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核酸アプタマーとは，標的分子に対して特異的な親和
性で結合する一本鎖核酸で，抗体に匹敵する機能を有す
る生体分子認識素子である．そのため，抗体と同様に分
析試薬，医薬品への応用において，核酸アプタマーへの
機能性分子の標識が幅広く検討されている．分析分野，
たとえば標的分子の検出においては，シグナル増幅分子
として酵素を非共有結合的にDNAアプタマーに標識し
たバイオコンジュゲートが報告されている 1)．医薬品と
しては，DNAアプタマーが標的分子と結合することで
阻害剤となるMacugen®が市販され，さらに標的指向部
位として，RNAアプタマーをキャリアに修飾すること
で標的特異的な薬物送達が達成されている 2)．

DNAアプタマーと機能性分子の複合化においては，
アプタマーそのものの結合対象分子との親和性，アプタ
マーに標識される生体分子の機能性の維持が必須である
ことから，部位特異的な複合化が好ましい．筆者らは先
行研究として，化学修飾したオリゴ核酸と酵素のコン
ジュゲートの調製を試みたが，複合化効率は必ずしも高
いものではなかった 3)．そこで筆者らは，二つの酵素触
媒の基質特異性および高反応効率に基づいた新たな部位
特異的複合化法の開発を試みた．
一つ目の酵素は一本鎖DNAおよびRNAの3'-OH末
端に反応点となる化学修飾ヌクレオチドを導入可能な
ターミナルデオキシヌクレオチジルトランスフェラーゼ
（TdT），二つ目の酵素は導入した末端反応点において
DNAと酵素を複合化する微生物由来トランスグルタミ
ナーゼ（MTG）である．前者のTdTは核酸の3'-OH末
端にプライマー非依存的にヌクレオチドを付加するた
め，一本鎖DNAアプタマーに直接化学修飾を施すのに
適している．後者のMTGは，特定のグルタミン残基
（Gln）とリジン残基（Lys）の側鎖間アシル転移反応を
触媒する．そこでまず，TdT触媒反応によりトロンビン
結合性DNAアプタマーの3'末端にMTGの基質ペプチ
ド（Z-Gln-Gly）が修飾された合成ヌクレオチド
（Z-QG-ddUTPもしくはZ-QG-dUTP4)）を導入した．
一方，大腸菌由来アルカリホスファターゼ（BAP）に，

遺伝子工学的手法でMTGが認識可能なLysを含む基質
ペプチド配列を融合した組換え酵素（K-BAP）を調製し，
これらをMTG触媒反応により基質ペプチド間で部位特
異的に架橋することを試みた．K-BAPの標識数はTdT
反応における基質選択により制御し，導入したZ-QGの
数に応じてMTG反応によりK-BAPが架橋されるため，
酵素が一分子だけ標識されたBAP-アプタマー，複数分
子標識された (BAP)n-アプタマーを容易に作り分け可能
である．
二つの触媒反応では，DNAアプタマーに対してZ-QG

およびBAPが各段階でほぼ定量的に導入され，高効率
かつ部位特異的な複合化を達成した．得られた二種の
DNAアプタマー -BAPコンジュゲートの機能を，サン
ドイッチ型固相免疫測定法における二次抗体をコンジュ
ゲートで置換したenzyme-linked aptamer assay（ELAA）
で評価したところ，標的分子トロンビンの濃度に応じて
シグナルが増加する典型的なシグモイダル応答が得ら
れ，酵素およびDNAアプタマー部位の機能保持が確認
された．また，DNAアプタマー一本鎖あたりのBAP標
識数が異なるBAP-アプタマーおよび (BAP)n-アプタ
マーのトロンビン検出感度を比較すると，(BAP)n-アプ
タマーは最大で4倍のシグナルを示し，検出限界は3分
の1（0.12 nM）まで低下し，酵素標識数の増加に伴う
高感度化が可能なことが示唆された．本論文で提案する
二種類の酵素反応を組み合わせた手法は，短いペプチド
配列をDNA，タンパク質双方に導入するだけで触媒反
応による複合化が可能であるため，一本鎖DNA-タンパ
ク質コンジュゲートの利用に幅広く応用可能であること
が期待される．
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