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研究成果の概要（和文）：アジュバントは，ワクチンや腫瘍免疫治療の重要な成分である．副作用を減らし効果的に自
然免疫応答を活性化する為には，組織局所で活性調節可能なアジュバントを開発する事が重要である．本研究はシトシ
ン残基にCystamine修飾したC型CpG配列を作製し，Ｘ線照射によって効率は低いが構造変化を引き起こす事を示した．
またこの核酸が自然免疫応答活性を有する事を示した．これらの結果からこの核酸は，放射線照射部位局所に免疫応答
を誘導できるswitchableな新しいアジュバントとなる可能性が示された．今後効率良く構造変化を誘導し自然免疫シス
テムを活性化する核酸アジュバントの開発につなげたい．

研究成果の概要（英文）：Adjuvant is an important component for effective vaccination and antitumor 
therapy. Establishment of local and switchable adjuvant is considered to be an efficient strategy to 
reduce side effects and efficiently activate innate immune responses. The purpose of this study is the 
establishment of a novel nucleic acid adjuvant that can trigger the activation of innate immune system in 
response to X-ray irradiation. In this study, type-C CpG ligands contained with cystamine-modified 
cytosine were used and showed its structural change by X-ray irradiation, albeit their low efficiency. 
These results showed these ligands could be a switchable activator and further investigation will be 
needed to improve their efficiency.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 これまで研究代表者らは，自然免疫システ
ムの中でも病原微生物を『認識』するという
プロセス，特にウイルス感染において重要な
「核酸認識センサー分子」に焦点を当てて，
認識機構に着目した感染とがんに対する生
体防御システムの分子機構の解明に取り組
んでいる．これまでに細胞質 DNA センサー
として DAI (DNA-dependent activator of 
IRFs) を同定し，インターフェロン活性化機
構に関する研究を報告した (Takaoka et al. 
Nature: 2007, 448, 501)．また細胞質 RNA
センサーRIG-Iを強力に活性化させる新たな
調節因子として ZAPS（Zinc finger antiviral 
protein, short form）を見出し， I型 IFN お
よび炎症性サイトカインの産生を通じて，抗
ウイルス作用を強力に増強することを報告
した  (Hayakawa et al. Nat. Immunol.: 
2011, 12, 37)． さらにごく最近腫瘍に浸潤す
る樹状細胞での自己に由来する核酸リガン
ドの応答性に関する研究にも貢献した
(Chiba et al. Nat. Immunol.: 2012, 13, 832)．
このような申請者の研究を生かし，これまで
にない形の有効な核酸アジュバントをデザ
インし開発したいと考えた． 
 自然免疫活性化を誘導することが可能な
核酸は，ワクチンや抗腫瘍治療において，核
酸アジュバントとして利用されており，その
免疫誘導効果が期待されているが，局所での
活性化が困難であったることや，免疫の活性
化の制御が難しい等の理由から，副作用の問
題があった．また，代表的な核酸アジュバン
トである CpG の受容体である TLR9 は，ヒ
トにおいては主に形質細胞様樹状細胞
（pDCs）といった特殊なサブセットに限ら
れていることから，その効果が限られたもの
であった． 
 そこで研究代表者は，北陸先端科学技術大
学院大学マテリアルサイエンス研究科 藤本 
健造教授らと共同研究し，局所でアジュバン
ト活性の誘導を制御できるような新しい核
酸アジュバントを開発することを考案した． 
 
 
２．研究の目的 
 有効なワクチンや抗腫瘍治療を実現する
には，アジュバントの存在は大変重要である．
しかし，従来のアジュバントは全身性に強い
免疫応答を誘導するという副作用を起こす
ことなどの問題がある．そのため，局所に強
力なアジュバント活性を誘導できる有効な
アジュバントの開発が強く求められている．
本研究では，これまでの自然免疫での核酸認
識の研究を生かし，とくに強力に自然免疫応
答を誘導する核酸に着目し，放射線照射部位
局 所 に 自 然 免 疫 応 答 を 誘 導 で き る
switchable な新しいタイプの核酸アジュバ
ントのデザイン開発を提案したい．本研究は，
副作用の少ないかつ効率のよい腫瘍免疫の
誘導を目指した，局所自然免疫誘導型の新し

い核酸アジュバントのデザインおよび開発
につながる基礎的な研究を行うことを目的
とする． 
 
 
３．研究の方法 
(1) 光核酸マニピュレーション技術を用いて
新規核酸アジュバントの作製： 
 共同研究者の藤本先生の光化学による独
自の光核酸マニピュレーション技術により，
多種の新規構造を有する核酸分子を作製す
ることが可能である．本研究で目指す局所自
然免疫誘導型の新しい核酸アジュバントを
作製するために，放射線照射により「不活性
型核酸」から「活性型核酸」になるような，
構造変化が可能な核酸をデザインし，これら
の構造を有する核酸を合成する． 
 
(2) 局所自然免疫誘導型の新しい核酸アジュ
バントの自然免疫応答活性化作用の検討： 
 はじめに，in vitro で調整された「不活性
型核酸」と「活性型核酸」を用いて，実際に
期待されるような免疫応答性を有している
のかについて解析する．自然免疫応答性の確
認方法としては，これらの核酸で刺激し，I 型
インターフェロンや炎症性サイトカインあ
の発現を，定量的 RT-PCR, または ELISA法
により検証する．また同時に，in vitro で新
規核酸アジュバントに放射線照射を行い，構
造が変化するかについて，変性ポリアクリル
アミドゲル電気泳動を用いた解析により検
証する． 
 次に in vivo (細胞内)において，免疫応答の
調節が可能かどうかについて，腫瘍細胞に
「不活性型核酸」を用いて刺激したのちに，
放射線照射を行い，放射線照射によって自然
免疫応答の誘導が可能かどうかについて，同
様にサイトカインを定量することで検討す
る．  
 
(3) 局所自然免疫誘導型の新しい核酸アジュ
バントの自然免疫応答活性化機構の分子メ
カニズムの解明： 
 上記(2)により同定された「活性型核酸」に
よる自然免疫応答の活性化メカニズムを明
らかにする．つまり，核酸認識センサー分子
を，siRNAや shRNAを用いたノックダウン，
あるいはノックアウトの細胞を用いて活性
化メカニズムを特定する． 
  
 
４．研究成果 
(1) 本研究で目指す局所自然免疫誘導型の新
しい核酸アジュバントを作製するために， 
今回我々は細胞外 DNA センサー分子
Toll-like receptor 9 (TLR9)のリガンドであ
る C型 CpG配列を改良した．CpG配列によ
る自然免疫活性化機構についてその詳細が
よく知られており，一本鎖 DNA（ssDNA）
がその応答性に重要であることから，放射線



照射により ssDNA になるようにデザインし
た．そこで， Cystamine修飾シトシン(図 1)
を CpG 配列に，組み込んだ後，酸化させジ
スルフィド結合形成によりこれらの核酸を 2
量体化しジスルフィドクロスリンク体を合
成した．Cystamine修飾シトシンを中央部に
組みこんだもの(図 2)と，3’側に組みこんだも
のの 2種類を作製した． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1  Cystamine 修飾 DNAの合成 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 Cystamine 修飾シトシンを中央部に組
みこんだジスルフィドクロスリンク体 
 
 
(2) 作製した新規核酸アジュバントが，放射
線照射前の構造は，実際に「不活性型」であ
るかについて，Raw264.7 細胞を用いて検証
した．Raw264.7 細胞に，2 量化したジスル
フィドクロスリンク体で刺激し，刺激後 3時
間後の Ifnb1 および Tnf mRNA を定量的
RT-PCR法にて測定したところ，Cystamine
修飾シトシンを中央部に組みこんだジスル
フィドクロスリンク体(図 2: 下の最終産物)
においては，Ifnb1および Tnf mRNAの発現

誘導が認められなかったが，3’側に組みこん
だジスルフィドクロスリンク体において
Ifnb1の発現誘導が認められた． 3’側に組み
こんだジスルフィドクロスリンク体におい
ては，2 量化したものでも自然免疫応答性を
有していることから，本研究の要件を満たせ
ないことが明らかになった． 
 次に，放射線照射後の構造となる単量体の
オリゴを用いて，同様に検討した．
Cystamine 修飾シトシンを中央部に組みこ
んだオリゴ(図 2: 右上の中間産物)において
は，Ifnb1および Tnf mRNAの発現誘導が認
められたことから，本研究の目指すリガンド
となり得ることが示唆された． 
 次に，放射線照射によってこれらの 2量化
したオリゴが構造変化し，単量体になるかに
ついて検証した．1mM の 2 量化したジスル
フィドクロスリンク体にX線照射を行った後，
変性アクリルアミドゲルにて電気泳動し，単
量体のバンドが認められるかについて調べ
た．Cystamine修飾シトシンを中央部に組み
こんだジスルフィドクロスリンク体および 3’
側に組みこんだもの，いずれのジスルフィド
クロスリンク体もＸ線照射による構造変化
(開裂)は，約 7％程度と非常に低かった．
300Gyの X線を照射すると，その開裂性は若
干増強した．一方で，in vivoで 2量化したジ
スルフィドクロスリンク体にX線照射をする
ことで，自然免疫応答性が誘導出来るかにつ
いて検証した．Raw264.7 細胞に，ジスルフ
ィドクロスリンク体を刺激し，同時に 30Gy
の X線照射を行い，3時間後の Ifnb1 および
Il6 mRNAの発現を測定した．その結果，こ
れらのサイトカインの発現は，Ｘ線照射によ
り上昇しなかった． 
 以上の結果から，現在作製したジスルフィ
ドクロスリンク体は，X線照射による開裂反
応性が低く，効果的な自然免疫系の活性化を
誘導出来ないことが予想された．現在より効
率の良いデザインにするべく，Cystamine修
飾シトシンの場所を変えたリガンドを作製
しさらなる研究を続けている． 
 
(3) Cystamine修飾シトシンを中央部に組み
こんだジスルフィドクロスリンク体による
自然免疫応答のシグナル経路について検討
した．CpGオリゴは TLR9を介することが知
られているため，作製した Cystamine 修飾
シトシンを含む CpG オリゴが TLR9 を介し
た自然免疫応答を引き起こすかについて検
証した．TLR9 ノックアウトマウスから脾臓
を 摘 出 し ， splenocyte を 調 整 し た ．
Splenocyteに同様に CpG刺激を行い、刺激
3 時間後に誘導される Ifnb1 および Il6 
mRNA の発現量について定量的 RT-PCR 法
にて測定した．その結果，LittermateのTLR9
野生型由来の splenocyte において認められ
た Ifnb1 mRNAの誘導が，TLR9ノックアウ
トマウス由来 splenocyte においては認めら
れなかった．従って，Cystamine修飾シトシ
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ンを含むCpGオリゴによる自然免疫応答は，
TLR9 を介した応答性であることを明らかに
した． 
 
 今後，効率の良い局所自然免疫誘導型の新
しい核酸アジュバントを開発していくこと
で，放射線照射部位局所に自然免疫応答を誘
導できる switchable な新しいタイプの核酸
アジュバントのデザイン開発を提案してい
きたい．このことは，単に副作用の少ないア
ジュバント作製のみならず，放射線照射を行
うことで腫瘍抗原の顕在化も狙ったもので
あり，より効率のよいがん免疫の活性化を目
指し，従来のアジュバントには提案されたこ
とのないアプローチからの抗がん治療につ
なげていきたい． 
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