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Aptamers are nucleic acid molecules that bind to target molecules with high affinity and specificity, which are 
obtained using a technique known as Systematic Evolution of Ligands by EXponential enrichment (SELEX). Although 
aptamers are being researched and developed as promising molecular-targeted therapeutic agents, the mechanism of 
aptamer binding to the target proteins with their high affinity and specificity is not clear. Therefore, structural and 
biophysical studies are important to know that, and isothermal titration calorimetry (ITC) to study the thermodynamic 
basis of aptamer-target protein interactions has become very important. Furthermore, physicochemical insights obtained 
from molecular simulation are also important. Understanding the mechanism of aptamer binding will contribute to the 
development of the aptamer therapeutic agents.  
Keywords: Thermodynamics, Isothermal titration calorimetry, Fragment molecular orbital calculation, 
Molecular dynamics simulation, Aptamer 

 
 

1. はじめに 
 
1.1 核酸医薬品 

近年，様々な創薬基盤技術を用いた研究開発によって，

低分子の医薬品だけではなく，抗体医薬品，核酸医薬品，

遺伝子治療薬など，様々な医薬品が実用化されており，こ

のような様々な創薬・治療方法に対して創薬モダリティと

いう言葉が使われている。核酸医薬品は，化学合成された

DNA や RNA および人工核酸からなる医薬品であり，2023
年 3 月までに 16 品目が承認されており，次世代の分子標

的薬として注目されている。16 品目の核酸医薬品のうち 9
品目はアンチセンス核酸とよばれ，5 品目は siRNA とよば

れている。1) これらは，RNA に対して塩基配列の相補性に

より結合して作用する（Fig.1，Table 1）。アンチセンス核酸

の場合は，病気の原因となっている mRNA に結合すると，

細胞内の RNase H のはたらきによって mRNA が分解され

る。また，pre-mRNA に結合すると，スプライシング反応が 
 
 

 
Fig.1 Targets of oligonucleotide therapeutics. 
 
調節されて，異常タンパク質の発現を抑えたり，機能性タ

ンパク質の産生を増加したりする。siRNA の場合は，片方

の鎖が細胞内で RNA-induced silencing complex（RISC）に取

り込まれ，病気の原因となっている mRNA を切断する。 
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一方，16 品目の核酸医薬品のうち，2 品目が CpG ODN 
とアプタマーであり，これらはタンパク質に結合して作用

するものである。CpG ODN の場合は Toll-like receptor 9
（TLR9）に結合し，自然免疫を賦活化するアジュバントと

してはたらく。アプタマーの場合は，主に分泌タンパク質

や膜タンパク質に結合し，タンパク質のはたらきを抑制す

る。 
 
1.2 アプタマー 

アプタマーは，適合するという意味を持つ aptus とオリ

ゴマーの接尾語 mer を合わせた造語である。1990 年に

Ellington と Szostak のグループと，Tuerk と Gold のグルー

プによって報告された Systematic Evolution of Ligands by 
EXponential enrichment（SELEX）法とよばれる進化分子工

学的手法によって作製される。2,3)  2004 年には，アメリカ食

品医薬品局（FDA）により Macugen とよばれるアプタマー

が加齢黄斑変性症（AMD）の治療薬として認可され，2008
年には厚生労働省でも認可されている。4)  AMD は，網膜の

中心部にある黄斑が加齢などの原因で変性することで，視

野の中心が欠けて見えたり，視界がゆがんで見えたりなど

の症状を起こす疾患であり，高齢者の失明や視力低下の原

因となっている。黄斑の変性は異常な血管新生によって起

こる。Macugen は 27 残基の RNA アプタマーであるが，

AMD の原因となっている血管内皮細胞増殖因子（VEGF）
に結合し，そのはたらきを抑える作用機序をもつ。 

アプタマー医薬品は，病気の原因となっているタンパク

質の立体構造を認識し，高い親和性と特異性をもって結合

する点で抗体医薬品と似ている。また，化学合成によって

製造できることから，将来的には低コストで品質管理しや

すいモダリティとなることが期待されている。現在のとこ

ろ，実用化されたアプタマー医薬品は 1 品目のみであるが，

標的タンパク質に対して解離定数 Kd が 10−9 M 以下の非常

に強い結合能をもつものが多くあり，治療薬や診断薬とし

ての高いポテンシャルをもっていることが明らかになって

いる。5,6) 筆者らは，アプタマー医薬品を効率的に開発する

ための基盤技術の確立を目標に，アプタマーの立体構造，

相互作用機序を解析し，それらの情報をもとにアプタマー

の設計を試みている。本稿では，その解析例について解説

する。 
 

2. ITC 解析 
 
 SELEX 法では，配列解析によって標的タンパク質に結合

する複数のアプタマーの塩基配列が明らかになるが，結合

が弱いアプタマーもあれば強いものもあり，アプタマーの

結合能の評価にはスループットの高い表面プラズモン共鳴

（SPR）が一般的に利用されている。SPR では，結合速度

定数 kon および解離速度定数 koffを解析し，アプタマーと標

的タンパク質の相互作用における Kd を明らかにする。一方，

等温滴定型カロリメトリ（ITC）では，SPR に比べると多く

の試料が必要になるが，Kd の他に，エンタルピー変化 ΔH，

エントロピー変化 ΔS，および化学量論比 N を明らかにす

ることができ，アプタマーの結合メカニズムの解明には重

要な手法である。アプタマーと標的タンパク質の ITC 解析

の注意点およびプロトコルは文献 7 に，アプタマーと標的

タンパク質の ITC 解析の総説は文献 8 にまとめたので，参

照いただきたい。 
 
2.1 急性骨髄性白血病関連タンパク質 AML1 に結合す

るアプタマーの解析 

 Acute myeloid leukemia 1（AML1）は，造血細胞の分化に

関わる転写因子であり，この遺伝子の変異によって急性骨

髄性白血病（AML）が発症することが知られている。筆者

らは，AML1 の DNA 結合ドメイン（Runt domain; RD）に

対して SELEX 実験を行い，高親和性のアプタマー（S4-S）
の取得に成功しており，AML の治療薬や診断薬となること

が期待されている。9,10) また，核磁気共鳴（NMR）解析によ

り，S4-S の二次構造には，多岐ループを中心に 3 つのステ

ムがあることを明らかにしている（Fig.2）。10-12)  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.2 Secondary structure of RD binding aptamer (S4-S). Lines 
and dot indicate base pairs.  

 
 
S4-S に対する SPR 解析（300 mM 酢酸カリウムの条件）

の結果，S4-S と RD の Kd は約 0.03 nM であり，標的 DNA
（Runt-binding double-stranded DNA element; RDE）（Kd =10 
nM）に比べて S4-S は 300 倍高い結合能を示した（Fig.3）。
さらに，高塩濃度（1 M 酢酸カリウム）の条件で SPR 解析

を行ったところ，RDE と RD の相互作用を観測することは

できなかった。一方，S4-S と RD の相互作用については， 

Table 1 Classification of oligonucleotide therapeutics. 
 Antisense  siRNA CpG ODN Aptamer 

Structure Single-stranded  
DNA or RNA 

Double-stranded 
RNA 

Single-stranded 
DNA 

Single-stranded 
DNA or RNA 

Length 13 ~ 30 20 ~ 25 ~ 20 26 ~ 45 

Target mRNA 
pre-mRNA mRNA Protein 

(TLR9) Protein 

Mechanism 
of action 

mRNA degradation 
Splicing regulation mRNA degradation Activation of  

innate immunity 
Inhibition of  

protein function 
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Fig.4 ITC data of RD binding to S4-S or RDE at 298 K. Titrations of RD with (A) S4-S or (B) RDE were performed at 300 
mM potassium acetate. Top panels show ITC traces and bottom panels show integrated heat values. Data were fitted using the 
one-set of sites binding model. This figure is reprinted with permission from Ref. [9]. Copyright 2016 American Chemical 
Society. 

Fig.3 SPR sensorgrams of RD binding to S4-S or RDE at 298 K. (A) RD binding to S4-S at 300 mM potassium acetate. (B) 
RD binding to RDE at 300 mM potassium acetate. (C) RD binding to S4-S at 1 M potassium acetate. (D) RD binding to RDE at 
1 M potassium acetate. This figure is reprinted with permission from Ref. [9]. Copyright 2016 American Chemical Society. 
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結合が弱くなったが（Kd =3.5 nM），結合力を保持している

ことがわかった。さらに結合と解離に着目すると，300 mM
酢酸カリウムの条件に比べて kon が約 1/100 小さくなった

が，koffはほとんど変わらないことが明らかとなった。 
次に，ITC による相互作用解析を行った（Figs.4, 5）。RD

に対して S4-S あるいは RDE を滴定したところ，どちらも

発熱が観測された。滴定曲線より，RD と S-4S および RD
と RDE の結合比はどちらも 1:1 であることがわかった。さ

らに，ΔH については，RDE の結合（−25.5 kcal mol−1）に比

べて S4-S の結合（−56 kcal mol−1）の方が大きな変化である

ことが明らかとなった。C 値（試料濃度×N / Kd）が 1000 よ

り大きいため，curve fitting の精度が低く，S4-S の ΔS は誤

差を含んでいるが，S4-S の結合による TΔS は−45 kcal mol−1

であり，RDE の結合による TΔS は−15.7 kcal mol−1 であるこ

とが明らかとなった。また，筆者らは RDE との競合法によ

り相互作用解析を行い，正確な TΔS が−42.5 kcal mol−1 であ

ることを明らかにしている。7）以上の結果から，RD に対す

る S4-S および RDE の結合は，ともにエンタルピー駆動で

あることがわかった（Fig. 5）。さらに，S4-S が RDE より強

い結合能を示すのは，非常に大きなエンタルピー変化によ

るものであることがわかった。一方で，エントロピー変化

も，S4-S の結合では RDE の場合に比べて非常に大きかっ

た。大きなエンタルピー変化が，相互作用に不利にはたら

くエントロピー変化を補償することによって，S4-S と RD
は強く結合することが明らかとなった。 

 
Fig.5 Comparison of thermodynamic parameters for RD 
binding to S4-S (gray) and RDE (black). This figure is reprinted 
with permission from Ref. [9]. Copyright 2016 American 
Chemical Society. 
 

RDE の結合に比べて S4-S の結合の方が大きな ΔH で   
あったことから，S4-S が RD に対して非常に強い結合能を

もつのは，S4-S が RD に結合する際に RD の立体構造に  
フィットするように特異的に結合し，最適な水素結合や  
ファンデルワールス結合などが形成されていることが考え

られる。また，RDE の結合に比べて S4-S の結合の方が大

きな TΔS であったのは，S4-S と RD の結合による溶媒和 
エントロピーまたは構造エントロピー，あるいは両方の  
エントロピーの減少によると考えられるが，一般に RNA の

立体構造はタンパク質に比べて柔らかいことから，RD に

結合することによる構造エントロピーの減少が大きな TΔS
の原因になっていると考えている。実際に，S4-S の NMR
解析を行うと，多岐ループを中心に立体構造の揺らぎが大

きいことが示唆されている。 
 SPR 解析と ITC 解析の結果から，筆者らは次のような S4-
S の結合モデルを考えた。高塩濃度で結合速度定数が小さ

くなることから，結合の初期段階では，RD の正電荷と S4-

S の負電荷による静電的な相互作用によって結合が起こる。

さらに，エントロピー変化が大きいことから，柔軟な S4-S
は，induced fit によって RD の立体構造に合わせるように結

合する。この結合によって多くの水素結合やファンデル  
ワールス結合が形成されるため，エンタルピー変化が大き

く，解離が非常に遅くなると考えられる。現在，この相互

作用モデルを明らかにするために，筆者らは複合体の X 線

結晶構造解析を試みている。 
 
2.2 免疫グロブリン IgG1 に結合するアプタマーの解析 

ヒト抗体 IgG1 の定常部位である Fc ドメイン（hFc1）に

結合する RNA アプタマー（Kd = 約 10 nM）が作製されて

いる。13,14) 抗体医薬品の生産において，hFc1 に結合する

Protein A を固定化した樹脂が精製に使用されているが，こ

のアプタマーは Protein A に代わるものとして期待されて

いる。Protein A は，他の生物種の抗体に結合することから

広い交差性を持つが，このアプタマーはヒトの Fc に対して

のみ結合し，非常に高い特異性を持つため，他生物種の抗

体の混入を防ぐことができる。また，Protein A 樹脂から抗

体医薬品を溶出する際には，酸性にする必要があるため，

抗体が変性してしまうことがある。しかし，アプタマー樹

脂の場合，Mg2+あるいは Ca2+を含む条件で抗体医薬品を結

合させた後，エチレンジアミン四酢酸（EDTA）を加えて中

性で溶出することができるため，抗体が変性して失活して

しまうことはない。 
 筆者らは，このアプタマー（fC, fU；C と U のリボース

の 2′位は F 修飾）と hFc1 の複合体の結晶構造を分解能 2.1 
Å で明らかにした（Fig.6）。15,16) 結晶構造からは，二価のカ

チオンである Ca2+がアプタマーのリン酸骨格と相互作用し

て，hFc1 に結合したアプタマーの構造を安定化しているこ

とが明らかとなった。Ca2+が EDTA によりキレートされる

とアプタマーの結合能が失われる原因が明らかとなった。

また，hFc1 の 342 番目のグルタミン残基（Gln342）の側鎖

とアプタマーが相互作用していることがわかった。この

Gln342はヒトの IgG1に特徴的なアミノ酸であることから，

この Gln342 とアプタマーの相互作用が高い特異性の原因

であることが示唆された。さらに，単体の hFc1 の結晶構造

と比較すると，単体からアプタマーとの複合体になっても

hFc1 の構造はほとんど変化しないことが明らかとなった。

一方で，単体のアプタマーの NMR 解析からは，溶液中で

アプタマーの立体構造は揺らいでいることが示唆された。 
 
 

 
 

 
Fig.6 Crystal structure of the complex of hFc1 and the aptamer 
and secondary structure of the aptamer. Electric surface of hFc1 
is shown (Blue; positive, Red; negative). The aptamer is 
represented by ball and stick.  
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従って，hFc1 の固い構造の表面に柔らかいアプタマーがフ

ィットするように induced fit が起きていることが示唆され

た。また，IgG1 は核酸結合タンパク質ではないが，中性な

表面にアプタマーが結合していることが明らかとなった。 
IgG1 とアプタマーの相互作用を ITC 解析したところ，発

熱が観測された（Fig.7）。滴定曲線からは，二量体の IgG1
に二分子のアプタマーが結合し，エンタルピー駆動の相互

作用であることが明らかとなった。前述の RD に結合する

アプタマーと同様に，大きなエンタルピー変化が，不利な

エントロピー変化を補償することによって結合することが

明らかとなった。この場合も柔軟なアプタマーが，induced 
fit によって IgG1 の立体構造に合わせるように結合してい

ると考えられる。筆者らは，このような作用機序が高親和

性アプタマーの特徴であると考えている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.7 ITC data of aptamer binding to hFc1 at 298 K. Top panels 
show ITC traces and bottom panels show integrated heat values. 
Data were fitted using the one-set of sites binding model. 
 

 
3. 計算化学を用いた相互作用解析 

 
筆者らは，アプタマーが標的分子をどのように認識し結合す

るのか，その分子メカニズムを計算化学により明らかにするこ

とを試みている。 
 

3.1 フラグメント分子軌道計算 

フラグメント分子軌道（FMO）計算は，分子を小さなフ

ラグメントに分割して計算することで，タンパク質や核酸

などの生体分子に対する量子化学計算を可能とした計算手

法である。17)  FMO 計算では，分子全体のエネルギーや電子

密度などを計算できるだけなく，フラグメント間の相互作

用エネルギー（Inter-Fragment Interaction Energy: IFIE）を計

算できることが大きな特徴である。17)この IFIE を用いるこ

とで，分子の任意の部位間の相互作用エネルギーを計算  
できる。さらに，この相互作用エネルギーは，静電力と    
ファンデルワールス力の各エネルギー成分に分割して算出

することもできる。量子化学計算である FMO 計算は計算

精度が高く，生体分子の立体構造の形成に重要な水素結合

や CH-π，π-π相互作用などの分子間相互作用を正しく評

価することができ，分子間相互作用の解析手法として最適

である。 
筆者らはこれまでに，この FMO 計算を免疫グロブリン

IgG1 の hFc1 領域に結合するアプタマーに対して適用し，

アプタマーとその標的分子である hFc1 との間にはたらく

分子間相互作用を詳細に解析してきた。18)  FMO 計算にお

けるフラグメント分割では，アプタマーをヌクレオチド単

位でフラグメントに分割したうえで，さらに「リボース-5-
リン酸部位」と「塩基部位」の 2 つの部位に分割した。ま

た，hFc1 をアミノ酸ごとにフラグメントに分割した。これ

により，アプタマーと hFc1 との相互作用を，「リボース-5-
リン酸部位－アミノ酸」，および「塩基部位－アミノ酸」と

いう枠組みで求めることができる。 
まず，アプタマーと hFc1 との相互作用を，アプタマーの

ヌクレオチドごとに解析した（Fig.8）。その結果，アプタ  
マーの 7 番目のグアノシン残基（G7）は，hFc1 と最も強く

相互作用しており，アプタマーの結合に重要な役割を持つ

ヌクレオチドであることを，相互作用エネルギーという定

量的な観点から明らかとすることができた。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.8 Interaction energies between each nucleotide of the 
aptamer and hFc1 using IFIE analysis based on FMO calculation. 
The gray bar indicates electrostatic interaction energy and the 
dark gray bar indicates the van der Waals interaction energy. 

 
 
次に G7 の形成する相互作用を，部位ごとに詳細に解析

した（Fig.9）。その結果，G7 のリン酸骨格と Lys340 との相

互作用は−133.4 kcal mol−1 であり，このうち静電力に相当す

る相互作用エネルギーは，−128.8 kcal mol−1 であった。G7
のリン酸部位と Lys340 の間にはたらく静電力による引力

は強く，アプタマーの結合の駆動力となると示唆される。

次に，ベースフリップ構造をとる G7 塩基部位と hFc1 のア

ミノ酸残基との相互作用を解析すると G7 の塩基部位は，

Arg344, および Ser403 とそれぞれ−18.0 kcal mol−1, および

−15.3 kcal mol−1 の相互作用エネルギーを示した。この相互

作用は，G7塩基部位とArg344の側鎖，およびGly402-Ser403
間の主鎖のカルボニル酸素との水素結合の形成に起因する

ものと考えられる。また G7 塩基部位は，Tyr373 の側鎖と

π-πスタッキングを形成しており，ファンデルワールス力

に基づく相互作用エネルギーは−5.2 kcal mol−1 であった。さ

らに，G7塩基部位とGly341との相互作用エネルギーは−1.9 
kcal mol−1 であり，これは G7 塩基部位と Gly341 の水素原

子との CH-π 相互作用に基づくファンデルワールス力であ

ると考えられる。 
以上の解析より hFc1 に結合するアプタマーは，G7 ヌク

レオチドのリン酸部位と Lys340 との強い静電力によって，

G7 塩基のベースフリップ構造が形成され，アプタマーは

hFc1 の分子表面との間に高度な形状相補性を生じさせる

ことができる。それによって G7 塩基部位は，hFc1 のアミ

ノ酸と様々な分子間相互作用（Arg344 の側鎖，および

Gly402-Ser403 間の主鎖のカルボニル酸素との水素結合，

Tyr373 の側鎖とのπ-π相互作用，および Gly341 との CH-
π相互作用）を形成することができ，その結果アプタマー

は高い親和性と特異性で hFc1 と結合することができると
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示唆される。このように FMO 計算を用いることで，結晶

構造に基づく距離情報だけでは解析することが難しい相互 
作用を，エネルギーという定量的な値として解析すること

ができる。FMO 計算により得られる hFc1 との特異的な相

互作用からは，アプタマーの結合に伴うエンタルピー変化

に関する情報を得ることができる。 
 
3.2 分子動力学計算 

筆者らはアプタマーと hFc1 との相互作用の解析に，FMO
計算の他に分子動力学（MD）計算を用いた解析にも取り組

んでいる。19) MD 計算は，物質系を構成するそれぞれの原子

についてニュートン運動方程式を数値的に解くことにより，

位置，速度，エネルギーなどの原子が動く軌跡（トラジェ

クトリー）を追跡する方法である。MD 計算により得られ

たトラジェクトリーからは，構造の安定性や揺らぎについ

ての情報を得ることができる。20) 
そこで筆者らは，標的分子である hFc1 と結合していない

解離状態のアプタマー（free form）と hFc1 と結合した状態

のアプタマー（bound form）の構造の揺らぎや構造の安定性

について解析するため，アプタマー単体の構造に対する

MD 計算と，アプタマーが hFc1 に結合した複合体の構造に

対する MD 計算を行った。 
Fig.10 は，free form と bound form のアプタマーに対する

MD 計算の各トラジェクトリーに対して，その代表構造を

解析し図示したものである。その結果，アプタマーのステ

ム領域では，free form においては形成されていない fC23  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.10 Snapshot structures during MD calculation of aptamer. 
(a) overall structure of aptamer, Close up view of (b) stem region, 
(c) base triple region, (d) bulge region. 

と A24 のスタッキングが，bound form では形成されている

（Fig.10(b)）。アプタマーのベーストリプル領域は，bound 
form ではその構造が維持されているものの，free form では

形成されていなかった（Fig.10(c)）。バルジ領域では，G7 と

fC8 のスタッキングが，free form では，主鎖に対して垂直

に位置しているが，bound form では，主鎖に対して平行に

位置していた（Fig.10(d)）。 
このように MD 計算を用いることで，標的分子との結合

に伴うアプタマーの動的な構造の変化を，分子レベルで解

析することができる。MD 計算により解析できるアプタマ

ーの構造ダイナミクスからは，アプタマーの結合に伴うエ

ントロピー変化に関する情報を得ることができる。 
 

4. おわりに 
 

本論文では，核酸アプタマーとそのターゲット分子の相

互作用の熱力学的解析について，筆者らが取り組んでいる

解析について記載した。 
本論文で解析の対象とした核酸アプタマーは，核酸医薬とし

て高いポテンシャルを持つものの，医薬品等に応用するために

は，アプタマーの分解を抑制したり，高機能化したりするため

に化学修飾が必要となっている。しかし，この化学修飾は，1 残

基ずつ修飾しては結合活性を調べるという試行錯誤で行われ

ており，多大なコストと時間が費やされている。そこで筆者ら

は，アプタマーに対する化学修飾の影響について SPR 解析や

ITC 解析，NMR 解析など多面的に解析している。特に，アプタ

マーと標的分子との相互作用の解析に，SPR や ITC などの熱

力学的な解析手法に加え，FMO 計算や MD 計算などの計算

化学による解析手法を取り入れることで，アプタマーの立体

構造やアプタマーとターゲット分子間の相互作用機序を詳

細に解析している。そして，それらの情報をもとにアプタ

マーを設計する基盤技術の確立を試みている。 
近年，アプタマーをはじめとする核酸医薬品が注目され

ており，その効果を高めたり，安全性を高めたりするため

には，核酸医薬品の物性を明らかにすることは非常に重要

である。一方で，核酸の NMR 解析，熱力学的解析，計算

化学による解析の例は少ないのが現状である。 
20 種類のアミノ酸からなるタンパク質に比べて，4 種類

のヌクレオチドからなる核酸の構造や物性の多様性は少な

いが，近年の核酸医薬品には様々な化学修飾ヌクレオチド

が導入されており，それらの物性を明らかにすることの重

要性は高まってきている。21-23) 
 
 

Fig.9 Interactions between base-
flipped G7 nucleotide and each amino 
acid residue of hFc1. (A) Important 
interactions of the G7 nucleotide in 
aptamer. Thin and heavy dotted lines 
indicate electrostatic interactions and 
dispersion interactions, respectively. 
(B) The interaction energies between 
the ribose-5-phosphate and base 
group of the G7 nucleotide and amino 
acid residues of hFc1 within 3 Å form 
the aptamer, respectively. The gray 
bar indicates electrostatic interaction 
energy and the black bar indicates the 
van der Waals interaction energy. 
This figure is reprinted from Ref. 
[18]. Copyright 2020, with per-
mission from Elsevier. 
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