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研究成果の概要（和文）：花粉症をはじめとするアレルギー疾患の治療薬として期待される CpG

オリゴデオキシヌクレオチド(CpG ODN)のデリバリーシステムを構築した。平均直径 3.4 nm

のシリコンナノ粒子(Si NPs)を合成し、表面をアリルアミンで修飾した後に CpG ODN を静電

的に結合させた場合と、Si NPsの表面をマレイミドで修飾し、CpG ODNの一端のみを結合さ

せた場合では、異なる免疫活性化サイトカインが誘導された。これら結合方法の異なる CpG 

ODNを Si NPsでデリバリーすることによって、より高い免疫活性を誘導できることを見出し

た。 

 

研究成果の概要（英文）：We constructed delivery system of CpG oligodeoxynucleotide 

(CpG ODN) that is one of the useful drugs for treatment of allergic diseases such as 

pollen allergy. For the delivery, silicon nanoparticles (Si NPs) with 3.4 nm in average 

diameter were synthesized. Different immune-mediator cytokines were induced by 

CpG ODN bound to Si NPs with different binding modes. Simultaneous application of 

CpG ODN bound to Si NPs with both binding modes induced higher immune response. 
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１．研究開始当初の背景 

 花粉症は季節性アレルギー鼻炎とも呼ば
れスギやヒノキなどの植物の花粉が原因と
なって、くしゃみ・鼻水などのアレルギー症
状を起こす病気である。現在、日本人の約
20％が花粉症であり、今や国民病とも言われ
ている。花粉が鼻孔に入り込むと、これを異
物とみなした免疫細胞は IgE 抗体を産生し、
鼻孔の表面にある肥満細胞上に IgEを並べる。
このような状態で鼻孔に花粉が侵入すると、
花粉は IgEと結合し、その刺激が肥満細胞内
部に伝達し、肥満細胞はヒスタミンを放出す
る。ヒスタミンは血管を拡張し、血管の透過
性を亢進するため体液が鼻水となって排出
される。花粉症を発症しない人は、IgE より
も IgGが優勢となっている。したがって、IgG

の産生量を増加させて IgEよりも優勢にすれ
ば花粉症を予防することができる。近年、IgG

産生のための一連の反応の引き金が樹状細
胞および B 細胞のエンドソーム/ライソソー
ムに存在する Toll-like receptor 9 (TLR9)に
シトシン-グアニン（CpG）を含むオリゴデオ
キシヌクレオチド(CpG ODN)が結合するこ
とによって誘導されることが明らかとなり、
この相互作用を利用した花粉症予防あるい
は花粉症治療が期待されている。しかしなが
ら、ホスホジエステル結合を骨格にもつ天然
型のCpG ODNを体内に投与しても細胞内へ
は取り込まれず、また体内のヌクレアーゼで
分解されてしまうため、その効果は期待でき
ない。天然型 CpG ODNを花粉症予防あるい
は花粉症治療のための核酸医薬として利用
するためにはナノ粒子によるデリバリーシ
ステムの構築が必要である。 

 

 

２．研究の目的 

 本研究は、天然型 CpG ODN を樹状細胞お
よび B細胞の TLR9 に送達し、B細胞の成熟
および IgG抗体の産生を亢進するためのサイ
トカイン類を誘導するナノ粒子によるデリ
バリーシステムを構築することを目的とす
る。 

 

 

３．研究の方法 

(1)完全天然型 CpG ODN の開発 

 完全天然型 CpG ODN の開発は、NFκB レ
ポーター遺伝子とともに形質転換した
HEK293xl-TLR9に合成した CpG ODNを作用
させ、TLR9 を介した NFκB の活性化により
最適な配列を選択した。 

 

(2)シリコンナノ粒子の合成 

 完全天然型 CpG ODN のキャリアとして、
シリコンナノ粒子をウェットプロセスで合
成した。SiCl2 を出発材料とし、相間移動触
媒である etraoctyl ammonium bromide（TOAB）
を含むトルエン中に溶解した。さらに還元試
薬である LiAlH4を作用させることによって、
水素化シリコンナノ粒子を得た。しかしなが
ら水素化シリコンナノ粒子は、水に不溶であ
るので、触媒としての chloroplatinic acid 存在
下において表面にアリルアミンを導入する
ことによって可溶化した。 

 

(3)Si NPsによる天然型 CpG ODNのデリバリ
ー 

アリルアミンで表面修飾した Si NPs は、
+18 mV の表面電位を有していたので、負に
荷電した CpG ODN を静電的に結合させた。
また、結合様式を変換するてｍに、アリルア
ミンのアミノ基にマレイミド基を導入し、3’

末端をチオール化した CpG ODN をマレイミ
ドとチオールの架橋反応によって結合させ
た。天然型 CpG ODN を結合させた Si NPs を
ヒトの末梢血単核細胞に与え、24 時間後に炎
症性サイトカインであるインターロイキン-6 

(IL-6)とインターフェロン α (IFN-α)を ELISA

法によって定量した。 

 

４．研究成果 

(1)完全天然型 CpG ODN の開発 

 これまで開発された CpG ODN は核酸分解
酵素に耐性なホスホロチオエート骨格を含
む人工型 CpG ODN である。しかし、ホスホ
ロチオエート化による様々な副作用が報告
されているため、ホスホジエステル結合のみ
からなる完全天然型の CpG ODN の開発が望
まれている。そこで、おもに B 細胞から炎症
性サイトカイン類を誘導する class B のホス
ホロチオエート化 CpG ODN2006-PT を基本
として、完全天然型の CpG ODN の開発を目
指した。その結果、ホスホロチオエート化
CpG ODN2006-PTの糖骨格をすべてホスホジ
エステル骨格とし、この配列を 3つつなげた
72 塩基からなる CpG ODN2006x3-PD は、核
酸分解酵素に耐性で TLR9 活性化能を有する
ことを見出した。ホスホロチオエート化 CpG 

ODN2006-PT は、CpG motif を 3 つ含むが、
CpG motif の数を増やしても TLR9 活性化能
は向上しなかった。これに対し、ホスホジエ
ステル結合のみからなる CpG ODN2006-PD

では、CpG motif の数を増やし、塩基サイズ
を大きくするにしたがって、TLR9 活性化能
も向上した。このことから、ホスホロチオエ



ート化 CpG ODN-PT と天然型 CpG ODN-PD

では、TLR9 活性化機序に違いがあることが
示唆された。 

 

(2)Si NPsの CpG ODN デリバリーへの応用 

アリルアミンで表面修飾した Si NPs の平
均サイズは 3.4 nmであり、量子ドットの性質
を有していた(Figure 1)。すなわち、Si NPs に
紫外領域の光で励起すると青色の蛍光を発
した。この量子ドットの性質を利用して、Si 

NPs が細胞に取り込まれるのかどうか、取り
込まれた場合の局在について検討した。その
結果、Si NPs は細胞に取り込まれ、主にエン
ドライソソームに局在することが明らかと
なった(Figure 2a)。CpG ODN の受容体である
TLR9 は、エンドソームおよびライソソ 

ームにあるので、Si NPs の局在は、CpG ODN

のデリバリーのためのキャリアとしては非
常に優れていると言える。 

 次に、アリルアミンの正電荷を利用して負

に 荷 電 し て い る 完 全 天 然 型 CpG 

ODN2006x3-PD を静電的に結合させた。CpG 

ODN2006x3-PDの 3’末端を FITCでラベルし、
アリルアミンで修飾した Si NPs と混合した
後に、蛍光顕微鏡で観察すると、FITCと Si NP

から青色光が完全に一致した。これは、CpG 

ODNがSi NP上に結合していることを意味し
ている(Figure 2b)。さらに、透過電子顕微鏡
で観察すると、CpG ODN 分子が Si NP 上に約
1 nm の層として結合していることがわかっ
た(Figure 2c)。また、CpG ODN2006x3-PD は
Si NP 表面への結合量は、約 190 μg/mg NPs

であった。この高い結合量は、Si NPsの単位
重量当たりの表面積の大きさに依存すると
考えられる。 

 アリルアミンで表面修飾した Si NPs に静
電的に結合させた CpG ODN2006x3-PD をヒ
ト の 末 梢 血 単 核 細 胞 (peripheral blood 

mononuclear cell, PBMC)に与えると、Si NPs

に 結 合 し て い な い 遊 離 の CpG 

ODN2006x3-PD に比べて、炎症性サイトカイ
ンである IL-6 の誘導量は低下していた
(Figure 3a)。IL-6 は、B 細胞の成熟と IgG 抗
体の誘導を制御しているサイトカインであ
る。遊離の CpG ODN2006x3-PD は、IFN-αの
誘導能はないが、アリルアミンで表面修飾し
た Si NPs に静電的に結合させた CpG 

ODN2006x3-PD は、IFN-α を誘導するように
なった(Figure 3b)。これは、ナノ粒子への結



合によって CpG ODN2006x3-PD の作用を変
化させることができることを示している。し
かし、これはナノ粒子によるデリバリーシス
テムでは炎症性サイトカインを誘導できな
いことも示唆している。そこで、ナノ粒子に
よるデリバリーによっても炎症性サイトカ
インを誘導するシステムの構築に取り組ん
だ。 

 Si NPs表面のアリルアミンのアミノ基を利
用してマレイミドを導入し、架橋反応によっ
て 3‘末端をチオール化した CpG ODN の一端
のみを Si NP 表面に結合させた。静電的結合
では、CpG ODN 分子の全体が巻きつくよう
に Si NP 表面に結合するが、架橋反応による
結合では、CpG ODN 分子の一端のみが結合
し、他端は遊離能状態、すなわち、髪の毛の
ような結合状態になっている。このような結
合様式を有する CpG ODN2006x3-PD を
PBMC に作用させると、遊離の Cｐ G 

ODN2006x3-PDと同様に IFN-αの誘導能はな
いが、炎症性サイトカインである IL-6 を大量
に誘導させることができた (Figure 4)。 

 これらの結果は、CpG ODN 分子のナノ粒
子上への結合の方法によって、免疫活性化サ
イトカインの誘導を制御できることを意味
している。従来のドラッグデリバリーシステ
ムにおけるナノ粒子は、主に薬剤のキャリア
および薬剤の放出制御のために利用されて

いる。本研究では、ナノ粒子が薬剤そのもの
の作用を制御する役割を演じることができ
ることを示した。さらに、この CpG ODN の
ナノ粒子による作用のスイッチングは、ナノ
粒子の材質およびサイズ等には影響されず、
結合方法のみによって決定されていること
を明らかにした(data not shown、主な発表論文
の 2と 4 を参照)。 

 これまで開発された CpG ODN は、大きく
2 種類に分けることができる。Class Aの CpG 

ODN は主に IFN-α を誘導し、class B の CpG 

ODN は主に炎症性サイトカインである IL-6

を誘導する。しかし、これら 2種の CpG ODN

を同時に PBMCに作用させても IFN-αと IL-6

の両方を誘導させることはできず、IL-6 のみ
しか誘導されない。この理由は不明であるが、
class B の CpG ODN が IFN-α誘導のための転
写因子である IRF1 と結合することが原因で
あ る こ と が 示 唆 さ れ て い る 。 CpG 

ODN2006x3-PDを静電的に結合させた Si NPs

と、一端のみを結合させた Si NPs を同時に
PBMC に作用させると、IFN-α と IL-6 の両方
が誘導された(Figure 5)。したがって、これら
2 つの異なる結合を有する CpG ODN 分子を
同時に用いることによって、高いアレルギー
治療効果を得ることができると考えられる。 
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