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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 

 核酸ヌクレオシド部位への化学修飾は、一般に、核酸分解酵素への耐性を高め、修飾基の化学構造によ

っては相補配列の核酸鎖と非常に安定なハイブリッドを形成するため、核酸医薬・診断薬への応用が図ら

れている。本研究では、独自開発した改変ポリメラーゼを用いることで、糖修飾核酸ライブラリ(ライブ

ラリ A)および異種修飾キメラ型ライブラリ(ライブラリ B)を高収率・低エラー率で与える系を構築する

ことにそれぞれ成功した。作製したライブラリを標的タンパク質および非標的タンパク質をそれぞれポ

ジティブ・セレクションおよびネガティブ・セレクションに用いて、各人工核酸アプタマーの取得を検討

した。アフィニティ・分離系やセルソーターによるスクリーニング系の設計および最適化を行い、それら

の系を用いて活性種の濃縮を行った。濃縮ライブラリからクローニングによる単離精製を行い、アプタマ

ー配列をシーケンシングによりそれぞれ得た。さらに、個々の配列を酵素法によって調製し、キャピラリ

ー・ゾーン電気泳動法による結合特性を検討している。細胞を標的とするセレクションでは、標的とする

変異遺伝子発現ベクターを調製し、さらにこれを導入した安定性細胞株を作製した。当該安定細胞株と浮

遊系細胞をそれぞれ標的として、ライブラリ A およびライブラリ B を用いたアプタマー・セレクション

系を構築し、活性種の濃縮を検討している。さらに、患者検体でのプライマリーカルチャー作製の実験系

も確立することができた。 
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Generally, the chemical modifications of the sugar moiety in nucleic acids can enhance the 
resistance to nucleases. In addition, depending on the introduced chemical structure, modified 
oligonucleotides can bind to the target DNA/RNA with complimentary sequences to form hybrids 
with improved thermostability. Therefore, their therapeutic and diagnostic applications are being 
tested. In this study, using originally developed polymerase variants, we have successfully developed 
a library of sugar-modified oligonucleotides (library A) and that of chimeric oligonucleotides with 
heterogeneous modifications (library B), both of which could provide high yields and low error rates. 
Using the target and non-target proteins for the positive and negative selections, respectively, 
artificial nucleic acid aptamers were acquired from these libraries. Conditions for the affinity 
separation and screening with the cell sorter were optimized, thereby enriching the active species. 
Aptamer sequences were isolated from the enriched libraries via the cloning method and were 
identified via sequencing. Furthermore, we examined the enzymatic syntheses of individual 
sequences and analyses of their activities using capillary zone electrophoreses. For aptamer 
selections of cell targets, we prepared vectors that encoded the target mutated genes and stable cell 
lines to which those genes were introduced. We examined the enrichment of the selected aptamers 
from the libraries A and B via constructions of aptamer selection systems for the stable cell lines and 
floating cells. Furthermore, the experimental system that employed the primary culture derived from 
tissue specimens collected from patients with the target disease was established. 
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