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研究成果の概要（和文）：敗血症の改善因子である血小板活性化因子分解酵素（PAF-AH）をマウスにおいて誘導
する免疫増強型機能性DNA（Class A CpG ODN, CpG-A）について、マウスからヒトレベルまでのPAF-AHの誘導能
の有無と自由摂取による敗血症の予防効果を検証した。マウス脾臓細胞およびヒトマクロファージ（THP-1）細
胞において、種々のCpG-A（CpG-A1585, CpG-A2216, CpG-A2336, CpG-AD35）の刺激によりPAF-AHの誘導効果が認
められた。また、CpG-A1585の経口摂取により血清PAF-AHが増加し、一部の敗血症症状を改善することが明らか
になった。

研究成果の概要（英文）：Class A CpG Oligodeoxynucletide (CpG-A) is immuno-functional material which 
can induce platelet activating factor acetylhydrolase (PAF-AH) known as effective factor of sepsis. 
The present study investigated whether CpG-A could induce PAF-AH on not only mouse' immuno cell but 
also human's immuno cell and free intake of CpG-A could prevent sepsis and its symptoms. Some CpG-A 
including CpG-A1585, CpG-A2216, CpG-A2336 and CpG-AD35 exhibited PAF-AH induction on mouse 
splenocyte and human macrophage cell line THP-1. free intake of CpG-A1585 increased serum PAF-AH 
activity and a part of septic symptoms like inflammation compared with mice that did not receive 
CpG-A.

研究分野：動物生命科学

キーワード： Class A CpG ODN　DNAナノカプセル　PAF-AH　機能性食品　敗血症
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研究成果の学術的意義や社会的意義
敗血症はヒトおよび家畜で共通して問題となっている致死率の高い疾患であり、臨床試験まで進む候補薬剤でも
その効果は限定的であることから新たな機能性素材の開発が求められている。本研究では、CpG-AのPAF-AH誘導
能がマウスだけではなく、ヒトにおいても認められることを見出し、ヒトの敗血症も軽減しうることを示唆し
た。また、CpG-Aを主成分として、敗血症の一部の症状を改善する機能性食品・飼料の開発に成功した。これら
の成果により、CpG-Aを用いた敗血症の新たな予防戦略を提案でき、ヒトや家畜における健康の維持・増進に貢
献できる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 細菌のゲノム DNA配列に基づき化学合成された CpGオリゴ DNA（CpG ODN）は、抗感染症、
抗アレルギーや抗腫瘍作用といった様々な免疫機能性を有する素材である。CpG ODNは配列中
の非メチル化したシトシン（C）とグアニン（G）の連続配列（CpGモチーフ）の数やその側鎖
の塩基を含めた組み合わせにより、A・B・Cの 3つの Classに分類されている。いずれの Class
の CpG ODNも免疫細胞に存在する DNA受容体 TLR9によって認識され、多様な免疫応答を惹
起することが知られている。 
 これまでの研究では、Class Aに属する CpG ODNの 1つである ODN1585（CpG-A1585, ）が
マウス脾臓細胞において、細菌の感染をきっかけに臓器障害が起きる状態である“敗血症”の発
症に関わる血小板活性化因子の分解酵素（PAFアセチルヒドロラーゼ; PAF-AH）を強力に誘導す
ることを見出している。また、致死量のリポ多糖（LPS）および PAF投与により誘導される敗血
症モデルマウスに CpG-A1585を腹腔内投与（i.p.）すると、敗血症症状を改善することを明らか
にしている（Yamamoto et al., Front Immunol., 2017）。一方で、CpG ODNを“経口用素材”として
敗血症の予防・軽減に用いた研究例はない。CpG ODNは経口的に摂取すると、胃酸や消化酵素
の影響により分解されてしまうという弱点がある。これに対し、CpG ODNをカルシウム性ナノ
粒子に包摂することで強酸や消化酵素への耐性を付与した DNAナノカプセル（DNanocap）が開
発されている（Wang et al., Mol Ther., 2015）。そこで本研究では、敗血症を改善する CpG-A1585
と DNanocapを組み合わせることにより、経口的な CpG ODNの摂取により敗血症を改善する機
能性食品の創製に着手した。また、CpG ODNは、CpGモチーフやその長さの特徴により、ヒト、
マウス、ウシ用といった「種特異的な活性」を有することが報告されている。そのため、Class A 
CpG ODNをヒトや家畜において敗血症予防に利用するためには、ヒトあるいは家畜の種特的な
Class A CpG ODNを用いて、それぞれの種における PAF-AHの誘導能を検証する必要があるとい
う考えに基づき、in vitro細胞培養試験による検証を実施した。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、PAF-AHを誘導する Class A CpG ODNを用いて敗血症を予防する機能性食品・飼料
の創製を目指し、Class A CpG ODNの経口用ナノカプセル体を含有する特別飼料を作成し、自由
摂取による生体内での PAF-AHの誘導に必要な投与期間を検証した。同時に、実験的に誘導した
2つの敗血症モデルを用いて、その予防効果について検証した。また、Class A CpG ODNの種特
異的活性の問題を克服するため、種々の Class A CpG ODN から、マウスおよびヒト免疫細胞に
おいて PAF-AHを誘導する Class A CpG ODNの探索を行った。 
 
３．研究の方法 
(1) マウスおよびヒト細胞における Class A CpG ODNの PAF-AH誘導解析 
 マウス脾臓細胞あるいはヒトマクロファージ（THP-1）細胞と Class A CpG ODNの in vitro共
培養試験を実施した。Class A CpG ODNにはマウス TLR9特異的な CpG-A1585およびヒト TLR9
特異的な 3 種の Class A CpG ODN（ODN2216; CpG-A2216、ODN2336; CpG-A2336、D35; CpG-
AD35）を用いた。CpG ODN の陰性コントロールとして ODN1612（Ctr1612）を用いた。まず、
7 週齢 BALB/c マウスより脾臓を採取し、脾臓細胞を調製した。この脾臓細胞に 4 種の Class A 
CpG ODNを刺激・培養し、PAF-AHに関連する Paf-ah2の遺伝子発現量をリアルタイム定量 PCR
により解析した。次に、THP-1細胞をあらかじめ PMAによりマクロファージに分化させ、4種
の Class A CpG ODNを刺激・培養し、Paf-ah2の遺伝子発現量をリアルタイム定量 PCRにより解
析した。同時に、培養上清における PAF-AH活性について、PAF-AHアッセイキットを用いて測
定した。 
 
(2) CpG-A1585capの自由摂取試験に伴う経時的な PAF-AH活性誘導能の解析 
 マウス用飼料に CpG-A1585capを混和した特別飼料を調製し、5週齢 BALB/cマウスに 4およ
び 8 週間自由摂取させた。試験群には、CpG-A1585cap 1mg/マウス飼料 1g で調製した特別飼料
を用いた（CpG-A1585cap-feed; 1585CF群）。陰性対照には、CpG-A1585を含まない cap含有特別
飼料（Cap-feed; CF群）と capを含まない通常飼料（Normal-feed; NF群）を摂取させた。試験開
始から終了までの体重変化と接触量の測定を行なった。また、試験終了後、マウスの血清中の
PAF-AH活性を測定した。 
 
(3) エンドトキシン致死モデルを用いた CpG-A1585capの自由摂取試験 

5週齢 BALB/cマウスに 8週間、CFと 1585CFを自由摂取させた後、LPSの i.p.によりエンド
トキシンショックを誘導し、予防効果を検証した。エンドトキシンショックの誘導後、生存性試
験および体温変化の測定を実施した。また、血清中の炎症性サイトカイン（IL-6、TNF-α）の産
生量について ELISA法を用いて定量した。 
 
(4) 播種性血管内凝固症候群モデルを用いた CpG-A1585capの自由摂取試験 

5週齢 ICRマウスに 8週間、CFと 1585CFを自由摂取させた後、PAFの i.p.により播種性血管
内凝固症候群（DIC）を誘導し、予防効果を検証した。DIC の誘導後、生存性試験を実施した。 
 



４．研究成果 
(1) マウスおよびヒト細胞における Class A CpG ODNの PAF-AH誘導解析 
 脾臓細胞では、Ctr1612と比較して、CpG-A1585と CpG-A2336の刺激により有意な Paf-ah2遺
伝子発現量の増加が認められた（図 1）。また、THP-1細胞では、生理食塩水（PBS）および Ctr1612
と比較して、CpG-A1585と CpG-A2216で強力な Paf-ah2遺伝子発現量と PAF-AH活性の増加が
認められた（図 1）。以上より、Class A CpG ODNのいくつかの種類では、種特異的な活性ではな
く、配列依存的に PAF-AHを誘導することが考えられた。 

 (2) CpG-A1585capの自由摂取試験に伴う経時的な PAF-AH活性誘導能の解析 
 4および 8週間のいずれの自由摂取期間においても、NF群、CF群および 1585CF群の間に体
重変化および摂食量の差は認められなかった。NF群および CF群と比較して、1585CF群では 4
および 8週齢における血清 PAF-AH 活性の有意な増加が認められた（図 2）。申請当初の計画で
は、12週間の CpG-A1585capの自由摂取期間を設定していたが、以上の結果より、8週間までの
CpG-A1585capの自由摂取で十分な PAF-AHの誘導が出来たと判断し、以後の試験では自由摂取
期間を 8週間と設定した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) エンドトキシン致死モデルを用いた CpG-A1585capの自由摂取試験 
 1585CF 群では、エンドトキシンショック誘導後の生存率および体温低下の改善効果は認めら
れなかったが、CF群と比較して、1585CF群では LPSにより誘導される血清の IL-6および TNF-
α 産生量の減少傾向が認められた（図 3）。以上より、CpG-A1585 の自由摂取は、炎症のような
敗血症の一部の症状を改善することが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4) 播種性血管内凝固症候群モデルを用いた CpG-A1585capの自由摂取試験 

1585CF群では、DIC誘導後の生存率および体温低下の改善効果は認められなかった。 
 
 研究期間全体を通じて、CpG-A1585以外の Class A CpG ODNにも PAF-AH誘導が備わってい
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図3. エンドトキシンショックにおける血清炎症性サイトカイン産生量



ることがわかり、またその誘導効果はマウスのみならずヒト細胞においても発揮されることが
明らかになった。また、CpG-A ナノカプセルの自由摂取は生体レベルでも PAF-AH を誘導し、
敗血症の炎症応答を改善することが明らかにしたが、今回の試験では生存率などの敗血症症状
の改善には至らなかった。これらの課題に対し、今後は、Class A CpG ODNの投与の量や期間に
ついての検討が必要である。 
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