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第 1 章：本研究の背景および目的
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1.1 細胞接着と接着タンパク質 

1.1.1 細胞接着と細胞機能 

細胞接着とは，組織形成において単一の細胞が別の細胞または細胞外マトリクス (Extracellular 

matrix, ECM) に付着する現象であり，個々の細胞が生物の三次元組織を形成するために重要な機

能である．細胞接着の基本単位は細胞接着分子・受容体，ECM から構成される複合体であり，こ

れらの相互作用は細胞接着による組織形成だけでなく，分化，遊走，増殖など他の様々な細胞機

能に影響を与えている (図 1)1,2．細胞接着は，大きく分けて細胞-ECM 間接着と細胞-細胞間接着

の二種類に分類される．一般的に，細胞-ECM 間接着は組織の完全性を維持するために重要であ

り，細胞接着性糖タンパク質群 3 とインテグリンファミリーと呼ばれる細胞表面タンパク質群の

相互作用等によって誘発される 4．一方，細胞-細胞間接着はカドへリンファミリーと呼ばれるカ

ルシウムイオン依存性接着タンパク質群のホモフィリック結合等によって誘起され，細胞認識，

発達中の細胞選別において重要な役割を果たしていることが知られている 5．これらの細胞接着

によって誘発されるシグナル伝達経路は，独立した個別のカスケードではなく，いくつかのシグ

ナル伝達分子を介して交差的に機能している．例えば，クラスター化されたインテグリンは接着

斑を形成し，アクチン細胞骨格に結合する 6 (図 1A)．α- カテニン，β- カテニン，および p120- 

カテニンからなるカドヘリンベースの接着結合は，カドヘリン-アクチン相互作用において接着斑

と同様の役割を果たす 7 (図 1B)．アクチン-ミオシンネットワークは細胞の内部収縮機構を形成

し，インテグリンとカドヘリンによって伝達されるさまざまな力に応じて細胞内張力を生成する 

(図 1C)．細胞内張力の生成が動的に調整されることで，シグナル伝達，ならびに増殖，分化，遊
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走などの基本的な生物学的プロセスが制御される 8．
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図 1．インテグリンとカドヘリンによる細胞内力覚制御．文献[8]より引用．Mui, K. L., Chen, C. S. 

& Assoian, R. K. The mechanical regulation of integrin-cadherin crosstalk organizes cells, signaling and 

forces. J. Cell Sci. 129, 1093–1100 (2016). 
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1.1.2 細胞-ECM 接着とインテグリンファミリー 

インテグリンは，細胞-ECM 間細胞接着の主要な細胞表面分子であり，1987 年に Hynes らに

よってインテグリンファミリー受容体が発見されて以来，最も研究されている細胞接着受容体の

一つである 9．インテグリンファミリーは、α および β サブユニットを含む膜貫通タンパク質で

あり，ECM と細胞内シグナル伝達及びアクチン細胞骨格の間の橋渡しとして機能するヘテロダ

イマーを形成する 10．インテグリンファミリーは ECM タンパク質であるフィブロネクチン 11，

ビトロネクチン 12，ラミニン 13等の受容体とカルシウムイオンやマグネシウムイオン等の二価の

金属イオン依存的に結合し 14，細胞-ECM 間接着を形成する．これらのインテグリン受容体は三

アミノ酸配列 Arg-Gly-Asp (RGD) を共通して有しており，インテグリンの認識部位となっている

15．インテグリンの細胞外ドメインが ECM と結合することで，インテグリンの細胞内ドメイン

は，Paxillin を含む細胞接着斑形成 16,17を伴うアクチン骨格形成を制御し，細胞機能を誘起する 18．  

 

1.1.3 細胞-細胞間接着とカドヘリンファミリー 

細胞-細胞間接着による組織形成において最も重要な相互作用の一つはカドヘリンファミリーに

よる相互作用である．カドへリンファミリーは，細胞認識，発達中の細胞選別において重要な役割

を果たしていることが知られているカルシウムイオン依存性細胞-細胞間接着タンパク質群である 5．

特に E-cadherin はカドへリンファミリーの一つで，主に上皮細胞に発現している 120 kDa の細胞

表面タンパク質であり，全てのカドへリンのプロトタイプとされている 19．E-cadherin は細胞接着の

他，細胞の組織化，増殖，分化にも関与しており，癌細胞ではその発現が低下し，癌の潤滑・転移の
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原因の 1 つとなっている 20．E-cadherin の細胞外ドメインは多数のホモフィリック結合により細胞

間接着を担っており，細胞内ドメインはカテニンを介してアクチン細胞骨格に結合している 21． E-

cadherin のホモフィリック結合によって形成される E-cadherin/β-catenin の複合体は Wnt/β-catenin 

シグナリングにおける T cell factor (TCF)/lymphoid enhancer factor (LEF) を介した遺伝子転写の減少

を引き起こすことが報告されている (図 2)22,23． 
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図 2．E-cadherin のホモフィリック結合と Wnt/β-catenin シグナリング．  
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1.2 細胞培養足場材料の設計と応用 

細胞培養の主な目的は，生体内における現象を単純な系で再現すること，特定の分子を大量に生

産すること，薬剤スクリーニングや再生医療への応用等である．細胞の機能は培養環境に大きく左

右されることが知られており，なかでも，細胞と足場材料の接着，さらに細胞同士の接着が細胞の

増殖や分化に大きく影響している 24．従って，上述した目的を達成するために適した細胞培養足場

材料を再現性の高い品質で構築することは非常に重要な課題である．細胞の接着や増殖の機能を促

進するために最も使用される細胞培養足場材料は，フィブロネクチン 11，ビトロネクチン 12，ラミニ

ン 13等の天然のタンパク質である．更に，細胞接着タンパク質と免疫グロブリン IgG の融合タンパ

ク質等も足場材料として報告されている 25．これらのタンパク質材料は，生体適合性が高く，細胞の

接着や増殖等の細胞機能を促進する．一方，タンパク質材料は高価であることに加え，熱力学的安

定性や保存性が低く，動物などの生体内で生産された動物由来成分であるために製造元やロット間

で品質の差が生じ，異なる施設や研究グループにおいて再現性の高い実験を行うことが容易ではな

い．再生医療，薬効，毒性評価などのツールとしての利用が期待されるヒト多能性幹 (iPS) 細胞 26

の培養では，フィーダー細胞であるマウス胎児由来線維芽細胞を予め接着させた表面，またはマト

リジェル (マウス肉腫由来基底膜マトリックス) をコートした表面などの非ヒト由来の動物細胞・動

物由来成分からなる足場材料の上で培養されている 27．これらヒト iPS 細胞用足場材料は，細胞の

増殖能や多能性を維持するが，様々な不確定因子を含んでいることから，臨床応用における安全性

が懸念されていることに加え，動物性由来成分が含まれているために，やはり製造元やロット間で

品質の差が生じる恐れがある．一方，Polystyrene，Polyethylene glycol (PEG) 等の合成高分子 28,29 や 
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RGD peptide29 等の短い化学合成ペプチドから構成される細胞培養足場材料は動物由来成分を含ま

ず，製造元やロット間による品質の差や不確定因子の混入を防ぐことができる．しかし，これらの

非動物由来成分から構成される細胞培養足場材料は生体適合性や細胞接着及び増殖等の機能促進の

面では動物由来成分に劣る．各細胞培養足場材料の特徴を表 1 に示す．もし，非動物由来成分で細

胞接着分子と選択的に結合する生体適合性の高い分子を獲得し，非天然型の高度な結合様式を細胞

に提供することができれば，再現性の高い品質で細胞機能を制御する足場材料の構築が可能となる． 
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表 1．細胞培養足場材料の特徴 

特徴 動物由来 非動物由来 

種類 フィーダー細胞，タンパク質等 高分子，化学合成ペプチド等 

生体適合性 高い 低い 

細胞機能制御 優れている 劣っている 

生産コスト 高価 安価 

品質 不均一 均一 

不確定因子の混入 あり なし 

リガンド選択性 低い 低い 
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1.3 核酸アプタマー  

1.3.1 核酸アプタマーの特徴 

核酸アプタマーは分子認識能をもつ一本鎖 DNA/RNA であり，1990 年に Tuerk らによって報告

されたバクテリオファージの T4 DNA polymerase に対する RNA アプタマー30 の獲得以来，低分子

31，タンパク質 32，細胞小器官 33，細胞 34などの様々な標的に対して高い結合能をもつものがすでに

多数報告されている．血管内皮細胞増殖因子に結合し，加齢黄斑変性症の医薬品として日本で初め

て認可された核酸アプタマー35をはじめとし，様々な核酸アプタマーが臨床試験に進んでおり，抗体

に代わる新たな分子認識素子として注目されている．核酸アプタマーは，生物を利用せずにスクリ

ーニングが可能であること，任意の箇所に化学修飾が導入できること，核酸アプタマー同士の連結

が容易に行えること 36，熱安定性や保存性が高いこと，相補配列を利用することで意図した高次構

造変化を誘起することができることなどの抗体には無い多くの特徴を有する化学合成可能な生体高

分子である 37． 

 

1.3.2 核酸アプタマーの獲得法 

核酸アプタマーは Systematic Evolution of Ligands by Exponential enrichment (SELEX)30，または In 

Vitro Selection31 と呼ばれるスクリーニング法によって選抜される．核酸アプタマーは大きく分けて 

DNA アプタマーと RNA アプタマーに分けられる．本研究で取り扱うのは DNA アプタマーであ

るので，本項では DNA アプタマーの SELEX 法に関して述べる．SELEX はランダム配列核酸ラ

イブラリーから標的分子に対する高い特異性と親和性を有するアプタマーを同定するための分子
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進化技術である．一般的に，SELEX は以下の五つの過程:①ランダムな一本鎖 DNA ライブラリー

の設計，②ランダムライブラリーと標的分子の混合，③標的分子と結合した DNA 配列の抽出，④

ポリメラーゼ連鎖反応 (Polymerase chain reaction, PCR) による結合性 DNA の増幅，⑤増幅した 

DNA の一本鎖化を 1 サイクルとし，~20 サイクルに及ぶ選抜を繰り返す 38．①で設計するライブ

ラリーは，20 – 60 塩基程度のランダム配列と PCR の間にプライマー結合部位として機能する固定

配列を両端に持つ．従って，理論上，ランダム DNA ライブラリーは 420 – 460 種類の構造多様性を

持ち，標的分子に対して様々な結合能を示す DNA 配列が獲得できる．②及び③の過程において，

一般的に標的分子となるタンパク質や低分子は磁性粒子等の個体担体に固定化され 39，洗浄等の操

作によって高い結合能を示す DNA 配列のみを抽出することを可能とする． 

 

1.3.3 核酸アプタマーとグアニン四重鎖構造 

核酸アプタマーの結合能はその構造に強く依存し，様々な高次構造を形成するものが報告されて

いる 40．グアニン (Guanine, G) 含有量の多い核酸配列 (図 3A) は，G-カルテット構造 (図 3B) を

分子内に有し，グアニン四重鎖 (図 3C-H)を形成しているものがある 41．グアニン四重鎖構造は核

酸アプタマーにおける重要な高次構造の一つであり，これまでにグアニン四重鎖構造形成核酸アプ

タマーが多数報告されている 42．G-カルテットは 4 つのグアニンとカリウムイオンなどの 1 価の

金属イオンが Hoogsteen 水素結合によって平面上に並んだ構造を取っている．グアニン四重鎖は 

G-カルテットが二段以上重なり，G-カルテットと G-カルテットを繋ぐ三つのループ構造から形成

される．グアニン四重鎖は配向性の違いから，パラレル型 (図 3C，D)，アンチパラレル型 (図 3E-
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G)，ハイブリッド型の大きく分けて三つの構造をとる 43．更に，グアニン四重鎖は一本鎖で形成さ

れるもの (図 3D，F，G，H) に加えて，四本鎖 (図 3C)，二本鎖 (図 3E) で形成されるものがある．

グアニン四重鎖構造の構造トポロジーは円偏光二色性 (Circular dichroism, CD) スペクトル測定に

よって推定することができる 44,45．パラレル型グアニン四重鎖構造の CD スペクトルは 240 nm 付

近に負，265 nm 付近に正のコットン効果が観察され (図 3I)，アンチパラレル型グアニン四重鎖構

造は 240 nm と 290 nm 付近に正，265 nm 付近に負のコットン効果が観察される (図 3J)．構造内

にパラレル型とアンチパラレル型両方の構造を有するハイブリッド型グアニン四重鎖の CD スペ

クトルは 240 nm 付近に負，265 nm と 290 nm 付近に正のコットン効果が確認される (図 3K)． 
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図 3．G-カルテットと三段グアニン四重鎖構造のトポロジー． 

(A) G リッチ配列．(B) G-カルテット構造．M+ は一価の金属イオンを示す．(C) 四本鎖パラレ

ル型グアニン四重鎖構造．(D) 一本鎖パラレル型グアニン四重鎖構造．(E) 二本鎖アンチパラレル

型グアニン四重鎖構造．(F，G) 一本鎖アンチパラレル型グアニン四重鎖構造．(H) 一本鎖ハイブ

リッド型グアニン四重鎖構造．(I-K) グアニン四重鎖の典型的な CD スペクトル．パラレル型を青

色 (I)，アンチパラレル型を赤色 (J)，ハイブリッド型を緑色で示している (K)． 
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1.3.4 細胞表面タンパク質を標的とする核酸アプタマー 

これまでに細胞表面タンパク質を標的とする核酸アプタマーが数多く報告されている．ヌクレ

オリン結合性アプタマーは in vitro において前立腺癌細胞，乳癌細胞，HeLa 細胞に対して細胞増

殖を抑制することが報告されている 46．受容体型チロシンキナーゼである Met 結合性アプタマ

ーは，Met に結合し，Met のリガンドである 肝細胞増殖因子 (Hepatocyte growth factor, HGF) の

結合を阻害し，癌細胞の遊走を抑制することが報告されている 47．更に，Met 結合性アプタマー

配列を最適化し，ダイマーとして利用した Dimerized-SL-1 は，HGF 阻害ではなく HGF 模倣試

薬として Met の働きを活性化することも報告された 48．ラミニンの受容体である α6β4 インテ

グリン結合性アプタマーは，前立腺癌細胞のラミニンコート表面への接着を阻害することが報告

された 49．細胞表面タンパク質に結合する核酸アプタマーの中には，標的細胞を選択的に捕捉す

る基板に応用されているものも報告されている．上皮成長因子受容体 (Epidermal growth factor 

receptor, EGFR) 結合性アプタマーを固定化した表面においては，ヒトとマウスのグリオブラスト

ーマ細胞を特異的に捕捉することに成功している 50．2019 年には，ヒト ES 細胞に対する Cell-

SELEX によって獲得された幹細胞特異的 DNA アプタマー (Apt19S) 51を固定化した基板におい

て間葉系幹細胞の選択的捕捉と分化能の制御に成功している (図 4)52．以上のように，細胞表面
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タンパク質を標的とし，細胞機能を制御する核酸アプタマーは数多く報告されているが，細胞接

着を誘導し，高い生存率と増殖能を維持したまま，細胞機能を制御できる細胞培養足場材料とし

て機能するような核酸アプタマーは未だ報告されていない． 
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図 4．Apt19S 修飾基板による間葉系幹細胞の選択的捕捉と分化能制御．文献 [52] より引用． 

Defined Substrate by Aptamer Modification with the Balanced Properties of Selective Capture and 

Stemness Maintenance of Mesenchymal Stem Cells. ACS Appl. Mater. Interfaces 11, 15170–15180 (2019). 
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1.4 E-cadherin 結合性 DNA アプタマー (E-cadherin-binding DNA aptamer, EBA) 

1.4.1 EBA の獲得 

私は修士論文時に磁性粒子を用いた SELEX (図 5) によって E-cadherin 細胞外ドメインに結合

する DNA アプタマーに関する研究を行った 53．E-cadherin 細胞外ドメインに結合する DNA アプ

タマーの獲得のために，E-cadherin の細胞外ドメインと免疫グロブリン IgG の Fc 部分のフュージ

ョンタンパク質 (E-cadherin Fc フュージョンタンパク質) を標的とした．34 塩基のランダム配列を

有する一本鎖 DNA ライブラリーを免疫グロブリン IgG Fc 部分を修飾した磁性粒子と混合し (ネ

ガティブセレクション)，結合しなかった配列を E-cadherin Fc フュージョンと混合し (セレクショ

ン)，E-cadherin の外部ドメインに結合する DNA 配列のみを抽出した．PCR により結合した DNA 

を増幅し，増幅した DNA を一本鎖化した．SELEX は 6 サイクル行い，次世代シーケンサーによ

って配列を解析した．配列解析から獲得したファミリー配列を最適化し，E-cadherin との相互作用を

表面プラズモン共鳴 (Surface Plasmon Resonance, SPR) センサーにより解析した結果，解離定数 0.61 

nM と非常に高い結合能を有する E-cadherin-binding DNA アプタマー (EBA) を獲得している (図 

6)． 
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図 5．磁性粒子を用いた SELEX による E-cadherin-binding DNA アプタマーの選抜概略図．文献 

[53] より引用，改変． 丸山亮. 細胞接着性 DNA の構造推定および機能評価. 2017 年度 修士論文 

1–72 

(A) Recombinant Human E-cadherin Fc Chimera (E-cadherin Fc) の概略図．(B) 磁性粒子を用いた 

SELEX による E-cadherin-binding DNA アプタマーの選抜概略図．   
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図 6．SPR センサーによる E-cadherin Fc フュージョンタンパク質に対する EBA の結合能評価．

文献 [53] より引用． 丸山亮. 細胞接着性 DNA の構造推定および機能評価. 2017 年度 修士論文 

1–72 

センサーチップに固定化した EBA に対し，10-40 nM の E-cadherin Fc フュージョンタンパク質

をインジェクションした．インジェクション開始からレスポンスが上昇し (結合，0-200 s)，インジ

ェクション終了後もレスポンスが殆ど下がらず (解離，200-500 s)，高い結合能を有していることが

明らかとなっている． 
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1.4.2 EBA の性能  

 EBA は 配列内に 22 塩基のグアニンを有する 34 塩基の一本鎖 DNA 配列である (図 7A)．

EBA の CD スペクトルを測定した結果，240 nm 付近に負，265 nm 付近に正のコットン効果が確

認され，既報の三段パラレル型グアニン四重鎖 T95-2T 54に類似したトポロジーを有することが明

らかとなっている (図 7B)．EBA の熱力学的安定性の指標となる融解温度 (Melting temperature, Tm) 

の DNA 濃度依存性を測定した結果，四本鎖でパラレル型グアニン四重鎖構造を形成することが報

告されている TQ 55 と異なり，Tm 値が DNA 濃度非依存的であった (図 7C)．以上の結果から，

EBA は一本鎖の三段パラレル型グアニン四重鎖構造 (図 3D) を形成していることが明らかとなってい

る．ストレプトアビジン修飾基板にビオチン修飾 EBA を固定化し，EBA 修飾基板を作製した．EBA 

修飾基板に主に E-cadherin を多く発現していることが予想されるヒト肺胞基底上皮腺癌由来細胞株 

A549 細胞を播種した結果細胞接着が観察された．興味深いことに，EBA 修飾基板上に接着した細

胞は，二価の金属イオンキレート剤 EDTA による洗浄によっても剥離せず，二価の金属イオン依

存的な細胞-ECM 間接着とは異なる接着様式をとっていることが示唆されている (図 7D)．  
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図 7．EBA の性能．文献 [53] より引用，改変． 丸山亮. 細胞接着性 DNA の構造推定および機能

評価. 2017年度 修士論文 1–72 

 (A) EBA の配列．上部の数字は塩基番号を示し，グアニンを青色で示している．(B) EBA 及び T95-

2T の CD スペクトル．(C) EBA 及び TQ の融解温度の DNA 濃度依存性．(D) EBA の細胞接着評

価．A549 細胞を EBA 修飾基板に 3×104 cells/well の濃度で播種し，24 時間後 (左) と 1 mM EDTA 

洗浄後 (右) の位相差画像． 
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1.5 本研究の目的 

  本研究では，細胞接着を誘導し，高い生存率と増殖能を有したまま細胞機能を制御する DNA ア

プタマーを利用した細胞培養足場材料の構築を目的とした．本目的を達成するために，E-cadherin 結

合性 DNA アプタマー (EBA) を介した上皮細胞接着現象の研究を行った．具体的には，まだ明らか

になっていない EBA の構造を推定し，EBA 修飾基板における細胞接着様式を解析した．最後に，

EBA 修飾基板における細胞生存率や増殖能等の細胞機能を評価した．EBA を介した接着現象の詳

細が明らかとなれば，DNA アプタマーを利用した新しい細胞培養足場材料の構築における重要な知

見となる． 
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1.6 本論文の構成 

第 1 章では，本研究の背景及び目的を述べた． 

第 2 章では，本研究で用いた材料と手法について述べる． 

第 3 章では，グアニン四重鎖構造推定のための分光学的手法に基づいた独自の解析法の構築と 

EBA の構造解析について報告する． 

第 4 章では EBA 修飾基板における細胞接着現象に関する解析を報告する．具体的には，EBA 

修飾基板における細胞接着様式の解析と EBA 修飾基板が細胞機能に与える影響の評価を行った． 

第 5 章では，総括として上記の研究成果のまとめと展望について述べる．  
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第 2 章：材料と手法 
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2.1 細胞・試薬・装置 

2.1.1 細胞リスト 

- ヒト肺胞基底上皮腺癌由来細胞株 A549 (Cat. No.: RCB0098, Riken Cell Bank, Japan) 

- ヒト乳癌由来細胞株 MCF-7 (Cat. No.: JCRB0134, Japanese Collection of Research Bioresources Cell 

Bank, Japan) 

- ヒト肝癌由来細胞株 HuH-7 (Cat. No.: JCRB0403, Japanese Collection of Research Bioresources Cell 

Bank, Japan) 

- ヒト子宮頸癌由来細胞株 HeLa (Cat. No.: JCRB9004, Japanese Collection of Research Bioresources Cell 

Bank, Japan) 

- ヒト骨髄由来間葉系幹細胞株  UE7T-13 (Cat. No.: JCRB1154, Japanese Collection of Research 

Bioresources Cell Bank, Japan) 

- ヒト脂肪由来初代間葉系幹細胞 ADSC (Cat. No.: PT-5006, Lonza, Switzerland) 

- ヒト骨髄由来初代間葉系幹細胞 BMSC (Cat. No.: PT-2501, Lonza, Switzerland) 

- ヒトさい帯静脈血管内皮細胞 HUVEC-2 (Cat. No.: 354151, Corning, USA) 

 

2.1.2 Oligo DNAs 

- Oligo DNAs (Sigma-Aldrich, USA) (表 2，表 3，表 4，表 5) 

- FITC 修飾 Oligo DNAs (Sigma-Aldrich, USA) (表 6) 

- ビオチン修飾 Oligo DNAs (Thermo Fisher Scientific, USA) (表 7) 
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2.1.3 細胞培養関連試薬・材料 

- Dulbecco’s PBS (-) <DPBS (-)> (Cat.No.: 041-20211, FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Japan) 

- D-MEM (High Glucose) with L-Glutamine and Phenol Red (Cat.No.: 044-29765, FUJIFILM Wako Pure 

Chemical Corporation, Japan) 

- Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium - high glucose (Cat.No. D5796-500ML, Sigma-Aldrich, USA) 

- Serum, Fetal Bovine, BSE Tested, EC Approved <FBS> (Cat.No.: S1820, Biowest, France) 

- Penicillin-Streptomycin-Neomycin (PSN) Antibiotic Mixture (Cat.No.: 15640055, Thermo Fisher Scientific, 

USA) 

- Penicillin-Streptomycin Solution (×100) (Cat. No.: 168-23191, FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, 

Japan) 

- 0.5% Trypsin-EDTA (10X), no Phenol Red (Cat.No.: 15400054, Thermo Fisher Scientific, USA) 

- EDTA Solution (Cat.No.: 2103-100, BioVision, USA) 

- Recombinant Human TGF-β1 (293) (Cat. No.: 100-21, PEPROTECH, USA) 

- Immobilizer Streptavidin (Cat. No.: 436014, Thermo Scientific Nunc, USA) 

- 100 mm/Tissue Culture Dish (Cat.No.: 3020-100, AGC TECHNO GLASS CO.,LTD., Japan) 

- Microplate 12 well with Lid (Cat. No.: 3815-012, AGC TECHNO GLASS CO.,LTD., Japan) 

- Microplate 6 well with Lid (Cat. No.: 3810-006, AGC TECHNO GLASS CO.,LTD., Japan) 

- MicroWell 96-Well Microplates, F 96 well plate, cell culture, clear, with lid, Sterile (Cat.No.: 167008, Thermo 

Scientific Nunc, USA) 
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- 35 mm イージーグリップディッシュ (Cat.No.: D11530H, Matsunami glass, Japan) 

 

2.1.4 抗体及び細胞染色関連試薬・材料 

- Purified Mouse Anti-E-Cadherin (Cat.No.: 610181, BD Biosciences, USA) 

- Purified Mouse Anti-N-Cadherin (Cat.No.: #610920, BD Biosciences, USA) 

- Purified Mouse Anti-Paxillin (Cat.No.: 610052, BD Biosciences, USA) 

- Rabbit Anti-GAPDH antibody (Cat.No.: ab181603, Abcam, UK) 

- Peroxidase AffiniPure Goat Anti-Mouse IgG (H+L) (Cat. No.: 115-035-062, Jackson ImmunoResearch, USA) 

- Peroxidase AffiniPure Donkey Anti-Rabbit IgG (H+L) (Cat. No.: 711-035-152, Jackson ImmunoResearch, 

USA) 

- Alexa Fluor 594 anti-mouse/human CD324 (E-Cadherin) Antibody (Cat.No.: 147306, BioLegend, USA) 

- Chicken anti-Mouse IgG (H+L) Cross-Adsorbed Secondary Antibody, Alexa Fluor 488 (Cat.No.: A21200, 

Thermo Fisher Scientific, USA) 

- Live-Dead Cell Staining Kit (Cat.No.: 501-100, BioVision, USA) 

- Paraformaldehyde (Cat. No.: 160-16061, FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Japan) 

- glycine (Cat. No.: 077-00735, FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Japan) 

- Triton X-100 (Cat. No.: 596-18621, FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Japan) 

- Glycerol (Cat. No.: 072-04945, FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Japan) 

- NEO micro cover glass (Cat.No.: C025361, Matsunami glass, Japan) 
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2.1.5 Western blotting 関連試薬・材料 

- Albumin, from Bovine Serum (BSA) (Cat. No.: 017-15124, FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, 

Japan) 

- RIPA buffer (Cat. No.: 08714-04, Nacalai tesque co. ltd, Japan) 

- 4×Laemmli buffer (Cat. No.: 1610747, Bio-Rad, USA) 

- 2-Mercaptoethanol, 99% (Cat. No.: M3148-25ML, Sigma-Aldrich, USA) 

- Protein Assay Reagent A (Cat.No.: 500-0113, Bio-Rad, USA) 

- Protein Assay Reagent B (Cat.No.: 500-0114, Bio-Rad, USA) 

- Protein Assay Reagent S (Cat.No.: 500-0115, Bio-Rad, USA) 

- 10% Mini-PROTEAN TGX (Cat.No.: 456-1036, Bio-Rad, USA) 

- Pre-stained Protein Markers (Broad Range) for SDS PAGE (Cat. No.: 02525-35, Nacalai tesque co. ltd, Japan) 

- methanol (Cat. No.: 138-14521, FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Japan) 

- Nitrocellulose Membrane, Precut, 0.2 µm, 7 x 8.4 cm (Cat.No. 1620146, Bio-Rad, USA) 

- Extra thick blot paper Filter paper (Cat.No. 1703965, Bio-Rad, USA) 

- SuperSignal™ West Dura Extended Duration Substrate (Cat.No.: 34075, Thermo Fisher Scientific, USA) 

- セルスクレーパー (Cat. No.: 9000-220, IWAKI, Japan) 

- Sodium Dodecyl Sulfate (Cat. No.: 196-08675, FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Japan) 

- 2-Amino-2-hydroxymethyl-1,3-propanediol <Tris> (Cat. No.: 015-20093, FUJIFILM Wako Pure Chemical 

Corporation, Japan) 



33 

 

2.1.6 その他の試薬・材料 

- Recombinant Human CDH1 Protein, Fc Chimera <E-cadherin Fc chimera> (Cat.No.: CDH1-274H, Creative 

Biomart, USA) 

- Potassium Chloride (Cat.No.: 163-03545, FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Japan) 

- Dipotassium hydrogen phosphate (Cat.No.: 167-04305, FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Japan) 

- Potassium Dihydrogen Phosphate (Cat.No.: 160-04275, FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Japan) 

- 1mol/l Sodium Hydroxide Solution (Cat.No.: 192-02175, FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, 

Japan) 

- Sodium Chloride (Cat.No.: 192-13925, FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Japan) 

- 10w/v% Polyoxyethylene (20) Sorbitan Monolaurate Solution (Cat.No.: 161-24801, FUJIFILM Wako Pure 

Chemical Corporation, Japan) 

- Liquid paraffin (Cat.No.: 164-00476, FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Japan) 

- Nuclease BAL-31 (Cat.No.: M0213S, New England Biolabs, USA) 

- Sensor Chip SA (Cat.No.: BR100032, GE Healthcare, USA) 

- absorption cuvettes ultra Micro suprasil quartz (Cat.No.: Z600377-1EA, Hellma, Germany) 

- 8 SERIES MICRO MULTI-CELL (Cat.No.: 208-98097-11, SIMADZU, Japan) 

- RNeasy Mini Kit (Cat.No.: 74104, QIAGEN, Germany)  

- QIAshredder (Cat.No.: 79654, QIAGEN, Germany) 

- TruSeq stranded mRNA sample prep kit (Cat.No.: 20020594, Illumina, USA) 
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2.1.7 装置・機器及びソフトウェア 

- Centrifuges 5424 R (Eppendorf AG., Germany) 

- Thermal cycler (Cat.No.: TP600, TAKARA BIO, Japan) 

- NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc., USA) 

- Jasco J-1500 CD spectrometer (JASCO, Japan) 

- UV-Visible Spectrophotometer UV-2450 (SIMADZU, Japan) 

- Biacore X100 (GE Healthcare, USA) 

- OLYMPUS IX51 (OLYMPUS, Japan) 

- Zeiss Observer Z1 (Carl Zeiss, Germany) 

- PowerPac HC Power Supply (Cat.No. 1645052, Bio-Rad, USA) 

- Mini-PROTEAN Tetra Cell (Cat.No. 165-8000, Bio-Rad, USA) 

- Trans-Blot SD Cell (Cat.No. 1703940JA, Bio-Rad, USA) 

- ImageQuant LAS 4000 mini (GE Healthcare, USA) 

- Illumina HiSeq 2500 (Illumina, USA) 

- Origin 7.0 (Lightstone Corp., Japan)  

- ImageJ (NIH, USA) 

- R software (R Development Core Team, New Zealand) 

- Enrichr (Icahn School of Medicine at Mount Sinai, USA)  
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表 2. VEGF_Pu22T12T13T 及び一塩基アデニン置換配列 

ID 配列 (5΄ to 3΄) 

VEGF_Pu22T12T13 (VPT) CGGGGCGGGCCTTGGGCGGGGT 

VPT_G2A CAGGGCGGGCCTTGGGCGGGGT 

VPT_G3A CGAGGCGGGCCTTGGGCGGGGT 

VPT_G4A CGGAGCGGGCCTTGGGCGGGGT 

VPT_G5A CGGGACGGGCCTTGGGCGGGGT 

VPT_G7A CGGGGCAGGCCTTGGGCGGGGT 

VPT_G8A CGGGGCGAGCCTTGGGCGGGGT 

VPT_G9A CGGGGCGGACCTTGGGCGGGGT 

VPT_G14A CGGGGCGGGCCTTAGGCGGGGT 

VPT_G15A CGGGGCGGGCCTTGAGCGGGGT 

VPT_G16A CGGGGCGGGCCTTGGACGGGGT 

VPT_G18A CGGGGCGGGCCTTGGGCAGGGT 

VPT_G19A CGGGGCGGGCCTTGGGCGAGGT 

VPT_G20A CGGGGCGGGCCTTGGGCGGAGT 

VPT_G21A CGGGGCGGGCCTTGGGCGGGAT 
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表 3. T95-2T 及び一塩基アデニン置換配列 

ID 配列 (5΄ to 3΄) 

T95-2T TTGGGTGGGTGGGTGGGT 

T95-2T_T1A ATGGGTGGGTGGGTGGGT 

T95-2T_T2A TAGGGTGGGTGGGTGGGT 

T95-2T_G3A TTAGGTGGGTGGGTGGGT 

T95-2T_G4A TTGAGTGGGTGGGTGGGT 

T95-2T_G5A TTGGATGGGTGGGTGGGT 

T95-2T_T6A TTGGGAGGGTGGGTGGGT 

T95-2T_G7A TTGGGTAGGTGGGTGGGT 

T95-2T_G8A TTGGGTGAGTGGGTGGGT 

T95-2T_G9A TTGGGTGGATGGGTGGGT 

T95-2T_T10A TTGGGTGGGAGGGTGGGT 

T95-2T_G11A TTGGGTGGGTAGGTGGGT 

T95-2T_G12A TTGGGTGGGTGAGTGGGT 

T95-2T_G13A TTGGGTGGGTGGATGGGT 

T95-2T_T14A TTGGGTGGGTGGGAGGGT 

T95-2T_G15A TTGGGTGGGTGGGTAGGT 

T95-2T_G16A TTGGGTGGGTGGGTGAGT 

T95-2T_G17A TTGGGTGGGTGGGTGGAT 

T95-2T_T18A TTGGGTGGGTGGGTGGGA 
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表 4. VEGF_Pu22 及び一塩基アデニン置換配列 

ID 配列 (5΄ to 3΄) 

VEGF_Pu22 (VP) CGGGGCGGGCCGGGGGCGGGGT 

VP_G2A CAGGGCGGGCCGGGGGCGGGGT 

VP_G3A CGAGGCGGGCCGGGGGCGGGGT 

VP_G4A CGGAGCGGGCCGGGGGCGGGGT 

VP_G5A CGGGACGGGCCGGGGGCGGGGT 

VP_G7A CGGGGCAGGCCGGGGGCGGGGT 

VP_G8A CGGGGCGAGCCGGGGGCGGGGT 

VP_G9A CGGGGCGGACCGGGGGCGGGGT 

VP_G12A CGGGGCGGGCCAGGGGCGGGGT 

VP_G13A CGGGGCGGGCCGAGGGCGGGGT 

VP_G14A CGGGGCGGGCCGGAGGCGGGGT 

VP_G15A CGGGGCGGGCCGGGAGCGGGGT 

VP_G16A CGGGGCGGGCCGGGGACGGGGT 

VP_G18A CGGGGCGGGCCGGGGGCAGGGT 

VP_G19A CGGGGCGGGCCGGGGGCGAGGT 

VP_G20A CGGGGCGGGCCGGGGGCGGAGT 

VP_G21A CGGGGCGGGCCGGGGGCGGGAT 
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表 5. EBA 及び一塩基アデニン置換配列 

ID 配列 (5΄ to 3΄) 

EBA GGGGTGGTGGGGGATACTGTGGGGGTGGTGGGCT 

EBA _G1A AGGGTGGTGGGGGATACTGTGGGGGTGGTGGGCT 

EBA _G2A GAGGTGGTGGGGGATACTGTGGGGGTGGTGGGCT 

EBA _G3A GGAGTGGTGGGGGATACTGTGGGGGTGGTGGGCT 

EBA _G4A GGGATGGTGGGGGATACTGTGGGGGTGGTGGGCT 

EBA _G9A GGGGTGGTAGGGGATACTGTGGGGGTGGTGGGCT 

EBA _G10A GGGGTGGTGAGGGATACTGTGGGGGTGGTGGGCT 

EBA _G11A GGGGTGGTGGAGGATACTGTGGGGGTGGTGGGCT 

EBA _G12A GGGGTGGTGGGAGATACTGTGGGGGTGGTGGGCT 

EBA _G13A GGGGTGGTGGGGAATACTGTGGGGGTGGTGGGCT 

EBA _G21A GGGGTGGTGGGGGATACTGTAGGGGTGGTGGGCT 

EBA _G22A GGGGTGGTGGGGGATACTGTGAGGGTGGTGGGCT 

EBA _G23A GGGGTGGTGGGGGATACTGTGGAGGTGGTGGGCT 

EBA _G24A GGGGTGGTGGGGGATACTGTGGGAGTGGTGGGCT 

EBA _G25A GGGGTGGTGGGGGATACTGTGGGGATGGTGGGCT 

EBA _G30A GGGGTGGTGGGGGATACTGTGGGGGTGGTAGGCT 

EBA _G31A GGGGTGGTGGGGGATACTGTGGGGGTGGTGAGCT 

EBA _G32A GGGGTGGTGGGGGATACTGTGGGGGTGGTGGACT 
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表 6. FITC 修飾 Oligo DNA 配列 

ID 配列 (5΄ to 3΄) 

FITC-dT10-EBA FITC-TTTTTTTTTTGGGGTGGTGGGGGATACTGTGGGGGTGGTGGGCT 

FITC-dT10-R34 FITC-TTTTTTTTTTNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 
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表 7. ビオチン修飾 Oligo DNA 配列 

ID 配列 (5΄ to 3΄) 

Bio-dT10-EBA Biotin-TTTTTTTTTTGGGGTGGTGGGGGATACTGTGGGGGTGGTGGGCT 

Bio-dT10-Loop 1T Biotin-TTTTTTTTTTGGGGTTTTGGGGGATACTGTGGGGGTGGTGGGCT 

Bio-dT10-Loop 2T Biotin-TTTTTTTTTTGGGGTGGTGGGTTTTTTTTTTGGGGTGGTGGGCT 

Bio-dT10-Loop 3T Biotin-TTTTTTTTTTGGGGTGGTGGGGGATACTGTGGGGTTTTTGGGCT 
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2.2 実験手法 

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

Jasco CD spectrometer (Cat.No.: J-1500, JASCO, Japan) を用いて各 ssDNA サンプルの CD スペク

トル測定を行った． VEGF_Pu22T12T13T 及び一塩基アデニン置換配列 (表 2) は 40 mM KCl を含

む 10 mM リン酸カリウム緩衝液 (pH 7.2)，VEGF_Pu22 及び一塩基アデニン置換配列 (表 4) は 70 

mM KCl を含む 25 mM リン酸カリウム緩衝液 (pH 7.0)，その他配列は全て DPBS (-) (137 mM NaCl, 

2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, and 1.5 mM KH2PO4, pH 7.4) でそれぞれ 4 μM に希釈し，Thermal cycler 

(Cat.No.: TP600, TAKARA BIO, Japan) を用いて 94℃で 2 分間加熱した後，0.1℃/sec. の速さで 25℃ 

まで冷却することでサンプルのアニーリングを行った．absorption cuvettes ultra Micro suprasil quartz 

(Cat.No.: Z600377-1EA, Hellma, Germany) に 110 μL のサンプルを入れ，窒素雰囲気下，表 8 の条件

で楕円率の測定を行った．各サンプルの希釈に使用した緩衝液をブランクとして測定し，ベースラ

イン補正及びスムージングを行った． 
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表 8. CD スペクトル測定条件 

セル長 1 cm 

温度 室温 

オペレーター CD 

データモード CD 

Ch2 モード HT 

開始波長 320 nm 

終了波長 220 nm 

解像度 0.5 nm 

バンド幅 1.0 nm 

感度 100 mdeg 

レスポンス 1 sec 

走査速度 100 nm/min 

積算回数 3 回 
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2.2.2 融解温度 (Melting temperature, Tm) 測定 

UV-Visible Spectrophotometer UV-2450 (SIMADZU, Japan) を用いて融解温度曲線の測定を行った． 

VEGF_Pu22T12T13T 及び一塩基アデニン置換配列は 40 mM KCl を含む 10 mM リン酸カリウム緩

衝液 (pH 7.2)，VEGF_Pu22 は 70 mM KCl を含む 25 mM リン酸カリウム緩衝液 (pH 7.0)，その他

配列は全て DPBS (-) (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, and 1.5 mM KH2PO4, pH 7.4) でそ

れぞれ 4 μM に希釈し，Thermal cycler (Cat.No.: TP600, TAKARA BIO, Japan) を用いて 90℃で 2 分 

30 秒間加熱した後，1.5℃/min. の速さで 4℃ まで冷却することでサンプルのアニーリングを行っ

た．光路長 1 cm の 8 SERIES MICRO MULTI-CELL (Cat.No.: 208-98097-11, SIMADZU, Japan) に 120 

μL のサンプルを入れ，更に  40 μL の Liquid paraffin (Cat.No.: 164-00476, FUJIFILM Wako Pure 

Chemical Corporation, Japan) を加えることでサンプルの蒸発を防いだ．窒素雰囲気下で，サンプルを 

4ºC まで冷却後 10 分間維持し，295 nm における吸光度の温度変化を 110ºC まで測定することで

融解温度曲線を得た．得られた融解温度曲線を Origin 7.0 にインポートし，FFT Filter Enter Number 

of Points 20 でスムージングした後，Calculus Differentiate を行った．得られた曲線の変曲点を融解温

度とした．  

 

2.2.3 E-cadherin 結合性 DNA アプタマーを利用した細胞染色 

A549 細胞を 1.0×106 cells になるように 35 mm イージーグリップディッシュ (Cat.No.: D11530H, 

Matsunami glass, Japan) に播種した．播種から  24 時間後，1 mL DPBS (-) (Cat.No.: 041-20211, 

FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Japan) で三回洗浄し，1 μM FITC 修飾 Oligo DNA サンプ

ルと Alexa Fluor 594 anti-mouse/human CD324 (E-Cadherin) Antibody (Cat.No.: 147306, BioLegend, USA) 
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(1:500 = Antibody : DPBS (-)) を 1 mL 加え，氷上で 1.5 時間静置した．静置後，1 mL DPBS (-) で三

回洗浄し，蛍光顕微鏡 (Zeiss Observer Z1 (Carl Zeiss, Germany)) で観察を行った． 

 

2.2.4 表面プラズモン共鳴 (Surface plasmon resonance, SPR) センサーによる相互作用解析 

各ビオチン修飾  Oligo DNAs (Thermo Fisher Scientific, USA) サンプルを  DPBST (0.05(w/v)% 

Polyoxyethylene (20) Sorbitan Monolaurate, 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, and 1.5 mM 

KH2PO4, pH 7.4) でそれぞれ 500 nM に希釈し，Thermal cycler (Cat.No.: TP600, TAKARA BIO, Japan) 

を用いて 94℃で 2 分間加熱した後，0.1℃/sec. の速さで 25℃ まで冷却することでサンプルのアニ

ーリングを行った．ランニングバッファーを DPBS (-)T として，Sensor Chip SA (Cat.No.: BR100032, 

GE Healthcare, USA) を Biacore X100 (GE Healthcare, USA) にセットした．Wizard の immobilization 

プログラムを Flow rate: 10 μL/min.，Prime before run 有り，Aim for immobilized level: 1000 RU，Wash 

solution: 1 M NaCl/ 50 mM NaOH に設定し，各ビオチン修飾 Oligo DNAs サンプルを流路に固定化し

た．Wizard の Binding analysis プログラムを Flow rate: 10 μL/min.，Contact time: 120 sec.，Dissociation 

time: 600 sec.， Wash solution: 1 M NaCl/ 50 mM NaOH，Wash time: 60 sec.，Stabilization time: 600 sec. 

に設定し，80 nM E-cadherin Fc chimera または 10(v/v)% FBS を各 Oligo DNA サンプルを固定化し

た流路にインジェクションした．得られたレスポンスを比較することで各 Oligo DNA サンプルと 

E-cadherin Fc chimera との相互作用を評価した． 

 

2.2.5 細胞培養 

本研究では細胞接着評価の細胞として，ヒト肺胞基底上皮腺癌由来細胞株 A549，ヒト乳癌由来細
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胞株 MCF-7，ヒト肝癌由来細胞株 HuH-7，ヒト子宮頸癌由来細胞株 HeLa，ヒト骨髄由来間葉系幹

細胞株 UE7T-13，ヒト脂肪由来初代間葉系幹細胞 ADSC，ヒト骨髄由来初代間葉系幹細胞 BMSC，

ヒトさい帯静脈血管内皮細胞株 HUVEC-2 を使用した．A549 細胞は Dulbecco’s Modified Eagle’s 

Medium - high glucose (Cat.No. D5796-500ML, Sigma-Aldrich, USA) に Serum, Fetal Bovine, BSE Tested, 

EC Approved <FBS> (Cat.No.: S1820, Biowest, France) を 10(v/v)%，Penicillin-Streptomycin Solution 

(×100) (Cat. No.: 168-23191, FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Japan) を 1(v/v)% の割合で混

合した培地で培養した．その他の細胞は D-MEM (High Glucose) with L-Glutamine and Phenol Red 

(Cat.No.: 044-29765, FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Japan) に Serum, Fetal Bovine, BSE 

Tested, EC Approved <FBS> (Cat.No.: S1820, Biowest, France) を  10(v/v)%，Penicillin-Streptomycin-

Neomycin (PSN) Antibiotic Mixture (Cat.No.: 15640055, Thermo Fisher Scientific, USA) を 1(v/v)% の割

合で混合した培地で培養した．全ての細胞は 100 mm/Tissue Culture Dish (Cat.No.: 3020-100, AGC 

TECHNO GLASS CO.,LTD., Japan) に培地量 10 mL，CO2 濃度 5%，37ºC で培養し，4 日に一度の頻

度で継代を行った．継代の際には  2 mL の Dulbecco’s PBS (-) <DPBS (-)> (Cat.No.: 041-20211, 

FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Japan) で二度洗浄した後，0.05% Trypsin-EDTA (0.5% 

Trypsin-EDTA (10X), no Phenol Red (Cat.No.: 15400054, Thermo Fisher Scientific, USA) を DPBS (-) で

希釈) を 2 mL 加え，37ºC で 5 分間静置し，細胞を剥離した．剥離した細胞懸濁液に 2 mL の培

地を加え、500G で 4 分間遠心した後，上澄みを培地に置換し，4×105 cells/dish となるように細胞

を播種した．Oligo DNA 修飾基板に細胞を播種する場合は，2 mL の 0.05% Trypsin-EDTA の代わり

に 5 mL の 1 mM EDTA (EDTA Solution (Cat.No.: 2103-100, BioVision, USA) を DPBS (-) で希釈) を
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使用し，静置時間を 10 分間とした． 

 

2.2.6 Oligo DNA 修飾基板の調製 

各ビオチン修飾  Oligo DNAs (Thermo Fisher Scientific, USA) サンプルを  DPBST (0.05(w/v)% 

Polyoxyethylene (20) Sorbitan Monolaurate, 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, and 1.5 mM 

KH2PO4, pH 7.4) でそれぞれ 500 nM に希釈し，Thermal cycler (Cat.No.: TP600, TAKARA BIO, Japan) 

を用いて 94℃で 2 分間加熱した後，0.1℃/sec. の速さで 25℃ まで冷却することでサンプルのアニ

ーリングを行った．ストレプトアビジンコート 96 well プレート (Immobilizer Streptavidin (Cat. No.: 

436014, Thermo Scientific Nunc, USA) の各ウェルを 300 µL の DPBST で 3 回洗浄し，100 µL の 500 

nM ビオチン修飾 Oligo DNAs サンプルを加え，室温で一時間インキュベートした．インキュベー

ト後，各ウェルを 300 µL の DPBST で三回洗浄した． 

 

2.2.7 細胞接着評価 

Oligo DNA 修飾基板に各細胞を細胞数 3×104 cells/well になるように播種した．播種から 24 時間

後，300 μL の 1m M EDTA (EDTA Solution (Cat.No.: 2103-100, BioVision, USA) を Dulbecco’s PBS (-) 

<DPBS (-)> (Cat.No.: 041-20211, FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Japan) で希釈) で洗浄し

た．洗浄前後の細胞数を位相差顕微鏡 (OLYMPUS IX51 (OLYMPUS, Japan)) で撮影し，細胞数をカ

ウントした． 

 

2.2.8 トランスフォーミング増殖因子 -β1 (TGF-β1) 処理による E-cadherin のノックダウン 

A549 細胞を培地量 1 mL，細胞数 1×105 cells/dish になるように 100 mm/Tissue Culture Dish 
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(Cat.No.: 3020-100, AGC TECHNO GLASS CO.,LTD., Japan) に播種し，24 時間後，TGF-β1 (0.1(w/v)% 

Albumin, from Bovine Serum (BSA) (Cat. No.: 015-15125, FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, 

Japan), DPBS (-)) を 1 µg/mL 含む培地で培地交換を行った．培地交換から 96 時間後の細胞を

Western Blotting および細胞接着評価に用いた． 

 

2.2.9 Western blotting によるタンパク質発現量の定量 

TGF-β1 処理を行った細胞の培地を除去し，5 mL の Dulbecco’s PBS (-) <DPBS (-)> (Cat.No.: 041-

20211, FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Japan) で二回洗浄後，500 µL の RIPA buffer (Cat. 

No.: 08714-04, Nacalai tesque co. ltd, Japan) を加え，氷上で 30 分インキュベートした．セルスクレー

パー (Cat. No.: 9000-220, IWAKI, Japan) で細胞を破砕し，懸濁液を 4ºC，13000 rpm，10 分間の条件

で遠心した．上清を回収し，総タンパク質の定量 (Protein Assay Kit，(Protein Assay Reagent A (Cat.No.: 

500-0113, Bio-Rad, USA)，Protein Assay Reagent B (Cat.No.: 500-0114, Bio-Rad, USA)，Protein Assay 

Reagent S (Cat.No.: 500-0115, Bio-Rad, USA) ) を行った．上清 260 µL に対して，100 µL の 4×Laemmli 

buffer (Cat. No.: 1610747, Bio-Rad, USA)，40 µL の  2-Mercaptoethanol, 99% (Cat. No.: 131-14572, 

FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Japan) を加え，よく混合した後，卓上遠心機にかけ，95ºC 

で 5 分間インキュベートした後，室温まで冷ました．10% Mini-PROTEAN TGX (Cat.No.: 456-1036, 

Bio-Rad, USA) を泳動装置 Mini-PROTEAN Tetra Cell (Cat.No. 165-8000, Bio-Rad, USA) にセットし，

各ウェルを 1 mL の Running buffer (25 nM 2-Amino-2-hydroxymethyl-1,3-propanediol <Tris> (Cat. No.: 

015-20093, FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Japan), 192 mM glycine (Cat. No.: 077-00735, 
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FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Japan), 35 mM Sodium Dodecyl Sulfate (Cat. No.: 196-08675, 

FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Japan)) で洗浄した．総タンパク質の定量から各サンプル

の総タンパク質が等しくなるようにサンプルをアプライし，マーカーとして Pre-stained Protein 

Markers (Broad Range) for SDS PAGE (Cat. No.: 02525-35, Nacalai tesque co. ltd, Japan) 2 µL をアプライ

した．電圧を 100 V に設定し，10 分間泳動した後，200 V に変更し，更に 35 分間泳動した．メン

ブレン (Nitrocellulose Membrane, Precut, 0.2 µm, 7 x 8.4 cm (Cat.No. 1620146, Bio-Rad, USA)) とゲルを

数分間 Transfer buffer (25 mM Tris, 192 mM glycine, 10(v/v)% methanol (Cat. No.: 138-14521, FUJIFILM 

Wako Pure Chemical Corporation, Japan)) に浸し，ブロッティングフィルター (Extra thick blot paper 

Filter paper (Cat.No. 1703965, Bio-Rad, USA))，メンブレン，ゲル，ブロッティングフィルターの順で

重ね，セミドライ泳動装置 Trans-Blot SD Cell (Cat.No. 1703940JA, Bio-Rad, USA) にセットした．電

圧 15 V，電流 3 A の条件で 60 分泳動した後，メンブレンを切り出し，5(w/v)% BSA-TBST に一時

間浸して，ブロッキングを行った．Purified Mouse Anti-E-Cadherin (Cat.No.: 610181, BD Biosciences, 

USA)，Purified Mouse Anti-N-Cadherin (Cat.No.: #610920, BD Biosciences, USA)，Rabbit Anti-GAPDH 

antibody (Cat.No.: ab181603, Abcam, UK) を 5% BSA-TBST で それぞれ 1:1000，1:1000，1:2000 に希

釈し，4 ºC でオーバーナイトした．オーバーナイトしたサンプルを洗浄液  TBST (0.05(w/v)% 

Polyoxyethylene (20) Sorbitan Monolaurate, 25 mM 2-Amino-2-hydroxymethyl-1,3-propanediol <Tris> (Cat. 

No.: 015-20093, FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Japan), 150 mM Sodium Chloride (Cat.No.: 

192-13925, FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Japan), pH 7.5)) で 10 分間洗浄し，洗浄液を換

え更に 50 分間洗浄した． Peroxidase AffiniPure Goat Anti-Mouse IgG (H+L) (Cat. No.: 115-035-062, 
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Jackson ImmunoResearch, USA) と Peroxidase AffiniPure Donkey Anti-Rabbit IgG (H+L) (Cat. No.: 711-

035-152, Jackson ImmunoResearch, USA) を 5% BSA-TBST でそれぞれ 1:5000，1:10000 で希釈し，1 

時間インキュベートした．インキュベート後，洗浄液 TBST で 10 分間洗浄し，洗浄液を換え更に 

50 分間洗浄した．インキュベート後のサンプルを取り出し，SuperSignal™ West Dura Extended 

Duration Substrate (Cat.No.: 34075, Thermo Fisher Scientific, USA) に 5 分間浸し，溶液を吸い取った後，

ImageQuant LAS 4000 mini (GE Healthcare, USA) で測定を行った．得られたバンドのインテンシティ

ーを ImageJ で定量した． 

 

2.2.10 相補鎖導入による細胞接着評価 

Bio-dT10-EBA と  cEBA (5΄-AGCCCACCACCCCCACAGTATCCCCCACCACCCC-3΄) を  DPBST 

(0.05(w/v)% Polyoxyethylene (20) Sorbitan Monolaurate, 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, and 

1.5 mM KH2PO4, pH 7.4) でそれぞれ 500 nM に希釈し，Thermal cycler (Cat.No.: TP600, TAKARA BIO, 

Japan) を用いて 94℃で 2 分間加熱した後，0.1℃/sec. の速さで 25℃ まで冷却することでサンプル

のアニーリングを行った．ストレプトアビジンコート 96 well プレート (Immobilizer Streptavidin (Cat. 

No.: 436014, Thermo Scientific Nunc, USA) の各ウェルを 300 µL の DPBST で三回洗浄し，100 µL の 

500 nM ビオチン修飾 Oligo DNA サンプルを加え，室温で一時間インキュベートした．インキュベ

ート後，各ウェルを 300 µL の DPBST で三回洗浄した．A549 細胞を細胞数 3×104 cells/well にな

るように播種した．播種から 24 時間後，300 μL の 1m M EDTA (EDTA Solution (Cat.No.: 2103-100, 

BioVision, USA) を Dulbecco’s PBS (-) <DPBS (-)> (Cat.No.: 041-20211, FUJIFILM Wako Pure Chemical 
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Corporation, Japan) で希釈 ) で洗浄した．洗浄前後の細胞数を位相差顕微鏡  (OLYMPUS IX51 

(OLYMPUS, Japan)) で撮影し，細胞数をカウントした． 

 

2.2.11 エンドヌクレアーゼ処理による細胞剥離 

Oligo DNA 修飾基板に A549 細胞を細胞数 3×104 cells/well になるように播種した．播種から 24 時

間後，培地を除去し，200 µL の DPBS (-) (Cat.No.: 041-20211, FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, 

Japan) で洗浄後，Nuclease BAL-31 (Cat.No.: M0213S, New England Biolabs, USA) の酵素と Reaction 

Buffer (600 mM NaCl, 12 mM CaCl2, 12 mM MgCl2, 20 mM Tris-HCl, 0 or 1 mM EDTA, pH 8.0) の混合溶

液 (Nuclease : buffer = 10 μL: 300 μL) または Reaction Buffer のみを 300 µL 加え，37ºC で 30 分間

インキュベートした後，培地に置換し，位相差顕微鏡 OLYMPUS IX51 (OLYMPUS, Japan) で撮影し

た． 

 

2.2.12 免疫染色 

本研究で使用している基板 Immobilizer Streptavidin (Cat. No.: 436014, Thermo Scientific Nunc, USA) は

ウェルの底が厚いため蛍光顕微鏡観察が困難であったため下記の手法で染色を行った．Immobilizer 

Streptavidin と MicroWell 96-Well Microplates, F 96 well plate, cell culture, clear, with lid, Sterile (Cat.No.: 

167008, Thermo Scientific Nunc, USA) のウェルの底を切り出し，Microplate 6 well with Lid (Cat. No.: 

3810-006, AGC TECHNO GLASS CO.,LTD., Japan) に両面テープで固定した．4 mL の DPBS (-)T 

(0.05(w/v)% Polyoxyethylene (20) Sorbitan Monolaurate, 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, and 

1.5 mM KH2PO4, pH 7.4) で三回洗浄し，4 mL の 500 nM Bio-dT10-EBA を加え，室温で 1 時間イン
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キュベートした．再度 4 mL DPBST で三回洗浄した後，細胞濃度 1×105 cells/mL の A549 細胞を 5 

mL 播種した．24 時間後，培地を除去し，4 mL の Dulbecco’s PBS (-) <DPBS (-)> (Cat.No.: 041-20211, 

FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Japan) で三回洗浄した後， 4 mL の  4(w/v)% 

paraformaldehyde-DPBS (-) (paraformaldehyde (Cat. No.: 162-16065, FUJIFILM Wako Pure Chemical 

Corporation, Japan) ) を加え，室温で 15 分間インキュベートした．再び 4 mL DPBS (-) で洗浄後，

4 mL の  5(w/v)% glycine-DPBS (-) (glycine (Cat. No.: 072-05285, FUJIFILM Wako Pure Chemical 

Corporation, Japan)) を加え，15 分間インキュベートした．DPBS (-) で洗浄後，4 mL の 0.5% Triton 

X-100-DPBS (-) (Triton X-100 (Cat. No.: 596-18621, FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Japan)) 

を加え，5 分間インキュベートした．両面テープで貼り付けた底面を Microplate 12 well with Lid (Cat. 

No.: 3815-012, AGC TECHNO GLASS CO.,LTD., Japan) に移し替え，2 mL の  5% BSA-DPBS (-) 

(Albumin, from Bovine Serum (BSA) (Cat. No.: 015-15125, FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, 

Japan)) に 30 分間浸し，ブロッキングを行った．Purified Mouse Anti-Paxillin (Cat.No.: 610052, BD 

Biosciences, USA) を 5% BSA-DPBS (-) で 1:500 に希釈し，各ウェルに 2 mL 加え 4ºC でオーバー

ナイトした．サンプルを三回 2 mL の DPBS (-) で 5 分間洗浄し， Chicken anti-Mouse IgG (H+L) 

Cross-Adsorbed Secondary Antibody, Alexa Fluor 488 (Cat.No.: A21200, Thermo Fisher Scientific, USA) を 

5% BSA-DPBS (-) で 1:1000 に希釈し，各ウェルに 2 mL 加え，1 時間遮光してインキュベートし

た．サンプルを三回 2 mL の DPBS (-) で 5 分間洗浄し，乾燥を防ぐため 50% glycerol-DPBS (-) 

(Glycerol (Cat. No.: 072-04945, FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Japan)) を 2 mL 添加し，カ

バーガラス NEO micro cover glass (Cat.No.: C025361, Matsunami glass, Japan) を被せた．蛍光観察は 
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Zeiss Observer Z1 (Carl Zeiss, Germany) でカバーガラス側から行った． 

 

2.2.13 細胞生存率評価 

Oligo DNA 修飾基板に各細胞を細胞数 1×104 cells/well になるように播種した．播種から 48 時間

後，300 µL の  Dulbecco’s PBS (-) <DPBS (-)> (Cat.No.: 041-20211, FUJIFILM Wako Pure Chemical 

Corporation, Japan) で 2 回洗浄し，Live-Dead Cell Staining Kit (Cat.No.: 501-100, BioVision, USA) 中の 

Solution A (1 mM Live-Dye) と Solution B (1 mg/mL PI) を 1 µL/mL となるように DPBS (-) で希釈し

た溶液を 200 µL 加え，15 分間静置した後，位相差顕微鏡 (OLYMPUS IX51 (OLYMPUS, Japan)) で

撮影した．撮影した画像を ImageJ により解析し，細胞数をカウントした後，生存率を算出した． 

 

2.2.14 細胞増殖能評価 

Oligo DNA 修飾基板に各細胞を細胞数 3×103 cells/well になるように播種した．播種から 2，24，

48 時間後の細胞数を位相差顕微鏡 (OLYMPUS IX51 (OLYMPUS, Japan)) でカウントした． 

 

2.2.15 RNA 抽出 

EBA 修飾基板及び MicroWell 96-Well Microplates, F 96 well plate, cell culture, clear, with lid, Sterile 

(Cat.No.: 167008, Thermo Scientific Nunc, USA) に各細胞を細胞数 1×104 cells/well になるように播種

した．播種から 24，48，72 時間後の RNA を抽出した．RNeasy Mini Kit (Cat.No.: 74104, QIAGEN, 

Germany) 中の Buffer RLT を 350 µL ずつ各ウェルに加え，マイクロピペットで細胞を破砕し，懸濁

液を回収した．懸濁液を QIAshredder (Cat.No.: 79654, QIAGEN, Germany) で更にホモジナイズした．
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70 (v/v)% エタノールを，350 µL 加え，ピペットでよく混和した．溶液を RNeasy MinElute Spin 

Column にアプライし，Centrifuges 5424 R (Eppendorf AG., Germany) で 10000 rpm，15 秒遠心し，ろ

液を捨てた．更に，700 µL の Buffer RW1 を加え，10000 rpm で 15 秒遠心操作し，ろ液を捨てた．

RNeasy MinElute Spin Column を新しい 2 mL コレクションチューブにセットし，Buffer RPE 500 µL 

を加え，10000 rpm で 15 秒間遠心し，ろ液を捨てた．再度 Buffer RPE 500 µL を加え，10000 rpm 

で 1 分間遠心した．RNeasy MinElute Spin Column を 1.5 mL コレクションチューブにセットし，

RNase フリー水 30 µL をカラムのメンブレン部分にゆっくりと加え，15000 rpm で 1 分間遠心し，

RNA 溶液を回収した． 

 

2.2.16 mRNA-sequencing による遺伝子発現量解析 

ライブラリーの調製は，メーカーの指示に従って，TruSeq stranded mRNA sample prep kit (Cat.No.: 

20020594, Illumina, USA) を使用して行った．シーケンスは，75 base のシングルエンドモードの 

Illumina HiSeq 2500 (Illumina, USA) プラットフォームで実行された． Illumina Casava1.8.2 ソフトウ

ェアは，ベースコールに使用された． 配列決定されたリードは，Bowtie2 バージョン 2.2.3 および 

SAMtools バージョン 0.1.19 と組み合わせて TopHat バージョン 2.0.13 を使用し，ヒト参照ゲノム 

（hg19） 配列にマッピングされた．Fragments Per Kilobase of exon per Million mapped fragments 

(FPKM) は，Cufflinks バージョン 2.2.1 を使用して計算された． 

 

2.2.17 統計解析 

 融解温度，細胞密度，SPR レスポンス，相対発現量は平均値±標準誤差を示す．2 群間の統計的有



54 

 

意差検定は R software (R Development Core Team, New Zealand) を使用し，ウェルチの t 検定を行っ

た．本博士論文では p 値が 0.05 未満を統計的に有意とみなした． 
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第 3 章： 分光学的手法に基づいたグアニン四重鎖構造解析法の提

案と E-cadherin 結合性 DNA アプタマーの構造推定 
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3.1 序論 

グアニン含有量の多い核酸配列は、非ワトソンクリック塩基対部位である G-カルテット構造を分

子内に有し、グアニン四重鎖構造を形成しているものがある 41。グアニン四重鎖は生体内に数多く

存在し，遺伝子制御やテロメアの維持など、生物学的プロセスにおける役割についての知見が増え

つつある 56–61．また，生体外においても構造や特徴を活用した低分子，核酸，タンパク質のセンサー

等に応用されている 62–65．従って，グアニン四重鎖の構造及び機能の解明は新薬やセンサー等の開発

にとって非常に重要であり，本博士論文における細胞足場材料としての応用においても例外ではな

い．グアニン四重鎖構造の解析にはいくつかの実験手法が報告されており，それぞれ異なる水準で

構造情報を提供する 43．最も高次元にグアニン四重鎖の構造を決定するには X 線結晶構造解析と 

NMR 分光法が使用される 54,66–71．しかし，X 線結晶構造解析における核酸の結晶化には多くの最適

条件の決定が必要であるため，解析が長期に及び，結晶化に至らないことがほとんどである．一方，

NMR 分光法においては結晶化よりも最適条件の決定が容易であるが，特殊なパルスシーケンスを

使用するには専門知識が必要であるだけでなく，シグナルの帰属が非常に困難である．従って，グア

ニン四重鎖の構造を推定するために，単純な技術や操作によって高次構造に関する情報をより正確

に獲得する分析法が求められている．グアニン四重鎖構造の推定には G-カルテット形成グアニンの

同定が重要となる．配列に含まれる多数のグアニンから G-カルテット形成グアニンを決定すること

ができれば，その配列が形成するグアニン四重鎖の高次構造の候補を絞ることが可能であり，特に

一本鎖のパラレル型グアニン四重鎖の場合，ループ構造内の相互作用を除いた高次構造をただ一つ

に決定することができる．G-カルテット形成グアニンの推定には電気泳動に基づく硫酸ジメチル 
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(Dimethyl sulfate, DMS) フットプリントが報告されている 72．DMS はグアニンの N7 位をメチル化

するため，脱プリンが容易になる．その後，ピペリジンの添加により脱塩基部位での切断が誘導され

るが，G-カルテット形成グアニンは Hoogsteen 水素結合により N7 位がメチル化から保護され，切

断がほとんど起こらない．DMS フットプリントではこの特徴を利用することで G-カルテット形成

グアニンの推定を行うことができる．しかし，DMS フットプリントには放射性同位体標識が必要で

あり，特殊な測定環境が要求される．以上のように，高度な専門技術と放射性同位体標識なしでグア

ニン四重鎖構造の G-カルテット形成グアニンに関する立体構造情報を提供する方法は未だに報告

されていない． 

 

本章では，三段パラレル型グアニン四重鎖構造を形成する E-cadherin 結合性 DNA アプタマー 

(E-cadherin-binding DNA aptamer, EBA) の構造推定を目的とし，三段パラレル型グアニン四重鎖にお

ける G-カルテット形成グアニンを推定する新しい分光学的手法に基づく分析法を提案する．本手法

は核酸配列の網羅的な一塩基アデニン置換体の円偏光二色性 (Circular dichroism, CD) スペクトル測

定と紫外可視分光光度計による融解温度 (Melting temperature, Tm) 測定を併用することで G-カルテ

ット形成グアニンを推定する．本手法の構築のために，VEGF_Pu22T12T13 (VPT)72，T95-2T54，VEFG-

Pu22 (VP) 72 の 3 種類の三段パラレル型グアニン四重鎖に関して CD スペクトル測定及び Tm 測

定を行った．VPT 及び T95-2T は，NMR 分光法によって高次構造が決定されており，VP の G-カ

ルテット形成グアニンは，DMS フットプリントを使用して推定されている 73,74．最後に，本章で構

築した分析法を利用して EBA の構造推定を行った結果，EBA が三つの長いループ構造を持つにも
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関わらず，熱力学的安定性の高いユニークな構造を形成することが示唆された．本章で提案するパ

ラレル型グアニン四重鎖における G-カルテット形成グアニンを推定する新しい分光学的手法に基

づく分析法は高度な専門技術と放射性同位体標識を必要とせず，グアニン四重鎖構造を推定するた

めの方法の選択肢の一つになりえる． 
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3.2 結果と考察 

3.2.1 分光学的手法に基づいたグアニン四重鎖構造解析法の構築 

本研究の目的は三段のパラレル型グアニン四重鎖構造を形成する EBA の構造を推定することで

ある．本目的を達成するために，三段パラレル型グアニン四重鎖における G-カルテット形成グアニ

ンを推定する新しい分析法の構築を試みた．先行研究より，グアニン四重鎖形成核酸配列の G-カル

テット形成グアニンの一つをアデニン (Adenine, A) に置換すると，グアニン四重鎖構造のトポロジ

ーや熱力学的安定性などの構造特性が変化することが報告されている 75．グアニン四重鎖構造のト

ポロジーと熱力学的安定性に関する情報はそれぞれ CD スペクトル測定 44,45，Tm 測定 76によって獲

得することができる．以上の理由から，本研究では，グアニン四重鎖構造形成核酸配列のグアニンを

網羅的にアデニン置換し，CD スペクトル測定及び Tm 測定によってトポロジーと熱力学的安定性

を評価することで G-カルテット形成グアニンの推定が可能であるという仮説を立て，高次構造が既

知である VPT72，T95-2T54，VP 72 の三つの配列で検証した． 

 はじめに，VPT と一塩基アデニン置換体の CD スペクトルを測定した (図 8)．VPT は VP 72 

の 12 番目と 13 番目のグアニンをチミンに置換した 22 塩基の配列であり，NMR 分光法によって

高次構造が決定されている 18．VPT は配列内に三つ以上のグアニンが連続する部位 (以後、G-run と

明記する) を四つ有しており (図 8A)，三段のパラレル型グアニン四重鎖構造を形成する (図 8B)．

VPT のそれぞれの G-run のグアニンを，一塩基ずつアデニンに置換し (表 2)，CD スペクトルを測

定した (図 8C)．VPT の CD スペクトルはパラレル型グアニン四重鎖に特有の 265 nm に正，240 

nm に負のコットン効果が確認された 77 (図 8C，破線)．G-カルテット形成グアニンである G3，G4，
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G5 (G-run I)，G7，G8，G9 (G-run II)，G14，G15，G16 (G-run III)，G18，G19，G20 (G-run IV) をそれ

ぞれアデニンに置換した配列では，VPT と比較して大きく CD スペクトルが変化した (図 8C)．特

に G19 をアデニンに置換した配列においてはグアニン四重鎖構造のトポロジーがパラレル型から

アンチパラレル型に変化していることが明らかとなった．この結果は，グアニン四重鎖形成核酸配

列の一部を置換することによって，本来形成する高次構造や機能に大きな影響を与えうることを示

している．この結果は G-カルテット形成グアニンをアデニンに置換したことにより，VPT のトポロ

ジーが変化したことを示している．一方，G-カルテット非形成グアニンである G2 (G-run I)，G21 (G-

run IV) をアデニンに置換した場合では VPT と比較して CD スペクトルにほとんど変化がなく，ト

ポロジーに影響を与えないことが確認された (図 8C)．以上の結果から，NMR 分光法によって決定

された VPT 72の G-カルテット形成グアニンを，網羅的な一塩基アデニン置換と CD スペクトル測

定によって推定できることが示された． 

  



61 

 

 

図 8．VPT と一塩基アデニン置換体の CD スペクトル． 

 (A) VPT の配列．上部の数字は塩基番号を示し，下線は G-run を示している．(B) VPT の三次元

構造．PDB ID 2M27 を元に作成した．青色は G-カルテット形成グアニン，赤色は G-カルテット非

形成グアニン，白色はシトシン，緑色はチミンをそれぞれ示している．(C) VPT と一塩基アデニン置

換体の CD スペクトル．ssDNA 濃度：4 μM，バッファー：40 mM KCl ，10 mM リン酸カリウム緩

衝液 (pH 7.2)． 
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 次に，T95-2T と一塩基アデニン置換体の CD スペクトルを測定した (図 9C)．T95-2T は配列

内に G-run を四つ有しており，全てのグアニンが G-カルテット形成部位である単純な 18 塩基の

配列である 54 (図 9A)．T95-2T は NMR 分光法によって高次構造が決定されており，三段のパラレ

ル型グアニン四重鎖構造を形成する (図 9B)19．T95-2T のそれぞれの G-run のグアニンを，一塩基

ずつアデニンに置換し (表 3)，CD スペクトルを測定した (図 9C)．T95-2T の CD スペクトルはパ

ラレル型グアニン四重鎖に特有の 265 nm に正，240 nm に負のコットン効果が確認された (図 9C，

破線)．一方，一塩基アデニン置換配列では VPT の結果と異なり，G-run III の G11 を除く全ての置

換配列で CD スペクトルの変化が確認されなかった．この結果は，T95-2T では G-カルテット形成

グアニンをアデニンに置換した場合でも，CD スペクトルだけでは構造変化の情報を獲得すること

ができないということを示しており，グアニン四重鎖構造核酸配列の違いによって一塩基アデニン

置換が高次構造に与える影響が異なる可能性があることを示している．T95-2T の一塩基アデニン置

換による構造への影響を更に調査するために，T95-2T の Tm 測定を行った．グアニン四重鎖構造の

熱力学的安定性の指標となる Tm 値は、295 nm における温度依存的な吸光度の変化から算出するこ

とができる 76．測定の結果，T95-2T の Tm 値は 74.4 ± 0.8 °C と高い熱力学的安定性を有しているこ

とが確認された．一方，T95-2T の G-カルテット形成グアニンを一塩基アデニン置換した配列は全

て Tm が大きく低下した (図 9D)．この結果は，G-カルテット形成グアニンの一塩基アデニン置換

によって，グアニン四重鎖構造の熱力学的安定性が低下することを示すものである．以上の結果か

ら，G-カルテット形成グアニンの一塩基アデニン置換配列の CD スペクトル測定によってトポロジ

ーの変化が確認されなかった場合でも，Tm 測定を併用することによって，G-カルテット形成グアニ
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ンを推定することができることが示唆された． 
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図 9．T95-2T と一塩基アデニン置換体の CD スペクトル及び Tm 値． 

 (A) T95-2T の配列．上部の数字は塩基番号を示し，下線は G-run を示している．(B) T95-2T の三

次元構造．PDB ID 2LK7 を元に作成した．青色は G-カルテット形成グアニン，緑色はチミンをそれ

ぞれ示している．(C) T95-2T と一塩基アデニン置換体の CD スペクトル．(D) T95-2T と一塩基アデ

ニン置換体の Tm 値．T95-2T の Tm 値 = 74.4 ± 0.8 °C を黒色，G-カルテット形成グアニン置換の Tm 

値を青色で示している．全ての Tm 値 は n≥3，平均値±標準誤差で示している．*は T95-2T との

有意差 (t 検定，p <0.05) を示している．ssDNA 濃度：4 μM，バッファー：DPBS (-) (137 mM NaCl, 

2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, and 1.5 mM KH2PO4, pH 7.4)． 
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これまでの結果を元に，VEGF のプロモーター領域に存在する VP 72 の CD スペクトル測定及び 

Tm 測定を行った．VP は DMS フットプリントにより G-カルテット形成グアニンが推定されてい

る 22 塩基の三段パラレル型のグアニン四重鎖である 18．VP は VPT，T95-2T と同様に配列内に四

つの G-run を有しており (図 10A)，図 10B のような構造を形成していることが推定されている．

VP のそれぞれの G-run のグアニンを，一塩基ずつアデニンに置換し (表 4)，CD スペクトルを測

定した (図 10C)．VP の CD スペクトルはパラレル型グアニン四重鎖に特有の 265 nm に正，240 

nm に負のコットン効果が確認された (図 10C，破線)．CD スペクトル測定の結果から，G-run IV の 

G19 をアデニンに置換した場合，グアニン四重鎖構造を形成していないことが明らかとなった．こ

の結果は G19 が VP のグアニン四重鎖構造形成に重要，つまり G-カルテット形成グアニンの一つ

であることを示している．G19 は先行研究の DMS フットプリントによって G-カルテット形成グ

アニンであることが明らかとなっており，アデニン置換体による CD スペクトル測定によっても G-

カルテット形成グアニンを推定できることが示された．次に，グアニン四重鎖構造を形成していな

い G19 置換を除いた一塩基アデニン置換配列の Tm 測定を行った (図 10D)．測定の結果，全ての 

G-run で，VP と比較して Tm 値の低い置換配列，つまりアデニン置換によって熱力学的安定性が下

がった連続配列を Tm 値の低いものから三つ (G-run IV の場合二つ) ずつ選択すると，先行研究の 

DMS フットプリントによって推定された G- カルテット形成グアニンと一致することが明らかと

なった．G-run III では他の G-run と比較して VP 及びアデニン置換配列間の Tm 値の差が小さく

なっている．Tm 値の差が小さいのは，G-run III では G-カルテット形成部位になり得るグアニンが

五つ存在しており，一つの G-カルテット形成グアニンがアデニンに置換された場合でも，本来 G-
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カルテット非形成部位であったグアニンが新たな G-カルテット形成グアニンとして安定なグアニ

ン四重鎖構造を形成する可能性が高いためであると考察した．また，先行研究において，三段のアン

チパラレル型グアニン四重鎖形成核酸配列のグアニンを網羅的に一塩基アデニン置換すると，中段

のグアニンをアデニンに置換した場合に最も熱力学的安定性が低下することが報告されている 75．

一方，本研究で検証した三段のパラレル型グアニン四重鎖形成核酸配列においては熱力学的安定性

の指標である Tm の低下傾向は各 G-run で異なっていた．この結果は，グアニン四重鎖構造のトポ

ロジーの違いによって，アデニン置換による影響が異なることを示している． 

 VPT，T95-2T，VP の三つの三段パラレル型グアニン四重鎖構造の分光学的解析の結果から，図 11

に示す新たな分析法を提案する．手順は以下の通りである．1．三段パラレル型グアニン四重鎖構造

を形成する核酸配列とその配列に含まれる全ての G-run のグアニンを一塩基ずつ網羅的にアデニ

ンに置換した配列を用意する．2．CD スペクトル測定を行い，置換前後のトポロジーの変化を観察

する．置換配列においてトポロジーに大きな変化が確認された場合は，置換されたグアニンが G-カ

ルテット形成グアニンであることが推定される．3．CD スペクトル測定において大きなトポロジー

変化が無かった置換配列は Tm 測定を行う．三段のグアニン四重鎖形成核酸配列の G-カルテットは

三つの連続したグアニンによって形成されているため，各 G-run において Tm 値の低い置換配列を

手順 2．で推定された G-カルテット形成グアニンと合わせて三つになるように選択することで全て

の G-カルテット形成グアニンが推定される．以上のように，定性的な CD スペクトル測定に定量

的な Tm 測定を加えることで，G-カルテット形成グアニンの推定を行うことができる． 
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図 10．VP と一塩基アデニン置換体の CD スペクトル及び Tm 値． 

 (A) VP の配列．上部の数字は塩基番号を示し，下線は G-run を示している．(B) VP の三次元構

造．PDB ID2M27 を元に作成した．青色は G-カルテット形成グアニン，赤色は G-カルテット非形

成グアニン，白色はシトシン，緑色はチミンをそれぞれ示している．(C) VP と一塩基アデニン置換

体の CD スペクトル．(D)VP と一塩基アデニン置換体の Tm 値．VP の Tm 値 = 85.5 ± 1.3 °C を黒

色，G-カルテット形成グアニン置換の Tm 値を青色，G-カルテット非形成グアニン置換の Tm 値を

赤色で示している．全ての Tm 値 は n≥3，平均値±標準誤差で示している．*は VP との有意差，

# は G-カルテット非形成グアニン置換との有意差 (t 検定，p <0.05) を示している．ssDNA 濃度：

4 μM，バッファー：70 mM KCl ，25 mM リン酸カリウム緩衝液 (pH 7.0)． 
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図 11．分光学的手法に基づいた三段パラレル型グアニン四重鎖構造解析法． 

 1．グアニン四重鎖形成核酸配列の網羅的なグアニン一塩基アデニン置換．2. CD スペクトル測定．

アデニン置換配列のトポロジーが置換前と大きく変化した場合，置換したグアニンが G-カルテット

形成グアニンであることが推定される．置換前後でトポロジーに大きな変化が確認されなかった場

合，Tm 測定に進む．3．Tm 測定によって熱力学的安定性の低い連続したグアニンを選択することで 

G-カルテット形成グアニンが推定される． 
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3.2.2 E-cadherin 結合性 DNA アプタマーの構造推定 

1.4.2 で述べたように，EBA は一本鎖三段パラレル型グアニン四重鎖を形成し，配列内に G-run 

を四つ有している (図 12A)．3.2.1 で構築した三段パラレル型グアニン四重鎖構造解析法を利用し，

EBA の構造推定を行った．EBA のそれぞれの G-run のグアニンを，一塩基ずつアデニンに置換し 

(表 5)，CD スペクトルを測定した (図 12B)．EBA の CD スペクトルはパラレル型グアニン四重鎖

に特有の 265 nm に正，240 nm に負のコットン効果が確認された (図 12B，破線)．CD スペクトル

測定の結果，EBA の G-run III の G9 をアデニンに置換した場合，トポロジーが大きく変化し，グ

アニン四重鎖構造を形成していないことが示された．従って，G9 は G-カルテット形成グアニンで

あると推定される．次に，EBA 及び一塩基アデニン置換配列の Tm 測定を行った (図 13B)．G-run 

I 及び G-run III においては，Tm 値の低い順に連続したグアニンを三つずつ選択することで，G2，

G3，G4 (G-run I)，G22，G23，G24 (G-run III) がそれぞれ G-カルテット形成グアニンであることが

推定された．G-run II においては CD スペクトル測定の結果から推定された G9 に加え，G10，G11 

が G-カルテット形成グアニンであることが推定される．G-run IV はグアニンが三つであるため，

G30，G31，G32 全てのグアニンが G-カルテット形成グアニンであり，熱力学的安定性が EBA と

比較して大きく低下していた．本手法によって推定した G-カルテット形成グアニンを元に EBA の

推定構造を作成した結果，EBA は三つの長いループを持つグアニン四重鎖構造を形成していること

が明らかとなった (図 14)．一般的に，グアニン四重鎖の熱力学的安定性はループ配列が長くなるほ

ど低くなる 78．EBA は三つのループ配列塩基数の合計が 19 塩基であるにも関わらず，全てのルー

プが 1 塩基で構成されている T95-2T に匹敵する熱力学安定性を有している (T95-2T の Tm 値 = 
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74.4 ± 0.8 °C，EBA の Tm 値 = 71.1 ± 0.3 °C)．これまでに報告された生体内において最も長いループ

構造を持つグアニン四重鎖は Bcl2-1245 であり，中央に 13 塩基のループ配列を有している 79．し

かし，Bcl2-1245 の両端のループ構造はそれぞれ 1 塩基で構成されており，ループ配列塩基数の合

計は 15 塩基である．EBA は生体内条件に近い DPBS (-) 中でループ配列塩基数の合計が 19 塩基

であるにも関わらず，高い熱力学的安定性を有しており，これまでに報告のないユニークな構造を

形成している可能性が示唆された． 
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図 12．EBA と一塩基アデニン置換体の CD スペクトル． 

 (A) EBA の配列．上部の数字は塩基番号を示し，下線は G-run を示している．(B) EBA と一塩基

アデニン置換体の CD スペクトル．ssDNA 濃度：4 μM，バッファー：DPBS (-) (137 mM NaCl, 2.7 

mM KCl, 10 mM Na2HPO4, and 1.5 mM KH2PO4, pH 7.4)． 
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図 13．EBA と一塩基アデニン置換体の CD スペクトル． 

(A) EBA の配列．上部の数字は塩基番号を示し，下線は G-run を示している．CD スペクトルに

よって G-カルテット形成グアニンと推定された G9 を青色で示している．(B) EBA と一塩基アデ

ニン置換体の Tm 値．EBA の Tm 値 = 71.1 ± 0.3 °C を黒色，G-カルテット形成グアニン置換の Tm 

値を青色，G-カルテット非形成グアニン置換の Tm 値を赤色で示している．全ての Tm 値 は n≥3，

平均値±標準誤差で示している．*は EBA との有意差，# は G-カルテット非形成グアニン置換との

有意差 (t 検定，p <0.05) を示している．ssDNA 濃度：4 μM，バッファー：DPBS (-) (137 mM NaCl, 

2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, and 1.5 mM KH2PO4, pH 7.4)． 
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図 14．EBA の配列と推定構造． 

 (A) EBA の配列．上部の数字は塩基番号を示し，G-カルテット形成グアニンを青色で示している．

Loop 1 配列を赤色，Loop 2 配列を緑色，Loop 3 配列を黄色の下線で示している．(B) EBA の推定

構造．G-カルテット形成グアニンを青色で示している．Loop 1 配列を赤色，Loop 2 配列を緑色，

Loop 3 配列を黄色で示している． 
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3.3 結論  

本章では，三つの既知の三段パラレル型グアニン四重鎖構造形成配列を元に，円偏光二色性 

(Circular dichroism, CD) スペクトル測定と紫外可視分光光度計による融解温度 (Melting temperature, 

Tm) 測定を併用した G-カルテット形成グアニン推定法を構築した．本研究で構築した分光学的手法

に基づく分析法は高度な専門技術と放射性同位体標識，特殊な測定環境を必要とせず，グアニン四

重鎖構造を推定するための方法の選択肢の一つになりえる．構築した解析法を元に EBA の構造推

定を行った結果，EBA が三つの長いループ配列を有しているにも関わらず，高い熱力学的安定性を

有しているユニークな構造を形成していることが示唆された． 
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第 4 章：E-cadherin 結合性 DNA アプタマーを介した細胞接着様

式と機能解析 
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4.1 序論 

DNA アプタマーは，安価に化学合成が可能で，熱安定性や保存性が高く，標的分子に対して高い

結合能を有する生体高分子である 37．細胞表面タンパク質を標的とし，細胞機能を制御する核酸ア

プタマーは数多く報告されているが，細胞接着を誘導し，高い生存率と増殖能を維持したまま，細胞

機能を制御できる細胞培養足場材料として機能するような核酸アプタマーは未だ報告されていない．

本章では，DNA アプタマーを利用した細胞培養足場材料の構築を目指し，EBA 修飾基板における

細胞接着様式の解析と EBA 修飾基板が細胞機能に与える影響の評価を行った．具体的には，EBA 

による細胞表面染色，EBA の細胞接着モチーフ解析，細胞選択性，相補鎖導入による細胞接着制御

及びエンドヌクレアーゼによる細胞剥離，細胞接着斑染色を評価した結果，EBA 修飾基板における

細胞接着が EBA と E-cadherin の相互作用によって誘起されていることが示唆され，細胞生存率と

細胞増殖能が通常培養環境と同等であることを明らかにした．更に，EBA がシグナル伝達に与える

影響を遺伝子発現解析によって評価した結果，EBA が E-cadherin と β-catenin の複合体形成を誘発

し，Wnt/β-catenin シグナルを負に調節する可能性があることが示された． 
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4.2 結果と考察 

4.2.1 E-cadherin 結合性 DNA アプタマーによる細胞染色 

1.4.1 で示したように，EBA は E-cadherin の細胞外ドメインに対して解離定数 0.61 nM と高い結

合能を有していることが SPR センサーによる相互作用解析から明らかになっている．EBA が細胞

表面上の E-cadherin に結合することを確認するために，FITC 修飾 EBA と Alexa Fluor 594 修飾 

E-cadherin 抗体を利用したヒト肺胞基底上皮腺癌由来細胞株 A549 細胞の E-cadherin 共染色を行

った (図 15)．染色の結果，EBA と塩基数の等しいコントロール配列であるランダム 34 塩基配列 

R34 (表 6) と比較して，EBA では E-cadherin 抗体と同様に，E-cadherin の局在が予想される細胞膜

が染色されていることが示された (図 15)．1.4.1 で示した SPR センサーによる結果と E-cadherin 

抗体との共染色の結果から，EBA が細胞表面の E-cadherin と結合することが示唆された．  
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図 15．EBA と E-cadherin 抗体による E-cadherin の共染色． 

 A549 細胞を 35 mm ガラスボトムディッシュに 1×106 cells 播種し，24 時間後に染色後，蛍光顕

微鏡画像を取得した．緑色の蛍光は FITC，赤色の蛍光は Alexa Fluor 594 を示している．FITC 修飾 

DNA 濃度：1 μM，Alexa Fluor 594 修飾 E-cadherin 抗体濃度：2 μg/mL． 
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4.2.2 E-cadherin 結合性 DNA アプタマーの細胞接着モチーフ解析 

1.4.2 において，EBA 修飾表面上に A549 細胞が接着することが示された．更に，EBA 上に接着

した細胞は二価の金属イオンキレート剤である EDTA による洗浄でも剥離が起こらず，細胞-ECM 

間接着ではない細胞-DNA 間の新しい結合様式をとっていることが示唆されている．第 3 章におい

て，EBA は三つの長いループ構造を有するグアニン四重鎖を形成することが示されたが，細胞接着

能と EBA の構造との関係性は明らかとなっていない．EBA の細胞接着モチーフを明らかにするた

めに，EBA の各ループ構造をチミン (Thymine, T) に置換したビオチン修飾配列 (表 7) をストレプ

トアビジン基板に固定化し，細胞接着の様子を位相差顕微鏡で撮影した (図 16)．位相差顕微鏡画像

を元に，EDTA 洗浄前後の細胞接着数を定量した結果を図 17A に示す．定量結果から，EDTA 洗浄

前後共に細胞接着数は EBA，Loop 1T，Loop 2T，Loop 3T の順で減少していった．特に，EBA の 

Loop 3 を全てチミンに置換した Loop 3T において最も顕著に細胞接着数が減少した．この結果は，

EBA の細胞接着能において Loop 3 構造が重要な役割を担っていることを示すものである．各ルー

プ構造の置換による細胞接着能の変化と E-cadherin との関係を明らかとするために，SPR センサー

による相互作用解析を行った (図 17B)．SPR センサーによる相互作用解析の結果から，各 DNA 配

列と E-cadherin との結合量は EBA，Loop 1T，Loop 2T，Loop 3T の順で減少しており，この結果は

細胞接着能での結果と一致していた．以上の結果は、EBA の Loop 3 が細胞接着能に重要であるこ

とに加え，EBA 修飾基板における細胞接着現象と， EBA と E-cadherin の結合との間に相関関係が

あることを示している．EBA の細胞接着モチーフに関する情報を更に詳しく考察するため，各ルー

プ置換配列の CD スペクトル及び Tm 測定を行った (図 18)．CD スペクトルの結果から，EBA，
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Loop 1T，Loop 3T において 265 nm 付近に正，240 nm 付近に負のコットン効果が確認され，パラ

レル型グアニン四重鎖構造形成の傾向があることが明らかとなった (図 18A)．一方，Tm 測定の結果

から，各ループ置換配列の熱力学的安定性は EBA と比較して大きく下がっていることが示された 

(図 18B)．特に EBA の Loop 2 を全てチミンに置換した Loop 2T ではトポロジーの変化と熱力学

的安定性の低下が顕著であった．この結果は，EBA の高次構造形成において Loop 2 が最も重要な

役割を担っていることを示している．細胞接着評価は細胞培養条件である 37ºC で行っているため，

Tm 値が 37ºC を下回っている Loop 2T と Loop 3T は高次構造が不安定になっていることが予想さ

れる．実際に細胞接着量は，EBA，Loop 1T よりも Loop 2T，Loop 3T の方が少なくなっている (図 

17A)．一方，Loop 2T が EBA と比較して最もトポロジー，熱力学的安定性共に変化しているにも関

わらず，最も細胞接着が少なかったのは Loop 3T であった．この結果は，EBA の細胞接着能には，

高次構造の安定性よりも Loop 3 配列の有無が重要であることを示唆している．しかし，Loop 1T，

Loop 2T は細胞接着モチーフと予想される Loop 3 構造を有しているにも関わらず EBA よりも細

胞接着量が低下していることから，Loop 3 構造だけでなく，EBA の安定なパラレル型グアニン四重

鎖の高次構造も細胞接着において重要な役割を担っていると考えられる． 
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図 16．EBA 及び EBA のループ構造置換配列修飾基板における細胞接着． 

 A549 細胞を各 DNA 修飾基板に 3×104 cells/well の濃度で播種し，24 時間後 (左) と 1 mM 

EDTA 洗浄後 (右) の位相差画像． 
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図 17．EBA 及び EBA のループ構造置換配列修飾基板における細胞接着と E-cadherin との相互

作用解析． 

 (A) A549 細胞を各 DNA 修飾基板に 3×104 cells/well の濃度で播種し，24 時間後 (灰色) と 1 mM 

EDTA 洗浄後 (青色) における細胞密度．細胞密度 は n≥6，平均値±標準誤差で示している．(B) 各 

DNA 修飾センサーチップに 80 nM E-cadherin-Fc chimera を添加した際の SPR レスポンス．レスポ

ンスは n≥3，平均値±標準誤差で示している．*は有意差 (t 検定，p <0.05)，**は有意差 (t 検定，p 

<0.01) を示している．n.s. は統計的に有意差が無いことを示している． 
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図 18．EBA 及び EBA のループ構造置換配列の CD スペクトル及び Tm 値． 

 (A) EBA 及び EBA のループ構造置換配列の CD スペクトル．(B) EBA 及び EBA のループ構造

置換配列の Tm 値．全ての Tm 値 は n≥3，平均値±標準誤差で示している．ssDNA 濃度：4 μM，バ

ッファー：DPBS (-) (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, and 1.5 mM KH2PO4, pH 7.4)． 
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4.2.3 E-cadherin 結合性 DNA アプタマーの細胞選択性 

EBA 修飾基板における細胞接着の細胞選択性を評価するために，異なるカドヘリン種の発現が予

想される細胞種を EBA 修飾基板に播種し，接着評価を行った．図 19 は主に E-cadherin の発現が

予想される上皮 (様) 細胞である HeLa，HuH-7，A549，MCF-7 細胞の EBA 修飾基板における細胞

接着の位相差画像である．一方，図 20 は主に N-cadherin の発現が予想される間葉系幹細胞である 

ADSC，BMSC，UE7T-13 細胞，主に VE-cadherin の発現が予想される血管内皮細胞 HUVEC-2 細胞

の EBA 修飾基板における細胞接着の位相差画像である．図 19 及び図 20 の位相差画像から細胞数

を定量した (図 21)．細胞数の定量結果から，EDTA 洗浄前後共に主に E-cadherin の発現が予想さ

れる上皮細胞において多くの細胞接着が確認された．一方，主に N-cadherin の発現が予想される 

ADSC，BMSC 細胞では細胞接着が起こらず，UE7T-13 細胞では興味深いことに細胞接着が起こっ

たが，EDTA 洗浄によって細胞の剥離が起こった．同様に，主に VE-cadherin の発現が予想される 

HUVEC-2 細胞においても細胞接着と EDTA による細胞剥離が確認された．この結果から，EBA 修

飾表面において，UE7T-13 と HUVEC-2 は細胞-ECM 間接着を形成していることが示された．しか

し，二価の金属イオン非依存的な細胞-DNA 間のユニークな接着特性は E-cadherin 発現が予想され

る細胞でのみ観察されており，EBA は高い細胞選択性を有することが明らかとなった．これらの細

胞接着特性が，細胞表面の E-cadherin 発現量に起因することを更に証明するため，TGF-β1 による 

形質転換を行った．TGF-β1 は転写因子 Snail，Slug，AT-hook 2，delta-crystallin / E2-box factor 1 の誘

導を介して，E-cadherin の mRNA 発現を抑制する 80．TGF-β1 処理の結果，A549 細胞の形質転換

の様子が観察された (図 22A)．TGF-β1 処理した細胞の E-cadherin 及び N-cadherin のタンパク質
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発現量を Western blotting によって定量した (図 22B)．Western blotting の結果から，TGF-β1 処理し

た A549 細胞の E-cadherin 発現量は約 75% 減少し，N-cadherin の発現量は約 4.5 倍となった (図 

22C)．TGF-β1 処理によって E-cadherin の発現量が低下した A549 細胞を EBA 修飾表面に播種し，

接着評価を行った．図 23A は TGF-β1 処理によって E-cadherin の発現量が低下した A549 細胞を 

EBA 修飾表面に播種し，EDTA 洗浄を行った際の位相差画像を示す．位相差画像を定量した結果，

TGF-β1 処理を行った A549 細胞の接着数は，処理無しの細胞と比較して約 68% 減少した (図 

23B)．以上の結果は，EBA 修飾表面での細胞接着特性が EBA と細胞表面の E-cadherin の結合に起

因することを支持するものである． 
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図 19．EBA修飾基板における上皮 (様) 細胞接着． 

 各上皮 (様) 細胞を EBA 修飾基板に 3×104 cells/well の濃度で播種し，24 時間後 (左) と 1 mM 

EDTA 洗浄後 (右) の位相差画像．  
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図 20．EBA修飾基板における間葉系幹細胞及び血管内皮細胞接着． 

 各細胞を EBA 修飾基板に 3×104 cells/well の濃度で播種し，24 時間後 (左) と 1 mM EDTA 洗浄

後 (右) の位相差画像． 
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図 21．EBA修飾基板における細胞接着． 

 (A) 各細胞を EBA 修飾基板に 3×104 cells/well の濃度で播種し，24 時間後 (灰色) と 1 mM 

EDTA 洗浄後 (青色) における細胞密度．細胞密度 は n≥3，平均値±標準誤差で示している．*は有

意差 (t 検定，p <0.05) を示している．n.s. は統計的に有意差が無いことを示している． 
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図 22．TGF-β1 処理による E-cadherin のノックダウン． 

 (A) TGF-β1 処理による A549 細胞の形質転換．A549 細胞を細胞数 1×105 cells/dish になるよう

に PS 基板に播種し，24 時間後，TGF-β1 を 0 または 1 µg/mL 含む培地で培地交換を行った．培

地交換から 96 時間後の細胞の位相差画像を示している．(B) TGF-β1 処理後の Western blot．(C) 

TGF-β1 処理による E-cadherin 及び N-cadherin の相対発現量．Western blot の結果を元に Image J 

で定量した．内部標準として GAPDH を選択した．相対発現量は n≥3，平均値±標準誤差で示し

ている．*は有意差 (t 検定，p <0.05)，**は有意差 (t 検定，p <0.01) を示している． 
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図 23．EBA 修飾基板における E-cadherin ノックダウン細胞の細胞接着． 

 (A) TGF-β1 処理による E-cadherin ノックダウン細胞の細胞接着．TGF-β1 処理した A549 細胞

を EBA 修飾基板に 3×104 cells/well の濃度で播種し，24 時間後 (左) と 1 mM EDTA 洗浄後 (右) 

の位相差画像．(B) 位相差画像を元に定量した細胞密度．細胞密度は n≥6，平均値±標準誤差で示

している．*は有意差 (t 検定，p <0.01) を示している． 
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4.2.4 相補鎖導入による細胞接着制御及びエンドヌクレアーゼ処理による細胞剥離 

 一本鎖 DNA は相補配列を利用することで意図した高次構造変化を誘起することができる．EBA 

は一本鎖 DNA であるため，相補鎖導入による高次構造変化によって，細胞接着にどのような影響

を与えるか調査した．EBA の相補鎖 cEBA を導入した EBA 修飾基板に，A549 細胞を播種した 

(図 24)．相補鎖を導入していない表面では細胞接着が確認され，EDTA 洗浄による細胞剥離も少な

かった．一方，相補鎖導入によって細胞の接着数は著しく減少した．この結果は，DNA 修飾基板に

おいて相補鎖導入による細胞接着制御が可能であること，また，EBA 修飾表面における細胞接着に

おいて EBA の高次構造が重要であることを示している．もう一つの DNA のユニークな特徴の一

つとして，ヌクレアーゼによる分解が挙げられる．EBA は DNA であるため，ヌクレアーゼによっ

て分解が可能である．この特徴を活かし，EBA 修飾表面における接着細胞のエンドヌクレアーゼに

よる剥離を試みた (図 25)．エンドヌクレアーゼを含まないバッファーのみの場合は，細胞の剥離が

起こらなかった．一方で，エンドヌクレアーゼを含むバッファーでインキュベートすることで細胞

の剥離が観察された (図 25A)．この結果は，エンドヌクレアーゼによって EBA を分解することで

細胞の剥離が可能であることを示しているだけでなく，EBA 修飾基板での細胞接着が細胞-EBA 間

によるものであることを強く支持するものである．エンドヌクレアーゼ処理によって剥離した細胞

は，PS 基板へ継代直後及び 10 回の継代後も接着，伸展，増殖が確認されている (図 25B)．エンド

ヌクレアーゼは核酸分解酵素であるため，プロテアーゼやキレート剤と異なり，細胞間接着に大き

な影響を与えないことが予想される．図 25 の条件ではインキュベートバッファーに二価の金属イ

オンキレート剤である EDTA を含んでいたため，細胞間接着が失われ，細胞がバラバラに剥離した．
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図 26 はインキュベートバッファーの EDTA を除いた際のエンドヌクレアーゼ処理による細胞剥離

を示している．エンドヌクレアーゼを含まないバッファーでは細胞の剥離は起こっていない．一方，

エンドヌクレアーゼを含むバッファーでインキュベートすることで細胞が組織的に剥離する様子が

観察された (図 26，赤矢印)．この結果から，EBA 修飾表面ではキレート剤やプロテアーゼを用い

ず，エンドヌクレアーゼを使用することで細胞を組織的に回収できることが示唆された． 
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図 24．EBA 相補鎖導入による細胞接着制御． 

 (A) A549 細胞を cEBA を導入した EBA 修飾基板に 3×104 cells/well の濃度で播種し，24 時間

後 (左) と 1 mM EDTA 洗浄後 (右) の位相差画像．(B) 位相差画像を元に定量した細胞密度．細

胞密度は n≥3，平均値±標準誤差で示している．*は有意差 (t 検定，p <0.05) を示している． 
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図 25．エンドヌクレアーゼによる細胞剥離． 

 (A) A549 細胞を cEBA を導入した EBA 修飾基板に 3×104 cells/well の濃度で播種し，24 時間後，

エンドヌクレアーゼ処理を行った．酵素：Nuclease BAL-31，バッファー：600 mM NaCl, 12 mM CaCl2, 

12 mM MgCl2, 20 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8.0．(B) エンドヌクレアーゼによって剥離した A549 

細胞の PS 基板への継代後 24 時間と更に 10 継代後 24 時間の位相差画像． 
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図 26．エンドヌクレアーゼによる細胞の組織的剥離． 

 A549 細胞を cEBA を導入した EBA 修飾基板に 3×104 cells/well の濃度で播種し，24 時間後，

エンドヌクレアーゼ処理を行った．赤い矢印は細胞が組織的に剥離する様子を示している．酵素：

Nuclease BAL-31，バッファー：600 mM NaCl, 12 mM CaCl2, 12 mM MgCl2, 20 mM Tris-HCl, pH 8.0． 
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4.2.5 E-cadherin 結合性 DNA アプタマー修飾基板における細胞接着班染色 

 EBA 修飾基板における細胞接着特性を更に詳しく調べるために，細胞接着斑である Paxillin の染

色を行った (図 27A)．染色の結果，EBA 修飾基板，PS 基板ともに細胞接着斑である Paxillin が観

察された．この結果は，EBA 修飾基板においても細胞-ECM 接着が存在していることを示している．

これまでの結果から，EBA と E-cadherin との結合が EBA 修飾基板での細胞接着特性に関与してい

ることが示唆されていたが，図 21 において HeLa 細胞や HuH-7 細胞， N-cadherin や VE-cadherin 

の発現が予想される UE7T-13，HUVEC-2 細胞において二価の金属イオン依存的な細胞-ECM 接着

が観察されていた．細胞培養培地中には 10(v/v)% FBS が含まれており，FBS 中には細胞-ECM 間

接着を構成する足場タンパク質も存在する．EBA 及び EBA のループ構造置換配列と FBS の相互

作用を SPR センサーによって解析した結果，全ての配列で結合レスポンスが確認された (図 28)．

この結果から，EBA 及び EBA のループ構造置換配列は，FBS 中に含まれる足場タンパク質等と結

合し，細胞-ECM 間接着を誘起している可能性があることが示唆された．一方，EBA 及び EBA の

ループ構造置換配列への FBS の結合量と，細胞接着数は異なる傾向を示しており，EBA 修飾表面

上での細胞接着は EBA と E-cadherin の結合が支配的であることが示唆された (図 17)．以上の結

果は，EBA 修飾基板では，E-cadherin が関与する二価の金属イオン非依存的な細胞-EBA 間接着と，

二価の金属イオン依存的な細胞-ECM 間接着が混在していることを示唆している． 
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図 27．EBA 修飾基板及び PS 基板上接着細胞の接着斑染色． 

  A549 細胞を 1×105 cells/mL の濃度で播種し，24 時間後に染色後，蛍光顕微鏡画像を取得した．

緑色の蛍光は Paxillin を示している．  
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図 28．EBA 及び EBA のループ構造置換配列と FBS の相互作用解析． 

各 DNA 修飾センサーチップに 10(v/v)% FBS を添加した際の SPR レスポンス．レスポンスは 

n≥3，平均値±標準誤差で示している． 
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4.2.6 E-cadherin 結合性 DNA アプタマー修飾基板における細胞生存率及び増殖能 

EBA 修飾表面では EBA と E-cadherin の結合によって細胞が接着することが示唆されたが，EBA 

が接着した細胞に与える影響は明らかとなっていない．EBA 修飾基板が細胞足場材料として有用で

あることを確かめるため，EBA 修飾基板における細胞生存率と増殖能の評価を行った．細胞生存率

を算出するために，EBA 修飾基板と通常細胞培養ディッシュ (ポリスチレン表面，以下 PS と明記

する) における細胞の Live-Dead 染色を行い (図 29A)，死細胞の数を生細胞の数で除算することで

細胞生存率を算出した (図 29B)．解析の結果，EBA 修飾基板における細胞生存率は 85.1.6±6.9% と

なり，PS 基板の 87.9±4.5% と同等であることが示された．次に，EBA 修飾基板上での細胞増殖能

を，細胞播種から 2，24，48 時間の位相差顕微鏡画像を取得し (図 30A)，細胞数を定量することで

評価した (図 30B)．定量の結果，EBA 修飾基板における細胞増殖能は PS 基板と同等であることが

示された．以上の結果から，EBA 修飾基板は，細胞接着を誘導し，高い生存率と増殖能を維持する

細胞培養足場材料として有用であることが示された． 



100 

 

 

図 29．EBA 修飾基板における細胞生存率． 

  (A) EBA 修飾基板及び PS 基板上における細胞 Live-Dead 染色．各基板に A549 細胞を 1×104 

cells/well の濃度で播種し，48 時間後に染色を行った．緑色の蛍光は生細胞，赤色の蛍光は死細胞を

示している．(B) EBA 修飾基板及び PS 基板上における細胞生存率．Live-Dead 染色の結果を元に算

出した．EBA 修飾基板の生存率：85.1.6±6.9%，PS 基板の生存率：87.9±4.5%．生存率は n≥3，平

均値±標準誤差で示している．n.s. は統計的に有意差が無いことを示している． 
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図 30．EBA 修飾基板における細胞増殖能． 

  (A) EBA 修飾基板及び PS 基板上における細胞数の経時変化．各基板に A549 細胞を 3×103 

cells/well の濃度で播種し，2，24，48 時間後の細胞の位相差画像．(B) EBA 修飾基板及び PS 基板

上における細胞増殖能．位相差画像の結果を元に算出した．細胞数は n≥9，平均値±標準誤差で示し

ている．n.s. は統計的に有意差が無いことを示している． 
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4.2.7 mRNA-sequencing による遺伝子解析 

生存率と増殖能以外に，EBA 修飾基板が細胞機能に与える影響を調査するため，mRNA-sequencing 

による網羅的な遺伝子発現量解析を行った．図 31 は EBA 修飾基板及び PS 基板に播種後 48 時

間の A549 細胞の FPKM プロットを示している．FPKM は 0.1 以上でカットオフを行った．解析

の結果，EBA 修飾基板上で培養した細胞は，PS 基板上で培養した細胞と比較して，13522 種の遺

伝子中，186 種の遺伝子の発現が下がり，174 種の遺伝子の発現が上がっていることが示された．発

現量に変動があった遺伝子群のパスウェイ解析を遺伝子プロファイル解析ツールである Enrichr81 

によって解析した．パスウェイ解析のデータベースは WikiPathways 82–85 を選択した．解析で得られ

たパスウェイのうち上位三つを表 9 に示す．三つのパスウェイのうち，Blood Clotting Cascade WP272 

及び Eicosanoid Synthesis WP167 については E-cadherin との直接的な関係性が認められなかった．

これらのパスウェイの変化については mRNA-sequencing の対象サンプルを増やし，さらなる調査が

必要であると考えている．一方，Wnt/beta-catenin Signaling Pathway in Leukemia WP3658 は E-cadherin 

と密接に関係している．Wnt/β-catenin シグナリングは細胞の発達と運命決定の調節因子であり，そ

のシグナル伝達経路には，遺伝子転写と細胞接着の両方に重要なタンパク質が多数関与している 86–

88．Wnt/β-catenin シグナリングの中心的な因子は β-catenin であり，Wnt/β-catenin シグナリングにお

ける TCF による標的遺伝子転写のコアクチベーターとなっている 89． 一方で，β-catenin は細胞-細

胞間接着においてカドヘリンをアクチン細胞骨格に結合するアダプタータンパク質としても知られ

ている 89．Wnt/β-catenin シグナリングとカドヘリンを介した細胞-細胞間接着は β-catenin を競合し

ており，細胞-細胞間接着による β-catenin のカドヘリンへの結合の増加が，TCF/β-catenin を介した
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遺伝子転写の減少を引き起こすことが報告されている 22．遺伝子発現量に変動があった遺伝子群か

ら Wnt/β-catenin シグナリングにおける TCF/β-catenin の標的遺伝子を更に抽出した結果，EBA 修

飾基板で培養した細胞は PS 基板で培養した細胞と比較して，表 9 に示した SALL490，AXIN291，

DKK192，NKD193，PTGS294 の計五つの遺伝子発現量が低下していることが明らかとなった．この結

果は，EBA 修飾基板では PS 基板と比較して Wnt/β-catenin シグナリングが抑制されることを示唆

している．これまでの結果から，EBA 修飾基板では，EBA と E-cadherin の相互作用によって細胞

接着が誘起されていることが示唆されており，EBA 修飾基板上での Wnt/β-catenin シグナリングの

抑制は，細胞が EBA と E-cadherin の結合を細胞-細胞間接着として認識することで，β-catenin の 

E-cadherin への結合が増加した結果である可能性がある． 
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図 31．EBA 修飾基板及び PS 基板上接着細胞の遺伝子発現解析． 

 A549 細胞を 1×104 cells/well の濃度で播種し，48 時間後の遺伝子発現解析．発現量が上がった遺

伝子群を赤色，発現量が下がった遺伝子群を青色，発現量に変動がなかった遺伝子群を黒色で示し

ている．相対発現量が 2 倍以上を発現量が上がった，0.5 倍以下を発現量が下がった遺伝子群とし

た．FPKM は 0.1 以上でカットオフを行った． 
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表 9．Enrichr による WikiPathways 2019 Human 解析 (p <0.05) 

パスウェイ 遺伝子名 

Blood Clotting Cascade WP272 FGA↓，FGB↓，FGG↓，PLAT↓ 

Wnt/beta-catenin Signaling 

Pathway in Leukemia WP3658 

SALL4↓，AXIN2↓，DKK1↓,( NKD1↓, PTGS2↓) 

Eicosanoid Synthesis WP167 PNPLA3↓，PLA2G4A↓，PTGS2↓ 

↓ は EBA 修飾基板上で遺伝子発現量が低下したことを示している． 
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4.3 結論  

本章では，EBA 修飾基板における接着様式と機能解析を行った．EBA と E-cadherin 抗体との共

染色，EBA の細胞接着モチーフ解析，細胞選択性の結果から，EBA 修飾基板上での細胞接着には細

胞表面の E-cadherin と EBA の結合が重要であることが示唆された．相補鎖導入による細胞接着制

御及びエンドヌクレアーゼによる細胞剥離の結果も EBA 修飾基板上での接着に EBA が重要であ

ることを支持していた．更に，細胞接着斑染色を評価することで，EBA 修飾基板における細胞接着

では EBA と E-cadherin の結合と，細胞-ECM 間接着が混在していることを示した．最後に，EBA 

修飾基板上における細胞機能を評価した結果，細胞生存率と細胞増殖能が通常培養環境と同等であ

ることだけでなく，EBA が E-cadherin と β-catenin の複合体形成を誘発し，Wnt/β-catenin シグナル

を負に調節する可能性があることが示された．本結果は，DNA アプタマーが細胞機能を調節する新

たな細胞培養足場材料になり得ることを示している． 
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第 5 章：総括 
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細胞表面タンパク質を標的とし，細胞機能を制御する核酸アプタマーは数多く報告されているが，

細胞接着を誘導し，高い生存率と増殖能を維持したまま，細胞機能を制御できる細胞培養足場材料

として機能するような核酸アプタマーは未だ報告されていなかった．DNA アプタマーを利用した細

胞培養足場材料の構築が実現することで，細胞生物学，生体分子科学などの基礎研究の領域のみで

なく，正確な細胞機能や分子機構の解明が必要とされる再生医療，薬効，毒性評価のスクリーニング

ツールなどの医療応用分野においても，その安全性や可能性の向上に大きく貢献することが期待で

きる． 

本博士論文では，EBA の高次構造を明らかとし，EBA 修飾基板における細胞接着特性に関する

様々な評価を行ったところ，EBA 修飾基板上での細胞接着は単なる細胞-ECM 間接着ではなく，細

胞-ECM 間接着と細胞-DNA 間接着が混在した接着様式であることが明らかとなった．更に，細胞-

DNA 間接着が EBA と細胞表面の E-cadherin の結合により誘起されていることが示唆された．

EBA 修飾基板上に接着した細胞は，通常培養環境と同等の生存率，増殖能を有しているだけでなく，

EBA 修飾基板における二価の金属イオン非依存的な細胞接着には高い細胞選択性があり，相補鎖導

入による細胞接着の抑制とヌクレアーゼ処理による細胞の剥離が可能であることは，EBA 修飾基板

が細胞接着を制御することができる足場材料であることを示している．更に，EBA 修飾基板上の細

胞は，EBA と E-cadherin の結合を細胞-細胞間接着と認識し，Wnt/β-catenin シグナリングにおける 

TCF/β-catenin を介した遺伝子転写を減少させる可能性があることが示唆された．本博士論文による

成果は，DNA アプタマーが細胞接着を誘起し，高い細胞生存率と増殖能を有したまま細胞接着及び

遺伝子発現量等の細胞機能を制御する新たな細胞培養足場材料になり得ることを示している．また，



109 

 

本博士論文で構築した分光学的手法に基づいたグアニン四重鎖構造分析法は高度な専門技術と放射

性同位体標識，特殊な測定環境を必要とせず，グアニン四重鎖を推定するための方法の選択肢の一

つになり得る． 

 本研究では，DNA の基板への固定化手段としてストレプトアビジンとビオチンの非共有結合に

よる相互作用を利用したが，DNA はアミンカップリングやチオール化と金基板を組み合わせた手法

等様々な化学的アプローチによって固定化することができるため，完全なるタンパク質フリーの細

胞培養足場材料を容易に構築することができる．更に，本研究によって提案した DNA アプタマー

を利用した細胞培養足場材料は，異なる分子を標的にした DNA アプタマーを利用することにより，

様々な標的細胞，細胞機能を制御することが可能な全く新しい足場材料となることが期待される．

本研究で利用した EBA は E-cadherin に対して高い結合能を有していることが明らかとなってい

るが，特異性は明らかとなっていない．実際に，EBA 修飾基板上では細胞-ECM 間接着が確認され

ており，この結果は EBA がインテグリン，フィブロネクチン等の細胞-ECM 間接着タンパク質と相

互作用することを示唆している．本博士論文で構築した EBA 修飾基板上での細胞接着が EBA と 

E-cadherin の結合によって誘起されていることを証明するためには，他の細胞表面タンパク質との

相互作用解析や，siRNA による E-cadherin のノックダウン等を行い，EBA の特異性を評価する必

要がある．EBA 修飾基板上で確認された Wnt/β-catenin シグナリングの標的遺伝子発現の抑制に関

しては，免疫染色による β-catenin の局在の調査等により詳細な機構を明らかにしたい．また，本博

士論文結果から，DNA アプタマーを利用した細胞培養足場材料は，細胞分離及びヌクレアーゼや相

補鎖を利用した非侵襲な細胞回収等のツールとしての応用も期待される．  
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