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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　配列番号３、６、及び８～１０で構成された群で選択される塩基配列を持つ、テブコナ
ゾール（Ｔｅｂｕｃｏｎａｚｏｌｅ）、メフェナセット（Ｍｅｆｅｎａｃｅｔ）またはイ
ナベンフィド（Ｉｎａｂｅｎｆｉｄｅ）に特異的に結合できる核酸アプタマー、
ここで、前記核酸がＲＮＡである場合には、前記塩基配列で、ＴはＵである。
【請求項２】
　配列番号３～１５で構成された群で選択される塩基配列を持つ核酸アプタマーを試料と
接触させる段階を含む、テブコナゾール（Ｔｅｂｕｃｏｎａｚｏｌｅ）、メフェナセット
（Ｍｅｆｅｎａｃｅｔ）またはイナベンフィド（Ｉｎａｂｅｎｆｉｄｅ）の検出方法であ
って、前記核酸がＲＮＡである場合には、前記塩基配列で、ＴはＵである、検出方法。
【請求項３】
　前記試料は、水、土壌、廃棄物、食品、動物腸内及び動植物組織のうちいずれか一つ以
上で採取された試料であることを特徴とする請求項２に記載のテブコナゾール（Ｔｅｂｕ
ｃｏｎａｚｏｌｅ）、メフェナセット（Ｍｅｆｅｎａｃｅｔ）またはイナベンフィド（Ｉ
ｎａｂｅｎｆｉｄｅ）の検出方法。
【請求項４】
　前記検出は、金ナノ粒子に基づいた色度分析法によって行われることを特徴とする請求
項２又は３に記載のテブコナゾール（Ｔｅｂｕｃｏｎａｚｏｌｅ）、メフェナセット（Ｍ
ｅｆｅｎａｃｅｔ）またはイナベンフィド（Ｉｎａｂｅｎｆｉｄｅ）の検出方法。
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【請求項５】
　配列番号３～１５で構成された群で選択される塩基配列を持つ核酸アプタマーを含有す
る、テブコナゾール、メフェナセットまたはイナベンフィドの検出用組成物であって、前
記核酸がＲＮＡである場合には、前記塩基配列で、ＴはＵである、検出用組成物。
【請求項６】
　配列番号３～１５で構成された群で選択される塩基配列を持つ核酸アプタマーを含有す
る、テブコナゾール、メフェナセット及び／またはイナベンフィドの検出用センサーであ
って、前記核酸がＲＮＡである場合には、前記塩基配列で、ＴはＵである、検出用センサ
ー。
【請求項７】
　配列番号３～１５で構成された群で選択される塩基配列を持つ核酸アプタマーを含有す
る、テブコナゾール、メフェナセット及び／またはイナベンフィドの検出用キットであっ
て、前記核酸がＲＮＡである場合には、前記塩基配列で、ＴはＵである、検出用キット。
【請求項８】
　配列番号３～１５で構成された群で選択される塩基配列を持つ核酸アプタマーを利用す
ることを特徴とする試料からテブコナゾール、メフェナセットまたはイナベンフィドを分
離する方法であって、前記核酸がＲＮＡである場合には、前記塩基配列で、ＴはＵである
、分離方法。
【請求項９】
　前記核酸アプタマーが固定化されたビーズが充填されたカラムに試料を通過させる段階
を含むことを特徴とする請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　前記試料は、水、土壌、廃棄物、食品、動物腸内及び動植物組織のうちいずれか一つ以
上で採取された試料であることを特徴とする請求項８又は９に記載の方法。
【請求項１１】
　配列番号３～１５で構成された群で選択される塩基配列を持つ核酸アプタマーを含有す
る、テブコナゾール、メフェナセット及び／またはイナベンフィドの分離用キットであっ
て、前記核酸がＲＮＡである場合には、前記塩基配列で、ＴはＵである、分離用キット。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、テブコナゾール、メフェナセット及びイナベンフィドに結合できる核酸アプ
タマー及びこの用途に関し、より詳細には特異的にテブコナゾール、メフェナセット及び
イナベンフィドに結合できる核酸アプタマー及びこれを利用したテブコナゾール、メフェ
ナセット及びイナベンフィドの検出及び除去方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　テブコナゾール（Ｔｅｂｕｃｏｎａｚｏｌｅ）は、唐辛子の炭そ病を予防するために広
範囲に使用されるトリアゾール（ｔｒｉａｚｏｌｅ）誘導体である。米国ＦＤＡではこの
殺菌剤がヒトには安全であると考えているが、米国環境保護国（ＥＰＡ）ではテブコナゾ
ールをＣ等級（発ガン物質である可能性がある）の発ガン物質と規定していて、スウェー
デン化学協会では潜在的な内分泌かく乱化学物質と規定するなど、テブコナゾールは依然
として危険性を有している。最近では大型食品会社の唐辛子粉からテブコナゾールが基準
量以上超過検出されて、流通及び販売禁止措置が下されたことがある。
【０００３】
　メフェナセット（Ｍｅｆｅｎａｃｅｔ）は、除草剤であり発ガン物質とは報告されなか
ったが皮膚に長期間露出する場合、アレルギー反応を起こせて目に入った場合に炎症を引
き起こすと知られている。また、環境に長く残留する場合、ハチに非常に致命的に作用し
て生態系かく乱を引き起こす。-
【０００４】
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　イナベンフィド（Ｉｎａｂｅｎｆｉｄｅ）は、植物生長抑制剤として長期間の摂取が禁
止されていて、皮膚や目、または吸入を避けるように勧告されている。しかし、非常に広
範囲に使用されて、それによって環境汚染が引き起こされるとの問題がある。前記テブコ
ナゾール、メフェナセット、イナベンフィドなどの物質が残留されている濃縮水産物を長
期間摂取する場合には内蔵機能異常、ＤＮＡ損傷、神経系と発達に害を及ぼして癌、奇形
児出産、流産などが起こり得る。従って、テブコナゾール、メフェナセット、イナベンフ
ィドの誤用及び乱用を防止すると共に、食品の安全性を確保するために、土壌、水質、農
水産物に残留されている農薬を検出する方法を開発することが必要であることが現状であ
る。
【０００５】
　既存の残留農薬検出方法は、残留農薬が溶けている成分に応じてそれぞれ異なる試験溶
液を調製して残留農薬を抽出、精製後、液体クロマトグラフィーを利用して定量する方法
が主に用いられている。しかし、既存の方法は溶かした物質に応じた試験法も少なく、試
験溶液をそれぞれ調製することも煩わしい。また、抽出、精製過程中テブコナゾール、メ
フェナセット、イナベンフィドの損失があり得るので、正確な定量が難しい。特に上水源
及び河川、湧き水などで利用される水質資源に存在するテブコナゾール、メフェナセット
、イナベンフィドの分析が重要であるが、既存の検出方法は主に機器分析に頼っているの
で、現場分析が殆ど不可能で、分析費用が高い短所がある。
【０００６】
　一方、アプタマー（ａｐｔａｍｅｒ）は、１０１２～１４程度の多様性を持つランダム
核酸ライブラリーから得られる特定ターゲットに対して高い特異性と親和度を持つ一本鎖
ＤＮＡまたはＲＮＡ分子構造体をいう。また、アプタマーは、センサー分野で利用される
既存の感知物質である抗体とは異なり核酸構造体であるため、熱安定性が優秀で、試験管
内（ｉｎ　ｖｉｔｒｏ）で合成されるので、動物や細胞が別途に必要なく、生産費用面で
も経済的であり、ターゲット物質に制約がなく、タンパク質、アミノ酸のような生分子物
質から環境ホルモン、抗生剤、残留医薬品などの低分子有機化学物質、バクテリア、ウィ
ルスなどの様々なターゲットに対するアプタマーを合成することができる。従って、様々
なターゲット物質に対するアプタマーが作られており、標的物質と特異性と強い親和度を
持って結合するアプタマーの特性によって最近アプタマーを新薬開発、薬物伝達システム
、そしてバイオセンサーなどに応用する多くの研究がなされている。従って、アプタマー
は、極微量の残留農薬の検出方法に導入するのに非常に適切な物質であり、これを活用し
たナノバイオ技術を通して特定残留農薬物質を検出するのにも応用することができる。
【０００７】
　アプタマー開発方法において最も重要な要素は、ターゲットに結合したＤＮＡ（あるい
はＲＮＡ）と結合しないＤＮＡを区別することであり、これのために一般にターゲットを
固定したりＤＮＡランダムライブラリーを固定してＤＮＡを区別する研究が進行されてき
た。しかし、このような固定化方式の最も大きい困難は、固定化収率が低いことがある点
であり、固定化収率自体を分析するのに多くの費用と時間を費やしている点である。また
、固定化に使用される分離用物質（磁性ビーズ、カラムなど）にＤＮＡが直接結合する可
能性を完全に排除できない点と分離用物質に固定されたターゲットに結合したＤＮＡを再
度分離する過程に現れ得るＤＮＡプール損失の可能性などが固定化方式の限界であり問題
点として残っている。特に、ＤＮＡライブラリーを固定する方式で発生し得る低いＤＮＡ
固定率問題は、アプタマー開発過程で避けなければならない最も重要な損失であるＤＮＡ
プールの損失と直結されて大きい限界点になる。その他にも固定化自体が難しい重金属イ
オンなどは、固定化方式ではアプタマーを開発するのが難しく、固定化方式にはターゲッ
ト選定にも制約があり得る問題点がある。それに比べて、非固定化方式のアプタマー開発
技術を利用すると、前記で列挙したすべての限界を克服することができ、ターゲットの結
合部位が制限的でないため、アプタマー開発に必要な選別過程繰り返し回数を減らすこと
ができる長所がある。このような理由から、非固定化方式でアプタマーを開発できる技術
を発明するために従来には微細電子機械システム（ＭＥＭＳ）、毛細管電気移動システム
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（Ｃａｐｉｌｌａｒｙ　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ）技術などが活用されたが、高
価な装備、装置使用の複雑性、熟練した人材の必要性などは依然として問題点として残っ
ている。一方、グラフェンは、２次元構造の炭素構造体であり、熱安定性、電気的特性及
び強度が非常に優秀で一本鎖ＤＮＡの塩基の部分とπ－スタッキングを介して結合するの
で、このような特性を応用した広範囲な研究が実施されている。しかし、非固定化方式の
グラフェン基盤ＳＥＬＥＸを利用してアプタマーを開発する時にも種々のｔａｒｇｅｔ物
質に対するアプタマーを開発する時は時間が長くかかる短所がある。それぞれの主な目標
ターゲットに対するカウンターターゲットを設定して、目標ターゲットとカウンターター
ゲットの分析、そしてそれぞれの目標ターゲットに対するＳＥＬＥＸ進行しなければなら
ないためである。
【０００８】
　そこで、本発明者等は、前記従来技術の問題点を克服するために鋭意研究努力した結果
、テブコナゾール、メフェナセット、イナベンフィドに対して特異的に高い親和度を示す
核酸構造体である核酸アプタマーを非固定化方式グラフェンＳＥＬＥＸを利用して開発し
た。また、前記テブコナゾール、メフェナセット、イナベンフィドに特異的に結合する核
酸アプタマーを含む金ナノ粒子基盤色度分析手法に関する組成物を製造して、該当組成物
を利用すると、食品などに残留する微量のテブコナゾール、メフェナセット、イナベンフ
ィドを効果的に検出または除去する可能性があることを確認して、本発明を完成した。
【０００９】
　本背景技術の部分に記載された前記情報は、ただ本発明の背景に対する理解を向上させ
るためのものであり、本発明が属する技術分野で通常の知識を有する者に既知の先行技術
を形成する情報を含まないことがある。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１０】
　本発明の目的は、微量のテブコナゾール、メフェナセット及びイナベンフィドも検出で
きる核酸アプタマー及びその用途を提供することである。
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　前記目的を達成するために、本発明は、配列番号３～１５で構成された群で選択される
塩基配列を持つ、テブコナゾール（Ｔｅｂｕｃｏｎａｚｏｌｅ）、メフェナセット（Ｍｅ
ｆｅｎａｃｅｔ）またはイナベンフィド（Ｉｎａｂｅｎｆｉｄｅ）に特異的に結合できる
核酸アプタマーを提供する。
【００１２】
　本発明はまた、前記核酸アプタマーを試料と接触させる段階を含む、テブコナゾール、
メフェナセットまたはイナベンフィドの検出方法を提供する。
【００１３】
　本発明はまた、前記核酸アプタマーを含有する、テブコナゾール、メフェナセットまた
はイナベンフィドの検出用組成物を提供する。
【００１４】
　本発明はまた、前記核酸アプタマーを含有する、テブコナゾール、メフェナセット及び
／またはイナベンフィドの検出用センサーを提供する。
【００１５】
　本発明はまた、前記核酸アプタマーを含有する、テブコナゾール、メフェナセット及び
／またはイナベンフィドの検出用キットを提供する。
【００１６】
　本発明はまた、前記核酸アプタマーを利用することを特徴とする試料からテブコナゾー
ル、メフェナセットまたはイナベンフィドを分離する方法を提供する。 
【００１７】
　本発明はまた、前記核酸アプタマーを含有する、テブコナゾール、メフェナセットまた
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はイナベンフィドの分離用組成物を提供する。
【００１８】
　本発明はまた、前記核酸アプタマーを含有する、テブコナゾール、メフェナセットまた
はイナベンフィドの分離用キットを提供する。
【００１９】
　本発明の他の特徴及び具現例は、以下の詳細な説明及び添付された特許請求範囲からよ
り一層明白になる。
【図面の簡単な説明】
【００２０】
【図１】非固定化方式グラフェン基盤ＳＥＬＥＸをベースに開発されたＳ－ＳＥＬＥＸ　
ＭＴ法を利用してターゲット特異的なアプタマーを製造する過程の模式図である。
【図２】各ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ　ｒｏｕｎｄから得られたテブコナゾール、メフェナセッ
ト、イナベンフィドに結合するｓｓＤＮＡの量が増加することを示したグラフである。
【図３】アプタマー及び金ナノ粒子凝集現象を利用してターゲット物質を検出する原理を
説明する概略図である。
【図４－１６】本発明に係る配列番号３～配列番号１５で表されるテブコナゾール（Ｔ）
、メフェナセット（ＭＢＡ）、イナベンフィド（Ｉ）に特異的に結合可能なアプタマーの
２次構造を示した図である。
【図１７】核酸アプタマーＴ１を利用して様々な検出試料に対する金ナノ粒子基盤の色変
化を観察した結果を示した図である。
【図１８】アプタマーＭＢＡを利用して様々な検出試料に対する金ナノ粒子基盤の色変化
を観察した結果を示した図である。
【図１９】アプタマーｉ１３を利用して様々な検出試料に対する金ナノ粒子基盤の色変化
を観察した結果を示した図である。
【図２０】アプタマーＴ２を利用して様々な検出試料に対する金ナノ粒子基盤の色変化を
観察した結果を示した図である。
【図２１】アプタマーＴ１を利用して様々な濃度のテブコナゾールに対する金ナノ粒子基
盤の色変化を観察した結果を示した図である。
【発明を実施するための形態】
【００２１】
　他の方式で定義されない限り、本明細書において使用されたあらゆる技術的・科学的用
語は、本発明が属する技術分野に熟練した専門家によって通常理解されるものと同じ意味
を有する。通常、本明細書において使用された命名法は、本技術分野において周知であり
、しかも汎用されるものである。
　本発明の詳細な説明などにおいて使用される主な用語の定義は、下記の通りである。
【００２２】
　本発明で「核酸アプタマー」とは、高い親和性でターゲット物質を特異的に認知できる
小さい一本鎖オリゴ核酸をいう。
【００２３】
　本発明で「試料」とは、テブコナゾール（Ｔｅｂｕｃｏｎａｚｏｌｅ）、メフェナセッ
ト（Ｍｅｆｅｎａｃｅｔ）、イナベンフィド（Ｉｎａｂｅｎｆｉｄｅ）を含有するか、含
有していると推定されて分析が行われるべき組成物であり、液体、土壌、空気、食品、廃
棄物、動植物腸内及び動植物組織のうちいずれか一つ以上で採取された試料から検出され
ることを特徴とするが、これに限定されるのではない。この時、液体は、水、血液、小便
、涙、汗、唾液、リンパ及び脳脊髄液などであることを特徴とし、前記水は、川水、海水
、湖水及び雨水などを含み、廃棄物は、下水、廃水などを含み、前記動植物は、人体を含
む。また、前記動植物組織としては、粘膜、皮膚、外皮、毛、鱗、眼球、舌、頬、蹄、嘴
、喙、足、手、口、乳頭、耳、鼻などの組織を含む。
【００２４】
　本明細書で言及された「ＧＯ ＳＥＬＥＸプロセス」とは、任意的に合成されたＤＮＡ
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またはＲＮＡの集合で特定分子に対して高い結合力を持つＤＮＡまたはＲＮＡを選別して
増幅させることによってそれぞれの分子に特異的なＤＮＡ配列を調べる方法（Ｊ．Ｗ．Ｐ
ａｒｋ，Ｒ．Ｔａｔａｖａｒｔｙ，Ｄ．Ｗ．Ｋｉｍ，Ｈ．Ｔ．Ｊｕｎｇ　ａｎｄ　Ｍ．Ｂ
．Ｇｕ（２０１２），Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ－ｆｒｅｅ　ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ　
ｏｆ　ａｐｔａｍｅｒｓ　ａｓｓｉｓｔｅｄ　ｂｙ　ｇｒａｐｈｅｎｅ　ｏｘｉｄｅ，Ｃ
ｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓ、４８、１５、２０７１－２０７３）を
いう。
【００２５】
　一観点において、本発明は、配列番号３～１５で構成された群で選択される塩基配列を
持つ、テブコナゾール（Ｔｅｂｕｃｏｎａｚｏｌｅ）、メフェナセット（Ｍｅｆｅｎａｃ
ｅｔ）またはイナベンフィド（Ｉｎａｂｅｎｆｉｄｅ）に特異的に結合できる核酸アプタ
マーに関する
アプタマー T1：5'-CGTACGGAATTCGCTAGCAGCGTCCACGAGTGTGGTGTGGATCCGAGCTCCACGAT-3'(配
列番号3)
アプタマー T3：5'-CGTACGGAATTCGCTAGCACGTTGACGCTGGTGCCCGGTTGTGGTGCGAGTGTTGTGTGGAT
CCGAGCTCCACGTG-3'(配列番号4)
アプタマー T4：5'-CGTACGGAATTCGCTAGCACGTTGACGCTGGTGCCCGGTTGTGGTGGAGTGTTGTGTGGATC
CGAGCTCCACGTG-3'(配列番号5)
アプタマー T10：5'-CGTACGGAATTCGCTAGCGAGTCATGTACCGTCCCTGTGGATCCGAGCTCCACGTG-3'(
配列番号6)
アプタマー Tn1：5'-CGTACGGAATTCGCTAGCACGTTGACGCTGGTGCCCGGTTGTGGGCGAGTGTTGTGTGGAT
CCGAGCTCCACGTG-3'(配列番号7)
アプタマー Tn3：5'-CGTACGGAATTCGCTAGCGTGTCAATAATGGTCCTCTGGGATCCGAGCTCCACGTG-3'(
配列番号8)
アプタマー Tc2：5'-CACGTGGAGCTCGGATCCACGCGCAGTGGGACCAACCCAAGCCGTGGCCTGCCGGGGGGCT
AGCGAATTCCGTACG-3'(配列番号9)
アプタマー Tc3：5'-CACGTGGAGCTCGGATCCACACAACACTCGCACCACAACCGGGCACCAGCGTCAACGTGCT
AGCGAATTCCGTACG-3'(配列番号10)
アプタマー i11：5'-CGTACGGAATTCGCTAGCACGTTGACGCTGGTGCCCGGTTTGGTGCGAGTGTTGTGTGGAT
CCGAGCTCCACGTG-3'(配列番号11)
*アプタマー i13：5'-CGTACGGAATTCGCTAGCACGTTGACGCTGGTGCCCGGTTGTGGGTGCGAGTGTTGTGTG
GATCCGAGCTCCACGTG-3'(配列番号12)
アプタマー i18：5'-CGTACGGAATTCGCTAGCACGTTGACGCTGGTGCCCGGTTGTGGTGCGGGTGTTGTGTGGA
TCCGAGCTCCACGTG-3'(配列番号 13)
アプタマー MBA：5'-CGTACGGAATTCGCTAGCCCCCCGGCAGGCCACGGCTTGGGTTGGTCCCACTGCGCGTGGA
TCCGAGCTCCACGTG-3'(配列番号14)
アプタマー T2：5'-CGTACGGAATTCGCTAGCCCCCCGGCAGGCCACGGCTTGGGTTGGTCCCTCTGCGCGTGGAT
CCGAGCTCCACGTG-3'(配列番号15)
【００２６】
　核酸アプタマーは、一本鎖ＤＮＡまたはＲＮＡとして提供されるもので、本発明で前記
核酸がＲＮＡである場合には前記核酸配列でＴはＵと表示されて、このような配列が本発
明の範囲に含まれることは、本発明が属する技術分野で通常の知識を有する者には自明な
事項である。
【００２７】
　本発明の核酸アプタマーは、ＧＯ　ＳＥＬＥＸ（Ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ　Ｅｖｏｌｕｔ
ｉｏｎ　ｏｆ　Ｌｉｇａｎｄｓ　ｂｙ　Ｅｘｐｏｎｅｎｔｉａｌ　ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ
）工程によって選択されたテブコナゾール（Ｔｅｂｕｃｏｎａｚｏｌｅ）、メフェナセッ
ト（Ｍｅｆｅｎａｃｅｔ）またはイナベンフィド（Ｉｎａｂｅｎｆｉｄｅ）に特異的に結
合する任意の塩基配列の核酸アプタマーであってもよい。
【００２８】
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　より具体的に、本発明のテブコナゾール（Ｔｅｂｕｃｏｎａｚｏｌｅ）、メフェナセッ
ト（Ｍｅｆｅｎａｃｅｔ）またはイナベンフィド（Ｉｎａｂｅｎｆｉｄｅ）に特異的に結
合できる前記核酸アプタマーは、下記の段階を含む方法によって製造できる：
　ａ）両端にＰＣＲ用プライマー領域を含み中央に３０～５０個の任意の塩基を持つ一本
鎖核酸プール（ｐｏｏｌ）とターゲット物質またはカウンターターゲット物質を緩衝溶液
で混合して常温で結合を誘導する段階；
　ｂ）前記混合液とグラフェンを反応させてターゲット物質と結合したまたはカウンター
ターゲット物質に結合しない一本鎖核酸を除去する段階；
　ｃ）前記段階で得られたターゲット物質に特異的に結合する一本鎖核酸に対して前記Ｐ
ＣＲ用プライマー領域を利用してＰＣＲを行って増幅させる段階；
　ｄ）前記ターゲット物質に特異的に結合する一本鎖核酸に対してターゲット物質とカウ
ンターターゲット物質を利用してグラフェン基盤選別（ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ）及びカウン
ター選別（ｃｏｕｎｔｅｒｓｅｌｅｃｔｉｏｎ）する過程を繰り返し行う段階；及び
　ｅ）前記グラフェン基盤カウンター選別段階でカウンターターゲット物質に結合するタ
ーゲット非特異的な一本鎖核酸を除去し、グラフェンに結合されたターゲット特異的な一
本鎖核酸に対してターゲットによる配座変位（Ｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎａｌ　ｃｈａｎ
ｇｅ）を誘発させてグラフェンからターゲット特異的なアプタマーを分離する段階。
【００２９】
　前記ＤＮＡアプタマー製造方法のｄ）段階で、プライマー対中一つにフルオレセイン（
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ）が付けられたプライマーを使用してＰＣＲを行った後、電気泳
動を介して既変成された一本鎖ＤＮＡを分離する段階をさらに含むこと特徴とする。
【００３０】
　本発明の一実施例では、テブコナゾール（Ｔｅｂｕｃｏｎａｚｏｌｅ）、メフェナセッ
ト（Ｍｅｆｅｎａｃｅｔ）またはイナベンフィド（Ｉｎａｂｅｎｆｉｄｅ）に特異的に結
合するアプタマーを製作するために、ＧＯ　ＳＥＬＥＸ（Ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ　Ｅｖｏ
ｌｕｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｌｉｇａｎｄｓ　ｂｙ　Ｅｘｐｏｎｅｎｔｉａｌ　ｅｎｒｉｃｈｍ
ｅｎｔ）工程を利用してテブコナゾール（Ｔｅｂｕｃｏｎａｚｏｌｅ）、メフェナセット
（Ｍｅｆｅｎａｃｅｔ）、イナベンフィド（Ｉｎａｂｅｎｆｉｄｅ）に結合する核酸アプ
タマーを選別した後、金ナノ粒子基盤の色度分析法によって前記配列番号３～配列番号１
５で表される塩基配列を持つアプタマーがテブコナゾール（Ｔｅｂｕｃｏｎａｚｏｌｅ）
、メフェナセット（Ｍｅｆｅｎａｃｅｔ）、イナベンフィド（Ｉｎａｂｅｎｆｉｄｅ）の
それぞれに対して全て特異的に結合することを確認した。
【００３１】
　他の観点において、本発明は、前記核酸アプタマーを試料と接触させる段階を含む、テ
ブコナゾール（Ｔｅｂｕｃｏｎａｚｏｌｅ）、メフェナセット（Ｍｅｆｅｎａｃｅｔ）ま
たはイナベンフィド（Ｉｎａｂｅｎｆｉｄｅ）の検出方法に関する。
【００３２】
　前記試料は、水、土壌、廃棄物、食品、動物腸内及び動植物組織のうちいずれか一つ以
上で採取された試料であることを特徴とするが、これに限定されるのではない。この時、
前記水は、川水、海水、湖水及び雨水などを含み、廃棄物は、下水、廃水などを含み、前
記動物はヒトを含む。
【００３３】
　本発明の一実施例では、金ナノ粒子基盤の色度分析法で本発明に係る核酸アプタマーが
特異的にテブコナゾール、メフェナセット、イナベンフィドに結合することを確認した。
【００３４】
　金ナノ粒子基盤の色度診断法は、その準備の便利性と簡単な作動法、そして目視で色変
化を観察できる点で最近オンサイト（ｏｎ－ｓｉｔｅ）探知の新しい代案として浮び上が
っている［Ｚｈａｏ，Ｗ．，Ｂｒｏｏｋ，Ｍ．Ａ．，Ｌｉ，Ｙ．，２００８ａ．Ｃｈｅｍ
ＢｉｏＣｈｅｍ ９，２３６３－２３７１］。このような金ナノ粒子基盤アプタマーセン
サーには二種類あって、一つは金ナノ粒子表面を変形してアプタマーを金ナノ粒子表面に
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共有結合などで固定して、ターゲット物質がある時に二つ以上の金ナノ粒子距離が互いに
近づくことによって凝集（ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ）が起きて金ナノ粒子溶液の色が赤色
から青色系列に変わる特徴を利用したもので、他の一つは、変形されなかった金ナノ粒子
表面にアプタマーが物理的に吸着していて、ターゲット物質がある時に吸着していたアプ
タマーとターゲットとの結合により金ナノ粒子の表面から離れ出る現象によって色が変わ
る特性を利用するものである。純粋な金ナノ粒子の溶液色は赤色で、アプタマーが物理的
に金ナノ粒子に吸着された後、ターゲットをいれると、アプタマーとターゲットとの間の
親和度が、アプタマーと金ナノ粒子との間の親和度より大きいので、アプタマーはターゲ
ットと結合するようになる［Ｙ．Ｓ．Ｋｉｍ，ｅｔ　ａｌ．，Ａ　ｎｏｖｅｌ　ｃｏｌｏ
ｒｉｍｅｔｒｉｃ　ａｐｔａｓｅｎｓｏｒ　ｕｓｉｎｇ　ｇｏｌＤＮＡｎｏｐａｒｔｉｃ
ｌｅ　ｆｏｒ　ａ　ｈｉｇｈｌｙ　ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ　ａｎｄ　ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ｄ
ｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｏｘｙｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ，Ｂｉｏｓｅｎｓｏｒｓ　ａ
ｎｄ　Ｂｉｏｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃｓ，Ｖｏｌｕｍｅ　２６，Ｉｓｓｕｅ　４，１５ ２
０１０］。この時、ＮａＣｌを添加すると、ターゲットを添加したチューブでは金ナノ粒
子が凝集するようになって色変化を観察することができる。一方、ターゲットがないチュ
ーブでは、アプタマーがＮａＣｌによる金ナノ粒子の凝集（ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ）を
邪魔するので、色変化が観察できない。このような特性を基にアプタマー－金ナノ粒子を
利用してターゲット物質を検出することができる。また、金ナノ粒子溶液をＵＶ分光光度
計（ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ）で吸光度を測定すると、純粋な金ナノ粒子溶
液は５２０ｎｍで最も高い吸光度を示すのに対して、色が青い系列に変わった後には６５
０ｎｍで最も高い吸光度を示すことになる。従って、６５０ｎｍでの吸光度値を５２０ｎ
ｍでの吸光度値で分けた値は、ターゲットによって凝集（ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ）が起
きた程度と比例して増加する。本発明の一実施例でもこのような金ナノ粒子基盤の色度分
析法により、本発明で選別したアプタマーがテブコナゾール、メフェナセット、イナベン
フィドに対し特異的に結合するか否かを確認した。
【００３５】
　具体的に、本発明では金ナノ粒子表面を変形してアプタマーを金ナノ粒子表面に共有結
合などで固定して、ターゲット物質がある時に二つ以上の金ナノ粒子距離が互いに近づく
ことによって凝集（ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ）が起きて金ナノ粒子溶液の色が赤色～青色
系列に変わる特徴を利用するか、変形されなかった金ナノ粒子表面にアプタマーが物理的
に吸着していて、ターゲット物質がある時に吸着していたアプタマーとターゲットとの結
合により金ナノ粒子の表面から離れ出る現象によって色が変わる特性を利用して、テブコ
ナゾール、メフェナセット、イナベンフィドを検出することができる。
【００３６】
　本発明の一実施例では、前記配列番号３～１４で表される核酸アプタマー中最も高い親
和度を示す配列番号３、９、１４で表される核酸配列であるアプタマーＴ１、ｉｌ３、Ｍ
ＢＡに対して金ナノ粒子基盤色度分析を行った結果、テブコナゾール、メフェナセット、
イナベンフィドに該当アプタマーが特異的に結合することを確認した。
【００３７】
　従って、また他の観点において、本発明は、テブコナゾール（Ｔｅｂｕｃｏｎａｚｏｌ
ｅ）、メフェナセット（Ｍｅｆｅｎａｃｅｔ）またはイナベンフィド（Ｉｎａｂｅｎｆｉ
ｄｅ）に特異的に結合する前記アプタマーを含有する、テブコナゾール、メフェナセット
またはイナベンフィドの検出用組成物に関する。
【００３８】
　本発明のアプタマーは、本技術分野ですでに公示された方法によって化学合成してもよ
い。
　本発明のアプタマーは、テブコナゾール、メフェナセット、イナベンフィドに対する結
合性、安定性などを高めるために、各ヌクレオチドの糖残基（例、リボースやデオキシリ
ボース）が修飾されたものを使うことができる。糖残基において修飾される部位は、例え
ば糖残基の２’部位、３’部位及び／または４’部位の酸素源者を他の原子で置き換えた
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もの等が挙げられる。修飾の種類としては、例えばフルオロ化、Ｏ－アルキル化（例、Ｏ
－メチル化、Ｏ－エチル化）、Ｏ－アリル化、Ｓ－アルキル化（例、Ｓ－メチル化、Ｓ－
エチル化）、Ｓ－アリル化、アミノ化（例、－ＮＨ）が挙げられる。このような糖残基の
変形は、公示の方法によって自ら行うことができる（例えば、Ｓｐｒｏａｔｅｔ　ａｌ．
，（１９９１） Ｎｕｃｌｅ．Ａｃｉｄ．Ｒｅｓ．１９，７３３－７３８；Ｃｏｔｔｏｎ
　ｅｔ　ａｌ．，（１９９１） Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄ．Ｒｅｓ．１９，２６２９－２６３
５；Ｈｏｂｂｓ　ｅｔ　ａｌ．，（１９７３） Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ １２，５１３
８－５１４５参照）。
【００３９】
　本発明のアプタマーは、テブコナゾール、メフェナセット、イナベンフィドに対する結
合性などを高めるために核酸塩基（例、プリン、ピリミジン）が変形（例、化学的置換）
されたものを使用することができる。このような変形としては、例えば５部位ピリミジン
変形、６及び／または８部位プリン変形、環外アミンでの変形、４－チオウリジンへの置
換、５－ブロモまたは５－ヨード-ウラシルへの置換が挙げられる。
【００４０】
　また、ヌクレアーゼ及び加水分解に対し耐性を持つように、本発明のアプタマーに含ま
れるリン酸基が変形されていても良い。例えば、Ｐ（０）０基が、Ｐ（０）Ｓ（チオエー
ト）、Ｐ（Ｓ）Ｓ（ジチオエート）、Ｐ（Ｏ）ＮＲ２（アミデート）、Ｐ（Ｏ）Ｒ、Ｒ（
Ｏ）ＯＲ’、ＣＯまたはＣＨ２（ホルムアセタル）または３’－アミン（－ＮＨ－ＣＨ２

－ＣＨ２－）で置き換えられてもよい〔ここでそれぞれのＲまたはＲ’は独立して、Ｈで
あるか、または置き換えられているか、または置き換えられていないアルキル（例、メチ
ル、エチル）である〕。連結基としては、－Ｏ－、－Ｎ－または－Ｓ－が例示されて、こ
れらの連結基を介して隣接するヌクレオチドに結合することができる。
【００４１】
　本発明での変形はさらに、キャップのような３’及び５’の変形を含んでも良い。変形
はさらに、ポリエチレングリコール、アミノ酸、ペプチド、ｉｎｖｅｒｔｅｄ　ｄＴ、核
酸、ヌクレオシド、ミリストイル（Ｍｙｒｉｓｔｏｙｌ）、リソコリック－オレイル（Ｌ
ｉｔｈｏｃｏｌｉｃ－ｏｌｅｙｌ）、トコサニル（Ｄｏｃｏｓａｎｙｌ）、ラウロイル（
Ｌａｕｒｏｙｌ）、ステアロイル（Ｓｔｅａｒｏｙｌ）、パルミトイル（Ｐａｌｍｉｔｏ
ｙｌ）、オレオイル（Ｏｌｅｏｙｌ）、リノレオイル（Ｌｉｎｏｌｅｏｙｌ）、その他脂
質、ステロイド、コレステロール、カフェイン、ビタミン、色素、蛍光物質、抗癌剤、毒
素、酵素、放射性物質、ビオチンなどを末端に付加することによって行われることができ
る。このような変形に対しては、例えば米国特許第５，６６０，９８５号、米国特許第５
，７５６，７０３号を参照することができる。しかし、前記核酸アプタマーは、好ましく
は配列番号３～１５で表される塩基配列のうちいずれか一つのアプタマーであることを特
徴とする。
【００４２】
　本発明のテブコナゾール、メフェナセットまたはイナベンフィド検出用組成物は、残留
許容基準を終える農薬、除草剤のうち最も多く検出される除草剤であるテブコナゾール（
Ｔｅｂｕｃｏｎａｚｏｌｅ）、メフェナセット（Ｍｅｆｅｎａｃｅｔ）、イナベンフィド
（Ｉｎａｂｅｎｆｉｄｅ）を検出するために使用可能なもので、残留農薬は非常に少ない
量で食品や環境に存在しても生物濃縮現象などのような様々な環境的な経路によって最終
消費者であるヒトに影響を及ぼしかねないので、農林水産物で広範囲に使用されている残
留農薬を検出及び除去する技術が必要である。従って、テブコナゾール、メフェナセット
、イナベンフィドの検出のために本発明の核酸アプタマーはいかなる形態でも使用すると
ができる。例えば、本発明の核酸アプタマーを磁性ビーズに固定化させて、テブコナゾー
ル、メフェナセット、イナベンフィドを結合させて製造されたＤＮＡアプタマー－テブコ
ナゾール、メフェナセット、イナベンフィド複合体（ｃｏｍｐｌｅｘ）は磁石を利用して
分離することができ、この複合体から再びテブコナゾール、メフェナセット、イナベンフ
ィドを分離することによって、テブコナゾール、メフェナセット、イナベンフィドだけを



(10) JP 6262868 B2 2018.1.17

10

20

30

40

50

選択的に検出できるようになる。また、本発明の核酸アプタマー－磁性ビーズを本発明の
実施例に記述された方法以外にも本発明の核酸アプタマーと連結子で連結されたセンサー
を利用して試料中のテブコナゾール、メフェナセット、イナベンフィドを検出する方法な
どを使用することができる。
【００４３】
　また他の観点において、本発明は、テブコナゾール、メフェナセットまたはイナベンフ
ィドに特異的に結合するアプタマーを含有する、テブコナゾール、メフェナセット及び／
またはイナベンフィドの検出用センサーを提供する。テブコナゾール、メフェナセットま
たはイナベンフィドに特異的に結合する前記アプタマーは、チップなど基板に固定されて
テブコナゾール、メフェナセット、イナベンフィド検出用センサーの形態で提供されても
よい。
　テブコナゾール、メフェナセットまたはイナベンフィドに特異的に結合する前記アプタ
マーを含有する検出用センサーは、キット（ｋｉｔ）の形態で提供されてもよい。
【００４４】
　テブコナゾール、メフェナセットまたはイナベンフィド検出用キットは、 瓶、筒（ｔ
ｕｂ）、小袋（ｓａｃｈｅｔ）、封筒（ｅｎｖｅｌｏｐｅ）、チューブ、アンプル（ａｍ
ｐｏｕｌｅ）等のような形態であってもよく、これらは部分的にまたは全体的にプラスチ
ック、ガラス、紙、ホイール、ワックスなどから形成される。容器は、最初は容器の一部
であるか、または機械的、接着性、またはその他の手段によって、容器に付着できる、完
全にまたは部分的に分離可能な栓を取り付けることができる。容器はまた注射針によって
内容物に接近できる、ストッパーが取り付けられる。前記キットは外部パッケージを有す
ることができ、外部パッケージは構成要素の使用に関する使用説明書を含んでもよい。
【００４５】
　本発明に係るテブコナゾール、メフェナセットまたはイナベンフィドに特異的に結合す
る核酸アプタマーはさらに、テブコナゾール、メフェナセット、イナベンフィドだけを特
異的に検出するので、これを含みテブコナゾール、メフェナセット、イナベンフィド分離
用組成物を提供できることは、本発明が属する技術分野で当業者には自明である。
【００４６】
　また他の観点において、本発明は、テブコナゾール、メフェナセットまたはイナベンフ
ィドに特異的に結合するアプタマーを利用したテブコナゾール、メフェナセットまたはイ
ナベンフィドの除去または分離方法に関する。
【００４７】
　本発明の組成物を利用するテブコナゾール、メフェナセット、イナベンフィドの除去方
法の一例として、例えば、前記核酸アプタマーが固定化された磁性ビーズをカラム（ｃｏ
ｌｕｍｎ）に満たした後、テブコナゾール、メフェナセット、イナベンフィドを含む試料
を通過させてテブコナゾール、メフェナセット、イナベンフィドだけを選択的に除去また
は分離することができる。
【実施例】
【００４８】
　以下、添付された実施例を挙げて本発明をより詳細に説明する。しかし、このような実
施例は本発明の技術的思想の内容と範囲を簡単に説明するための例示するものであって、
これによって本発明の技術的範囲が限定されたり変更されるのではない。また、このよう
な例示に基づいて本発明の技術的思想の範囲の中で様々な変形と変更が可能であることは
当業者には当然である。
【００４９】
実施例１：任意の塩基配列を持つＤＮＡ ｐｏｏｌ合成
　５６ｍｅｒ　ＤＮＡ　ｐｏｏｌとして両端にＰＣＲのためのプライマー領域（ｐｒｉｍ
ｅｒ　ｒｅｇｉｏｎ）があり、中央に任意の塩基を持つＤＮＡ ｐｏｏｌを以下のような
方法で合成した。本発明に使用されたＤＮＡ ｐｏｏｌは、Ｇｅｎｏｔｅｃｈ　Ｉｎｃ．
Ｋｏｒｅａに化学的に合成を依頼した。
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　CGTACGGAATTCGCTAGC-random region-GGATCCGAGCTCCACGTG
　配列番号1：CGTACGGAATTCGCTAGC
　配列番号2：GGATCCGAGCTCCACGTG
【００５０】
実施例２：テブコナゾール、メフェナセット、イナベンフィド全てと結合するＤＮＡアプ
タマーの選別
　ランダムＤＮＡ ｐｏｏｌをカウンターターゲット［ペンシキュロン（ｐｅｎｃｙｃｕ
ｒｏｎ）、ブタクロ（Ｂｕｔａｃｈｌｏｒ）］とバッファー溶液（２０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－
Ｃｌ　ｂｕｆｆｅｒ、ｐＨ７．６ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ １００ｍＭ　ＮａＣｌ、２ｍＭ　
ＭｇＣｌ２、５ｍＭ　ＫＣｌ、１ｍＭ　ＣａＣｌ２、０．０２％　Ｔｗｅｅｎ　２０、１
０％　ＭｅＯＨ）に入れて混合して３０分間常温で反応させた後、カウンターターゲット
と結合しなかったＤＮＡを確保するために前記の混合液とグラフェンオキシド溶液を３０
分間常温で反応させる。この時、カウンターターゲットと結合しなかった一本鎖ＤＮＡは
、グラフェンの表面にπ－スタッキングを介して強力に吸着するようになる。遠心分離に
よりカウンターターゲットと結合したＤＮＡを除去する。テブコナゾール、メフェナセッ
ト、イナベンフィドに特異的に結合するＤＮＡを確保するために、グラフェンマンだけあ
る上チューブにテブコナゾール、メフェナセット、イナベンフィドを添加した後、３０分
間常温で反応させることで、配座変化（Ｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎａｌ　ｃｈａｎｇｅ）
を誘発させて、グラフェンからターゲット特異的なアプタマーを分離した後、エタノール
沈殿法でターゲット特異的ＤＮＡを確保した。このように得られたテブコナゾール、メフ
ェナセット、イナベンフィドに特異的に結合するＤＮＡの量を測定した。
【００５１】
　図２では１～３選別段階（ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ　ｒｏｕｎｄ）で得られたテブコナゾー
ル、メフェナセット、イナベンフィドに結合するＤＮＡの量が増加していることを示す。
【００５２】
実施例３：テブコナゾールに特異的に結合可能なＤＮＡアプタマーの選別
　実施例２で得られたＤＮＡ　ｐｏｏｌをカウンターターゲット［ペンシキュロン（ｐｅ
ｎｃｙｃｕｒｏｎ）、ブタクロ（Ｂｕｔａｃｈｌｏｒ）、メフェナセット（Ｍｅｆｅｎａ
ｃｅｔ）、イナベンフィド（Ｉｎａｂｅｎｆｉｄｅ）］とバッファー溶液（２０ｍ　ＭＴ
ｒｉｓ－Ｃｌ　ｂｕｆｆｅｒ、ｐＨ７．６ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ １００ｍＭ　ＮａＣｌ、
２ｍＭ　ＭｇＣｌ２、５ｍＭ　ＫＣｌ、１ｍＭ　ＣａＣｌ２、０．０２％　Ｔｗｅｅｎ 
２０、１０％　ＭｅＯＨ）に入れて混合して３０分間常温で反応させた後、カウンタータ
ーゲットと結合しなかったＤＮＡを確保するために前記の混合液とグラフェンオキシド溶
液を３０分間常温で反応させる。この時、カウンターターゲットと結合しなかった一本鎖
ＤＮＡは、グラフェンの表面にπ－スタッキングを介して強力に吸着するようになる。遠
心分離によりカウンターターゲットと結合したＤＮＡを除去する。テブコナゾールに特異
的に結合するＤＮＡを確保するために、グラフェンだけある上チューブにテブコナゾール
を添加した後、３０分間常温で反応させることで、配座変化（Ｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ
ａｌ　ｃｈａｎｇｅ）を誘発させて、グラフェンからターゲット特異的なアプタマーを分
離した後、エタノール沈殿法でターゲット特異的ＤＮＡを確保した。このように得られた
テブコナゾールに特異的に結合するＤＮＡの量を測定した。図２では各選別段階（ｓｅｌ
ｅｃｔｉｏｎ　ｒｏｕｎｄ）で得られたテブコナゾールに結合するＤＮＡの量が増加して
いることを示す。
【００５３】
実施例４：メフェナセットに特異的に結合可能なＤＮＡアプタマーの選別
　実施例２で合成されたランダムＤＮＡ ｐｏｏｌをカウンターターゲット［ペンシキュ
ロン（ｐｅｎｃｙｃｕｒｏｎ）、ブタクロ（Ｂｕｔａｃｈｌｏｒ）、テブコナゾール（Ｔ
ｅｂｕｃｏｎａｚｏｌｅ）、イナベンフィド（Ｉｎａｂｅｎｆｉｄｅ）］とバッファー溶
液（２０ｍ　ＭＴｒｉｓ－Ｃｌ　ｂｕｆｆｅｒ、ｐＨ７．６ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ １００
ｍＭ　ＮａＣｌ、２ｍＭ　ＭｇＣｌ２、５ｍＭ　ＫＣｌ、１ｍＭ　ＣａＣｌ２、０．０２



(12) JP 6262868 B2 2018.1.17

10

20

30

40

50

％　Ｔｗｅｅｎ ２０、１０％　ＭｅＯＨ）に入れて混合して３０分間常温で反応させた
後、カウンターターゲットと結合しなかったＤＮＡを確保するために、前記の混合液とグ
ラフェンオキシド溶液を３０分間常温で反応させる。この時、カウンターターゲットと結
合しなかった一本鎖ＤＮＡは、グラフェンの表面にπ－スタッキングを介して強力に吸着
するようになる。遠心分離によりカウンターターゲットと結合したＤＮＡを除去する。メ
フェナセットに特異的に結合するＤＮＡを確保するために、グラフェンだけある上チュー
ブにメフェナセットを添加した後、３０分間常温で反応させることで、配座変化（Ｃｏｎ
ｆｏｒｍａｔｉｏｎａｌ　ｃｈａｎｇｅ）を誘発させて、グラフェンからターゲット特異
的なアプタマーを分離した後、エタノール沈殿法でターゲット特異的ＤＮＡを確保した。
このように得られたメフェナセットに特異的に結合するＤＮＡの量を測定した。図２では
各選別段階（ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ　ｒｏｕｎｄ）で得られたメフェナセットに結合するＤ
ＮＡの量が増加していることを示す。
【００５４】
実施例５：イナベンフィドに特異的に結合可能なＤＮＡアプタマーの選別
　実施例２で合成されたランダムＤＮＡ　ｐｏｏｌをカウンターターゲット［ペンシキュ
ロン（ｐｅｎｃｙｃｕｒｏｎ）、ブタクロ（Ｂｕｔａｃｈｌｏｒ）、テブコナゾール（Ｔ
ｅｂｕｃｏｎａｚｏｌｅ）、メフェナセット（Ｍｅｆｅｎａｃｅｔ）］とバッファー溶液
（２０ｍ　ＭＴｒｉｓ－Ｃｌ　ｂｕｆｆｅｒ、ｐＨ７．６ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ １００ｍ
Ｍ　ＮａＣｌ、２ｍＭ　ＭｇＣｌ２、５ｍＭ　ＫＣｌ、１ｍＭ　ＣａＣｌ２、０．０２％
　Ｔｗｅｅｎ ２０、１０％　ＭｅＯＨ）に入れて混合して３０分間常温で反応させた後
、カウンターターゲットと結合しなかったＤＮＡを確保するために、前記の混合液とグラ
フェンオキシド溶液を３０分間常温で反応させる。この時、カウンターターゲットと結合
しなかった一本鎖ＤＮＡは、グラフェンの表面にπ－スタッキングを介して強力に吸着す
るようになる。遠心分離によりカウンターターゲットと結合したＤＮＡを除去する。イナ
ベンフィドに特異的に結合するＤＮＡを確保するために、グラフェンだけある上チューブ
にイナベンフィドを添加した後、３０分間常温で反応させることで、配座変化（Ｃｏｎｆ
ｏｒｍａｔｉｏｎａｌ　ｃｈａｎｇｅ）を誘発させて、グラフェンからターゲット特異的
なアプタマーを分離した後、エタノール沈殿法でターゲット特異的ＤＮＡを確保した。こ
のように得られたイナベンフィドに特異的に結合するＤＮＡの量を測定した。図２では各
選別段階（ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ　ｒｏｕｎｄ）で得られたイナベンフィドに結合するＤＮ
Ａの量が増加していることを示す。
【００５５】
実施例６：テブコナゾール、メフェナセット、イナベンフィドに結合可能なＤＮＡアプタ
マーｐｏｏｌの製造
　テブコナゾール、メフェナセット、イナベンフィド結合特異的なＤＮＡの量を増やすた
めに既知のプライマー領域を利用してＰＣＲを行った。
　ＰＣＲ生産物は、二本鎖のＤＮＡであり、これを一本鎖に分離するための過程のために
、下記のように一つのプライマーにはフルオレセイン（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ）を固定
した。
　forward(APTFf)5'-fluorescein-CGTACGGAATTCGCTAGC：配列番号16
　reverse(APTR)5'-CACGTGGAGCTCGGATCC-3'：配列番号17
【００５６】
　ＰＣＲ反応物を精製キット（ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｋｉｔ）を利用して精製した
後、二本鎖ＤＮＡを一本鎖に作るために、ポリアクリルアミドゲル電気泳動を実施した。
【００５７】
　１０％のポリアクリルアミドゲルには６Ｍの尿素（ｕｒｅａ）、２０％のホルムアミド
（ｆｏｒｍａｍａｉｄ）が含まれていて、電気泳動後には二つのバンドができるが、これ
は電気泳動過程で二本鎖のＤＮＡが変成されてフルオレセインがついているＤＮＡ鎖は上
に、ついていないＤＮＡ鎖は下にそれぞれ位置するようになる。フルオレセインがついて
いるＤＮＡバンドを切り出してゲル抽出（ｇｅｌ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ）を実施した後
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、再びエタノール沈殿法で分離したＤＮＡを確保した。この時確保されたＤＮＡ　ｐｏｏ
ｌは、再び最初のテブコナゾール、メフェナセット、イナベンフィドが固定されている磁
性ビーズ溶液と混合して、テブコナゾール、メフェナセット、イナベンフィドと反応させ
た。このような過程の模式図を図３に示して、一連の過程（ＦｌｕＭａｇ－ＳＥＬＥＸ　
ｐｒｏｃｅｓｓ）を一回の選別（ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ）とすると、計６回の選別過程を経
て最終的に６０％以上がテブコナゾール、メフェナセット、イナベンフィドに結合するＤ
ＮＡ　ｐｏｏｌを得た。３回目の選別後には、それぞれＡＭＰＡとテブコナゾール、メフ
ェナセット、イナベンフィドでｃｏｕｎｔ　ｓｅｌｅｃｔｉｏｎを実施することによって
、非特異的に結合するＤＮＡを遮断してテブコナゾール、メフェナセット、イナベンフィ
ドだけに高い親和度を持って特異的に結合するＤＮＡ　ｐｏｏｌを確保した。最終的に得
られたＤＮＡ　ｐｏｏｌをＱｕｉａｇｅｎ　ｃｌｏｎｉｎｇ　ｋｉｔを利用してクローニ
ング（ｃｌｏｎｉｎｇ）して得られたコロニーからＤＮＡを抽出して塩基分析を行った結
果、互いに異なる１３種のテブコナゾール、メフェナセット、イナベンフィドに特異的に
結合する核酸構造体を確保した。
【００５８】
実施例７：１３種のＤＮＡアプタマーの塩基配列分析及び特異性分析
　テブコナゾール、メフェナセット、イナベンフィドに高い親和度を持って特異的に結合
する互いに異なる１３種のＤＮＡの塩基配列を分析した結果を下記の表１に提示した。ま
た、この１３種のテブコナゾール、メフェナセット、イナベンフィドに特異的なアプタマ
ーの２次構造をｍ－ｆｏｌｄプログラムを利用して予測した結果を図４～図１６に示した
。
【００５９】
【表１】



(14) JP 6262868 B2 2018.1.17

10

20

30

40

50

【００６０】
　前記１３種のＤＮＡアプタマー中テブコナゾール、メフェナセット、イナベンフィドに
対する特異性が高い各ターゲットに対するアプタマーを下記のように選別した。
【００６１】
　２ｎＭの金ナノ粒子と２００ｎＭのそれぞれのテブコナゾール、メフェナセット、イナ
ベンフィド結合アプタマーを３次蒸溜水に入れて常温で３０分間吸着反応させた後、２５
０ｕＭのテブコナゾール（式（１））、メフェナセット（式（２））、イナベンフィド（
式（３））、カルプロパミド（式（４））、ペンシキュロン（式（５））、ブタクロ（式
（６））を添加して３０分間反応させた。前記溶液に０．６Ｍ　ＮａＣｌを添加してｓａ
ｌｔ　ｉｎｄｕｃｅｄ　ｇｏｌｄ　ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎを誘導した後、金ナノ粒子溶
液のＵＶ吸光度を測定して、それぞれのアプタマーで目標ターゲットとの結合力が最も高
いアプタマーＴ１を選定した。ＵＶ吸光度グラフと反応後のサンプルの写真を図１７～２
０に開示した。
【００６２】

【化１】

【００６３】
【化２】

【００６４】
【化３】

【００６５】
【化４】
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【００６６】
【化５】

【００６７】
【化６】

【００６８】
実施例８：ＤＮＡアプタマーのテブコナゾールとの結合力分析
　テブコナゾールに特異的に結合する互いに異なる１３種のアプタマー中最も特異度が高
い一つのアプタマーであるＴ１と様々な濃度のテブコナゾールとの結合力を分析した。
【００６９】
　２ｎＭの金ナノ粒子と２００ｎＭのそれぞれのテブコナゾール、メフェナセット、イナ
ベンフィドアプタマーを３次蒸溜水に入れて常温で３０分間反応させた後、０～２５ｕＭ
のテブコナゾールを添加して３０分間反応させる。前記溶液に０．６Ｍ　ＮａＣｌを添加
してｓａｌｔ　ｉｎｄｕｃｅｄ　ｇｏｌｄ　ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎを誘導して、金ナノ
粒子のＵＶ吸光度を測定した。ＵＶ吸光度グラフと反応後のサンプルの写真を図２１に開
示した。これからテブコナゾール結合特異的なアプタマーと金ナノ粒子を利用してテブコ
ナゾールが検出できることがわかる。
【産業上の利用可能性】
【００７０】
　本発明に係るテブコナゾール、メフェナセットまたはイナベンフィドに特異的に結合す
る核酸アプタマーは、土壌、水または食品などに存在する極微量のテブコナゾール（Ｔｅ
ｂｕｃｏｎａｚｏｌｅ）、メフェナセット（Ｍｅｆｅｎａｃｅｔ）、イナベンフィド（Ｉ
ｎａｂｅｎｆｉｄｅ）の検出及び分離を可能にするので、食品または環境に存在する極少
量の残留農薬などの検出が可能で生物濃縮現象などからヒトを保護するのに利用できる。
さらに、本発明に係る核酸アプタマーを利用したテブコナゾール、メフェナセット、イナ
ベンフィドの検出方法、検出用キット及び分離用キットは、低費用で生産が可能なアプタ
マーを利用するので、経済性もあるとの長所があって非常に有用である。
【００７１】
　以上の説明から、本発明が属する技術分野の当業者は、本発明がその技術的思想や必須
特徴を変更することなく他の具体的な形態で実施可能であることが理解できるはずである
。これと関連して、以上で記述した実施例はすべての面で例示的なものであり、限定的な
ものではないものとして理解しなければならない。本発明の範囲は、前記詳細な説明より
は、後述する特許請求範囲の意味及び範囲、そしてその等価概念から導出されるいずれの
変更または変形された形態が、本発明の範囲に含まれると解釈されなければならない。
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