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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 

GPCR は複雑な立体構造を有する膜タンパク質であることから抗体作製が困難であり、抗体医薬品の

開発が進んでいない。また個々の GPCR には多くのサブファミリーが存在することから特異的な低分子

化合物を取得することが難しく、新たな創薬手法が求められている。そこで本研究課題では抗体に匹敵す

る新しい創薬技術として注目されているアプタマーを用いて GPCR に対する新規薬剤開発基盤技術の構

築を目指している。本研究課題では GPCR に対するアプタマーを取得するための新しい方法論として、

GPCR を安定化させた新規材料を用いた SELEX や GPCR を発現させた細胞を用いた SELEX 法を確立

する。またハイスループットシーケンスによる網羅的な候補アプタマー配列の取得とコンピューター解

析を組み合わせた効率的なアプタマー配列同定手法の確立を試みている。これらを組み合わせて効率的

かつ汎用性を有する GPCR に対する新規薬剤開発基盤技術を構築する。 
平成 28 年度はモデルケースとして 2 種の GPCR（X および Y）を選定しアプタマー取得手法である

SELEX を実施するための基礎的技術の構築に注力した。SELEX の材料として不安定な膜タンパク質で

ある GPCR を安定的に取り扱うための新規素材をビーズに固相化したもの（1）および GPCR-X、GPCR-
Y を発現させた培養細胞（2）を用いることとした。（1）は GPCR を安定的に保持する新規素材をビオチ

ン標識してアビジンビーズに固相化することで SELEX のベイトとして利用するものであり、各種検討

の結果、効率的にアビジンビーズに固相化する手法を確立した。すでに GPCR-X をターゲットとした

SELEX を実施し、GPCR-X に結合しているアプタマーを回収できていることから、新規素材が SELEX
に有用であることを確認している。（2）ではウイルスベクターを用いて HEK293 細胞に GPCR-X また

は Y をそれぞれ過剰発現させた細胞を構築した。過剰発現細胞と同様、HEK293 細胞の内在性の GPCR-
X または Y をノックアウトした細胞株についても作製しており、この細胞を非特異および非標的アプタ

マーの除去に使用する予定である。これらの細胞を用いて東京大学医科学研究所 RNA 医科学社会連携研

究部門にて確立した Icell-SELEX 法を用いて SELEX を行う予定である。 
また取得したアプタマーの生理活性を評価するための in vitro 評価系として cAMP センサーを用いた

Gs/Gi type GPCR の評価系とエクオリンを用いた Gq type GPCR の評価系を構築した。特にエクオリン

を用いた細胞内カルシウム濃度測定系は G15/16 G タンパク質を用いることで他の type に属する GPCR
の活性も評価できる汎用性の高い評価系である。これらの評価系により実際に GPCR-X および Y の活性

評価が可能であることを確認している。 
ハイスループットシーケンスとコンピューター解析によるアプタマー配列同定手法の開発では、モデ

ルケースとして非膜タンパク質を用いて少ない選択工程により得られた候補アプタマー配列から種々の

解析プログラムを用いて標的分子への特異性を示す配列群を同定し、実際にこれらの候補アプタマーが

標的に結合することを確認した。今後は GPCR をターゲットとした SELEX に本技術を適応したいと考

えている。 
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 Since the structure of GPCR is very complex, it is difficult to generate therapeutic antibody. In 
addition, it is also difficult to make a selective small molecule ligand against each GPCR, because it 
has a lot of family receptors respectively. Therefore, the novel strategy to make therapeutics 
targeting GPCR is needed. In this project, we are planning to make new fundamental technologies 
for GPCR using RNA aptamer that has gotten a lot of attention recently as a new technology and an 
efficacious pharmaceutical compound comparable to antibody. 

In this project, one of our goals is the development of new SELEX methods using a new material 
that stabilize the structure of GPCR and cells expressing GPCR. Additionally, we intend to make a 
new efficient analytical method that identify the sequences of candidate aptamers with a 
combination of high throughput sequencing and computer analysis. We make effective and versatile 
fundamental technologies to develop RNA aptamers against GPCR by integrating those methods. 
   In the last year, we selected two GPCR (GPCR-X and Y) as model cases and tried to establish 
fundamental technologies that enable us to conduct SELEX. We used two materials as baits of 
SELEX. One is the new material that stabilize GPCR without membrane (1). The other is the cell 
expressing GPCR-X or Y (2). (1) is the new material that maintain GPCR stable and it is modified 
by biotin to immobilize to avidin beads as a bait for SELEX. First we established the procedure to 
immobilize it to avidin beads effectively. We conducted some trial SELEXs and got aptamers that 
bind to GPCR. So the new material (1) is useful for SELEX. Regarding the material (2), we have 
already established cell lines expressing GPCR-X or Y by infecting HEK293 cells with lentivirus. We 
have also established cell lines that lack GPCR-X or Y completely and we will use these cell to 
remove non-specific aptamers. Using these cells, we will conduct Icell SELEX that has been already 
established by the Institute of Medical Science, University of Tokyo.  
  For the in vitro assay of aptamers against GPCR, we have established two types of assay 
procedures. One is the assay using cAMP sensor protein. We can evaluate aptamers for Gs and Gi 
type GPCR with this method. The other is the assay using aequorin protein for Gq type GPCR. This 
method is versatile because we can evaluate aptamers for all of the types of GPCR with this method 
using G15/16 proteins. We have already confirmed that these assay methods are appropriate for 
GPCR-X and Y. 
  Finally, we conducted a feasibility study for the new analytical method that enable us to identify 
efficacious sequences of aptamers by the combination of high throughput sequencing and computer 
analysis. In the last year, we performed some trials targeting a model protein, not GPCR, with only 
a few rounds of SELEX and we got some aptamers. Of those aptamers, we succeed in identifying the 
cluster that contains some sequences of aptamers binding to a model protein specifically. We are 
trying to apply this method to SELEX for GPCR. 
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