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1　は じ め に

分析化学は，分析データを扱う学問でもあり，DX化
とは根本的に相性が良い．しかし，ある物質を特異的に
認識する分子を創り出し，新たな反応系を用いる分析法
を構築するという，方法論確立の観点から見たときは， 
DX化は利用するにはいまだ遠いものと考える研究者も
多いだろう．また，DX化を成す手段の一つとして AI

解析（特に機械学習のうちの深層学習や主成分分析な
ど）があるが，これは大規模データを用いて，そのデー
タ群の持つおよその傾向や特徴を知るため，あるいは系
を最適化する場合に最も力を発揮するという印象があ
る．よって，AI解析を使って一般的な傾向に埋もれた
特殊な解（ここでは特異的な反応系）をデータから引き
出すには，様々な原理的な工夫が必要と考える．さら
に，深層学習などの様に解析結果に理論的バックボーン
がない場合には，経験的にその傾向・特徴が強い，とい
う解が現れるに過ぎず，研究のヒントにこそなれ，解析
データを学問（真理）に昇華するには相応の工夫が必要
であろう．一方で，機械学習は理論的裏付けを与えずと
も（合っているとは限らないが）解を与えてくれるとい
う点では非常に便利なものである．
筆者は研究者として，DX化・AI解析を推進したいと
いうより，緻密な計測と洞察に基づきながら学問に貢献
したいと考えているが，AI解析を使って学問に貢献す
る手段はあると考えている．その一つは，大規模なデー
タ群から，意味のある特殊な多変量データを，理論的な
バックボーンに基づいて実験化学的に獲得することであ
り，その様な高品質データを取り扱うのであれば，最小
限の経験論的な DX化でも，何某か学問的に意味のある
結果が得られると考える．本稿では，分離化学的に高品
質な多変量データを獲得し，得られたデータの機械学習
から特殊な分子を獲得する手法について述べたい．具体
的には，キャピラリー電気泳動法（CE）を用いて，分
子認識素子である DNAアプタマー配列を含む多量な
データ群を獲得し，それをクラスタリングや深層学習と
いった機械学習によって解析・判別・比較し，高機能性
分子の獲得が可能である，という筆者の研究例を紹介す
る．

2　DNAアプタマーと選抜手法

2・1　DNAアプタマー
DNAアプタマーとは様々な物質を特異的に認識（結
合）する一本鎖 DNA（ssDNA）のことである．RNAア
プタマーも有用な分子認識材料であるが，ここではより
獲得が容易な DNAアプタマーに話を絞る．DNAアプ
タマーはタンパク質をはじめ，小分子，金属イオン，さ
らには細菌細胞，動物細胞，ウイルスなど多様な物質を
認識するものが報告されている1）2）．アプタマー配列の
塩基数は数塩基から百塩基近くのものが報告されている
が，一般的には 20～40塩基程度のものが多い．また，
その結合親和性は，解離平衡定数 Kdで数 nM～数百 nM

のものが一般的である．DNAアプタマーは二重鎖形成
によるループ，ステム，グアニン四重鎖構造などの高次
構造を形成し3）4），それら足場としながら塩基部分など
で多点的に標的分子と結合するとされ，抗体の様な多様
な認識が可能とされる．

2・2　SELEX法
DNAアプタマーの一般的な獲得方法は SELEX法

（systematic evolution of ligands exponential enrichment）
である1）2）．in vitro選抜とも呼ばれ，多様性の高いラン
ダム DNAライブラリー（Lib）から分子進化工学的に
選抜する手法である．Libは，PCR増幅に必要な 20塩
基ほどの二つのプライマー領域が 5′および 3′末端に位
置し，その間に A，G，C，Tの塩基が無作為に並んだ
ランダム領域が設定される．Libは試薬会社から合成物
を購入可能であり，理想的には一配列が一分子含まれて
いる．Libの多様性（配列パターン）は理論的には 4N

（Nはランダム領域の塩基数）通りあることになり，実
験的にはそのうちの 1012～1015通り程度が選抜に供され
ることが多い．

SELEXは以下の工程で行われる（図 1参照）．①標的
分子（一般には磁気ビーズ等に固定化されたものを用い
る）と Libを混合し，Lib中にごくわずかに存在するア
プタマーと標的分子を結合させる．②標的─アプタマー
複合体を分離する（ビーズを洗浄する等）．③複合体か
らアプタマーを解離させ，PCR増幅する．これを選抜
プールと呼ぶ．④選抜プールの二本鎖 DNAを一本鎖化
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する．この①～④の工程をラウンドと呼び，ラウンドを
繰り返すことで DNAアプタマー配列をプール中に濃縮
していく．タンパク質には 5～10ラウンド程度，細胞
等に対しては 10～30ラウンド程度が一般的に試行され
る．その後，⑤十分に濃縮したプール中の DNAの配列
を次世代シーケンサー（NGS）等で決定する．ここで
よく濃縮された配列（NGSで読みだされた回数（カウ
ント数）の多い配列）がアプタマー配列候補となり，⑥
結合実験等で実際にアプタマーであるかの確認とその性
能が検証される．
通常の（ビーズ）SELEXを使えば，標的と結合する
アプタマーが獲得できることは間違いなく，それゆえに
自在に分子認識素子を得られる方法と期待されて多くの
研究が発表されてきた．しかし，以下の点が SELEX法
で解決できていない点として挙げられる．A）アプタ
マーが得られない場合，アプタマーが存在しているか自
体が不明であり，獲得できるまで SELEXを何度も試行
する必要がある．一般に失敗した SELEX結果は論文化
されず，成功の可否を決めるファクターが不明である．
B）Libの多様性（1015～1024）に比して選抜に供する配
列数は 1012～13程度のことが多く，配列の全体集合のご
く一部の部分集合を見ているに過ぎない．よって，より
高性能なアプタマーを見逃している可能性も十分にあ
る．これゆえに上記 Aの問題が生じる．C）NGS結果
のうち，カウント数の多い（あるいはラウンドごとに
NGSで観測し，プール中で濃縮傾向のある）配列をア
プタマー候補とするが，この結果は PCR増幅によるバ
イアスを大きく受けることが知られている5）6）．つまり，
PCR増幅しやすい配列，あるいは何らかの理由（非特
異的結合等）で一度増幅されてしまった配列がアプタ
マー配列候補となってしまう．D）標的を固定化するこ

とで，自由溶液中とは異なる立体構造や配向の標的分子
に対して選抜を行うことになり，思ったような高結合能
配列を得られない．実際に得られたアプタマーにおい
て，固相化するか自由溶液中で計測するかで解離平衡定
数 K d, 解離速度定数 k off値が変化することが知られてい
る7），すなわち，アプタマー選抜というものを現実的に
定量的，網羅的に扱う研究は筆者の知る限り非常に少な
い．

2・3　CE-SELEX法
SELEX法において，上述の工程②を洗練することに
成功した代表例に CE-SELEXがある8）．これはビーズ
SELEXと異なり，自由溶液中での高分離が可能なキャ
ピラリー電気泳動法（CE）9）10）を分離─分取装置として用
いるものである．CEは一般に溶融シリカキャピラリー
中に数 nLの試料を圧力注入し，その後，数十 kVの高
電圧を印加することで，電気泳動的にイオンを高分離す
る手法である．これを用いることで DNA─標的複合体と
遊離 DNA（Lib）を高分離可能である．数～数十万の理
論段数 Nおよび完全分離に相当する 1.5以上の分離度
R sを容易に達成できる CEをアプタマー選抜に利用す
ることは，効率的にアプタマー配列を多く含むプールを
獲得するのに合理的である．さらに，上記課題 Dに関
しては，CEは自由溶液中での泳動分離であるため解決
できる．CE-SELEXの開発により通常のラウンド数より
も少ない 5ラウンド以下でアプタマー配列が濃縮され
たプールを得られるようになった5）11）．CE-SELEXでの
課題は，導入できる試料体積が小さいため，選抜に供す
る配列数の少なさ（1011～1012程度）であり，これを解
決する様々な工夫がなされているものの，根本的な
SELEXの課題（上記 A～C）は解決できていない．ま

図 1　SELEX法および SR-CE選抜法の概念図
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た，近年でも様々な SELEX自体に関する改良が報告さ
れ，配列データに対する機械学習的アプローチもなされ
ているが1）12）～14），ここでは割愛し，課題 A～Dに取り組
んだ筆者の研究の紹介に留める．

3　1ラウンド CE選抜と機械学習

3・1　1ラウンド選抜法
筆者が着想したのは，ラウンドを繰り返さず，1ラウ
ンドだけで得た選抜結果に対し，溶液反応論を適用すれ
ば，半定量的・半網羅的にアプタマー選抜できるのでは
ないだろうかということである．ただし，これを達成す
るには仮定と選抜条件を一つずつ設定する必要がある．
仮定は「アプタマー配列は分子認識に必要な固定塩基配
列以外の数塩基が異なっていても同程度の結合能を有す
ること」，選抜条件は「ランダム領域を短めの 25塩基
程度とすること」，の二つである．25塩基以下の DNA

アプタマーの例は多く知られており15）～21），標的にもよ
るが多くのアプタマーが存在することが分かっている塩
基長である．ここで，分子認識に大きく関与しない 25

塩基中の 4塩基程度がランダムに配列中に存在するこ
とを考える．実際に 25～40塩基のアプタマーでも類似
配列が同様の親和性（解離平衡定数 K d）を有している
例が報告されている22）23）．そうすると，全配列パターン
のうちのある任意の配列に対し，4塩基以下が異なる配
列の割合は，簡単な確率計算からおよそ 10－7 ％ となる．
後述するが筆者の CE選抜では 1012～1013配列の導入が
可能であったため，ある任意の配列を考えても必ず
1000分子以上の類似配列が溶液中に存在し，選抜に供
されることとなる．すなわち，ある任意のアプタマー配
列に対して少なくとも複数の類似配列は必ず選抜に供さ
れ，仮想的に網羅的な選抜が可能であると考えた．ここ
では一塩基だけの違いで結合能の有無が決まるようなア
プタマー配列は獲得できないが，それは通常の SELEX

でも同様である．あり得るすべて配列のうちの部分集合
に対して淘汰をかけていく SELEXでは，一塩基違いも
許さない配列を得るには何万回も選抜を試行しなければ
ならない．
ここで筆者が考えたのは，上記の様に Lib中に 1000

分子以上の同様な配列の集合が存在すると考えるのであ
れば，これを濃度として近似し，選抜に溶液反応論を導
入できるということである．ここで，CE分離する際に
何が起きるかを考える．CEに導入する Libと標的分子
の平衡混合物中で，ある濃度を持つアプタマー分子の錯
形成割合は，平衡論から［target］0/（K d＋［target］0）で
与えられる（初期標的濃度［target］0が大過剰の場合）．
また，Libと標的分子 -アプタマー複合体が CEで完全
に分離した際には，複合体ゾーンは非平衡状態に置かれ
るためキャピラリー中で解離反応が進行する．この反応
は一次の速度則に従い，検出までに複合体が解離する割

合は exp（－k off t）で与えられる（k offは解離速度定数，
tは分離時間）．したがって，選抜試料中の任意の配列
に対して N 0個の類似配列が含まれていた場合，一度の
CE選抜後に得られる類似配列の数 N obsは以下の式で与
えられる．

N obs＝N 0

［target］0

K d＋［target］0
e－k off t αNGS αvol   （1）

ここで αNGSと αvolは，それぞれ NGSに供された全配列
のうち，実際に読み出された配列の割合および選抜プー
ル溶液体積のうち NGSに導入した割合である（著者ら
の実験条件では αNGS＝1と αvol＝0.2である）．この式は
1ラウンドの選抜における選択則であり，アプタマー配
列であれば選抜プール中に類似配列を形成し，k offおよ
び K dが小さい親和性の高い配列ほど大きな N obsが観測
されることを示している．よって，例え 1ラウンドの
選抜であっても，アプタマーの特徴を有する類似配列群
（ファミリー）が配列解析で見いだせる．つまり，ファ
ミリーによってアプタマー配列を判別すること，および
結合能を予測できることになる．また，半網羅性が機能
するのであれば，25塩基のアプタマーの中では最も結
合能の高いものを逃さずに選抜できるはずである．加え
て，1ラウンドの選抜であれば一度の選抜操作だけしか
行わないため，PCR増幅のバイアスも最小限で，かつ
ラウンドを重ねる SELEXと比べて高速な選抜法である
点も重要である．上記のような思考実験の末，1ラウン
ドの選抜によって半網羅的に再現性のある選抜が可能で
あると着想した．膨大な配列を解析する際に機械学習を
用いたが，これについては後述する．本法は SELEXの
ように選抜プール中の配列の淘汰・濃縮を原理としな
い．したがって SELEXとは本質的に別種の方法であり，
1ラウンド選抜法（SR選抜）と呼ぶこととする24）．

3・2　SR選抜における基盤技術
上記の思考実験の SR選抜を達成するには，一度の分

離─分取で出来るだけアプタマー配列を多く含む選抜
プールの獲得が必須である．筆者は自由溶液中で高分離
が可能な CEを用いることにしたが，さらに CE選抜に
オンキャピラリー濃縮系と精密な CE分取技術を導入す
ることで初めて SR選抜を達成できた．以下にそれぞれ
の基盤技術を説明する．

3・2・1　オンキャピラリー濃縮法
CE選抜にオンキャピラリー濃縮法を導入した理由は，

CEとしては大量の試料（500 nL～1 μL）を導入するこ
とで選抜に供する配列を 1012～1013にできることと，濃
縮によるゾーンの先鋭化によって R sを向上させ，非ア
プタマー配列の排除を効率化すること，の二点を狙った
ためである．オンキャピラリー濃縮法としては過渡的等



ぶんせき　2024　11� 407

速電気泳動法（tITP, transient isotachophoresis）を用い
た25）．ここでは ITPの原理の詳細は割愛するが，簡単
に述べると，試料イオン（S－）よりも見かけの移動度
の大きいリーディングイオン（L－）と小さいターミナ
ルイオン（T－）で試料ゾーンを挟みこみ，それぞれの
イオンゾーンが混ざらない状態で泳動する（L－＞S－＞
T－）と，L－と T－の濃度に依存して S－が狭いゾーンに
濃縮される手法である．さらに ITP濃縮がなされた後
に，各イオンゾーンが混合されるような泳動緩衝液系を
使用することで，濃縮から分離モードに自動的に移行さ
せ，ITP濃縮とキャピラリーゾーン電気泳動（CZE）分
離を一度の泳動で行うことができる．これが tITPであ
り，CEとしては大容量の試料を注入しつつ（導入体積
500 nL～1 μL，1012～13配列），高分離が達成できる．
Libと標的タンパク質を分離した典型的泳動図を図 1中
（右下）に示す．Libピークの前端とタンパク質ピーク
が ITP濃縮によって先鋭化していることが分かる．ピー
ク自体は 7～10倍程度の濃縮がかかっている．Libピー
クの前端を正規分布近似すると，このピーク形状と濃度
の計算から 7 σ以上離れた位置には理論上一分子の Lib

由来の DNAも存在しないということになる（σは標準
偏差）．よって 7 σ以上離れた位置で選抜プールが獲得
できれば，Libからの混入がなくアプタマーを多く含む
プールを得ることができると予想できる．CE-SELEXで
は，1ラウンド目で極微量な複合体ピークは検出できな
いため，タンパク質ピークから Libピークの立ち上がり
までを分取する（図 1左下）．一方，SR-CE選抜法では
タンパク質ピークから分取範囲を広げて，別個に複数回
精密分取を行い，PCR増幅によって DNAの存在が認め
られた分画（図 1右下のゲル電気泳動図参照）を選抜
プールとした．これによって Libピークから最も遠く，
かつ DNAアプタマーが多く含まれる分画を獲得するこ
とを狙った．
また，筆者は生体粒子（細菌および動物細胞）に対し
ても独自の CE濃縮─分離系を開発し，SR選抜可能であ
ることを示している26）27）．細胞などを CEで分離すると
通常は細胞の会合体由来と思われる鋭い（スパイク）
ピークが多数かつ再現性なく検出され，Libとの効率的
な分離ができない．一方，Armstrongらは泳動液にポリ
エチレンオキシド（PEO）などの水溶性高分子を添加
することで細菌のピークが集束（フォーカシング）する
ことを報告している28）．しかし，その再現性は低かっ
た．そこで筆者は細胞を ITPで一つのバンドへと濃縮
するとともに PEOのフォーカシング効果によって，細
胞を単一のピークとして保持しながら泳動させることを
着想した．その結果，細菌細胞（B. globigii, B. subtilis, 

E. coli, S. cerevisiae）29）30），浮遊がん細胞（PC-9, HL-60）27）

に対して単一ピークを再現性良く獲得することに成功
し，この分離モードを高分子増強キャピラリー過渡的等

速 電 気 泳 動 法 polymer-enhanced capillary transient 

isotachophoresis, PectI）と名付けた29）31）．PectI法をア
プタマー選抜に適用することで，高速かつ再現性のある
Libとの完全分離（細胞ピークの理論段数 N＝20万段以
上，分離度 R s＝16以上）が可能となった．SR-PectI選
抜の際には，単一となった細胞ピークを細胞および細
胞─DNA複合体の混合分画として一度だけ分取した．生
体粒子の電気移動度は Ohshimaの式などで表される
が32）33），表面に結合する DNA量が極微量でゼータ電位
を大きく変えるほどでなければ，細胞ピークと細胞─
DNA複合体は同時に泳動されると予想されるからであ
る．実際に筆者らは，一度の細胞ピークの分取でアプタ
マーの獲得に成功している．このように分取すべき複合
体ピークを観測しながら分取できるという点は，タンパ
ク質の SR-CE選抜と大きく異なり，SR-PectI選抜はよ
り容易な選抜法である．

3・2・2　精密分取技術34）

SR-CE選抜を可能とするには，3・2・1で述べたタンパ
ク質や細胞に対して CE分離した分画の精密な分取が必
須である．分取窓が狭ければ狭いほど非アプタマー配列
の混入を防ぐことが可能だからである．しかし，CE自
体その泳動時間の再現性は決して高くなく（RSD±3～
5 ％ 程度），tITPの様な濃縮と分離モードが混在する系
では，各ゾーンの移動速度は泳動中に変化してしまうた
め泳動時間の再現性はさらに落ちる．よって，これまで
精密な分取は困難であった．
そこで筆者は，tITPの様に泳動途中でゾーンの移動

速度が変化した場合でも精密な区間分取が可能な技術を
考案した．tITPでは泳動初期は ITP濃縮モードとなっ
ており，ゾーンの移動速度は明確ではない（電流値も大
きく変動する）．しかし，Lおよび Tイオンゾーンが混
合した後の CZE分離モードでは各ゾーンは一定速度で
移動する．そこで市販の CE装置を改造し，二台の検出
器をキャピラリー出口付近に設置することで，各ゾーン
が CZEで一定速度になった後の時間と位置をリアルタ
イムで計測し，キャピラリー出口からゾーンが溶出され
る正確な時間を算出することとした．この方法により，
30秒程度のピークであればピークの形状通りに精密に
分取できる．CEによる分取法は様々なものが報告され
ているが，その中でも最も正確な分取法の一つである．
この方法によって，蛍光色素，蛍光キレート試薬， 

DNAアプタマーなどの精製にも成功しており，純度
80 ％ 程度であった試料溶液でも，純度 99 ％ 以上に精
製可能であることが示された．また，この方法は実環境
試料からの放射性金属イオンの CE分離分取などにも応
用されている35）．筆者らが SR-CE選抜あるいは DNAア
プタマーの結合実験をする際にも，必ずこの手法で
DNAを精製することで初めて精密な実験が可能となっ
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ており，筆者らのアプタマー研究に欠かせないものと
なっている．裏を返せばこの様な方法で純度の高い
DNAを用いなければ，精密な SR選抜は不可能である．

3・3　SR-CE選抜における配列解析
上記 3・1で述べた SR選抜の原理に従うのであれば，

選抜後の配列データ中の類似配列群（ファミリー）はア
プタマー配列であり，選択則（式（1））から大きなファ
ミリーであるほど結合能は高い（K d，k offが小さい）は
ずである．この概念実証のために標的タンパク質として
ゴールドスタンダードであるトロンビン（Thr：血液凝
固第 IIa因子）15）36）をモデルとして用い，SR-CE選抜に供
して選抜プール（配列数 105～106）を得た．その後，
Thrと選抜プールの CE-LIF結合実験を行った．その結
果，Thr-DNA複合体ピークを検出し，1ラウンドで獲
得した選抜プール中に 10～30 ％ 程度のアプタマー配列
が含まれていることを確認した．ちなみに，CE-SELEX

で分画分取（Thrピークから DNAピークの立ち上がり
までの区間．図 1左下参照）を行ったところ，1ラウン
ド後の選抜プールでは複合体ピークは観測されなかっ
た．すなわち，筆者らの tITP濃縮法と精密分取法の組
み合わせであれば，非結合型 DNAを効率的に排除し，
1ラウンドであっても高速に選抜プールが得られること
が分かった．
この辺りからようやく DX化に関連した話題となる．

SR-CE選抜で得た上記選抜プールを NGS解析に供し，
配列決定した．読み取った配列の全カウント数は～30

万であったが，SR-CE選抜法では配列の種類の数に着目
し，カウント数は考慮しない．特定の配列の濃縮は起こ
さず，アプタマー配列の特徴のある配列がファミリーを
形成することが SR選抜の原理であるためである．むし
ろ，カウント数が増加する配列があれば，それは SR選
抜が原理通り働いていないことを意味する．実際に
SR-CE選抜プールの各配列は，カウント数 1～3がほと
んどであり，全配列のうちカウント数 10未満のものが
90 ％ 以上と濃縮が全く起きていないことを確認してい
る．カウント数を無視し，配列の種類の違いで数えると
～7万ほどの配列が得られた．
ここでどのようにしてファミリーを見つけるかが問題
である．筆者らは単純なクラスタリング手法を使用する
こととした（ソフトウェア CD-HIT-EST37））．原理を簡
単に述べると，ある配列（親配列）と他の配列（子配
列）を比較し，同じ位置に同じ塩基があるかどうかでス
コア付けする．ただし，ある塩基がずれた場合やギャッ
プがある場合などでもそれぞれスコア付けし，最終的な
スコアに従って類似配列かどうかを判断し，類似配列で
ある子配列を親配列にファミリーとして分類する．これ
をすべての配列に対し行い，プール中の全ファミリーを
探索した．また，ランダム領域の全塩基同士を比較する

場合（グローバルアラインメント）と配列中のより短い
一部の領域を比較する場合（ローカルアラインメント）
とがある．後者はより短い配列モチーフを判別する場合
に便利である．ここでは詳細は省くが，両方のアライン
メントを行い，どちらの方法でも N obsの大きなファミ
リーを抽出している．ここで，構成配列数 N obs＞4を
ファミリーとすると（Libの NGS解析では，同様の解
析条件で N obs＝3のファミリーが最大であったため），
500～1000種類のファミリーが見つかった．
ここで，SR-CE選抜実験を独立に二回行い（選抜プー

ル P1と P2とする），二つのプールで同様のファミリー
が同じように得られるか，すなわち再現性が得られるか
を調査した．ここではプール間比較が可能な CD-HIT-

EST-2Dプログラム37）を用い，P1のファミリーに対して
P2配列を分類し，P1と P2のファミリーの N obsの相関
を取った（図 2）．その結果，良好な直線関係が得られ
た（R 2＝0.82）．これは，二つの全く独立した実験，す
なわち全く異なる（部分集合）配列を含む二つの Libを
使用しても類似の特徴を有する配列群が再現性良く選抜
できたことを示している．よって，SR-CE選抜がアプタ
マーの特徴を捉えるという点で網羅的であることが判明
した．ただし，当然ながら別個の部分集合から獲得した
二つのプール間で同じ配列は一つも確認できなかった．
よって，ここでは半網羅的な選抜と記載する．この再現
性，半網羅性は既存の SELEXにはない SR選抜だけの
大きな特長である．
さて，SR-CE選抜では，N obsが大きいほど親和性が高

いアプタマーである可能性が高い．これを確認するた
め，N obs＝7～90中の 13配列を無作為に抽出してアプ
タマー候補とし，CE-LIF結合実験に供した．その結果，
すべての配列が Thrと結合し，アプタマーであること
が分かった．ランダムライブラリーから無作為に選んだ
13配列がすべてアプタマーである確率はほぼ無いに等

図 2　 二つの SR-CE選抜プール（P1，P2）中のファミリー配
列数 N obsの相関
論文 21から一部改変して転載．



ぶんせき　2024　11� 409

しく，この結果は N obs値でアプタマーであるか否かを
配列データから判別できることを示す．さらに，結合実
験で測定した 13種のアプタマー配列の K dと k offを，式
（1）の選択則に代入することで理論的な N obs値（N cal）
を計算した．実測値 Nobsと N calの相関を取ったところ，
正の相関が得られた（R 2＝0.76～0.80）．完全に理論通
りとは言えないものの，N obsが高いアプタマーが高性能
を示す傾向にあることを示すには十分な結果である．ち
なみに，様々なクラスタリング様式で前述の N obs,P1─
N obs,P2相関と Nobs─N cal相関について解析したところ，
前者は 21塩基長のローカルアラインメントを用いて，
21塩基中18塩基が一致する条件で最も相関係数が高く，
後者は 20塩基長のローカルアラインメントを用いて，
20塩基中 19塩基が一致する条件で最も大きな相関係数
が得られた．つまり，SR-CE選抜では 20塩基前後のモ
チーフで Thrと結合するアプタマーが主に獲得できて
いたことが分かった．

3・4　 SR-CE選抜によるアプタマー配列データベース
化と新規機能の選抜

3・4・1　DNAアプタマーデータベースとしての可能性
上記の Thrと同様の結果が VEGF-165タンパク質に対
する SR-CE選抜でも得られている．さらに，Thr選抜
プールの配列とは全く異なる配列が得られていることも
確認できている．一方で，トランスフェリン（Tf）を標
的にした際には有意なファミリーが得られていない（未
発表データ）．すなわち，Tfに対しては，25塩基アプ
タマーは存在しないか，あるいは存在しても非常に結合
能が低い可能性が高い．実際にこれまで Tfに対するア
プタマーの報告はない（酸性条件下で選抜プールを獲得
したとの報告はある38）が配列決定およびアプタマーの確
定には至っていない）．この様にアプタマーが獲得でき
なかった場合でも，アプタマーが存在するか否かの可能
性を議論できる点も SELEX法にはない SR-CE選抜の特
徴である．
もし，SR-CE選抜が理想的に働く，すなわちアプタ

マーの特徴を有する配列を取り逃がさず，再現性良く，
半網羅的に選抜できるのであるならば，選抜プールの配
列データはアプタマーデータベースとして機能し，以下
の利点も生まれるのではないか．つまり，1）最も結合
能の高いアプタマーを取り逃がすことなく選抜できてい
るはずである．また，2）データベース比較（プール間
比較）から標的選択性のあるアプタマー配列を見つけ出
せるはずと考えた．

1）に関しては，SR-CE選抜で獲得した N obsが大き
かった Thrおよび VEGF結合型アプタマーが既報の高
親和性アプタマーの K d, k offと比較しても，遜色ない親
和性を有することを確かめている．特にランダム領域
25塩基と若干短めのライブラリーを使用したにもかか

わらず，報告されている中で最も親和性の高いアプタ
マーと同等以上のものを選抜できたことは意義深い．2）
に関しては，標的としてタンパク質だけではなく，細菌
細胞（グラム陽性，グラム陰性，真菌），浮遊性がん細
胞に対しても SR-PectI選抜を行い，アプタマーを獲得
できているが26）27），これらの選抜プール間比較をしたと
ころ，互いに同じアプタマー候補配列（ファミリー）は
ほとんど存在しないことが分かった．これは SR選抜で
それぞれの標的に特徴的な配列が得られていることを示
している．ある標的プールのみに特徴的な配列というこ
とは，その標的への選択性を表していると考えた．そこ
でこれらの選抜プールを深層学習（ディープラーニン
グ）に供し，選抜プールの特徴を捉えて配列を分類でき
るかどうかを試すこととした．深層学習には CNN（con-

volutional neural networks） と STLM（long short-term 

memory）を含む比較的単純なアーキテクチャを用いた．
深層学習では，それぞれの選抜プールの配列を学習させ
ることで，各配列がどの選抜プールに分類されるかの確
率が出力される．未発表データであるため詳細は差し控
えるが，N obsの大きな配列群は，それら自身の標的の選
抜プールに分類され（分類確率が高かった），他の選抜
プールには分類されなかった．また，Thrや VEGFに対
し，それぞれ二回の独立の SR-CE選抜で獲得した選抜
プールを深層学習させると，アプタマー候補配列は二つ
のプール双方にほぼ同じ確率（0.4～0.6）で分類される．
つまり，同じ標的に対しては同様の確率で分類される．
すなわち，選抜プールの特徴（結合選択性）が CNN-

STLMといった単純なモデルの実装で明確に捉えられる
ことが明らかとなった．この様に，クラスタリングから
は結合能予測（K d, k off）が可能であり，深層学習からは
選択性予測（配列の特徴量）が可能であると考えてい
る．

3・4・2　データベース比較による機能の選抜24）

この様に，SR-CE選抜法において選抜プールの大規模
配列データ群から，アプタマーの判別，結合能の大まか
な予測，結合選択性の判別ができることが分かってき
た．この SR選抜の一連の流れは，完全にランダムなデ
ジタルデータの全集合（1015配列の Lib）からその一部
（1012～1013配列）を標本（入力データ）として SR-CE

選抜操作という演算にかけることで，分布に偏りのある
解データ（105～106配列）を得ていることに等しい．そ
こで一つの着想は，入力データを変調することで質の異
なる解が出力されないか，すなわち，Libを変調し，得
られた解データを比較することで，ある特殊な機能を選
抜できないか，ということである．
ここでは，標的と結合することで立体構造を変化さ
せ，かつ検出シグナルを発生させる機能を有する分子素
子の獲得を目指すこととした．これまでにも結合時に高
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次構造が誘起される DNAアプタマーの報告はある39）．
ここではそのような「構造誘起アプタマー」を意図的に
選抜できる手法を着想した．具体的には，キャピラリー
分子ふるい電気泳動（CSE）を用いて Libを，標的分子
が存在しない状態でも高次構造を形成している DNA群
と形成していない DNA群とに分離 -分取することで，
二つのサブライブラリー（構造形成および非形成サブラ
イブラリー：SL1および SL2）を調製した．これら SL

を使って SR-CE選抜すれば，SL1からは元から強固な
高次構造（pre-organized構造）を有する高結合性アプ
タマーが，SL2からは標的を分子認識する際に高次構造
を誘起させて結合する構造誘起型アプタマーがそれぞれ
獲得できるのではないかと着想した．
用いた分子ふるい媒体としては，強い水素結合能がな
く，DNAやタンパク質と強く相互作用しないポリエチ
レンオキシド（PEO）を使用した．もし，高分子と
DNAが相互作用してしまうと，その相互作用由来の高
次構造が誘起されてしまう可能性が高いからである．さ
らに，ここでは得られた分画を PCR増幅に供さないこ
とも重要である．なぜなら，SL濃度を上げるために
PCR増幅を行ってしまうと，SL中の配列にバイアスが
生じ，一配列一分子の Libを使うという SR選抜の前提
が崩れ，定量的な解が出力されない，すなわちデータ
ベース比較ができなくなるためである．そこで，tITP

濃縮系を組み込んだ CSE系を構築し，オンライン濃縮─
分離─分取を行った．図 3に示すように，分取後の SL1

では，構造形成型 DNAが幾つもの鋭いピークの集合と
して現れ（図 3b），SL2ではそのようなピークは現れず，
より後方にブロードなピークが観測された（図 3c）．元
の Libの泳動パターンは SL1と SL2を合わせた形状で

あり（図 3a），PCR増幅による濃度の調整なしで Libを
分割して SL1と SL2を獲得できることを確認できた．
これらの濃度（110 nMと 650 nM）は元の Lib濃度
（3 μM）と比べて薄いものの，アプタマー配列が各 SL

中に存在するのであれば，有意に 5～20配列以上のファ
ミリーを形成する濃度である．この様に，高次構造の違
いに基づく Libの分離挙動の調査，および Libを構造形
成型と非構造形成型の SLに分割して選抜するという試
みは，筆者らの研究が初めてである．筆者は，CZE分
離において Libピークの幅が単一小分子のピークに比べ
て広いことや，小さなショルダーピークやフロンティン
グが観測されることに着目して，Lib分割の着想を得た．
こうした観察と着想は分離化学者の得意とするところで
あろう．
さて，Thrに対して，SL1および SL2を用いて SR-CE

選抜を行い，配列決定後に SL1，SL2プールのクラスタ
リングを行った．その結果，それぞれ約 1000および
200種類程度のファミリーが見つかった（3 ≤ N obs ≤ 8）．
SL1の方の初期濃度が薄いにもかかわらず選抜プール中
のファミリーが多かったことは，多くのアプタマーが高
次構造形成型であることを示しており，従来の知見と矛
盾しない．得られた二つの選抜プールの配列群をデータ
ベースとして扱い，P1（分割しない Libを用いた選抜
プール）と比べたところ，多くのファミリー配列は P1

のファミリーに帰属でき，P1は SL1と SL2をほぼ補完
していることが分かった．また，SL1と SL2プールを
データベース比較したところ，どちらか片方のプールに
しか存在しないファミリーは 50 ％ ほどであった．そこ
で，SL1および SL2プール中から選んだ 15配列につい
て，Thrとの結合能を調査したところ，すべてが Thr

結合性アプタマーであった．そのうち，SL2プールだけ
に存在した五つアプタマー配列の k offは比較的大きい傾
向にあった．これは構造非形成型の SL2から獲得した
アプタマーは速度論的に親和性が低い傾向にあることを
示す．また，CSEを用いてアプタマーの回転半径 r hを
測定したところ，SL2から得られたアプタマー配列は
SL1のものよりも r hが 30 ％ 近く大きいことが分かっ
た．さらに，配列の融解温度 T mを計測したところ，
SL1だけに存在するアプタマーは高い T mを有する一方
で，SL2プールにしか存在しなかったアプタマー 5配列
のうちの 80 ％（4配列）は T mの計測ができず，高次
構造を形成していないことが分かった．この様に SL1

は構造形成の，SL2は構造非形成の特徴をそれぞれ有し
ていることが分かった．
ここで，非構造形成型 DNA（SL2プール）中のアプ

タマー配列は，Thrと錯形成する際に高次構造を誘起し
ている可能性がある．そこで，これら五つのアプタマー
配列の両端のプライマー部位にフルオレセイン（FAM）
と TAMRA色素を，二重鎖形成を介して導入し，Thrと

図 3　 ランダム DNAライブラリーの SCE分離．a） 分割前の
Lib．b） SCE分割後の構造形成型サブライブラリー
（SL1）．c） SCE分割後の構造非形成型サブライブラリー
（SL2）
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の結合前後で蛍光共鳴エネルギー移動（FRET）効率が
変化するかを測定した．もし，Thr結合時に初めて高次
構造が誘起され，両蛍光色素間距離が近くなれば FRET

効率が上昇するはずである．結果としては 5配列中の 3

配列で FRET効率が上昇した．つまり，これら 3配列は
FRETタイプの蛍光センサーとして用いることができ
る．実際に，これら 3配列のうちの一つを短縮化した
最適配列を用いたところ（図 4），他のタンパク質の妨
害なく，Thrを蛍光レシオメトリーで高感度（検出限界
2.2 nM）に計測できることが分かった．FRETを起こす
Thrセンサーの報告は，筆者の知る限り初めてである．
以上の様に，SR選抜における入力情報（ライブラ
リー）を変調し，得られた出力情報（選抜プール）の
データベース比較により，標的分子を認識し，構造を変
化させ，さらに検出シグナルを発生させる機能性分子を
意図的に獲得することが可能であることを実証した．

4　お わ り に

筆者の一連の研究は，DNAアプタマーの選抜手法を
定量的に考察することから始まり，1ラウンドでの選抜
系（分離─分取系）を構築することによって，ランダム
な初期配列分布の変調を再現性良く観測できることを見
いだしたものである．これは SR選抜が半網羅的であり，
アプタマーの性能を内包したデータベースになり得るこ
とを示している．このアプタマーデータベースの比較か
ら選択性や機能を引き出すことにも成功した．この様
な，様々な標的に対し半網羅的に選抜された結果の
DNA配列データを比較する分子認識科学を“Aptaomics”
として提案する24）．現在は，標的物質の数と種類（タン
パク質，細胞，エクソソーム，ウイルス，藻類等）を増
やしている．それらの数千万の配列データを一度に解析
することにも成功しており，アプタマーデータベース化
の概念実証を推し進めている．

当然ながら課題も多い．第一に挙げられるのは本法の
ランダム領域の小ささ（25塩基）である．より長いラ
ンダム領域（30～40塩基）での SR選抜を達成するに
は，現在の NGSよりもハイスループットな DNA配列
決定法が必要となる．また，現在のところ SR選抜は
CEの持つ自由溶液中での高分離能に依存しているため， 
CEで分離できない標的物質への適用は行っていない．

DX化という点に目を移すと，筆者の意見では，有意
で特殊な高品質データを如何にして取り出すか，また，
取り出す原理を理解し，その後，どの様なデータ処理が
相応しいかの総合的なデザインが重要であり，それには
分離科学および分析化学的思考こそが鍵であると考え
る．データ獲得法の原理・理論がソリッドであれば，獲
得できる大規模情報も質が高く，最低限の機械学習で新
奇物質を見いだせるというのが筆者のスタンスである．
また，DX化という最近の話題に目を惹かれがちだが，
この SR選抜法の研究においては，新規な生体粒子濃縮
法および精密な分取法といった分離分析の実験系の基盤
技術が支えている．以上の様に，化学現象とデータ獲得
法を深く理解した上での全体論的デザインは，分析化学
者にとって得意なところであり，その意味で分析化学者
発信の DX化は大いに期待できると考える．
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