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Various fluorescent probes have been developed to assess activity of aminopeptidases. 

However, multi-component aminopeptidase analysis is difficult due to overlapping of 

fluorescence wavelengths. To solve this issue, we designed functional nucleic acids system to 

evaluate multiple aminopeptidases, in which DNA sequence information were associated with 

substrate sites for each aminopeptidases. The product DNAs are selectively labeled with biotin 

to be collected and quantified using quantitative PCR or next generation sequencer.  

As a proof of concept, we synthesized the functional oligonucleotide for aminopeptidase N 

and evaluated its reaction by HPLC. In this presentation, we report the design and synthesis of 

functional oligonucleotides and their reaction properties. 
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近年、生体内の酵素活性の異常と様々な疾患の関連が示唆されており、複数成分の

酵素活性評価の重要性が高まっている。現在、蛍光プローブを用いた標的酵素の活性

評価が盛んに行われているものの、蛍光波長の重なりから、複数成分の酵素活性の同

時評価は難しい。 

本研究では、アミノペプチダーゼを標的とし、複数成分の酵素活性を同時解析可能

にする方法論の構築を目指した。具体的には、各アミノペプチダーゼに対する基質部

位と DNA 配列情報を対応付けた機能性核酸を利用することとした。Figure 1 に示し

たように、基質 DNA (Substrate DNA) のカクテルを検体に対して投与し、得られた生

成物 DNAを選択的にビオチン化する。続いて、ストレプトアビジン標識ビーズによ

り生成物 DNAを回収し、得られる配列を次世代シーケンサーにより一斉解析するこ

とで、複数成分の酵素活性を評価可能になると考えた。 

これまでに、がん関連酵素であるアミノペプチダーゼ N (APN) に対する基質 DNA

の設計・合成を進めた。基質部位としてアラニンを備えた人工核酸を合成し、APNを

添加したところ、APN依存的

な酵素反応が進行することを

HPLCにより確認した。現在、

生成物 DNA の選択的なビオ

チン化に基づく回収の実現可

能性を検証している。本発表

では、基質 DNA の設計、合

成、及び機能評価の詳細につ

いて報告する。 
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