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研究成果の概要（和文）：シトシン同士が pH5.0以下の酸性条件において3位窒素プロトン化を介して塩基対を
つくることで形成される構造であるiモチーフに人工的に合成したCG配列を有する非メチル化一本鎖核酸(CpG 
ODN)を導入することで、免疫細胞にI型インターフェロンを誘導させることを目指した。その結果、iモチーフの
ループ領域にCpG配列を導入した核酸(i-CpG ODN)は単独ではIL-6は誘導したものの、IFN-αは誘導しないこと、
またカチオン性リポソームに静電的相互作用で結合させることでIFN-αは誘導される結果が得られた。

研究成果の概要（英文）：We aimed to induce type I interferon in immune cells by inserting an 
unmethylated single-stranded nucleic acid with a CG sequence (CpG ODN). The results showed that 
nucleic acid with a CpG sequence in the loop region of the i-motif (i-CpG ODN) alone induced 
interferon-6 but not interferon-alpha, whereas binding to cationic liposomes by electrostatic 
interaction induced interferon-alpha.

研究分野： 核酸工学

キーワード： iモチーフ　I型インターフェロン　トール様受容体９　円二色性偏光　　アジュバント　グアニン四重
鎖構造　CpG ODN
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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、ウィルス増殖を抑制するI型インターフェロンの産出を誘導する核酸分子を構築した。I型インター
フェロンは抗ウィルス活性の役割を担っていることから、ウィルス感染の予防や感染後の感染細胞を除去するこ
とができる。本研究の成果は、感染症の予防や治療に応用が見込まれ、人々のQOL(クオリティ オブ ライフ)を
高めることに貢献する。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

I 型インターフェロン(IFN)は自然免疫受容体であるトール様受容体(TLR)がウィルスやバ
クテリア由来の核酸を認識したときに誘導される。特に、病原体由来の DNA を認識する TLR9
については、2000 年以降多くの研究成果が報告され、人工的に合成した CG 配列を有する非メ
チル化一本鎖核酸(CpG ODN)がリガンド分子として機能することがわかっている。 

しかしながら、TLR9 に CpG ODN が認識されると、I 型 IFN に加えて、インターロイキ
ン 6(IL-6)などの炎症性サイトカインも誘導する。I 型 IFN のみを高く誘導する CpG ODN は存
在しなかった。 

申請者はこれまでに TLR9 を標的とした免疫活性化分子の開発を行ってきた。TLR9 のリ
ガンドとなる一本鎖 DNA は不安定で有り細胞への取り込みが低い。この問題を解決するため、
DNA 鎖のリン酸部位に硫酸原子を導入した S 化 ODN が国内外で多く研究されてきた。しかし
ながら S 化 ODN は非特異的にタンパク質に吸着し、循環器や肝臓に対する副作用があること
から実用化が困難であった。そこで申請者は独自に、安定かつ細胞への取り込みが優れたグアニ
ン四重鎖(G4)構造を持つ G4 CpG ODN を開発した。開発段階で、G4 構造のループ領域に導入
する CpG 配列の位置によって誘導される
サイトカイン量が変化することが示され、
この要因が G4 CpG ODN と TLR9 との結
合力の差であることを明らかとした。 

 
２．研究の目的 
     本研究では、pH により構造を変化さ
せる核酸である i モチーフ構造に着目し、i
モチーフ構造にCpG ODN を導入すること
により、I 型 IFN のみを高く誘導する核酸
の設計を目指した。i モチーフ構造に CpG 
ODN を導入することにより TLR9 と CpG 
ODN との結合を阻害し、IL-6 を誘導しな
い分子設計を目指した。 
 
 
３．研究の方法 

既知の i モチーフ構造ならびに独自に
設計した iモチーフのループ領域にCpG配
列を導入した核酸(i-CpG ODN)を構築し
た。i モチーフの形成の確認は円二色性偏光
(CD)を用いて実施した。 
作成した i-CpG ODN のサイトカイン誘導
の検討は、ヒト末梢血単核球細胞を用いて、
誘導されるインターフェロンαならびにイ
ンターロイキン 6 の量を ELISA 方法によ
り定量した。 
 
 
４．研究成果 

既知の i モチーフ構造ならびに独自に設計した i モチーフのループ領域に CpG 配列を導入
した核酸(i-CpG ODN)を 20 種類構築し、円二色性偏光(CD)を用いて i モチーフ構造の形成を確
認した。その際、血清中ならびに細胞に取り込まれた後の初期エンドソーム、後期エンドソーム、
またライソソームを模倣した緩衝液中における CD スペクトルを測定した。その結果、pH4.5 で
かつカリウムイオン濃度が高い後期エンドソームにおいて、設計した核酸が i モチーフを形成
することが示された。 
 また、それぞれの核酸のサイトカイン誘導を調べるために、CpG ODN のレセプター分子である
トール様受容体9を発現している樹状細胞ならびにB細胞を含むヒト末梢血単核球細胞にi-CpG 
ODN を添加し、サイトカインの誘導を評価した。その結果、i-CpG ODN は単独ではインターフェ
ロンαは誘導しなかった。一方、i-CpG ODN をカチオン性リポソームに静電的相互作用で結合さ
せヒト末梢血単核球細胞に添加した。その結果、ランダム構造ならびにグアニン四重鎖構造形成
する CpG ODN においては、カチオン性リポソームと混合することにより、炎症性サイトカインの
分泌量を増加させるのに対して、i-CpG ODN は炎症性サイトカイン量は低いまま、インターフェ
ロンαを誘導する結果が得られた。 
 この結果から、i-CpG ODN は中性環境である初期エンドソームでは TLR9 と結合して I 型 IFN

図  i モチーフ CpG ODN によるウィルス感染
症の治療 



を誘導し、酸性環境である後期エンドソーム/ライソソームでは i モチーフ構造を形成すること
で TLR9 と結合しない、即ち炎症性サイトカインを誘導しない核酸分子であることが示された。 
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