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研究成果の概要（和文）：免疫細胞を活性化することができる核酸分子であるCpGオリゴデオキシヌクレオチド
について、核酸分子が形成する立体構造を改変することで、免疫活性化機能を改変することを達成した。申請者
は細胞核内に存在するテロメアで形成する核酸の立体構造であるグアニン四重鎖構造に着目し、グアニン四重鎖
構造配列にCpGオリゴデオキシヌクレオチド配列を導入することで、CpGオリゴデオキシヌクレオチドの安定性と
細胞への取込を改善し、従来の分子よりも高い免疫活性化能持たせることを達成した。

研究成果の概要（英文）：Toll-like receptor 9 activation by oligodeoxynucleotides (ODNs) containing 
unmethylated cytosine-phosphate-guanine (CpG) motifs triggers the innate immune system and 
establishes an adaptive immune response, and therefore these ODNs have been studied as vaccine 
adjuvants for infectious disease, or as therapeutic agents for allergies and cancer.
In this study, we aim to enhance immunostimulatory activity of CpG ODNs by forming guanine 
quadruplex (G4) structure. CpG ODNs forming G4 structure, exhibited a higher DNase stability, 
intracellular uptake. and immunostimulatory effect than do natural linear CpG ODNs. Additionally, we
 demonstrated that efficacy of the G4 CpG ODNs in activating TLR9 is defined by the number of CpG 
motifs and the number of nucleotides between the CpG motif and G-tracts. These findings suggest some
 hints for the rational design of highly potent G4 CpG ODNs for vaccine adjuvant applications.

研究分野： 生物工学

キーワード： トール様受容体9　CpGオリゴデオキシヌクレオチド　グアニン四重鎖構造　アジュバント　I型インター
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、ワクチンに添加されている免疫賦活化剤（アジュバント）として利用することができる分子の開発
を進めた。アジュバントはワクチンの効果を高める機能を持つ。CpGオリゴデオキシヌクレオチドは現在までに
アジュバントとして使用されている水酸化アルミニウムと比較して、安全性が高く副作用が低いと考えられてい
るが、安定性と機能が劣っていた。本研究では、核酸の立体構造を制御することにより天然核酸由来のCpGオリ
ゴデオキシヌクレオチドの安定性と機能を向上させることを達成しており、成果は安全かつ効果の高いワクチン
アジュバントの実用化に寄与する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

トール様受容体 9(TLR9) は自然免疫受容体の一つであり、エンドソーム内に局在し、
ウィルスや病原体由来の非メチル化一本鎖 DNA を認識する。DNA と結合した TLR9 は構
造変化を伴って Myd88 アダプタータンパク質と会合し、細胞からのサイトカイン産出を
誘導し、結果として免疫細胞である T 細胞や B 細胞を活性化させる。人工的に合成し
たシトシン-グアノシン配列を複数有するオリゴデオキシヌクレオチド(CpG ODN)が
TLR9 のリガンド分子として機能することが報告されており、CpG ODN は免疫賦活剤（ア
ジュバンド）として開発が進められている。 

CpG ODN には、パリンドローム配列とポリ G配列を持ち複雑な高次構造を形成してナ
ノ粒子化するクラス A と直鎖構造のクラス B の 2 種類が存在する。両クラスとも TLR9
に結合するにもかかわらず、クラス Aの CpG ODN は樹状細胞から抗ウィルス応答誘導に
関与する I型インターフェロン(IFN)の分泌を誘導するが、クラス Bの CpG ODN は樹状
細胞や B細胞から Th1細胞への分化亢進作用するインターロイキン12(IL-12)や抗体産
出を促進する IL-6 の分泌を誘導する。即ち CpG ODN は CpG モチーフのとる高次構造に
依存して、細胞内で異なる機能を示すことが分かっている。 

核酸分子は、体内にあるヌクレアーゼにより、迅速に分解されてしまう。そのため、
現在までに研究されている CpG ODN は全体もしくは部分的に DNA 鎖の骨格に硫酸基を
導入した S化 ODN であり、循環器や肝臓に対する副作用が懸念されている。 
 
２．研究の目的 

申請者は DNA が核内で形成している高次構造の 1 つである G カルテット構造に着目
し、修飾されていない天然核酸骨格を持つ CpG ODN の安定性と細胞内への取込を向上さ
せ、免疫活性化能を向上させることを目指した研究を進めてきた。本研究では、Gカル
テット構造を分子内形成もしくは分子間形成する CpG ODN を構築して CpG ODN の 4 次
構造を制御することで、免疫活性化機能を改変することを目的とする。 
 
３．研究の方法 

(1)Ｇカルテット構造のループ部分に CpG ODN 配列を導入した G4-CpG ODN の調製 
トポロジーが報告されているＧカルテット構造配列のループ領域に CpG ODN ユニ

ットを導入したすることで、G4-CpG ODN を作成した。Ｇカルテット構造の 3箇所の
ループに CpG ODN ユニットを 1, 2, 3 ユニット導入し、220nm～320nm の CD スペク
トルを測定することでトポロジー解析を行った。 
 
(2) マウスマクロファージ細胞 Raw264 株を用いた免疫活性化能の評価 

Raw264 は 96 ウェルプレートに 1.0×105 個/ウェルで播種し、G4-CpG ODN を終濃
度が 2-8 µM となるように添加した。37℃、5 % CO2 雰囲気下で 24時間インキュベ
ート後、mRNA を抽出し、cDNA を合成し、定量 PCR により、IL-6、IL-12 および IFN-
β の量を調べた。また、培地中に分泌されたサイトカインの量を Ready-Set-Go! 
ELISA kits を用いて測定した。 
 
(3)ヌクレアーゼ耐性ならびに細胞への取込の検討 

血清を加えて一定時間処理した G4-CpG ODN の分子状態をポリアクリルアミド電気
泳動を用いて解析することで、血清中のヌクレアーゼによる G4-CpG ODN の分解を解
析することで、ヌクレアーゼ耐性を評価した。また、蛍光標識 G4-CpG ODN を Raw264
株に添加したのちに、細胞を回収し、FACS を用いて細胞の蛍光強度を測定すること
で、細胞内に取り込まれた G4 CpG ODN の量を評価した。 

 
４．研究成果 

(1) G4-CpG ODN の構築 
トロンビンアプタマーTBA の Gカル

テット平面の数を 2から 3に変更した
TBA-G3（5’-GGGTTGGGTGTGGGTTGGG-
3’の 2番目のループ領域に CpG ODN
モチーフを導入した G4-CpG ODN であ
る GD1, GD2, GD3（数字は CpG ODN の
モチーフ数を示す。）は単量体の G4 
CpG ODN を形成し、かつ免疫活性化能
を示すことが本研究から明らかとなっ

図１ Ｇカルテット構造に CpG ODN を導入した
G4-CpG ODN の設計 



た（図１）。差分 UVスペクトルの結
果から GD1, GD2, GD3 は 295nm に負
のピークを示すことから、Gカルテ
ット構造を形成することが示され
た。また CD スペクトルの結果か
ら、GD1, GD2, GD3 はハイブリッド
型のトポロジーを有することが示さ
れた。さらに、電気泳動の結果か
ら、GD1, GD2, GD3 は同じ鎖長の直
鎖 ODN と比較して移動度が高かった
ことから、分子嵩が小さい高密度な
状態であることが示された。これら
の結果から、GD1, GD2, GD3 は体液のカリウムならびにナトリウム濃度を再現した D-PBS 溶
液中で G カルテット構造を形成していることが明らかとなった（図２）。 
 
(2) Raw264 細胞を用いた GD1, GD2, GD3 の免疫活性化能の評価 

Raw264 細胞はトール様受容体
9(TLR9)を発現する細胞で有り、CpG 
ODN の添加により炎症性サイトカイ
ンの TNF-α、IL-6, IL-12 を誘導す
ることが報告されている。本研究で
開発した GD1, GD2, GD3 の免疫活性
化能を評価したところ、ループに導
入した CpG ODN ユニットの数に応じ
て、IL-6, IL-12 ならびに I型イン
ターフェロンである IFN-βの発現量
が増加することが示された（図３）。
また CＧ配列のシトシンをメチル化
した CpG ODN を導入した GD2-Met, 
GD3-Met はサイトカイン類を誘導し
ないことが示された。また、TLR9 を
発現していない 293 細胞に対して
は、GD1, GD2, GD3 は炎症性サイトカインの発現を誘導しないが、TLR9 を発現するプラスミ
ドを導入した 293 細胞では炎症性サイトカインの発現を誘導することが示された。これらの
結果から、GD1, GD2, GD3 による免疫活性化は TLR9 がレセプターとなり引き起こされるこ
とが示された。 
 
(3) Ｇカルテット構造によるヌクレアーゼ耐性と細胞への取込の増強 

未修飾核酸の CpG ODN はヌクレアー
ゼ耐性と細胞への取込が修飾核酸より
低く、そのために in vitro ならびに
in vivo での免疫活性化能が低い。Ｇ
カルテット構造形成によるヌクレアー
ゼ耐性と細胞への取込への影響を調べ
た。その結果、未修飾の直鎖の CpG 
ODN が 1時間以内にほとんど分解され
てしまうのに対して、Ｇカルテット構
造を形成することで分解が抑制され
ることが示された（図４）。この理由
は、Ｇカルテット構造形成により、
高密度な核酸構造を形成し、ヌクレアーゼの活性部位への親和性が低下したためであると考
えられる。また、細胞への取込についても、Ｇカルテット構造形成により取込量が増加する
ことが示された。即ち、 
 
(4) カチオン性リポソームとの複合化によるサイトカイン誘導のスイッチング 

図 2 G4-CpG ODN の差分 UVスペクトル、CD スペク
トルならびに電気泳動 

図 3 G4-CpG ODN によるマクロファージ細胞の免疫
活性化の評価 

図 4 G4-CpG ODN のヌクレアーゼ耐性の評価 



カチオン性リポソームに直鎖の
CpG ODN を混合すると、リポソー
ム表面に CpG ODN が集積し、炎
症性サイトカインの IL-6 や IL-
12 に加えて、I 型 IFN の IFN-α
を誘導することが報告されてい
る。このメカニズムについては
いくつかのメカニズムが報告さ
れているが、確定していない。
本研究で開発した GD2, GD3 をカ
チオン性リポソームに混合し、
ヒト末梢血単核球細胞に対する免
疫活性化能を調べた。その結果、
GD3-DOTAP は IL-6 と IFN-αの両
方を誘導するが、GD2-DOTAP は予
想と異なり IL-6 しか誘導しなかった（図５）。GD2 と GD3 の違いは 2番目のループ領域に導
入した CpG ODN ユニットの数である。そこで、GD3 の 3 つの CpG ODN の 1 つを GC配列に置
換した GD3_GC3 を作成して、サイトカイン発現を調べたところ GD3_GC3DOTAPO は GD3-DOTAP
と同様に IL-6 と IFN-αの両方を誘導した。即ち、Ｇカルテット構造に導入したループ領域
の長さにより、誘導されるサイトカインが変化するということが示された。カチオン性リポ
ソームに結合した CpG ODN が IFN-αを誘導せずに IL-6/IL-12 のみを誘導するという報告は
今までに無く、CpG ODN と TLR9 の相互作用に関して新たな知見が得られた。 
 
本研究により、CpG ODN をＧカルテット構造に導入することで、単量体でありながら高密

度な核酸構造を形成させ、ヌクレアーゼ耐性と細胞への取込を向上させ、免疫活性化能を向
上させることに成功した。また、カチオン性リポソームとの複合化により、直鎖の CpG ODN
では予想できなかった IFN-αを誘導せずに IL-6/IL-12 のみを誘導する複合体を作成するこ
とができた。CpG ODN はヒトでは樹状細胞、B細胞に発現している TLR9 により認識し、それ
ぞれ I型インターフェロン、炎症性サイトカインを誘導する。本研究により、構造を制御す
ることにより、誘導する因子を制御することができるという新しい知見を得ることができ
た。 

 

図 5 DOTAP 表面に吸着させた G4-CpG ODN による
ヒト末梢血単核球細胞からの IL-6, IFN-αの分泌
誘導 
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