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【研究背景と目的】 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．しかし，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 1–3，これまでに，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

4–6．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」といったの重篤な副

作用をともない，安全性に対する懸念があった 7–9．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．本研究では，この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．「化学抗体」と称される

アプタマーは Systematic Evolution of Ligands by Exponential enrichment (SELEX)という手法によっ

て人工的に獲得が可能であり 10，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，アプタマー選抜工程の長期化や成功率の低さが課題となっていた． SELEX 法

の基本工程は，（1）核酸ライブラリーと標的分子の混合，（2）結合性の核酸の分離，（3）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築に大別され，この一連の操作を繰り

返すことで目的の核酸アプタマー候補分子を濃縮していく．特に（2）のアプタマー/標的分子複

合体の分離効率は SELEX の成功を左右する因子であり，高い分離性能を誇るキャピラリー電気

泳動を用いる Capillary Electrophoresis-SELEX（CE-SELEX）は，最も高速な核酸アプタマーの取
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得法の一つである 11．しかしながら，検出感度の限界によりアプタマー/標的分子複合体の CE 分

取が不確実，アプタマーとの結合時に十分な CE 移動度シフトを起こす標的分子に限られるとい

った課題があった． 

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，そのための第一段階と

して，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確立を試みた．この手法により，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．次に，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，より安全な投与を実現するために，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． 

【結果】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（図 1）． こ

れにより，粒子由来の光散乱由来の吸光度変化を利用した複合体の高感度な検出を可能にした．

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（図 2）．計 3 ラウンド後の選抜操作後の大規模シーケンス解析の結

果，MACE-SELEX では，CE-SELEX の約 200 倍の濃縮がかかっているということを確認した．

また，表面プラズモンセンサーによって解離定数（Kd）を算出した結果，従来法の 1/5-1/10 ほど

のラウンド数にも関わらず，既報のアプタマー（HD112，HD2213，NU17214）よりも優れた新規

アプタマー配列群の同定に成功した．さらに，MACE-SELEX を非天然塩基アプタマーの取得技

術に応用した結果，計 3 ラウンドの MACE-SELEX により，既報の天然塩基アプタマーである

HD1，HD22，NU172 と比べて解離速度が 4-72 倍遅い抗トロンビン修飾塩基アプタマー候補の濃

縮に成功した． 

 

図 1 MACE-SELEX概略図 
図 2 アプタマー候補の CE分取 

（A）CE-SELEX（B）MACE-SELEX

分取領域 
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次に，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し，抗凝固活性の指標となる凝固時間を算出した（図 3）．臨床試験に進

んだ HD1 と NU172 などの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 12．結果として， HD1 の 20 倍以上に凝固時間を延長する M08 というアプタマーの特定に成

功した． さらに，M08 の配列最適化と多価化によって，抗凝固活性を高めることにも成功した． 

 最後に，緊急時に抗凝固アプタマーの効果を抑えるための，効率的な中和剤の設計を試みた． 

M08 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（図 4）． 
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図 4 トーホールド介在鎖置換反応を利用した中和剤の効果 

（A）概念図（B）アプタマー/中和剤の配列（C）中和剤添加時の凝固時間と（D）凝固

曲線の傾き最大値 ΔAm 

図 3 トロンビンアプタマーの抗凝固活性 （A）凝固時間（B）凝固曲線 
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【結論】 私は本研究において，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，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 1/5-1/10 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．また，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．同

定・最適化した抗凝固アプタマーの安全な投与を実現するための，高効率な特異的中和剤の設計

に成功した．本研究で獲得した抗凝固アプタマーとその中和剤は，新たな血栓塞栓症の治療薬候

補としての応用が期待できる．また，本研究で開発した MACE による分離技術は，核酸ベース

のライブラリーを利用する，他の分子標的リガンドの獲得技術への応用も期待できる． 
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