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【背景・目的】 

 ユビキチンは 76 個のアミノ酸からなるタンパ

ク質であり、ユビキチン同士が共有結合すること

で 8 種類のポリユビキチン修飾を形成する。ポリ

ユビキチン修飾はそれぞれ異なる機能を有してお

り、がんや神経変性疾患などの難治性疾患と密接

に関与しているため、これらを検出することは診

断上極めて重要である。本研究ではユビキチンを

認識するための分子認識素子としてアプタマーに

着目した。アプタマーは特徴的な立体構造を形成

することで標的分子に結合することができる一本

鎖核酸である。また、アプタマーの特徴として動物

の免疫システムが不要である点や、抗体に比べて

安定性に優れていること、蛍光標識などの化学修

飾が容易であることがあげられる。そこで本研究

では、ユビキチンアプタマーを獲得することを目

的とした。 

 

【実験方法】 

ユビキチンアプタマーの獲得にあたり、SELEX

法を行った。SELEX 法は、ランダムな配列をもつ

一本鎖核酸ライブラリーから、標的タンパク質に

特異的に結合する核酸を探索する方法である。本

研究では、ヒトのユビキチンと同じアミノ酸配列

を持つ bovine ubiquitin（bUb）と 40 mer のラン

ダムな塩基配列を持つ全長 81 mer の single-

stranded DNA（ssDNA）library を用いて、SELEX

法を Round 11 まで行った（Fig. 1）。 

 

Fig. 1 SELEX 法 

 

具体的には、まずアミンカップリング法により、

カルボキシ基を持つ磁気ビーズ Dynabeads® M-

270 carboxylic acid（M270-CA）に bUb を固定化

した。これにより SELEX 法に使用するユビキチ

ン磁気ビーズとして bUb-beads を作製した。また、

比較対象として、bUb を固定化せずに架橋反応と

ブロッキング反応のみを行った Blocking beads も

作製した。 

次に ssDNA pool を bUb-beads または Blocking 

beads に相互作用させて、アフィニティー選択を

行った（Fig. 1-①）。各ビーズに結合した ssDNA

を溶出後、PCR により ssDNA の溶出を評価した

（Fig. 1-②）。続いて、bUb-beads の Eluate をテ

ンプレートとして PCR によりビオチン標識二本

鎖 DNA を増幅した（Fig. 1-③）。この二本鎖 DNA

を streptavidin beads と相互作用させた後、アル

カリ変性によりセンス鎖のみを精製し、次の

Round に用いる ssDNA pool とした（Fig. 1-④）。
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以上の操作を Round 11 まで繰り返し行った。 

また、SELEX 法の一連の流れにおいて、精製の

操作で得たセンス鎖溶液から、bUb-beads に非特

異的な ssDNA を除去する操作を 2 種類行った。 

一つ目はカウンターセレクション法であり、

ssDNA pool に含まれる非特異的な ssDNA を

M270-CA や Blocking beads に結合させることで

除去した（Fig. 2）。 

 

Fig. 2 カウンターセレクション法に用いた 

2 種のビーズ 

 

二つ目は competition assay であり、Round 10

の精製の操作で得たセンス鎖溶液を bUb-beads に

相互作用させて洗浄後、この bUb-beads に過剰量

のフリーの bUb を加えることで、競合反応により

フリーの bUb に結合する ssDNA を回収した（Fig. 

3）。 

 

Fig. 3 Competition assay 

 

フェノール・クロロホルム抽出により回収した溶

液から ssDNA を精製し、Round 11 の ssDNA pool

とした。 

Round 11 の ssDNA pool をシーケンシング用の

プラスミドにクローニング後、シーケンシングに

よりユビキチンアプタマー候補となる DNA 配列

を確認した。 

 

 

【実験結果】 

Round 1～10の溶出評価において bUb-beadsの

Eluate にバンドが確認できた。しかし、SELEX 法

の過程で M270-CA に結合する非特異的な ssDNA

やブロッキング剤などに結合する非特異的な

ssDNA が含まれている可能性が考えられた。そこ

で、いくつかの Round において M270-CA と

Blocking beads による 2 種のビーズを用いてカウ

ンターセレクションを行った。その結果、非特異的

に結合する ssDNA を除去することができた。さら

に 非 特 異 的 な ssDNA を 除 去 す る た め に

competition assay を行い、精製した Round 11 の

ssDNA pool を用いてアフィニティー選択を行っ

た。アガロースゲル電気泳動により溶出評価をし

た結果、bUb-beads の Eluate①において約 80 bp

の DNA のバンドが確認されたことから、特異的

な ssDNA を獲得することができた（Fig. 4）。さら

にシーケンシングにより、ユビキチンアプタマー

候補の DNA 配列を獲得することができた。 

 

Fig. 4 アガロース電気泳動による 

Round 11 の溶出評価 

 

【考察】 

以上の結果から、Round 11 の ssDNA pool には

bUb に特異的な ssDNA が含まれていることが示

唆された。今後はシーケンシングで確認した配列

が bUb に特異的に結合するかを蛍光偏光法で評価

していく。 

本研究により単量体ユビキチンアプタマーを獲

得できれば、8 種類のポリユビキチンに特異的なア

プタマーの獲得に応用することができると期待さ

れる。 
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