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〈要 約〉

　DNAアプタマーはタンパク質などの標的分子に特異的に結合するDNA断片であり，SELEX法という人工進化の手法により作製することが可能で，医薬への利用が期待されている．しかし，天然型あるいはその修飾ヌクレオチドにより作製される従来型のDNAアプタマーは，標的となるタンパク質との結合において親和性や特異性の低い場合が多い．今回，筆者らは，4種類の天然型塩基A，G，C，Tにくわえ，人工的に作り出した疎水性の塩基Dsを組み込んだDNAアプタマーの作製に成功した．天然型塩基からなるランダムな配列の1～3箇所にDs塩基を組み込んだDNA断片からなるライブラリーを作製し，これを用いたSELEX法により標的とした2種類のヒトのタンパク質，VEGF165およびインターフェロンγに対するDNAアプタマーを得た．従来型の天然型塩基のみからなるDNAアプタマーと比較して，それぞれのDNAアプタマーの標的に対する結合能は100倍以上に向上した．この結果から，人工塩基による遺伝情報の拡張は高機能な核酸を創出するための強力なツールになりうることがはじめて示された．今後，人工塩基からなるDNAアプタマーの医療への応用が期待される．

はじめに

　核酸は複製や遺伝子発現における遺伝情報分子としての機能にくわえ，リガンドや触媒などとしての機能もあわせもつ．この核酸のユニークな性質を利用した進化工学の手法により，用途にあわせた機能性核酸の創出が可能になっている．SELEX法（systematic evolution of ligands by exponential enrichment，in vitroセレクション法ともいう）による核酸アプタマーの作製もそのひとつである1,2)．SELEX法では，ランダムな配列からなる核酸断片のライブラリーから標的となる分子に結合する断片を選別し，得られた断片をPCRなどにより増幅して再びライブラリーとする．この選別と増幅のラウンドを選択圧を高めながらくり返すことにより，最終的に，高い親和性で特異的に標的分子に結合する核酸断片（核酸アプタマー）が得られる．タンパク質からなる抗体とは異なり，核酸アプタマーは試験管の中で創出することができるので，毒性の高い分子を標的にすることもできる．また，得られた核酸アプタマーの塩基配列を特定することができれば，核酸合成により安定した品質をもって大量生産が可能である．

　核酸アプタマーの問題点のひとつは，標的分子に対する結合能がタンパク質からなる抗体と比較して低い場合が多いことである．これは，20種類のアミノ酸からなるタンパク質に対し，核酸は4種類の塩基のみを側鎖とするヌクレオチドからなるためである．さらに，核酸は親水性が高いため疎水性の高い標的分子との親和性がとくに低くなる．これらの問題に対処するため，ヌクレオチドの塩基，糖，リン酸のそれぞれの部位を修飾したアプタマーの作製法が検討されるようになった．そして，既存の塩基部分を疎水性の置換基で修飾することにより，DNAアプタマー作製の成功率が高められるようになった．しかし，これらの改良法を用いても，核酸アプタマーの親和性の著しい向上にまではいたっていない．

　以前より，核酸の機能の向上を図るための本質的な方法として，塩基の種類を人工的に増やす方法が注目されてきた．塩基の種類が増えれば，遺伝情報の拡張と同時に，リガンドや触媒としての核酸の高機能化も達成できるかもしれない．そのためには，新たな塩基を組み込んだDNAが複製により増幅され，転写によりRNAにコピーされなければならず，第3の塩基対として生物のもつシステムにおいて選択的に機能する人工の塩基対を創出しなければならない．

1．人工塩基対の開発

　人工塩基対のアイデアは，すでに1962年に出版された総説において記されている3)．1980年代の後半からは，それらの人工塩基対およびその類似塩基対が合成された4)．残念ながら，これらの人工塩基対は複製や転写において実用化できるレベルにはいたらなかった．そののち，1995年以降，複製，転写，翻訳において機能する人工塩基対の開発がいくつかの研究チームにより競合的に進められている．筆者らは，2002年に転写と翻訳において機能する人工塩基対s-yを5)，2006年には複製（PCR）において機能する人工塩基対Ds-Paを6)，開発してきた．そして，2012年までに，PCRにおいて非常に高い選択性を示す人工塩基対Ds-Pxの開発に成功した7,8)（図1）．

　7-(2-チエニル)イミダゾ[4,5-b]ピリジン（Ds）と2-ニトロ-4-プロピニルピロール（Px）からなる人工塩基対Ds-Pxは，天然型の塩基との対合をさけるため，それぞれの人工塩基から塩基対の面にある水素結合性をもつ置換基や原子を取り除いた疎水性の塩基対である7)．プリン類似体にチエニル基を結合したDs塩基はAやGよりも形状が大きく，逆に，Px塩基の母体は五員環であるピロールを用いているので六員環のTやCよりも小さい．そして，Dsの形状はジグソーパズルのようにPxとのみ適合するようになっている．PxにはDNAポリメラーゼとの芳香属性の相互作用を強めるためプロピニル基を付加している．さらに，PxとAとの塩基対の形成を抑えるため2位にニトロ基を導入している．このニトロ基の酸素原子とAの1位の窒素原子とは静電的に反発しあう．こうして，100サイクルのPCRにも耐えうる第3の塩基対Ds-Pxができあがった8)．

　そののち，米国の2つのチームもPCRにおいて機能する人工塩基対の開発に成功し，つぎの課題は，人工塩基を組み込んだDNAの機能が本当に向上するかどうかになった9)．とくに，人工塩基対を用いたSELEX法による核酸アプタマーや核酸触媒の開発は，これらのチームのあいだで競われていた．

2．人工塩基を用いた核酸アプタマーに対するSELEX法

　人工塩基を用いた核酸アプタマーに対するSELEX法において，DsをDNAライブラリーに導入した．DNAアプタマーはRNAアプタマーより大量合成が容易なため実用化には有利である．しかし，DNAはRNAほどその高次構造が柔軟ではなく，A-TとG-Cの塩基対形成による二本鎖直鎖構造をとりやすいのでアプタマーには適していない．そこで，Dsのみを第5の塩基として導入することにより，DNAライブラリーにおける高次構造の多様性を高めることにした．相補塩基であるPxを導入していないので，Dsは塩基対を形成できずDNAの高次構造は多様化される．さらに，Dsは疎水性が非常に高いので，標的となるタンパク質のもつ疎水性ポケットとの相互作用が期待できる．この5種類の塩基A，G，C，T，Dsからなる一本鎖DNA断片のライブラリーを用いて，標的タンパク質に結合するDNA断片の選別を行った．そして，選別されたライブラリーの増幅の際には基質としてDsとPxをくわえてPCRを行い二本鎖DNAとした．そののち，Dsを含む一本鎖DNAを単離してつぎのラウンドに進んだ（図2）．

　問題は，最終ラウンドののちライブラリーから得られたDNAアプタマーの塩基配列の決定法である．従来の方法では，最終ライブラリーをプラスミドに組み込み大腸菌に形質転換することにより，それぞれのコロニーからアプタマーの配列を決定する．あるいは最近では，次世代シークエンサーを用いてライブラリーから直接，塩基配列を決定する方法もある．しかし，どちらの方法も人工塩基を含むライブラリーには適用できない．現時点では，人工塩基を含むプラスミドDNAの大腸菌におけるクローニング法や，次世代シークエンサーによる第5の塩基を含む塩基配列の決定法は確立していない．

　そこで，天然型塩基からなる43塩基長のランダムな配列において特定の部位に1つから3つのDsを導入した22種類のサブライブラリーを作製した．さらに，それぞれのサブライブラリーにはDsの位置を特定するため，2つから3つの天然型塩基からなる個別のタグ配列をくわえた．人工塩基の位置の異なる22種類のサブライブラリーを混合し，これをライブラリーとしてSELEX法に用いた．最終ラウンドののちのライブラリーは基質としてDsとPxを除いてPCRにより増幅し，人工塩基対を天然型塩基対に変異させて，そのあと次世代シークエンサーを用いて塩基配列を決定した．それぞれの配列のタグ配列から人工塩基の位置を特定し，Dsを含むDNAアプタマーの最終配列を決定した（図2）．ただし，Ds-Px塩基対は選択性が高いため天然型の塩基対に変異しにくく，基質として人工塩基をくわえないとPCRが人工塩基対の位置で止まってしまう．そこで，以前に開発した，Pxよりも精度の低いPa塩基をくわえることにより人工塩基対から天然型塩基対への変異を容易にした．

3．人工塩基を用いたDNAアプタマーの高い親和性と特異性

　人工塩基対を用いたSELEX法を確立するため，モデル標的タンパク質としてVEGF165とインターフェロンγを選んだ．VEGF165に対するアプタマーは，すでに，その修飾RNAアプタマーが加齢黄斑変性症の治療薬として用いられている10)．その結合定数は49～130 pMである11)．また，天然型塩基のみからなるDNAアプタマーも得られていて，その結合定数は370 pMである12)．インターフェロンγはサイトカインの一種であり，ウイルス感染などのバイオマーカーとして有用である．しかし，これまでに得られたDNAアプタマーの結合定数は3～28 nMである13)．

　それぞれの標的タンパク質に対し7ラウンドの選別を行い，Dsを含むDNAアプタマーの配列を得た．さらに，それぞれのDNAアプタマーの配列に変異を導入してふたたびSELEX法を行い，DNAアプタマーの最適化を行った．その結果，VEGF165に結合する2つのDsを含む全長47塩基のDNAアプタマーが得られ，その結合定数は0.65 pMであった．また，インターフェロンγに結合する全長49塩基のDNAアプタマーには3つのDsが含まれ，その結合定数は38.4 pMであった．天然型塩基のみからなる従来のDNAアプタマーと比較して，標的に対する親和性は大幅に向上していた．それぞれのアプタマーにおいてDsをAに置換したところ親和性は100倍ほど低下し，人工塩基に依存したDNAアプタマーであることが確認された．また，それぞれのDNAアプタマーについて，ほか数種類のタンパク質に対する親和性も調べたが，それぞれの標的のみに高い選択性で結合し，従来のアプタマーに比べ選択性も向上していることがわかった．

おわりに

　人工塩基対の研究のおもな目的のひとつは，塩基の種類を増やすことにより遺伝情報を拡張し，タンパク質に非天然型アミノ酸を導入することである．しかし，核酸の多様な機能がわかってくると，人工塩基を核酸に導入することにより，リガンドや触媒などとしての機能の向上も期待されるようになってきた．今回の人工塩基対を導入したDNAアプタマーの研究から，天然型塩基とは性質の異なるわずか1種類の人工塩基を2～3箇所に組み込むことにより，DNAの高機能化が可能であることがはじめて実証された．今後，この手法を用いて得られる人工塩基DNAアプタマーの医療への応用が期待される．

　Ds-Px塩基対をSELEX法に応用できたことは，人工塩基対が第3の塩基対として実用化レベルに達しつつあることを示した．このSELEX法では，それぞれのラウンドで20サイクル以上のPCRを行い，合計で7ラウンドの選別を行った．したがって，人工塩基は総計140サイクル以上のPCR増幅に生き残ったことになった．とくにこの手法では，あらかじめサブライブラリーにおいて人工塩基の位置を固定しているので，SELEX法において人工塩基が天然型塩基に置き換わったり，あるいは，天然型塩基が人工塩基に置き換わったりしてしまっては成り立たなくなってしまう．したがって，Ds-Px塩基対のPCRにおける選択性は天然型塩基対に匹敵するレベルに達していると考えられた．

　今後，人工塩基対システムは次世代の遺伝子操作の基盤をなす技術として，SELEX法のみならず，幅広い分野に利用されるものと期待している．
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〈図説明〉

図1　人工塩基対Ds-Pxと天然型のA-T塩基対およびG-C塩基対の構造

Ds-Px塩基対は塩基のあいだに水素結合を形成しない疎水的な塩基対である．DsとPxのかたちはジグゾーパズルのように互いに適合するが，天然型の塩基対とは適合しない．

図2　人工塩基Dsを組み込んだDNAライブラリーを用いたSELEX法
