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研究成果の概要（和文）：本研究では、核酸医薬の疾患治療効果の向上を目的に、多足型構造を形成する核酸（polypo
dna）－を設計・開発するとともに、これを連結することで新規デンドリマー型核酸ナノDDSの創出を目指した。その結
果、pod数が3から8までは形成可能であること、pod数依存的に免疫細胞に効率よく取り込まれることを見出した。さら
に、接着性末端を介してpolypodnaを連結することでDNAデンドリマーの開発にも成功した。免疫刺激性CpG DNAによる
免疫細胞からのサイトカイン産生は、こうしたナノ構造体化することにより飛躍的に増大し、本手法が核酸医薬のDDS
に有効な方法論になりうることを見出した。

研究成果の概要（英文）：To increase the therapeutic potency of nucleic acid drugs, we r tried to develop p
olypod-like structured nucleic acid, or polypodna, and dendritic nano-sized DDS by connecting them. We fou
nd that polypodna with 3 to 8 pods can be developed and these DNA nanostructures are efficiently taken up 
by immune cells depending on pod number. Furthermore, we succeeded in constructing DNA dendrimer by connec
ting polypodnas through their adhesive terminal ends. Cytokine release by immunostimulatory CpG DNA has be
en greatly increased by the development of such DNA nanostructures. Thus, we have shown that this approach
 can be useful for increasing the potency of nucleic acid drugs.
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１．研究開始当初の背景 
 ヒトをはじめとする地球上の生命体は、核
酸である DNA・RNA の相補的な配列を持つ核
酸と2重鎖を形成する性質を利用して厳密な
情報伝達を実現している。この核酸、中でも
DNAの2重鎖形成能を巧みに利用することで、
キューブ状の構造体を構築可能であること
が報告されたのを契機として、DNA を利用し
た様々な構造体構築に関する研究が進めら
れてきた。これまでに、平面図柄や正多面体
構造、さらにはハイドロゲルなどが開発され
るに至っている。このような「DNA ナノテク
ノロジー」と総称される技術は、応用性の高
さから様々な分野・領域での利用が検討され
つつあるが、DNA ナノテクノロジーのドラッ
グデリバリーシステム（DDS）あるいは核酸
医薬への応用は皆無であった。 
 申請者は、DNA を基盤とする癌治療システ
ムの開発研究に取り組み、ほ乳類の免疫細胞
に発現する Toll-like receptor 9 （TLR9）
に認識され、免疫を賦活化する非メチル化
CpG 配列－CpG モチーフ－を含む DNA（CpG 
DNA）を利用することで、自然免疫の活性化
と抗癌剤ドキソルビシンとの組み合わせに
よる癌免疫・化学療法の可能性を示すことに
成功した。研究当初は巨大環状 DNA であるプ
ラスミド DNA での開発を行っていたが、この
トップダウン型システムに代えて、オリゴデ
オキシヌクレオチド（ODN）を利用したボト
ムアップ型のナノ粒子化が実現できれば、非
常に緻密かつ精巧なDDS開発が可能になるも
のと考えるに至った。そこで、DNA ナノテク
ノロジー技術を駆使した核酸DDS開発研究を
開始するに当たり、設計可能な DNA 構造体の
中で最も単純であり、またお互いを連結する
ことで高次構造体の構成要素にもなる Y 型
DNA（Y-DNA）を選択した。CpG モチーフを含
む 3本の ODN を用いて Y-DNA を構築し、その
特性を評価したところ、Y-DNA は通常の 1 本
鎖、2 本鎖 DNA と比較して有意に高い免疫活
性を示すことを見出した。さらに、Y-DNA を
DNA リガーゼを用いて連結することでデンド
リマー型 DNA の作製にも成功し、このナノサ
イズDNA構造体が免疫細胞への効率的なデリ
バリーシステムであるとともに、細胞活性化
の誘導にも非常に優れた新規システムであ
ることを見出した。さらに、CpG モチーフを
挿入した X型 DNA（X-DNA）を用いて免疫活性
型 DNA ハイドロゲルを開発し、抗癌剤ドキソ
ルビシンを内包させた薬物・免疫治療システ
ムが、担癌マウスにおいて非常に高い抗腫瘍
効果を示すことも明らかにした。 
 以上、申請者自身によるこれらの成果は、
免疫刺激性 CpG DNA をはじめとする核酸医薬
のデリバリーに、多分岐型 DNA 構造体が有用
であることを示すものである。しかしながら、
その詳細については不明な点が多く、こうし
た技術を核酸医薬のデリバリーに利用する
ためには、DNA 構造体の構造活性相関の解明
が必須であった。 

 
２．研究の目的 
 本研究では、3 本以上の ODN を用いて様々
な立体構造を有する DNA ナノ構造体を設計・
構築する。末端を介して連結することでデン
ドリマー構造を形成できるように、基本構造
体として Y-DNA や X-DNA のような中心から足
（pod）を伸ばした分岐型構造の核酸をデザ
インする。ここでは、この核酸構造体のこと
を 、 多 足 型 構 造 を 形 成 す る 核 酸
（polypod-like structured nucleic acid: 
polypodna）－と呼称する。まず、塩基配列
及び立体構造を種々変化させたpolypodnaを
設計し、その形成効率、融解温度（Tm）、粒
子サイズ、細胞取り込み等を指標に構造の最
適化を図る。次いで、最適化した polypodna
を順次連結することでデンドリマー型核酸
ナノ粒子を作製する。ここでは、polypodna
のサイズ・形状、連結世代数に関して比較検
討する。機能性核酸として CpG DNA を選択し、
活性の点からも構造を最適化する。以上の検
討を通じ、疾患治療に有効な核酸ナノ DDS 開
発に必要な理論的基盤を構築する。 
 
３．研究の方法 
(1) 各種 polypodna の設計と構造最適化 
 DNAを構成要素とするpolypodnaについて、
活性に関連すると考えられる種々のパラメ
ータの影響を明らかにする。すなわち、基本
構造として tripodna（Y-DNA）、tetrapodna
（X-DNA）に加えて、pod 数が 5 以上の
polypodna をデザインする。このとき、Tm を
指標に各 ODN 鎖長（塩基数）ならびに塩基配
列の影響について検討する。形成の確認はポ
リアクリルアミド電気泳動（PAGE）により行
い、形成されたものについては原子間力顕微
鏡を用いて観察する。また、配列の一部を相
補的でない配列に置換したpolypodnaも設計
し、相同性の低下が形成効率や Tm にどのよ
うな影響を及ぼすかを解明する。 
(2) Polypodna の細胞との相互作用解析 
 上記で開発したpolypodnaと細胞との相互
作用について培養細胞を用いて評価する。検
討には、マウスマクロファージ様細胞株
RAW264.7、樹状細胞株 DC2.4、線維芽細胞株
NIH-3T3 等の細胞株に加えて、マウスから単
離培養した骨髄由来樹状細胞（BMDC）を利用
する。TLR9 ノックアウトマウスから単離した
細胞も用いることで、polypodna により惹起
される免疫応答における TLR9 の関与を明ら
かにする。各細胞に polypodna を添加し、培
地中に分泌されるサイトカイン濃度を ELISA
で測定する。別途、蛍光標識体を用い、細胞
取り込みを評価する。 
(3) デンドリマー型核酸ナノ粒子の開発 
 別途開発した自己ゲル化核酸技術を応用
し、polypodna に長鎖の接着性突出末端を付
与することで、デンドリマー型核酸ナノ粒子
を開発する。内核および外殻に利用する
polypodna を適宜変更することで、種々の内



部構造ならびに物性を有する核酸ナノ粒子
を開発する。PAGE、光散乱光度計、原子間力
顕微鏡観察等により構造的特徴を解析する
とともに、細胞取り込みや応答性との相関解
析を行う。 
 
４．研究成果 
(1) Polypodna の設計と構造最適化 
 はじめに、効率的な polypodna 構築に必要
な条件について検討した。3～12 本の 36 塩基
からなる ODN を用いて、pod 数が 3から 12 ま
での polypodna を設計した。ポリアクリルア
ミドゲル電気泳動により形成を評価したと
ころ、tripodna（pod 数 3）から octapodna
（pod数 8）までの形成は確認できたものの、
pod数12のdodecapodnaは形成されなかった。
熱安定性の指標として算出した Tm は、同じ
長さの ODN を用いたにも関わらず、pod 数の
増加に伴い低下した。一方、動的光散乱法に
より測定した粒子サイズは、pod 数が増加す
るにつれて徐々に増大するという結果が得
られた。形成が確認された tripodna から
octapodna までについて、原子間力顕微鏡に
よる観察を行った。36 塩基の ODN で形成した
polypodna では形状の評価が困難であったこ
とから、90 塩基の ODN を用いて新たに各
polypodna を構築した。原子間力顕微鏡観察
の結果、いずれの場合にも設計通りの pod 数
の多足型構造体が認められた。以上より、pod
数が 3から 8までの polypodna は、設計した
多足型構造体として効率よく形成可能であ
ること、またその物性は pod 数に依存して変
動することが見出された。 
 Tetrapodna について、構造の中央部分に非
相補的な配列を挿入した構造体を設計し、相
同性の低下が形成効率や Tm に及ぼす影響に
ついて検討した。36塩基からなるtetrapodna
の中央部分の 8、12、16 塩基を非相補的配列
に 置 換 し た と こ ろ 、 8 塩 基 置 換 体
（tetrapodna(-8)）は形成が確認されたもの
の、12、16 塩基置換体は形成されなかった。
そこで、形成が確認された tetrapodna(-8)
について、完全相補な tetrapodna と比較し
たところ、低い Tm 値を示すことが確認され
た。一方、動的光散乱法により測定した粒子
サイズは若干増加する傾向が認められた。 
(2) Polypodna の細胞による取り込みおよび
サイトカイン産生の誘導 
 蛍光標識 ODNを用いて polypodna を構築し、
DNAを効率よく取り込むRAW264.7細胞による
取り込みを評価した。その結果、pod 数が増
加するにつれてpolypodnaの細胞取り込みは
増大した。そこで、TLR9 に認識されることで
免疫細胞からサイトカイン産生を誘導する
CpG DNA を核酸医薬として選択し、これを含
む polypodna を用いて TLR9 陽性の RAW264.7
細胞からの腫瘍壊死因子α（TNF-α）および
インターロイキン 6（IL-6）の産生を評価し
た。その結果、1本鎖 CpG DNA（ssCpG DNA）、
2 本鎖 CpG DNA では微量のサイトカインしか

産生されなかったのに対し、polypodna の添
加により多量の TNF-αおよび IL-6 産生が認
められ、その産生量は pod 数に依存した。 
 この多足型構造化による CpG DNA のサイト
カイン産生効率の増強が、TLR9 を介する反応
であるかを確認するために、野生型および
TLR9 ノックアウトマウスから採取、分化した
BMDC を用いて同様の評価を行った。その結果、
野生型マウスの BMDC では、RAW264.7 細胞と
ほぼ同様の結果が得られ、pod 数の増加に伴
い細胞取り込みならびにサイトカイン産生
は増大した。TLR9ノックアウトマウスのBMDC
も、野生型同様の pod 数依存的な細胞取り込
みを示した。しかしながら、TLR9 ノックアウ
トマウスの BMDC からのサイトカイン産生は
検出限界以下であった。従って、多足型構造
とすることにより CpG DNA の活性が増強する
が、これは全て TLR9 を介する反応であるこ
とが明らかとなった。 
 DC2.4 細胞も、RAW264.7 細胞と同様、pod
数の多いpolypodnaを効率よく取り込むこと
が示された。これに対し、NIH3T3 細胞では細
胞取り込みに顕著なpod数依存性は認められ
なかったことから、多足型構造化は免疫細胞
への特異的な送達法として有用な可能性が
示された。 
(3) デンドリマー型核酸ナノ粒子の構築と
活性評価 
 Tripodna を用い、デンドリマー型核酸ナノ
粒子の開発を試みた。接着性末端配列の長さ
を適宜変更して形成を試みたところ、12塩基
以上の場合に効率的な形成が確認された。そ
こで、この条件で第一世代から第三世代まで
の DNA デンドリマーを設計し、その形成を
PAGE ならびに原子間力顕微鏡により確認し
た。その結果、設計通りのデンドリマーの形
成も確認できたものの、その形成効率は世代
が挙がるにつれて低下した。 
 そこで、世代数を一に固定し、tripodna に
加えて tetrapodna および hexapodna を用い
て DNA デンドリマーを設計した。その結果、
構造が複雑になるにつれて不完全なDNAデン
ドリマーの割合が増加する傾向が認められ
た。一方、RAW264.7 細胞による取り込みなら
びにサイトカイン産生は、構造が複雑なもの
ほど効率的であった。以上の結果から、12 塩
基の接着性突出末端を付与することで
polypodna を連結可能であり、これにより構
造がさらに複雑になることで CpG DNA の活性
を大きく増強可能であることが明らかとな
った。 
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