすい条件である

と考察した．  
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表 2 3 ラウンドの CE-SELEX と MACE-SELEX で獲得された存在率上位 10 配列 

 

 

 

  

 ID 配列 (5’ → 3’，下線部ｊはランダム領域) 存在率 (%) 

C
E

-S
E

L
E

X
 

C01 AGCAGCACAGAGGTCAGATGGTTTGGGTGGTTAGGTGTTGACCTGGGATGCCTATGCGTGCTACCGTGAA 0.16 

C02 AGCAGCACAGAGGTCAGATGGAGTCGGGTGGCTATTGGGTATGGACCGTGCCTATGCGTGCTACCGTGAA 0.16 

C03 AGCAGCACAGAGGTCAGATGGATGGTGTAGGTTGGGAGAGGCTCAGTGCCCCTATGCGTGCTACCGTGAA 0.064 

C04 AGCAGCACAGAGGTCAGATGTTGGTGGGGTGGCTTTGGGTATTTACTTGGCCTATGCGTGCTACCGTGAA 0.047 

C05 AGCAGCACAGAGGTCAGATGGTGGATTTGGGTGGATTGGTATGAACTGACCCTATGCGTGCTACCGTGAA 0.043 

C06 AGCAGCACAGAGGTCAGATGGTTGGGTAGGGTTGGATAGGGGCAAGTAGACCTATGCGTGCTACCGTGAA 0.043 

C07 AGCAGCACAGAGGTCAGATGGTGTACTATTATGGTGTGGTTGGTATGGTTCCTATGCGTGCTACCGTGAA 0.042 

C08 AGCAGCACAGAGGTCAGATGGGTTGGGTGGTGTGGGTAGTGATCCCTGTGCCTATGCGTGCTACCGTGAA 0.037 

C09 AGCAGCACAGAGGTCAGATGTGGATTGGTTGGATTGGGGGTGTGACTGTGCCTATGCGTGCTACCGTGAA 0.033 

C10 AGCAGCACAGAGGTCAGATGTCGGGTTGGATTGGTTGGCTTAAACTATGTCCTATGCGTGCTACCGTGAA 0.022 

M
A

C
E

-S
E

L
E

X
 

M01 AGCAGCACAGAGGTCAGATGTTAGGGTTGGGAGGGTGGCTGACTAATGTACCTATGCGTGCTACCGTGAA 43 

M02 AGCAGCACAGAGGTCAGATGAAGAGGGTGGAGTGGTTGGCTTCACAATGGCCTATGCGTGCTACCGTGAA 19 

M03 AGCAGCACAGAGGTCAGATGGTGGTCGGGGTGGTGGGATGAGGGTTCTGACCTATGCGTGCTACCGTGAA 7.1 

M04 AGCAGCACAGAGGTCAGATGGCGTGGTAGGGCAGGTTGGGGTCCATGTTGCCTATGCGTGCTACCGTGAA 4.0 

M05 AGCAGCACAGAGGTCAGATGGCCGTGGTAGGGTAGGTTGGGGTGCCATGACCTATGCGTGCTACCGTGAA 2.1 

M06 AGCAGCACAGAGGTCAGATGATGGAGGTTGGTCGGGTGGGCAATCATTCTCCTATGCGTGCTACCGTGAA 1.7 

M07 AGCAGCACAGAGGTCAGATGTTAGGGGTTGGGAGGGTGGCTGACTAATGTACCTATGCGTGCTACCGTGAA 1.7 

M08 AGCAGCACAGAGGTCAGATGATGGGGATGGGGGGTTGGAGGAATGGATGACCTATGCGTGCTACCGTGAA 0.84 

M09 AGCAGCACAGAGGTCAGATGGGGTTGGATTGGGTGGCGGTGTGAACTATGCCTATGCGTGCTACCGTGAA 0.60 

M10 AGCAGCACAGAGGTCAGATGAGCGGGGTTGGGGGGGGTGGAGGAGCTCGTTCCTATGCGTGCTACCGTGAA 0.54 
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10_C10          ------------TCGGGTTGGATTGGTTGGCT---TAAACTATGT------------- 

19_M09          --------------GGGTTGGATTGGGTGGCGGTGTGAACTATG-------------- 

11_M01          -----------TTAGGG-TTGGGAGGGTGGCTGACTAATGTA---------------- 

17_M07          -----------TTAGGGGTTGGGAGGGTGGCTGACTAATGTA---------------- 

12_M02          -----------AAGAGGGTGGAGTGGTTGGCTTCACAATGG----------------- 

8_C08           ---------------GGTTGGGTGGTGTGGGTAGTGATCCCTGTG------------- 

16_M06          -----------ATGGAGGTTGGTCGGGTGGGCAATCATTCT----------------- 

18_M08          -----------ATGGGGATGGGGGGT-TGGAGGAATGGATGA---------------- 

20_M10          ----------AGCGGGGTTGGGGGGGGTGGAGGAGCTCGTT----------------- 

3_C03           ----------GATGGTGTAGGTTGGGAGAGGCTCAGTGCC------------------ 

21_HD1         ---------GGTTGGTGT-GGTTGG--------------------------------- 
6_C06           ----------GTTGGGTAGGGTTGGATAGGGGCAAGTAGA------------------ 

14_M04          -----------GCGTGGTAGGGCAGGTTGGGGT-CCATGTTG---------------- 

15_M05          ----------GCCGTGGTAGGGTAGGTTGGGGTGCCATGA------------------ 

22_HD22        --------AGTCCGTGGTAGGGCAGGTTGGGGTGACT--------------------- 
7_C07           -----------GTGTACTATTATGGTGTGGTTGGTATGGTT----------------- 

1_C01           -----------GTTTGGGTGG-----TTAGGTGTTGACCTGGGATG------------ 

4_C04           ---------TTGGTGGGGTGGC---TTTGGGTATTTACTTGG---------------- 

2_C02           ----------GAGTCGGGTGGCT--ATTGGGTATGGACCGTG---------------- 

5_C05           -------GTGGATTTGGGTGG----ATTGG-TATGAACTGAC---------------- 

9_C09           -------------TGGATTGGTTGGATTGGGGGTGTGACTGTG--------------- 

13_M03          --------GTGGTCGGGGTGGTGGGATGAGGGTTCTGA-------------------- 

図 13 アライメントによる配列比較 

ClustalW を用いて既報のアプタマーHD1,HD22 と本研究で獲得したアプタマー群の配列を

比較した． 
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2.3.3. 抗トロンビンアプタマーの親和性と特異性 

表面プラズモン共鳴（Surface Plasmon Resonance, SPR）センサーを用いて，表 2 の本研究

で獲得した配列のトロンビンに対する親和性を評価した．アプタマーの性能を客観的に評価

するために，既報の抗トロンビンアプタマーである HD1，HD22，NU172，Thr-08 の解離定数

Kdと比較した．HD1 は世界で初めて報告された抗トロンビンアプタマーであり，最もよく知

られている 54．HD22 も最もよく知られているアプタマーの一つであり， HD1 に勝る親和性

をもつ 89．NU172 は，抗凝固トロンビンアプタマー製剤として唯一臨床第 II 相に進んだ実績

がある 65．Thr-08（Thrombin 03）は，近年報告された HD1 や HD22 を上回る親和性をもつア

プタマーである 90,91．比較の際の懸念点として，核酸アプタマーの解離定数 Kdは，測定法や

条件に大きく依存するということが挙げられる（表 3）．よって本研究では，全く同じ実験条

件で測定した既報のアプタマーの親和性と比較することにした．結果として，CE-SELEX で

獲得した C01-10 の親和性は Kd = 57 ± 7.3 から 5278 ± 1019 nM であったのに対し，

MACE-SELEX で獲得した M01-10 は Kd = 4.5 ± 0.4 から 231 ± 66 nM であった（図 14）．前述

の仮説通り，MACE-SELEX では CE-SELEX より最大で 10 倍以上優れたアプタマーが濃縮さ

れていた．特に，MACE-SELEX で獲得されたアプタマーのうち半数（M03, M04, M05, M06, 

M08）が, HD1，HD22, NU172（それぞれ Kd = 118 ± 12, 13 ± 1.6, 12 ± 1.7 nM）を上回り，か

つ Thr-08（Kd = 2.9 ± 0.7）と同オーダーであった． 

次に，本研究で獲得したアプタマーのトロンビンに対する特異性を，CE によって定性的に

評価した．具体的には，トロンビン以外の血中タンパク質であるウシ血清アルブミンやアポ

トランスフェリンと各アプタマーを混合し，CE によって分離した．結果，標的以外のタンパ

ク質を混合しても，複合体由来のピークの検出や非結合アプタマー由来のピークの減少が観

測されない，すなわち相互作用しないことから，これらはトロンビン特異的なアプタマーで

あることがわかった． 
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表 3 HD1 を例にした測定条件による解離定数 Kd 値の違い 

 
  

ID 測定法 バッファー組成 Kd (nM) 文献 

HD1 SPR (aptamers were immobilized on the chip) PBS 1.19 92 

 Binding assay using nitrocellulose filter 

 

140 mM NaCl, 5 mM KC1, 1 

mM MgCl2, 1 mM CaCl2, 20 

mM Tris acetate (pH 7.4) 

75-100 

 

89,93 

 Binding assay using microtiter wells 140 mM NaCl, 5 mM KC1, 1 

mM MgCl2, 1 mM CaCl2, 20 

mM Tris acetate (pH 7.4) 

1.4-6.2 89,94 

 ITC 20 mM Tris–HCl (pH 7.4) 

140 mM NaCl, 5 mM KCl, 
1 mM MgCl2, 1 mM CaCl2 

31.25 95 

 Capillary electrophoresis 20 mM Tris-HCl (pH 8.3) 5 mM 
KCl and 1 mM MgCl2 

240 96 
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図 14 トロンビンアプタマーの解離定数 Kd測定における表面プラズモンセンサグラム 

バッファー：10 mM HEPES (pH = 7.4), 150 mM NaCl, 0.05% surfactant P20 (v/v)．Kd = 

mean ± SE, n=3. 
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図 15 CE によるトロンビンアプタマーの特異性評価 

泳動サンプルとして，500 nM アプタマーのみ，500 nM アプタマーと 1 µM BSA （+ BSA） 

または アポトランスフェリン（+ アポトランスフェリン）の混合溶液を用いた．注入量：20 

nL．サンプルバッファー： 20 mM Tris-HCl (pH = 7.4), 10 mM NaCl, 1 mM MgCl2, and 

0.01% tween 20 (v/v)．泳動バッファー：100 mM borate (pH = 8.5). 
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2.3.4. 抗トロンビン/アプタマー複合体の CE 移動度 

 本項では，MACE-SELEX で獲得したアプタマーが形成する複合体のユニークな CE 挙動

についての報告する．理論上，フューズドシリカキャピラリーを用いた CE では，複合体が

核酸ライブラリーよりも早く溶出すると予想される．したがって，CE-SELEX で設定した核

酸ライブラリー前方の広い分取領域（図 12A）内に複合体が存在するはずである．実際に

CE-SELEX で獲得したアプタマーC01-10 とトロンビンの混合溶液を CE 分離すると，複合

体由来のピークが非結合アプタマーピークの手前に検出された（図 16 上段）．一方で，

MACE-SELEX で獲得した M01-02 と M06-10 ついては，非結合アプタマーピークが大きく

減少，すなわち複合体を形成しているにも関わらず，複合体由来のピークは検出されなかっ

た（図 16 下段）．この複合体が検出されなかった原因として，複合体とキャピラリー壁が強

く相互作用して溶出が遅れている可能性が考えられた．この仮説を検証するために，タンパ

ク質が吸着しにくい親水性のポリマーによって内壁がコートされたキャピラリーを用いて複

合体の検出を試みた．結果，すべてのアプタマーで非結合アプタマーよりも CE 実行移動度

が低い複合体ピークが検出された（図 17）．つまり，M01-02 と M06-10 は複合体形成時に

疎水性が高まり，キャピラリー壁に吸着していた可能性が高く，CE-SELEX の分取法では獲

得できないアプタマーであると予想される．また，図 18 に示すように複合体の移動度をプ

ロットすると，CE-SELEX で獲得したアプタマー群は均一（SD = 0.031）であったのに対し，

MACE-SELEX で獲得したアプタマー群は大きくばらついていた（SD = 0.259）．以上の結果

より，MACE-SELEX では複合体の CE 移動度に依存せずにアプタマーが濃縮可能であると

いえる．言い換えれば，CE-SELEX では M06 や M08 のような多くの高親和性アプタマーを

取りこぼしている可能性が示唆された．この差は，複合体単独に比べてマイクロ粒子の CE

移動度が支配的であることに起因すると考えられる．  
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図 16 アプタマー/トロンビン複合体の CE 挙動（フューズドシリカキャピラリー） 

矢印は複合体由来のピークを示す．泳動サンプルとして，泳動サンプルとして，500 nM ア

プタマーのみ，500 nM アプタマーと 1 µM トロンビン (+ トロンビン) の混合溶液を用い

た．注入量：20 nL．サンプルバッファー： 20 mM Tris-HCl (pH = 7.4), 10 mM NaCl, 1 mM 

MgCl2, and 0.01% tween 20 (v/v)．泳動バッファー：100 mM borate (pH = 8.5). 
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図 17 アプタマー/トロンビン複合体の CE 挙動（CEP コーティングキャピラリー） 

矢印は複合体由来のピークを示す．泳動サンプルとして，100 nM アプタマーのみ，100 nM 

アプタマーと 200 nM トロンビン(+ トロンビン) の混合溶液を用いた．注入量：20-50 nL．

サンプル＆泳動バッファー： 10 mM phosphoric acid, 5 mM KCl (pH = 7.7)． 
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図 18 アプタマー/トロンビン複合体の移動度比較 

複合体の検出時間（Tcomplex）と非結合 DNA の検出時間(TfreeDNA)の比をプロットした（mean 

± SE, n=3）．一元配置分散分析の結果，C01-10 と M01-10 各グループの値の標準偏差はそれ

ぞれ 0.031, 0.259 であった． 
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2.3.5. MACE-SELEX の非天然アプタマー獲得技術への応用 

前項までに，MACE-SELEX による天然塩基アプタマーの迅速な取得技術について報告し

た．本項では MACE-SELEX の適用範囲を，非天然修飾塩基アプタマーの獲得法まで拡張し

た結果について報告する．天然塩基アプタマーの構成要素は A，T，G，C というわずか 4 種

類に限定されるため，天然抗体の 20 種類のアミノ酸と比較すると分子の化学的多様性の乏し

さは否めず，アプタマーを獲得可能なターゲットタンパク質は全体の 30%未満と見積もった

報告がある 73．これまで，塩基，糖およびリン酸等のヌクレオチドの各構成部位に対して様々

な修飾が加えられ，アプタマーの親和性や酵素耐性の向上がなされてきた 97．特に，疎水性

のアミノ酸側鎖様の修飾を塩基に加えた SOMAmers (Slow Off-rate Modified Aptamers)と

呼ばれるアプタマー取得技術により，SELEX の成功率は 30%未満から 90%以上に向上した

とされている 73． 

非天然塩基の導入は強力なアプタマー取得技術であるが，ただでさえ時間と手間のかかる

SELEX の工程に，修飾塩基ライブラリーの調製や PCR 増幅及び配列解析時の工夫といった

新たな工程が加わることになる．ゆえに，非天然塩基アプタマーを低ラウンド数で獲得する

技術は，天然塩基アプタマー以上に価値があるといえる． 

そこで，これまでに開発した MACE-SELEX を非天然修飾塩基アプタマーの獲得法に適用

することを試みた．本研究では，クリック反応を利用した修飾塩基ライブラリー調製技術を

MACE-SELEX に適用した（図 19）74,75．まず，先行研究にならって選抜に用いる indole

修飾塩基ライブラリーを調製した 75．核酸ライブラリーの構成塩基のうち dT を

5-ethynyl-deoxyuridine (EdU)に変換したライブラリーに，合成した 3-(2-azidoethyl)indole

をクリック反応によって付加した．3-(2-azidoethyl)indole や indole 修飾塩基ライブラリーの

合成効率は１H-NMR や HPLC によって評価した（図 20，図 21）． 

調製した indole 修飾塩基ライブラリーを用いて，計 3 ラウンドの MACE-SELEX により，

抗トロンビン修飾塩基アプタマー候補を濃縮した．天然塩基ライブラリーの同様に，indole

修飾塩基ライブラリーでも MACE 分離による複合体の高感度な検出と正確な分離が可能で
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あった（図 22）．表 1 は 3 ラウンド後の配列解析によって獲得された存在率が上位の配列で

あり，最も濃縮された配列の存在率は 4%であった．ターゲットは異なるものの，同じく indole

修飾塩基ライブラリーを用いた先行研究で4%の濃縮に15ラウンドを要していたことから 74，

MACE-SELEX の濃縮効率の高さがうかがえる． 

さらに，本研究で得られたアプタマーのカイネティクス解析の結果，既報の天然塩基アプ

タマーである HD154，HD2289，NU17265と比べて解離速度が 4-72 倍遅いという特徴があっ

た（図 23）．これは，indole 修飾によるアプタマー/標的分子間の疎水性相互作用の増強と，

MACE 分離による解離が早い核酸配列の排除効果によるものと考察した．しかしながら，結

合速度も同様に遅く，解離定数（Kd = 49-247 nM）は既報のアプタマーを下回った（図 24）．

したがって，より高親和性のアプタマーを獲得するためには，異なる修飾官能基の検討など

のさらなる工夫が必要であると考えられる． 

 

 

 

  



57 

 

 

 

 

  

図 19 MACE-SELEX による修飾塩基アプタマー選抜法の概略図 
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図 20 3-(2-azidoethyl)indole 合成反応前後の 1H-NMR スペクトル 

(A) 3-(2-Bromoethyl)indole と(B) 3-(2-azidoethyl)indole と予想される合成産物のスペクト

ル． 
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共同研究者である阿部氏の修士論文（2017）98より引用． 

 

 

  

図 21 修飾塩基ライブラリーの SI ヌクレアーゼ分解産物 HPLC クロマトグラム 

比較のために各ヌクレオシド（dA, dT, dG, dC, EdU, IndU）のクロマトグラムも並べた． 



60 

 

 

  

図 22 MACE 分離によるアプタマー候補の分取 

Indole 修飾ライブラリーとトロンビン固定化マイクロ粒子の混合溶液の CE フェログラム．

終濃度：[Indole 修飾ライブラリー]＝2 µM，[マイクロ粒子]＝0.2 mg/ml．注入量：65 nl. 分

取領域：7.8-8.4 min．共同研究者である阿部氏の修士論文（2017）98より改変引用． 
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表 4 3 ラウンド終了後の存在率上位 10 配列 

（共同研究者である阿部氏の修士論文（2017）98より改変引用） 

ID ランダム領域の配列（5'→3’） 
Ind = X 

存在率 (%) 
R1 R2 R3 

Apt.1 ACAGAGAGAGAAAXCACAGACGCGGACAGCXXAACACXAG 0 0.04 4.24 
Apt.2 GCGGXXXCXCAXXGCGAGCGAGGGGXCGGACGGCXAGCXG 0 0.01 3.22 
Apt.3 GCGXCGGXGGXCGGGGCAGCXCGGCGGCCGAGAGCXGGGA 0 0.01 2.16 
Apt.4 AGGXGXGGXXAXGXAGAXCCGAAAACGAGCCGGCCGCCAC 0 0.01 1.63 
Apt.5 CGCGXXXXXCACGXACGAAAAGAACXXCCXGCGXCAAGCG 0 0.01 1.57 
Apt.6 CCAAAGXCGAAGGGXCAGGAXCGGXCAGCXAXAACCCXAG 0 0.01 1.45 
Apt.7 AAAGCGCXXXCAXCXCGCGACACGGCXAGAGGCXGGCGAG 0 0.01 1.07 
Apt.8 AAAACGACAGAAAGGGXXAGGCCGGACAGCXXAACACXAG 0 0.00 0.88 
Apt.9 AAAGACCXXXCAXCXAAGACCAXGCGGGCAXGAAGAXCA 0 0.00 0.82 
Apt.10 CAGGGAAAAACACXAAGCGACGACACXGXACXGCCXXGXG 0 0.01 0.78 
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図 23 既報天然アプタマーとのカイネティクス比較 

本研究で獲得した indole 修飾アプタマー（ Apt.1-5 ）と既報の天然アプタマー

（HD1,HD22,NU172）の結合速度定数（kon）と解離速度定数（koff）の散布図． 

共同研究者である阿部氏の修士論文（2017）98より改変引用 
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図 24 Indole 修飾アプタマーの解離定数測定における表面プラズモンセンサグラム 

バッファー：10 mM HEPES (pH = 7.4), 150 mM NaCl, 0.05% v/v surfactant P20． 

共同研究者である阿部氏の修士論文（2017）98より改変引用． 
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2.4. 結論 

 

本章の研究では，トロンビンを標的とした新たな抗凝固アプタマー製剤の獲得の第一段階

として，マイクロ粒子支援型キャピラリー電気泳動 SELEX（microbeads-assisted capillary 

electrophoresis SELEX; MACE-SELEX）という独自の核酸アプタマーの高速選抜法を樹立した． 

ターゲットを固定化した微粒子ごと CE によって分離することで，従来の CE-SELEX の課

題であった「複合体の正確な検出」と「複合体形成時の大きな CE 移動度シフト」を達成し

た．結果として，わずか３ラウンドの MACE-SELEX により，既報の抗トロンビンアプタマ

ーである HD1，HD22，NU172 を上回る親和性のアプタマー群を十分に濃縮することに成功

した．興味深いことに， MACE-SELEX で濃縮されたアプタマーの少なくとも 70％以上は，

従来の CE-SELEX の分取法では獲得できない可能性が高いことが明らかとなった．言い換え

れば，CE-SELEX では M06 や M08 のような多くの高親和性アプタマーを取りこぼしている

可能性が示唆された．さらに，マイクロ粒子の支配的な CE 移動度により，MACE-SELEX

では複合体の CE 移動度に依存せずにアプタマーが濃縮可能であることを明らかにした．こ

の MACE-SELEX は，粒子に固定化さえできれば，トロンビン以外のあらゆる標的分子に対

して適用できる可能性がある． 

 また，MACE-SELEX は天然塩基アプタマーのみならず，修飾塩基アプタマーの迅速な

濃縮にも有効であることを示した．非天然核酸のライブラリーへの導入はしばしば PCR 効率

を下げうる 99．よって，必要ラウンド数の最小化は，労力や選抜期間のみならず，アプタマ

ーの質を低下させる PCR バイアスの抑制にも有用であると考えられる．また，原理上は

SOMAmer73,100，XNA101， spiegelmer102，Ds-DNA アプタマー.71 といった他の非天然核酸

アプタマーの選抜にも MACE-SELEX を適用できる可能性がある． 
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第3章  

抗凝固活性を有するアプタマーの同定と多価化による活性強化 
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3.1. 序論 

 

 前章では，MACE-SELEX という新規アプタマー取得技術を開発し，既報の抗トロンビン

アプタマーを超える親和性のアプタマー群を獲得した結果について報告した． 

 本章ではさらに，獲得したアプタマー群の中から優れた抗凝固活性を有するアプタマーを

選抜あるいは設計することを試みた． 

トロンビンは，血液凝固反応カスケードの最下流に存在する多機能型セリンプロテアーゼ

である 64．血栓形成の主要な因子であるフィブリンゲルは，トロンビンが基質のフィブリノ

ーゲンを分解することで産生される．このトロンビンの活性に重要なドメインとして，活性

中心（active site），エキソサイト I（exosite I），エキソサイト II（exosite II）が挙げられる

（図 25）103．フィブリノーゲンはトロンビンのエキソサイト I に結合したのち活性中心で切

断を受ける．つまり，エキソサイト I あるいは活性中心に結合するアプタマーが獲得できれ

ば，直接的な抗凝固剤として機能する可能性が高い．実際に，臨床に進んだ HD154はエキソ

サイト I に対するリガンドである 103,104．エキソサイト II は第 V または第 VIII 因子の活性化

に関わるとされている．したがって，エキソサイト II に対する既報のアプタマーHD22 は，

間接的に抗凝固活性を示すことがわかっている 89．しかしながら，HD1 は十分な抗凝固活性

を示さなかったため，臨床試験第 I 相で開発は中止された 105．  

 そこで，異なる部位を認識する HD1 と HD22 を連結して多価化することで，親和性と抗

凝固活性を向上させる試みがなされている（図 26）21,106,107． この多価化によって，アプタ

マーの親和性を 10-50 倍，抗凝固活性を 3-30 倍向上させることに成功した 21,106,107．この手

法を本研究で獲得したアプタマーに対しても適用することで，更なる抗凝固活性の向上が期

待できる．  
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図 25 トロンビンの立体構造 

参考文献 103；Pica, A. et al. Through-bond effects in the ternary complexes of thrombin sandwiched 

by two DNA aptamers. Nucleic Acids Res. 45, 461–469 (2017)より引用． 
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図 26 HD1 と HD22 を連結させた多価アプタマー 

参考文献 106；Hasegawa, H., Taira, K., Sode, K. & Ikebukuro, K. Improvement of Aptamer Affinity 

by Dimerization. Sensors 8, 1090–1098 (2008)より引用． 
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3.2. 実験方法 

 

3.2.1. 試薬リスト  

Thrombin from human plasma (Sigma-Aldrich, USA) 

Fibrinogen (Wako, Japan) 

Oligo DNAs (Sigma-Aldrich, USA) 

Dulbecco’s PBS (-) (Wako, Japan) 

10% tween 20 solution (Bio-Rad Laboratories, USA) 

Tris(hydroxymethyl)aminomethane (Tris; Wako, Japan) 

1 M sodium chloride solution (Wako, Japan) 

Acetic acid (Wako, Japan) 

Sodium Acetic acid (Wako, Japan) 

1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimidehydrochloride (EDC; GE healthcare, UK) 

N-Hydroxysuccinimide (NHS; GE healthcare, UK) 

1.0 M Ethanolamine-HCl pH 8.5 (GE healthcare, UK) 

Liquid paraffin (Wako, Japan) 

 

3.2.2. フィブリノーゲン凝固系を利用した抗凝固活性測定 

フィブリンゲル形成の観測には Cytation 1 (BioTek, USA)または Viento Nano (BioTek, 

USA)と付属の Gen5 ソフトウェアを用いた．トロンビン，フィブリノーゲン，アプタマーの

混合し，350 nm における吸光度の経時的な増大を測定することで凝固曲線を得た．このフィ

ブリンゲルの観測波長は先行研究に従った 108．タンパク質とアプタマー溶液は PBS (-)で調

製した．まず，アプタマー溶液をサーマルサイクラー(Takara Bio Inc., Japan)を用いて 95℃で 2

分間加熱した後，0.1℃/s の速さで 25℃まで冷却することでアニーリングした．アニーリング

後，20 µl の 10 µM アプタマーと 20µl の 1 µM トロンビンを 280 µl の PBS (-)と混合し，15

分間室温で静置した．これを 80 µl ずつ Corning® 96 Well Half-Area Microplateclear flat bottom, 
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polystyrene, bag of 25, non-sterile, lid: no (Corning, USA）の各ウェルに分注した．20 µl の 2 

mg/ml フィブリノーゲンを各ウェルに添加・混合し，測定を開始した．終濃度はトロンビン

が 50 nM，アプタマーが 500 nM, フィブリノーゲンが 0.4 mg/ml とした．内部標準として，

常に HD1 を添加したウェルを用意して凝固曲線を記録した．抗凝固活性の比較のために，

HD1 以外の既報のトロンビンアプタマー（表 5）も同様に測定した．また，抗凝固活性の濃

度依存性の評価系では，内部標準としてアプタマー非添加のウェルの凝固曲線を常に記録し

た．この時の終濃度は，トロンビンが 20 nM，アプタマーが 20, 50, 100, 250, 500, 1000 nM, 

フィブリノーゲンが 0.4 mg/ml とした．さらに，二価アプタマーの抗凝固活性の評価系では，

内部標準としてアプタマー非添加のウェルの凝固曲線を常に記録し，終濃度はトロンビンが

2.5 nM，アプタマーが 2.5 nM，フィブリノーゲンが 0.4 mg/ml とした． 

 

3.2.3. 凝固時間の算出 

抗凝固活性の指標として，3.2.2.で取得した凝固曲線のデータから凝固時間 tcを算出した．

トロンビンによるフィブリンゲルの形成のより，図 27 で示すような凝固曲線が得られる．t = 

0 における吸光度を A (0)，凝固曲線の接線の傾きが最大値を ΔAm， 凝固曲線の接線の傾き

が最大となる時間を tm， t = tm における吸光度を A (tm) とすれば，凝固時間 tc は下式(7)

で定義することができる 108． 

 

tc = tm - [A(tm) - A(0)]/ΔAm … (7) 

 

ΔAm は Origin 7.0 ソフトウェアを用いて凝固曲線を一次微分することで算出した． 

 

3.2.4. Mfold によるアプタマーの二次構造予測 

Zuker によって開発された Mfold という DNA/RNA の二次構造予測ソフトを用いた 109．

アプタマーの配列を入力後，DNA タイプが linear，フォールディング温度が 25℃，[Na+] = 
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137 mM という条件で二次構造を出力した． 

 

3.2.5. 表面プラズモン共鳴（Surface plasmon resonance, SPR）法による相互作用解析 

Biacore X100 (GE healthcare, UK)を用いて，トロンビンとアプタマーの相互作用解析をおこ

なった．サンプル・ランニングバッファーとして，HBS-P buffer [10 mM HEPES (pH = 7.4) 150 

mM NaCl, 0.05 % v/v surfactant P20](GE healthcare, UK)を用いた．カルボキシメチルデキストラ

ン修飾された CM5 sensor chip (GE healthcare, UK)を流路にセットし，10 μl/min の流速で

EDC/NHS 溶液を 7 分間流し，センサーチップ上のカルボキシ基を活性化した．10 mM acetic 

acid/sodium acetate buffer, pH 6.0 で希釈した 10-20 μg/ml トロンビン溶液を 7 分間流した．最後

に 1.0 M ethanolamine-HCl (pH 8.5)を 7 分間流してカップリング反応を完了させた．2000-2500 

RU の範囲のトロンビン固定化量で測定した．アプタマーを，サンプルバッファーによって

2-4 μM に希釈し，サーマルサイクラー(Takara Bio Inc., Japan)を用いて 95℃で 2 分間加熱した

後，0.1℃/s の速さで 25℃まで冷却することでアニーリングした．アニーリング後，サンプル

バッファーでさらに希釈系列を調整した．測定中は 30 μl/min の流速でサンプルを流し，シン

グルカイネティクスモードにより測定した．再生溶液として，1 M NaCl 溶液を用いた．Biacore 

X100 evaluation software (GE healthcare Little Chalfont, UK)を用いて，カイネティクスパラメー

ターを算出した． 

 

3.2.6. 円偏光二色性（Circular dichroism, CD）スペクトル測定 

Jasco J-1500 CD spectrometer (JASCO, Japan)を用いて，アプタマーの CD スペクトルを測定

した．測定には光路長 1 cm のキュベットを用いた．1/2 × PBS (-)でアプタマーを 2 µM に希釈

し，サーマルサイクラー（Takara Bio, Japan）によって 95℃で 2 分間加熱した後，0.1℃/s の速

さで 25℃まで冷却することでアニーリングした．測定温度：25℃，データ取込間隔：0.5 nm，

測定波長：220-320 nm，解像度：0.5 nm，バンド幅：1.0 nm，レスポンス：2 s，走査速度：100 

nm/min，積算回数：5 回という条件でスペクトルを取得した．ブランクとして 1/2 x PBS (-)
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のスペクトルを測定し，ベースラインの補正とスムージングをおこなった． 

 

3.2.7. 融解温度（Tm 値）測定 

UV-2450 (SHIMAZU, Japan)を用いて，アプタマーの温度依存的な吸光度変化を測定し

た．アプタマーを PBS (-)で 4 M に調製し、サーマルサイクラー (Takara Bio Inc., Japan) 

を用いて 95℃で 2 分間加熱した後、0.1℃/s の速さで 4℃まで冷却することで、アニーリン

グをおこなった。アニーリング後，光路長 1 cm の 8 SERIES MICRO MULTI-CELL 

(SHIMAZU, Japan)に各サンプルを 110 L 添加し、さらに 40 L の Liquid paraffin で覆っ

た。サンプルを 4°C までセル内で冷却した後、10 分間 4°C を維持し、0.5 °C /min の昇温速

度で 80°C まで加熱した。先行研究にならい，グアニン四重鎖構造の融解曲線観測のために，

295 nm の波長における吸光度を測定した 110． 
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表 5 抗凝固活性比較に用いた既報のトロンビンアプタマー 

 

 

  

ID 配列（5'→3’） 文献 

HD1 GGTTGGTGTGGTTGG 54 

HD22 AGTCCGTGGTAGGGCAGGTTGGGGTGACT 89 

NU172 CGCCTAGGTTGGGTAGGGTGGTGGCG 65 

RE31 GTGACGTAGGTT GGTGTGGTTGGGGCGTCAC 66 

RA36 GGTTGGTGTGGTTGGTGGTTGGTGTGGTTGG 67 

Thr-08 

AGCAGCACAGAGGTCAGATGCAGCGCTAGGGCTTTTAGCGTAATGGGTAGGGTGGTGCGGTGCAG

ATATCGGAATTGGTGCCTATGCGTGCTACCGTGAA 

90,91 
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図 27 吸光波長 350 nm における典型的な凝固曲線と各現象論的パラメーター 

参考論文 108；De Cristofaro, R. & Di Cera, E. Phenomenological analysis of the clotting curve. J. 

Protein Chem. 10, 455–468 (1991)より引用． 
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3.3. 結果と考察 

 

3.3.1. 抗トロンビンアプタマーの抗凝固活性 

本研究の目的である新たな抗凝固アプタマー製剤の獲得のために，第 2 章で獲得した抗ト

ロンビンアプタマーの中から，優れた抗凝固活性を示すアプタマーのスクリーニングを試み

た．トロンビンによる凝固反応，すなわち不溶性フィブリンゲルの形成は可視光の光散乱に

よって観測することができる 108．この凝固曲線から，抗凝固活性の指標となる凝固時間を算

出することができる．アプタマーがトロンビンの機能を阻害，すなわち凝固時間をどれほど

延長するか検証した． 

 表 2 のアプタマーC01-10, M01-10 の性能を評価するために，臨床試験に進んだ HD154と

NU17265に加え，HD2289，RE3166，RA3667，Thr-0890,91といった既報の抗トロンビンアプタマー

の抗凝固活性も調べた．HD1 はフィブリノーゲンの認識サイトであるエキソサイト I に結合

し，抗凝固作用を示すことが知られている 54．HD1と比較すると，図 28Aに示すようにNU172，

RE31，Thr-08 は 1.5-3.0 倍に凝固時間を延長した．一方で，HD22 はほとんど凝固時間を延長

しなかった．これは HD22 がフィブリノーゲンの分解に直接関与しないエキソサイト II に結

合するためである考察した 103．同様の理由で，HD22 と非常に類似した配列を含む M04 と

M05（図 13）は凝固時間をほとんど延長しなかったと推測される．驚くべきことに，M08 は

HD1 の 20 倍以上に凝固時間を延長した．図 28B の凝固曲線からも，M08 はその他の既報の

アプタマーを上回る阻害活性を有することがわかる．さらに，抗凝固活性のアプタマー濃度

依存性を調べたところ，より低濃度のアプタマー存在下においても M08 は HD1 や NU172 よ

り優れた阻害活性を示した（図 29）．したがって，有望な新規抗凝固アプタマー製剤の候補

分子となりうる M08 というアプタマーの特定に成功した． 
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図 28 トロンビンアプタマーの抗凝固活性比較 

（A）本研究で獲得されたアプタマー（橙色）と既報のアプタマー（灰色）の凝固時間比較．

HD1 の凝固時間を 1 として相対凝固時間を算出した（mean ± SE, n=3）．（B）M08 と既報

のアプタマーの凝固曲線．終濃度：[アプタマー] = 500 nM, [トロンビン] = 50 nM, [フィブリ

ノーゲン] = 0.4 mg/ml，バッファー：PBS(-)． 
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図 29 抗凝固活性のアプタマー濃度依存性 

アプタマー非添加時における凝固時間を 1 とした相対凝固時間（mean ± SE, n=3）．本研究

で獲得した M08 と，比較のために臨床に進んだ既報のアプタマーNU172 と HD1 について

も同様の実験をおこなった．終濃度：[アプタマー] = 20, 50, 100, 250, 500, 1000 nM, [トロ

ンビン] = 20 nM, [フィブリノーゲン] = 0.4 mg/ml，バッファー：PBS(-)． 

 



78 

 

3.3.2. 抗トロンビンアプタマーM08 の最適化 

 続いて，前項で強力な抗凝固活性を示した M08 に着目し，多価化等の次なる応用のために

配列の最適化をおこなった．Mfoldソフトフェア 109を用いて M08の二次構造を推定した結果，

長いヘアピンループと小さなバルジループ構造をとることが示唆された（図 30A）．先行研究

から，ステム構造よりもループ内のヌクレオチドがターゲット分子との相互作用において，

特に重要な役割を果たす例が多数報告されていることから 111，このヘアピンループがトロン

ビンとの結合部位であると仮定した．実際に，M08 のバルジループ近傍までステム構造を短

縮化したもの（M08s-1, 43-mer, 5'-AGG TCA GAT GAT GGG GAT GGG GGG TTG GAG GAA 

TGG ATG ACC T-3'，図 30A）は，元の M08 と同等の親和性と抗凝固活性を保持していた．一

方で，ヘアピンループだけを残したもの（M08s-2, 31-mer, 5'-GAT GAT GGG GAT GGG GGG 

TTG GAG GAA TGG A-3'，図 30A）では著しい機能低下が観測された（図 30B, C）．この大

きなヘアピンループの構成塩基はグアニンリッチであることから，既報のトロンビンアプタ

マーである HD22，RE31，NU172 と同様にステム構造とグアニン四重鎖構造が共存した構造

をとっている可能性が高いと予想した 112．グアニン四重鎖（G カルテット）構造のトポロジ

ーは，パラレル型，アンチパラレル型，ハイブリッド型という三種類に大別され（図 31），

これらは円二色性偏光スペクトル解析によって推定可能である 113,114．図 30D に示すように，

M08 と M08s-1 の CD スペクトルにおいて，295 nm でアンチパラレル型由来の正の極大ピー

クが観測された．一方，M08s-2 では 295 nm で正の極大ピークが消失し，典型的なパラレル

型由来の 240 nm で負，260 nm で正の極大ピークという典型的なパラレル型由来のシグナル

が観測された．さらに，295 nm における温度依存的な吸光度変化を測定することで，グアニ

ン四重鎖の融解温度（Tm）を測定した 110．興味深いことに，パラレル型の M08s-2 のグアニ

ン四重鎖の熱力学的安定性が最も高いということが明らかとなった（図 32）．つまり，図 33

に示すように，M08 または M08s-1 の非パラレル型グアニン四重鎖は，ステム構造によって

安定化されていることが示唆された．したがって，M08 または M08s-1 のステム構造は，ト

ロンビンとの相互作用と機能阻害に必須のループ内のトポロジー保持に寄与していることを
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明らかにした． 以後，本項で最適化した M08s-1 を用いて次の研究を進める． 
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図 30 アプタマーM08 の最適化 

（A）mfold による M08 の二次構造．M08 を短縮化したアプタマーを M08s-1（43 mer），

M08s-2 (31 mer)とした．（B）短縮化 M08 の SPR による結合能測定（Kd = mean ± SE, n=3）．

バッファー：10 mM HEPES (pH = 7.4), 150 mM NaCl, 0.05% surfactant P20 (v/v)．（C）

短縮化 M08 の抗凝固活性．HD1 の凝固時間を 1 として相対凝固時間を算出した（mean ± SE, 

n=3）．終濃度：[アプタマー] = 500 nM, [トロンビン] = 50 nM, [フィブリノーゲン] = 0.4 

mg/ml，バッファー：PBS(-)．（D）M08 とその短縮化配列の CD スペクトル．バッファー：

1/2 × PBS(-)． 
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図 31 G カルテット構造の様々なトポロジー 

引用文献114；Bhasikuttan, A. C. & Mohanty, J. Targeting G-quadruplex structures with extrinsic 

fluorogenic dyes: promising fluorescence sensors. Chem. Commun. 51, 7581–7597 (2015)より引用． 
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図 32 M08/M08s-1/M08s-2 のグアニン四重鎖融解曲線と融解温度（Tm） 

終濃度：[アプタマー] = 4 µM, バッファー：PBS(-)．Tm = mean ± SE, n=3． 
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図 33 想定されるアプタマーM08/M08s-1/M08s-2 の立体構造の一例 

グアニン四重鎖の熱力学的安定性はパラレル型の M08s-2 が最も高いが，M08 または M08s-1 の

ステム構造により，機能発現に重要な非パラレル型が安定化されていると推測された． 
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3.3.3. 二価トロンビンアプタマーの設計 

 HD1 と HD22 の二価アプタマーの例にあるように 21,106,107，本研究で獲得したアプタマーも

多価化することで，さらなる抗凝固活性の向上が期待できる．前項までに，M08（M08s-1）

は HD1 の 20 倍ほどの抗凝固活性をもつことを明らかにした．つまり，この M08s-1 は，HD1

と同様にエキソサイト I あるいは活性中心と相互作用している可能性が高く，エキソサイト

II に結合する HD22 とは競合しないと考えられる．したがって，M08s-1 と HD22 を連結させ

た二価アプタマーの開発を試みた． 

アプタマーの活性への影響を最小限にするために，高次構造を形成しにくいと予想された

ポリ Aまたはポリ T配列をリンカーとして用いた．ssDNAの一塩基当たりの平均長が 0.68 nm

であることを考えると 115，トロンビンのエキソサイト I とエキソサイト II の直線距離 3.4 nm

を満たすには 106，5 塩基（直線距離）と 8 塩基（タンパク質半球の迂回距離）の和，すなわ

ち 13 塩基ほどのリンカー長が必要であると大まかに見積もれる．実際には，アプタマーの大

きさや結合様式によりリンカー長は前後すると考えられたため，0，5，10，15，20，25 塩基

という様々なリンカー長の二価アプタマーを設計した（表 6）．さらに，リンカー長だけでは

なく，アプタマーの連結順序によって活性に差が生まれるという報告がある 116．よって，

M08s-1 を 5′末端と 3′末端側，それぞれに配置した二価アプタマーについても同時に検討した

（表 6）． 

抗凝固活性を比較することで最適な二価アプタマー配列の同定を試みた（図 34）．既報の

HD1 と HD22 の二価アプタマー（HD1-T16-HD22, HD1-A15-HD22）107,117の抗凝固活性も同様

に調べた．驚くべきことに，M08s-1 は，既報の二価アプタマーの抗凝固活性を単独で上回る

ことが分かった．さらに，連結前の M08s-1 と HD22 を同時に添加すると，M08s-1 単独のも

のに比べて凝固時間が 1.3 倍ほどに延長した．これは，HD22 がエキソサイト II に結合するこ

とでトロンビンの構造が変化し，M08s-1 のトロンビンに対する親和性が向上したことを示唆

している．このアロステリック効果は他の抗トロンビンアプタマーでも同様に報告されてい

る 118．さらに，M08s-1と HD22の二価アプタマーについては，M08s-T15-HD22（M08s = M08s-1）
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の活性が最も高いということが分かった．本条件では，既報の HD1 と HD22 ビバレントの 4-5

倍ほどの凝固時間の延長が観測された．興味深いことに，M08s が 5′末端側か 3′末端側かによ

らず，ポリ A リンカーの場合は 10 塩基のもの，ポリ T リンカーの場合は 15 塩基のものがそ

れぞれ最適であった．これは，ポリ A はポリ T と比べて，塩基スタッキング相互作用が強固

であり，高分子鎖の曲がりにくさの指標である持続長が長いためであると考えられる 119． し

たがって，ポリ A の方がより短いリンカー長で，多価アプタマーを設計できることを明らか

にした． 
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表 6 二価アプタマーの配列 

ID 配列（5'→3’,リンカー配列：赤） 

HD1-T16-HD22 

（既報アプタマー） 
GGTTGGTGTGGTTGGTTTTTTTTTTTTTTTTAGTCCGTGGTAGGGCAGGTTGGGGTGACT 

HD1-A15-HD22 

（既報アプタマー） 
GGTTGGTGTGGTTGGAAAAAAAAAAAAAAAAGTCCGTGGTAGGGCAGGTTGGGGTGACT 

M08s-HD22 
AGGTCAGATGATGGGGATGGGGGGTTGGAGGAATGGATGACCTAGTCCGTGGTAGGGCAGGTTGGGGTG

ACT 

M08s-A5-HD22 
AGGTCAGATGATGGGGATGGGGGGTTGGAGGAATGGATGACCTAAAAAAGTCCGTGGTAGGGCAGGTTG

GGGTGACT 

M08s-A10-HD22 
AGGTCAGATGATGGGGATGGGGGGTTGGAGGAATGGATGACCTAAAAAAAAAAAGTCCGTGGTAGGGCA

GGTTGGGGTGACT 

M08s-A15-HD22 
AGGTCAGATGATGGGGATGGGGGGTTGGAGGAATGGATGACCTAAAAAAAAAAAAAAAAGTCCGTGGTA

GGGCAGGTTGGGGTGACT 

M08s-A20-HD22 
AGGTCAGATGATGGGGATGGGGGGTTGGAGGAATGGATGACCTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGTCCG

TGGTAGGGCAGGTTGGGGTGACT 

M08s-A25-HD22 
AGGTCAGATGATGGGGATGGGGGGTTGGAGGAATGGATGACCTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

GTCCGTGGTAGGGCAGGTTGGGGTGACT 

M08s-T5-HD22 
AGGTCAGATGATGGGGATGGGGGGTTGGAGGAATGGATGACCTTTTTTAGTCCGTGGTAGGGCAGGTTG

GGGTGACT 

M08s-T10-HD22 
AGGTCAGATGATGGGGATGGGGGGTTGGAGGAATGGATGACCTTTTTTTTTTTAGTCCGTGGTAGGGCA

GGTTGGGGTGACT 

M08s-T15-HD22 
AGGTCAGATGATGGGGATGGGGGGTTGGAGGAATGGATGACCTTTTTTTTTTTTTTTTAGTCCGTGGTA

GGGCAGGTTGGGGTGACT 

M08s-T20-HD22 
AGGTCAGATGATGGGGATGGGGGGTTGGAGGAATGGATGACCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTAGTCCG

TGGTAGGGCAGGTTGGGGTGACT 

M08s-T25-HD22 
AGGTCAGATGATGGGGATGGGGGGTTGGAGGAATGGATGACCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTA

GTCCGTGGTAGGGCAGGTTGGGGTGACT 

HD22-M08s 
AGTCCGTGGTAGGGCAGGTTGGGGTGACTAGGTCAGATGATGGGGATGGGGGGTTGGAGGAATGGATGA

CCT 

HD22-A5-M08s 
AGTCCGTGGTAGGGCAGGTTGGGGTGACTAAAAAAGGTCAGATGATGGGGATGGGGGGTTGGAGGAATG

GATGACCT 

HD22-A10-M08s 
AGTCCGTGGTAGGGCAGGTTGGGGTGACTAAAAAAAAAAAGGTCAGATGATGGGGATGGGGGGTTGGAG

GAATGGATGACCT 

HD22-A15-M08s 
AGTCCGTGGTAGGGCAGGTTGGGGTGACTAAAAAAAAAAAAAAAAGGTCAGATGATGGGGATGGGGGGT

TGGAGGAATGGATGACCT 

HD22-A20-M08s 
AGTCCGTGGTAGGGCAGGTTGGGGTGACTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGGTCAGATGATGGGGATGG

GGGGTTGGAGGAATGGATGACCT 

HD22-A25-M08s 
AGTCCGTGGTAGGGCAGGTTGGGGTGACTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGGTCAGATGATGGG

GATGGGGGGTTGGAGGAATGGATGACCT 

HD22-T5-M08s 
AGTCCGTGGTAGGGCAGGTTGGGGTGACTTTTTTAGGTCAGATGATGGGGATGGGGGGTTGGAGGAATG

GATGACCT 
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HD22-T10-M08s 
AGTCCGTGGTAGGGCAGGTTGGGGTGACTTTTTTTTTTTAGGTCAGATGATGGGGATGGGGGGTTGGAG

GAATGGATGACCT 

HD22-T15-M08s 
AGTCCGTGGTAGGGCAGGTTGGGGTGACTTTTTTTTTTTTTTTTAGGTCAGATGATGGGGATGGGGGGT

TGGAGGAATGGATGACCT 

HD22-T20-M08s 
AGTCCGTGGTAGGGCAGGTTGGGGTGACTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTAGGTCAGATGATGGGGATGG

GGGGTTGGAGGAATGGATGACCT 

HD22-T25-M08s 
AGTCCGTGGTAGGGCAGGTTGGGGTGACTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTAGGTCAGATGATGGG

GATGGGGGGTTGGAGGAATGGATGACCT 
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図 34 抗凝固活性の比較による M08s-1/HD22 二価アプタマーのリンカー検討 

アプタマー非添加時における凝固時間を 1 とした相対凝固時間（mean ± SE, n=3）．終濃度：

[アプタマー] = 2.5 nM, [トロンビン] = 2.5 nM, [フィブリノーゲン] = 0.4 mg/ml，バッファ

ー：PBS (-)．二つのアプタマーの同時添加系（HD1 + HD22, M08s + HD22）では，各々のアプ

タマーの終濃度を 2.5 nM とした． 
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3.4. 結論 

本章の研究では，前章で獲得した抗トロンビンアプタマー群の中から，臨床試験に進んだ

抗トロンビンアプタマーの抗凝固活性を，10-20 倍上回るアプタマーM08 の同定に成功した． 

二次構造予測と CD スペクトル解析の結果，M08 はグアニン四重鎖を形成する大きなヘア

ピンループを形成している可能性が高いことがわかった．さらに M08 短縮化配列（M08s-1, 

M08s-2）の機能解析の結果， 5 塩基対ほどのステム構造が，M08 の機能発現のためのグアニ

ン四重鎖のトポロジー維持に不可欠であることを明らかにした． 

さらに，M08s-1 と HD22 を連結させることで，既報の二価アプタマーの 4-5 倍の抗凝固活

性をもつ新規二価アプタマーの設計に成功した．また，二価アプタマーを結ぶリンカー配列

検討の過程で，ポリ A とポリ T リンカーでは最適なリンカー長に違いがあることを明らかに

した．   
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第4章  

トーホールド介在鎖交換反応を用いる効率的な中和剤の設計 
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4.1. 序論 

前章では，MACE-SELEX によって獲得した高親和性アプタマー群の中から，優れた抗凝

固活性を有するアプタマーM08 の同定と最適化に成功した． 

 本章では，最適化した M08 すなわち M08s-1 の，より安全な投与を目指した中和剤の設計

について報告する． 

 抗凝固薬に共通する致命的な副作用として出血リスクが挙げられ 15，特異的中和剤の存

在は抗血栓療法に不可欠になりつつある．近年，直接トロンビン阻害剤であるダビガトラン

に対する特異的中和抗体が開発され，臨床において効果を発揮している 16．しかしながら，

この中和剤は組み換えタンパク質製剤であるため，アナフィラキシーショックという重篤な

副作用を伴う可能性がある． 

他の分子標的薬とアプタマーを差別化する特長として，非動物由来かつ非組み換えタンパ

ク質であること，相補的な DNA/RNA 鎖の導入によりアプタマーの薬効を特異的に抑制でき

ることが挙げられる 19–22．実際に，活性化第 IX 因子に対するアプタマーと中和剤（REG1 抗

凝固システム，図 35）が，経皮的冠動脈形成術時に使用する薬剤として臨床第 III 相まで進

んでいる 19,63．しかしながら，薬効の抑制のために多量の中和剤を繰り返し投与する必要が

あり 19,63，コストと患者の負担を軽減させるために高性能な中和剤の開発が望まれる．特に，

本研究で獲得した M08 のように，グアニン四重鎖構造などの高次構造をもつアプタマーに対

する中和剤（相補鎖）の効率の悪さが指摘されている 120． 

そこで本研究では，トーホールド介在鎖交換の原理をこの中和剤に導入することを考案し

た．「トーホールド」と呼ばれる短い一本鎖末端配列は，核酸の鎖交換反応を最大 106倍に加

速することが知られており（図 36）121–124，アプタマーの中和反応の促進にも有効であると

仮定した． 

 

  



92 

 

  

図 35 第 IX 因子に対する RNA アプタマーとその中和剤 

参考文献 19；Rusconi, C. P. et al. RNA aptamers as reversible antagonists of coagulation factor IXa. 

Nature 419, 90–94 (2002)より引用 
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図 36 トーホールド介在鎖交換反応の原理 

参考文献 124；Zhang, D. Y. & Seelig, G. Dynamic DNA nanotechnology using strand-displacement 

reactions. Nat. Chem. 3, 103–113 (2011)より引用． 
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4.2. 実験方法 

 

4.2.1. 試薬リスト 

Thrombin from human plasma (Sigma-Aldrich, USA) 

Fibrinogen (Wako, Japan) 

Oligo DNAs (Sigma-Aldrich, USA) 

Dulbecco’s PBS (-) (Wako, Japan) 

 

4.2.2. 中和剤添加によるトロンビンの活性回復反応測定 

フィブリンゲル形成の観測には Cytation 1 (BioTek, USA)または Viento Nano (BioTek, 

USA)と付属の Gen5 ソフトウェアを用いた．トロンビン，フィブリノーゲン，アプタマーに

対して，中和剤を添加あるいは非添加時における凝固曲線を測定した．350 nm における吸光

度の経時的な増大を測定することで凝固曲線を得た 108．タンパク質，アプタマー，中和剤溶

液は PBS (-)で調製した．まず，アプタマーまたは中和剤溶液をサーマルサイクラー(Takara Bio 

Inc., Japan)を用いて 95℃で 2 分間加熱した後，0.1℃/s の速さで 25℃まで冷却することでアニ

ーリングした．アニーリング後，15 µl の 10 µM アプタマーと 15 µl の 1 µM トロンビンを 120 

µl の PBS (-)と混合し，15 分間室温で静置した．これを 50 µl ずつ Corning® 96 Well Half-Area 

Microplateclear flat bottom, polystyrene, bag of 25, non-sterile, lid: no (Corning, USA）の各ウェル

に分注した．50 µl の 0.8 mg/ml フィブリノーゲンと 0, 1, 2, 4 µM 中和剤の混合溶液を各ウ

ェルに添加・混合し，測定を開始した．終濃度はトロンビンが 50 nM，アプタマーが 0.5 µM, 

フィブリノーゲンが 0.4 mg/ml，中和剤が 0, 0.5, 1, 2 µM とした．  

 

4.2.3. 凝固時間の算出 

第 3 章 3.2.3.で示した方法と同様に，取得した凝固曲線のデータから凝固時間 tcを算出し

た．トロンビンによるフィブリンゲルの形成のより，図 27 で示すような凝固曲線が得られ
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る 108．t = 0 における吸光度を A (0)，凝固曲線の接線の傾きが最大値を ΔAm， 凝固曲線の

接線の傾きが最大となる時間を tm， t = tm における吸光度を A (tm) とすれば，凝固時間

tc は，第 3 章 3.2.3.で示したように以下の式(7)で定義することができる 108． 

 

tc = tm - [A(tm) - A(0)]/ΔAm … (7) 

 

ΔAm は Origin 7.0 ソフトウェアを用いて凝固曲線を一次微分することで算出した． 
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4.3. 結果と考察 

 

4.3.1. ポリ A トーホールド配列付加による中和反応効率の向上 

 直接トロンビン阻害剤は，大出血のように重篤な合併症を引き起しうる 125．したがって，

緊急時に副作用を抑えるための，効果的な中和剤の設計は特に重要性である．アプタマー製

剤は相補鎖を加えることによって薬効をコントロールできる可能性が高い．本研究で獲得し

た M08s-1 についてこれを立証するために，完全相補鎖を用いてアプタマーの抗凝固活性を中

和することができるか検証した．まず，トロンビン，M08s-1 およびフィブリノーゲンの混合

溶液に，途中で中和剤を添加した際の凝固曲線の推移を調べた．図 37 に示すように，アプ

タマーに対して 5 倍濃度の中和剤を添加したにもかかわらず，緩やかな散乱の増加が観測さ

れ，凝固曲線の最大勾配（ΔAm）に達するまでに約 200 秒を要した．HD1 と HD22 の二価ア

プタマーに対して同様の実験をした結果では，わずか数秒で中和が完了していることを考え

ると 21，明らかに中和効率は劣っている．この緩慢な中和反応は，強固な M08s-1/トロンビン

相互作用とアプタマー分子内の高次構造に起因した平衡エネルギー障壁によるものであると

考察した． 

この中和反応効率を向上させるために，トーホールド介在鎖交換の原理を中和剤に応用す

ることにした 121–123．トーホールド配列をアプタマーの末端に付加し，それに対する相補鎖を

中和剤として用いることで，アプタマーの機能抑制を早めることができると仮定した（図 38）．

この仮定を検証するために，まず 15 塩基のポリ A トーホールド配列を付加した M08s-1

（Toehold-M08s-1）とそれに対する中和剤を設計した（表 7）．Antidote-1 は，アプタマード

メインに対する相補配列である．Antidote-2-4 は，アプタマーおよびトーホールド配列ドメイ

ン双方に対する相補配列である．図 39 には各中和剤の効率を示した．Antidote-1 及び

Antidote-3 の処理によって，凝固時間は，それぞれ 32-79％，および 79-91％まで減少した．

さらに ΔAm は，それぞれ約 1.3-3.1 倍，5.4-11 倍に増加した．以上の結果より，ポリ A トー
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ホールド介在鎖置換は，アプタマーに対する中和剤の性能向上に寄与した．  
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図 37 相補鎖の添加による抗凝固アプタマーの中和作用 

アプタマー非添加時（黒），M08s-1 添加時（緑），M08s-1 添加かつ反応開始 200ｓ後で完全

相補鎖（中和剤）添加時（赤）の凝固曲線．終濃度：[フィブリノーゲン]= 0.4 mg/ml, [トロ

ンビン]= 50 nM, [アプタマー]= 500 nM, [中和剤]= 2.5 µM，バッファー：PBS (-)． 
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図 38 トーホールド介在鎖置換反応を利用した中和剤の概略図 

アプタマー末端に短い足掛かり配列（トーホールド配列）を付加することで，迅速な中和反

応を駆動可能であると仮定． 
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表 7 ポリ A トーホールド配列付加アプタマーとポリ T トーホールド相補配列付加中和剤 

ID 配列（5’ → 3’） 

Toehold-M08s-1 AGGTCAGATGATGGGGATGGGGGGTTGGAGGAATGGATGACCTAAAAAAAAAAAAAAA 

Antidote-1 AGGTCATCCATTCCTCCAACCCCCCATCCCCATCATCTGACCT 

Antidote-2 TTTTTAGGTCATCCATTCCTCCAACCCCCCATCCCCATCATCTGACCT 

Antidote-3 TTTTTTTTTTAGGTCATCCATTCCTCCAACCCCCCATCCCCATCATCTGACCT 

Antidote-4 TTTTTTTTTTTTTTTAGGTCATCCATTCCTCCAACCCCCCATCCCCATCATCTGACCT 
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図 39 トーホールド相補配列部位を有する中和剤添加時の凝固時間の短縮効果 

中和剤非添加時の値を 1 とした（A）相対凝固時間と（B）相対 ΔAm．ΔAmは凝固曲線の最

大値を示す（mean ± SE, n=3）．終濃度：[フィブリノーゲン]= 0.4 mg/ml, [トロンビン]= 50 

nM, [アプタマー]= 0.5 µM, [中和剤]= 0, 0.5, 1, 2 µM，バッファー：PBS (-)． 
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4.3.2. トーホールド配列の最適化 

より短くかつ活性の優れたトーホールド配列の同定により，生産コスト，投与量，元のア

プタマーの活性への影響の最小化が期待できる．前項のポリ A トーホールド配列アプタマー

を用いた結果では，10 塩基のトーホールド相補配列を含む中和剤が最も優れた中和効率を示

した．本項では，A/T/G/C または A/T または G/C からなる 10 塩基のトーホールド配列を付加

したアプタマーを用いて，ポリ A を上回る中和促進作用を有するトーホールド配列の特定を

試みた（表 8）．仮説では，熱力学的に安定な二本鎖を形成する G/C トーホールド配列が，最

も効率が良いと推測された 123．しかし，G/C トーホールドアプタマーでは，中和剤の濃度依

存的な中和反応の促進が観測されるのみで，トーホールド相補配列の有無とは無関係であっ

た（図 40，図 41）．これは，アプタマーの配列内にグアニンが多いため，トーホールド配列

や中和剤のトーホールド相補配列が，目的外のアプタマー配列部位，あるいはその相補配列

部位と相互作用し，トーホールド配列が機能していなかった可能性がある．A/T トーホール

ドアプタマーでは，ポリ A トーホールド配列の時と同様に，10 塩基のトーホールド相補配列

を含む中和剤の効果が最も高く，5 塩基という短いトーホールド相補配列では中和反応の促

進が観測されなかった（図 40，図 41）．一方，A/T/G/C トーホールド配列では，5 塩基とい

う短いトーホールド相補配列にも関わらず，アプタマーと等量（0.5 µM）の中和剤の添加で

76％の凝固時間の短縮と，13 倍の ΔAm の増加が観測された．これは，A/T/G/C 配列が，ポリ

A または A/T 配列よりも二本鎖形成時の安定性が高く，かつ G/C 配列の時のような目的配列

以外との相互作用が少なかったためであると考えられる． 

最も活性が高かった A/T/G/C トーホールド配列を 5 塩基にまで短縮したアプタマーを用い

て（A/T/G/C-Toehold-M08s-1-5nt, 表 8）同様の中和反応実験をおこなった．結果として，ア

プタマーと等量（0.5 µＭ）の中和剤の添加で 83％の凝固時間の短縮と，12 倍の ΔAm の増加

が観測された（図 42）．先行研究の REG-1 システムでは，類似の in vitro 系において，80％の

酵素活性回復にアプタマー濃度の 10 倍以上の中和剤を要している 19．このことからも，本研

究で設計した中和剤の性能の高さがうかがえる．  
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表 8 A/T/G/C 比率の異なるトーホールド配列を付加したアプタマーとその中和剤 

ID 配列（5’ → 3’） 

A/T/G/C-Toehold-M08s-1-10nt AGGTCAGATGATGGGGATGGGGGGTTGGAGGAATGGATGACCTACTGCATGTC 

A/T-Toehold-M08s-1-10nt AGGTCAGATGATGGGGATGGGGGGTTGGAGGAATGGATGACCTATTTATTATA 

G/C-Toehold-M08s-1-10nt AGGTCAGATGATGGGGATGGGGGGTTGGAGGAATGGATGACCTCGCGCCGCCG 

A/T/G/C-Toehold-M08s-1-5nt AGGTCAGATGATGGGGATGGGGGGTTGGAGGAATGGATGACCTACTGC 

Antidote-0nt (Antidote-1) AGGTCATCCATTCCTCCAACCCCCCATCCCCATCATCTGACCT 

A/T/G/C-Antidote-5nt GCAGTAGGTCATCCATTCCTCCAACCCCCCATCCCCATCATCTGACCT 

A/T/G/C-Antidote-10nt GACATGCAGTAGGTCATCCATTCCTCCAACCCCCCATCCCCATCATCTGACCT 

A/T-Antidote-5nt TAAATAGGTCATCCATTCCTCCAACCCCCCATCCCCATCATCTGACCT 

A/T-Antidote-10nt TATAATAAATAGGTCATCCATTCCTCCAACCCCCCATCCCCATCATCTGACCT 

G/C-Antidote-5nt GCGCGAGGTCATCCATTCCTCCAACCCCCCATCCCCATCATCTGACCT 

G/C-Antidote-10nt CGGCGGCGCGAGGTCATCCATTCCTCCAACCCCCCATCCCCATCATCTGACCT 
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図 40 トーホールド配列の違いによる中和反応効果の違い 

アプタマーと中和剤添加・非添加時の凝固曲線．A/T/G/C 等比率，A/T リッチ，G/C リッチ

な 10 塩基のトーホールド配列付加アプタマー（ A/T/G/C-Toehold-M08s-1-10nt，

A/T-Toehold-M08s-1-10nt，G/C-Toehold-M08s-1-10nt），中和剤として，5 塩基のトーホー

ルド相補配列を付加したもの（A/T/G/C-Antidote-5nt，A/T-Antidote-5nt，G/C-Antidote-5nt）

と，比較のためにトーホールド相補配列をもたないもの（Antidote-0nt）を用いた．終濃度：

[フィブリノーゲン]= 0.4 mg/ml, [トロンビン]= 50 nM, [アプタマー]= 0.5 µM, [中和剤]= 0.5 

µM，バッファー：PBS (-)． 
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図 41 トーホールド配列，中和剤の濃度，トーホールド相補配列の長さの違いによる中和

反応効果の違い 

中和剤非添加時の値を 1 とした（A）相対凝固時間と（B）相対 ΔAm（mean ± SE, n=3）．

A/T/G/C 等比率，A/T リッチ，G/C リッチな 10 塩基のトーホールド配列付加アプタマー

（A/T/G/C-Toehold-M08s-1-10nt，A/T-Toehold-M08s-1-10nt，G/C-Toehold-M08s-1-10nt），

中和剤として 5，10 塩基のトーホールド相補配列を付加したもの（A/T/G/C-Antidote-5/10nt，

A/T-Antidote-5/10nt，G/C-Antidote-5/10nt）と，比較のためにトーホールド相補配列をもた

ないもの（Antidote-0nt）を用いた．終濃度：[フィブリノーゲン]= 0.4 mg/ml, [トロンビン]= 

50 nM, [アプタマー]= 0.5 µM, [中和剤]= 0.5, 1, 2 µM，バッファー：PBS (-)． 
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図 42 短い A/T/G/C トーホールド配列の中和剤性能評価 

（A）アプタマーと中和剤添加・非添加時の凝固曲線．5 塩基の A/T/G/C トーホールド配列

付加アプタマー（A/T/G/C-Toehold-M08s-1-5nt），中和剤として，5 塩基のトーホールド相補

配列を付加したもの（A/T/G/C-Antidote-5nt）と，比較のためにトーホールド相補配列をも

たないもの（Antidote-0nt）を用いた．中和剤非添加時の値を１とした（B）相対凝固時間と

（C）相対 ΔAm（mean ± SE, n=3）．終濃度：[フィブリノーゲン]= 0.4 mg/ml, [トロンビン]= 

50 nM, [アプタマー]= 0.5 µM, [中和剤]= 0.5 µM，バッファー：PBS (-)． 
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4.4. 結論 

 本章では，優れた抗凝固活性をもつ M08s-1 に対する，高効率な特異的中和剤の設計につ

いて報告した．M08s-1 はステム/グアニン四重鎖構造という安定な高次構造をもつこと，ト

ロンビンと強固な相互作用をすることから，単純な完全相補鎖による中和効率が低かった． 

そこで，トーホールド配列という短い一本鎖末端配列をアプタマーに導入した結果，より

低濃度の中和剤で迅速なアプタマーの機能抑制に成功した． 

さらに，生産コスト，投与量，元のアプタマーの活性への影響の最小化のために，トーホ

ールド配列を最適化した結果，高効率な中和反応を駆動するわずか 5 塩基という短いトーホ

ールド配列の同定に成功した．本研究で得られた知見や短いトーホールド配列は，他のアプ

タマーの中和剤設計にも転用できる可能性がある． 
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第5章  

総括 
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 血液凝固系は生命の恒常性維持を担う重要な生体システムの一つであるが，先天的あるい

は後天的な機能亢進によって，血栓塞栓症などの致死率が高い疾患を引き起こしうる．これ

まで，血栓塞栓症の予防あるいは治療薬として，血漿分画製剤や組み換えタンパク製剤，低

分子化合物薬剤をはじめとした多様な抗凝固薬が開発されてきた．しかしながら，ウイルス

感染症やアレルギー，さらには「出血リスク」などの重篤な副作用をともない，安全性に対

する懸念があった．人工的に化学合成と選抜が可能な「化学抗体」と称されるアプタマーは，

優れた標的分子特異性や親和性をもちながら，上述の副作用のリスクが低いという特長があ

る．さらに，抗凝固薬に共通の副作用である「出血リスク」に備えた中和剤の設計が比較的

容易であるという利点がある．しかし，アプタマー取得に多大な労力と時間を要するという

根本的な課題が未解決なままであった． 

そこで，私は本博士課程研究において，高親和性アプタマーの迅速な獲得技術の確立を図

るとともに，新規抗凝固アプタマーの同定と改良に取り組んだ．結果として，第 2 章では独

自のアプタマー選抜法であるマイクロ粒子支援型キャピラリー電気泳動 SELEX

（microbeads-assisted capillary electrophoresis SELEX; MACE-SELEX）を樹立し，従来の SELEX

法の 1/5 から 1/10 の選抜工程で，既存の抗トロンビンアプタマーの親和性を上回るアプタマ

ー群の特定に成功した．さらに，MACE-SELEX は天然核酸アプタマーだけではなく，非天然

核酸アプタマーの迅速な取得にも有効であることを示した．第 3 章では，獲得した候補配列

群の中から，既存の抗トロンビンアプタマーの 10-20 倍の抗凝固活性を有するアプタマーM08

の同定，そして配列最適化と多価化による活性向上に成功した．第 4 章では，前章で同定・

最適化した抗凝固アプタマーM08s-1 の安全な投与を実現するために，高効率な特異的中和剤

の設計に成功した．最適化したトーホールド配列を導入することで，より低濃度の中和剤で

迅速にアプタマーの機能抑制が可能であることを示した． 

本研究で開発した抗トロンビンアプタマーと特異的中和剤を臨床応用するためには，in vivo

における更なる機能解析が必要であると考えられる．アプタマー製剤に共通の課題としては，

血中滞留性の乏しさが挙げられる．本研究で獲得したアプタマーM08 は，グアニン四重鎖の
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ような高次構造を形成するため，比較的優れたエンドヌクレアーゼ耐性があると予想される

126,127．しかし用途次第では，環状化や化学修飾による，更なるヌクレアーゼ耐性の付与が必

要となるかもしれない 99,128．さらに，アプタマーを高分子ミセル化することで，腎排出が抑

制による血中滞留性の向上が期待できる 129． 

また，アプタマーは抗体などのタンパク質に比べて免疫原性が低いとされているが 130，CpG

配列を含む DNA または RNA が Toll-like receptor を介して免疫反応を引き起こすことがわか

っている 131．幸い，本研究で開発した M08s-1 やその中和剤は CpG 配列を含まないため，こ

のような免疫反応は起きにくいと考えられる． 

 本研究で確立した MACE-SELEX の原理は，アプタマーの獲得のみならず，mRNA ペプチ

ド複合体ライブラリーや DNA コード化化合物ライブラリーといった 132,133，核酸ベースのラ

イブラリーを用いる他のリガンド獲得技術にも適用できる可能性がある．さらに，MACE に

よる高精度な分離技術は，リポソームといった他の粒子にも適用できる可能性がある．した

がって，基礎研究から創薬にいたるまで重要な標的とされてきた，膜タンパク質に対するリ

ガンドの迅速な取得技術への展開も考えられる． 

 

 以上より，本研究で得られた知見や技術は，新たな抗凝固薬候補の創製のみならず，アプ

タマーをはじめとした分子標的リガンドの効率的な獲得と性能向上，そして安全性に優れた

アプタマー製剤の利用につながるものと期待する． 
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