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研究概要 

あらゆる細胞の表面に発現している Gタンパク質共役型受容体（GPCR）は重要な細胞間・内シグナリ

ングを制御している。近年、異種の GPCR が巨大複合体（スーパーコンプレックス）を形成することが明

らかになり、医薬品の新たな作用ターゲット分子として国内外の注目を集めている。我々は遺伝物質で

ある DNA の配列を操作することで立体的な構造を取らせ、特定の GPCR コンプレックスに結合・作用す

る DNA アプタマーの開発を目指した。モデルとして代謝型グルタミン酸受容体（mGluR1）とアデノシン

1型受容体（A1R）のスーパーコンプレックスを用いた。最近、抗体医薬など高分子医薬の付加価値が高

まる一方、伝統的な低分子医薬は低廉化が進んでおり、低分子医薬中心の富山県の製薬産業は業績低迷

に苦しんでいる。DNA アプタマーの製造は低分子医薬用の製造プラントの転用も比較的容易であるため、

上記の DNA アプタマーが成功すれば、まったく新しい創薬のアプローチを世界に発信するだけでなく、

富山の製薬産業の復活、世界規模での差別化につながることが期待される。 

 

成果要約 

 産業技術総合研究所の池本の指導の下、A1R-mGluR1 スーパーコンプレックスに結合能を持った DNA ア

プタマーを改良型 Cell SELEX 法により数十種類作出した。さらにその中からとくに結合能が高い 4 種

類のアプタマー（Apt-1AM, Apt-2AM, Apt-3AM, Apt-4AM）を選び、PCR 法により大量合成した。その際、

アプタマーの 5’末側に蛍光色素を付加した。一方、順天堂大学医学部上窪らと共同で mGluR1 と A1R の

スーパーコンプレックスを安定発現する HEK-293 細胞を作出した。この細胞では tet-Op プロモーター

の下流に当該 GPCR 遺伝子群を挿入することにより、doxycyline を培地に添加した場合にのみ当該 GPCR

群が発現するしくみになっている。Tet-Op プロモーターなしで GPCR 遺伝子だけが複数コピー導入され

た HEK-293 細胞では、持続的かつ過剰に発現した GPCR の強い細胞内シグナルによって細胞が死滅して

しまう。tet-Op プロモーターを使用した場合、doxycycline を実験の直前 24〜2 時間前に導入すること

で、細胞死が起こる前に実験が可能になる。このような方法によって、我々は GPCR スーパーコンプレッ

クスの機能を効率的に検討することにはじめて成功した。Doxycycline を 2〜24 時間作用させ A1R-

mGluR1 スーパーコンプレックスを発現させた HEK-293 細胞に蛍光色素を付加したアプタマー群を投与

し、レーザー共焦点顕微鏡で観察したころ、細胞膜に薄い蛍光標識が広がっている他、細胞膜直下の細

胞質に斑点状の強い蛍光標識が見つかった。また、これは狙い通りに Apt-1〜4AM が GPCR スーパーコン

プレックスに結合し、さらに GPCR 群を活性化させて細胞内へのスーパーコンプレックスの引き込み

（endocytosis）を誘導したことを示唆している。蛍光標識は Apt-3AM が最も強く、A1R-mGluR1 スーパ

ーコンプレックスに結合・作用するために最適な立体構造を有している可能性がある。In-silico（コン

ピューターシミュレーション）で、Apt-3AM の立体構造を解析したころ、他のアプタマーにはない〝枝

豆〟状の構造が見つかった。また Apt-3AM の A1R-mGluR1 スーパーコンプレックスに対する作用をカル

シウム・イメージングで確認した。本研究では、創薬ターゲット分子として有望な GPCR スーパーコンプ

レックスに結合・作用する DNA アプタマーを世界に先駆けて作成することに成功した。Apt-3AM を基に

さらに結合能の高い DNA アプタマーを作出し、また微細な構造の改良で GPCR スーパーコンプレックス

に対する作用を制御することで、DNA アプタマーによる創薬に道を拓き、低分子薬を得意とする富山県

の製薬産業の発展に大きく寄与することができるものと考えられる。 
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