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研究成果の概要：CpG-ODN をより効果的なアジュバントとして用いるには，IL-10 および
IL-12 産生のバランスの制御が重要であることが報告されている．そこで，CpG-ODN による
IL-10 および IL-12 産生のバランスを制御するには，どのようなリポソームが効果的であるか
検討したところ，IL-10 と IL-12 産生のバランスは，CpG-ODN と DOTAP リポソームの電荷
比を変化させることによって制御可能であることを明らかにした．さらに，この制御機構に，
細胞質内の DNA-PKcs による CpG-ODN の認識の回避および CpG-ODN のエンドソームへの
移行性の促進が関与することを明らかにした．これら結果より CpG-ODN のキャリアーをデザ
インする上で CpG-ODN の細胞内動態の制御が最も重要な要因であることを明らかにした． 
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１．研究開始当初の背景 

CpG-motif を含む約 20 塩基の合成オリゴ
ヌクレオチド（CpG-ODN：塩基配列の例
5’-TCCATGACGTTCCTGATGCT-3’）は，マ
クロファージや樹状細胞（Mφ/DC）などに直
接作用し，抗原に対する液性および細胞性免
疫を強力に賦活化できることから，腫瘍，感
染症およびアレルギーに対するワクチンア
ジュバント（ワクチン効果を増強させる物
質）として，すでに臨床試験が行われていた．
また，CpG-ODN は単独で用いるよりもリポ

ソームなどのキャリアーと複合体にして投
与することにより，ワクチン効果が著しく上
昇することが実験動物レベルで多数報告さ
れていた．この上昇は，Mφ/DC などへの
CpG-ODNの取り込み量が増加することに起
因していると考えられていたが，詳細な作用
機構はまったく明らかではなく，このため，
どのようなキャリアーが CpG-ODN に最適
であるかコンセンサスはまったく得られて
いなかった． 

Mφ/DC から産生される炎症性サイトカイ
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ンである Interleukin-12 （ IL-12 ）が，
CpG-ODNのワクチンアジュバント効果に重
要であることが報告されていた．一方で，抗
炎 症 性 サ イ ト カ イ ン で あ る IL-10 も
CpG-ODN により誘導され，オートクライン
的に IL-12 産生を阻害し，CpG-ODN による
ワクチン効果を著しく抑制している．この抑
制を回避するために抗 IL-10 受容体抗体を併
用投与すると，CpG-ODN によるワクチン効
果が著しく増強することが報告されていた．
このように，IL-12 と IL-10 産生のバランス
が CpG-ODN のアジュバント効果を決定づ
けると考えた． 

 
２．研究の目的 
 本研究者は，CpG-ODN と正電荷リポソー
ムを複合体（CpG-ODN/リポソーム複合体）
にしてマウス Mφに作用させると CpG-ODN
単独と比較して，IL-10 産生は減少し，IL-12
は増強するという面白い結果をすでに得て
いた．一方で，これまで報告されているよう
に Mφへの CpG-ODN の取り込み量は，
CpG-ODN をリポソーム化することにより
1.5 倍上昇することを確認した．このように，
CpG-ODNをリポソーム化することによって
取り込み量が増強しているにもかかわらず，
産生量が減少または増強するサイトカイン
があることを明らかにしていた．この結果，
本研究者は，CpG-ODN の Mφ/DC への取り
込み量の増加だけではリポソームの効果を
説明することはできないと考えた． 
 CpG-ODN は，Mφ/DC にエンドサイトー
シス経路により取り込まれ，エンドソーム内
で酸性化されることにより，その受容体であ
る Toll like receptor 9（TLR9）に結合し，
IL-12 産生を誘導する．しかしながら，当時，
細胞質に局在する 2 本鎖 DNA を修復する酵
素である DNA 依存性プロテインキナーゼ
（DNA-PK）が，TLR9 非依存的に CpG-ODN
による Mφの Akt（プロテインキナーゼ B）
活性化に関与しているとの報告がなされた．
また，本研究者は，CpG-ODN による Mφか
ら の IL-10 産 生 が ， Akt/extracellular 
mitogen activated protein kinase（ERK）経
路によって正に制御されていることをすで
に報告していた．これらの結果から，リポソ
ームを用いて CpG-ODN のエンドソームと
細胞質への移行のバランスを制御すること
によって，細胞内情報伝達系を改変し，IL-10
と IL-12 産生のバランスを調節できると予測
した． 
 
３．研究の方法 
 リポソームを構成するリン脂質は，CpG- 
ODN のキャリアーとして報告のもっとも多
い 1,2-Dioleoyl-3-Trimethylammonium-Pro 
pane (DOTAP)を基本として行った． 

平成 19 年度：CpG-ODN/リポソーム複合体
によるアジュバント効果増強機構の解明 
 DOTAP-リポソームは，内封した薬物をエ
ンドソームに移行させやすく，一方，DOTAP
に 1,2-Dioleoyl-sn-Glycero-3-Phosphoetha 
-nolamine（DOPE）を含有させたリポソー
ムは，細胞質へ移行させやすいことが報告さ
れている．そこで，CpG-DOTAP-リポソーム
またはCpG-DOTAP/DOPE-リポソームを用
いて腹腔内Mφからの IL-10およびIL-12産
生，または，ERKの活性化をELISA法または，
Western blot法を用いてそれぞれ検討した． 
 
 エンドソームへの CpG-ODN の移行が
IL-12 産生の上昇につながっているか明らか
にするため，エンドソームマーカーであるト
ランスフェリンまたは Lysotracker Greenで
染色し，ローダミン標識 CpG-ODN の細胞内
局在について共焦点レーザー顕微鏡を用い
て検討した． 
 
 DNA-PKcs が Mφからの IL-10 および
IL-12 産生に関与しているか明らかにする
ため，SCID マウス（DNA-PK 変異マウス）
を用いて，CpG-ODN による腹腔内 Mφから
の IL-10 および IL-12 産生について ELISA
法を用いて検討を行った． 
 
平成 20 年度：CpG-ODN のための最適なリ
ポソームキャリアーの選択 
 リポソームの物理化学的性質として重要
な電荷比の異なる CpG-DOTAP-リポソーム
を調整し，マウス由来の腹腔内 Mφまたは脾
臓由来 DC に作用させ，ELISA 法を用いて
IL-10 および IL-12 産生を定量した． 
 
 電荷比の異なるローダミン標識 CpG- 
DOTAP-リポソームの腹腔内 Mφまたは脾臓
由来 DC への取り込みをフローサイトメトリ
ーで，エンドソームマーカーであるトランス
フェリンまたは Lysotracker Greenで染色し，
ローダミン標識 CpG-ODN の細胞内局在に
ついて共焦点レーザー顕微鏡を用いて検討
した． 
 
４．研究成果 
 平成 19 年度の研究では，CpG-ODN のた
めの最適なリポソームキャリアーの選択お
よび CpG-ODN/リポソーム複合体によるア
ジュバント効果増強機構の解明を主に in 
vitro 系で検討を行った． 
①腹腔内 Mφに CpG-DOTAP-リポソーム
（CpG-ODN のエンドソーム移行性が高い）
または CpG-DOTAP/DOPE- リポソーム
（CpG-ODN の細胞質移行性が高い）を添加
し，IL-10，IL-12 産生および ERK の活性化
を検討したところ，CpG-ODN 単独処理と比
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較し，CpG-DOTAP-リポソームでは IL-10 産
生の減少，IL-12 産生の上昇および ERK 活
性化の減弱が，一方，CpG-DOTAP/DOPE-
リポソームでは，IL-10 産生の上昇，IL-12
産生の減少および ERK 活性化の増強が観察
された（図 1A,B）． 
 
 A. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 B. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1. IL-10，IL-12 産生および ERK の活性化に

およぼす CpG リポソームの影響 
 
さらに Mφにおける CpG-DON の取り込み量
について検討したところ，どちらのリポソー
ムも CpG-DON 単独と比較して CpG-ODN
の取り込み量を増加させた． 
 
 ②DNA-PKcs 変異マウス由来腹腔内 Mφを
用いて CpG-ODN による IL-10，IL-12 産生
および ERK の活性化を検討したところ，野
生型 Mφと比較して，IL-10 産生の減少，IL-12
産生の増強および ERK 活性化の減弱が観察
された（図 2A,B）． 
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 B. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2. DNA-PKcs は CpG-ODN による IL-10 産

生および ERK の活性化に必須である 
 
この結果は，①の CpG-DOTAP-リポソーム
で野生型 Mφを処理した場合と同様の結果で
あった． 
 
以上，①，②の結果より，CpG-ODN によ

る Mφからの IL-12 産生を効果的に誘導する
ためには，CpG-ODN の DNA-PKcs による
認識を回避し，エンドソームへの移行性を高
くするキャリアーが効果的であることが明
らかになった．さらに，従来，重要であると
考えられてきた CpG-ODN の取り込み量は，
IL-12 産生とは直接相関しないことも明らか
にした．この知見より，IL-12 産生を効果的
に誘導するDOTAP-リポソームがCpG-ODN
の最適なキャリアーの一つであることを明
らかにした． 
 
平成 20 年度は，さらに DOTAP リポソー

ムをより効果的な CpG-ODN のキャリアー
するため，CpG-ODN の負電荷と DOTAP リ
ポソームの正電荷の混合比（電荷比）に注目
し検討を行い，以下の成果を得た． 

①CpG-ODN と DOTAP リポソームの電荷
比（-/+）を低くする（0.06 以下）ことによっ
て Mφ/DC からの IL-10 の生産が抑制され，
IL-12 の生産が増加することを明らかにした
（図 3）． 
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図 3. IL-10 および IL-12 産生におよぼす CpG
リポソームの電荷比の影響 

 
さらに，蛍光標識 CpG-ODN を用いて細胞

内動態を検討したところ，CpG-ODN とエン
ドソームマーカーであるトランスフェリン
お よ び LysoTracker と の 共 局 在 は ，
CpG-ODN と DOTAP リポソームの電荷比
（-/+）の上昇に依存して減少した（白矢印）．
このことから，電荷比を変化させることによ
って CpG-ODN の細胞質あるいはエンドソ
ームへ移行を制御できることが明らかにな
った（図 4）． 
 
A. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

図 4. CpG-ODN の細胞内動態におよぼすリポ

ソームの電荷比の影響 
 
②CpG-ODN をマウスに投与し，in vivo に
おける IL-10 および IL-12 の生産を検討した
ところ，in vitro での検討と同様に電荷比

（ -/+）を低くすることによって血清中の
IL-10 の生産が抑制され，IL-12 の生産が増
加することを明らかにした（図 5）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 5. CpG-ODN による血清 IL-10 および IL12
産生におよぼすリポソームの電荷比の影響 

 
以上の結果①および②から，CpG-ODN に

よる IL-10 および IL-12 の生産バランスは，
CpG-ODN と DOTAP リポソームの電荷比を
変化させることによって制御可能であるこ
とを明らかにした．さらに，この作用機構に
は，DOTAP リポソームによる CpG-ODN の
細胞内動態の改変が関与している可能性を
明らかにした． 
 
総括：IL-12 と IL-10 産生のバランスは，

CpG-ODN と DOTAP リポソームの電荷比を
変化させることによって制御可能であるこ
とを明らかにした．さらに，この制御機構に，
細胞質内の DNA-PKcs による CpG-ODN の
認識の回避および CpG-ODN のエンドソー
ムへの移行性の促進が関与することを明ら
かにした．これらの結果より CpG-ODN のキ
ャリアーをデザインする上で CpG-ODN の
細胞内動態を制御することが最も重要な要
因であることを明らかにした． 
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