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研究成果の概要（和文）：本研究では、核酸医薬などの中分子医薬の標的へのピンポイント送達を実現するため
に、核酸の自己組織化により構築した核酸ナノデバイスに、標的化のためのリガンドを結合した自己組織化型ハ
イブリッド核酸ナノデバイスを開発した。自然免疫を活性化するCpGオリゴに対し、血清アルブミンとの結合親
和性が高いステアリン酸あるいはマンノースをリガンドとして修飾し、これを自己組織化により構築した核酸ナ
ノデバイスに搭載することで、CpGオリゴを標的の抗原提示細胞にピンポイントで送達できることを実証した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed a self-assembling hybrid nucleic acid nanodevice
 in which a targeting ligand is combined with a nucleic acid nanodevice constructed by self-assembly
 of nucleic acids to realize pinpoint delivery of middle-molecule drugs such as nucleic acid drugs 
to the target. The CpG oligodeoxynucleotides (CpG oligos) that activate innate immunity were 
modified with stearic acid or mannose, which have high binding affinity with serum albumin, as 
ligands, and these ligands were loaded onto the self-assembled nucleic acid nanodevices. We 
demonstrated that CpG oligos can be delivered to target antigen-presenting cells with pinpoint 
accuracy by loading them onto self-assembled nucleic acid nanodevices.

研究分野：生物薬剤学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
核酸医薬をはじめとする中分子医薬の開発には、膜透過の改善による投与経路の拡大と体内動態制御による有効
性および安全性の向上が求められる。本研究の成果は、核酸医薬の有効性を高めるうえで、核酸ナノ構造体とリ
ガンド修飾を組み合わせた自己組織化型ハイブリッド核酸ナノデバイスが有効であることを示すものである。本
成果をもとに核酸医薬をピンポイントで標的細胞に送達可能となれば、開発が進む核酸医薬品の実用化を加速す
る点で社会的意義も大である。

※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 
核酸は、すべての生物種で遺伝情報の保存や伝達などの役割を担う生命活動に必須の分子で
あり、その情報は塩基配列に格納されている。相補的な塩基配列間の水素結合により遺伝情報の
翻訳やスプライシングが制御可能なことから、アンチセンスオリゴヌクレオチド（antisense 
oligonucleotide: ASO）や短鎖干渉 RNA（small interfering RNA: siRNA）などが核酸医薬品と
して上市されている。これらの核酸医薬品は、次世代創薬モダリティの本命として注目されてお
り、臨床応用された品目数は増加傾向にはあるものの、in vivo において送達可能な細胞種はお
もに肝細胞と筋ジストロフィー患者の骨格筋細胞に限定され、これら標的細胞への送達効率は
依然として低い。近年では、ASO や siRNA を対象に、肝細胞に特異的に発現するアシアロ糖タン
パク質レセプター（ASGPR）のリガンドである N-アセチルガラクトサミン（GalNAc）修飾核酸が
実用化され、標的細胞である肝細胞への送達効率の向上が実現された。しかしながら、標的以外
の腎上皮細胞などへの分布は解消されておらず、副作用を惹起する原因となることが懸念され
る。また、膵臓など肝細胞以外への選択的送達を向上する試みも検討されているものの、その多
くは成功していないのが現状である。 
 核酸の標的部位への選択的送達の実現には、リガンド修飾による標的への指向性向上が必須
である。核酸医薬品の標的指向化には各種リガンド修飾が試みられているものの、核酸医薬とリ
ガンドとの結合比率はほとんどの場合１：１である。リガンドを利用した標的指向化においては、
リガンド数の増加に伴い結合親和性が飛躍的に増大するクラスター効果が認められる場合が多
いため、効率的な標的指向化には複数リガンドでの修飾が望ましい。実際に、臨床応用された
GalNAc 修飾 siRNA では 3分岐型 GalNAc 糖鎖が修飾に用いられている。しかしながら、このよう
な複雑な修飾基は、送達には有効な反面、合成過程の複雑さに加えて合成コストの高さが問題で
ある。 
 研究代表者は、部分的に互いに相補的な塩基配列の複数種類のオリゴデオキシヌクレオチド
（ODN）を設計し、その自己組織化により多足型 DNA ナノ構造体を高純度かつ高収率で作製する
ことに成功するとともに、様々な核酸分子を自在に搭載できることを明らかにした。さらには、
多足型 DNA ナノ構造体を基本ユニットとした自己組織化により、DNA のみで構成されたハイドロ
ゲル（DNA ハイドロゲル）の開発にも成功している。また、糖修飾を利用した薬物送達システム
の開発研究においては、分子表面の局所的な糖密度を高めることで標的細胞への非常に効率的
な送達にも成功している。以上より、自己組織化により形成可能で、複数のリガンドでの修飾が
可能な DNA ナノ構造体に、標的部位への選択的送達のための分子を修飾することで、細胞相互作
用および体内動態を精密に制御し、標的部位への効率的な送達を可能にする核酸ナノシステム
を開発できると考えられる。これを、体内動態の制御が必要な核酸医薬品や抗原タンパク質・抗
原ペプチドに適用することで、これら中分子医薬の有効性の飛躍的増強が期待される。 
 
２．研究の目的 
本研究では、核酸医薬品の標的部位への効率的送達の実現を目的に、細胞相互作用および体内
動態を精密に制御可能な核酸ナノシステムを新たに開発する。核酸ナノシステムの基本ユニッ
トには、研究代表者がこれまでに開発してきた多足型 DNA ナノ構造体とグアニン四重鎖 DNA な
どの多分岐型 DNA 構造体を採用し、標的指向化のためのリガンドとの組み合わせにより、代表的
な中分子医薬である核酸医薬品の体内動態最適化を実現する。具体的な目的は以下に示す 3 点
とした。 
(1) ステアリン酸修飾による CpG オリゴのリンパ節への標的指向化：CpG オリゴデオキシヌクレ
オチド（CpG ODN）の標的細胞である抗原提示細胞は、リンパ節に豊富に存在する。皮下などに
投与された化合物の血管あるいはリンパ管への振り分けはおもに分子量・粒子サイズに依存し、
分子量 20,000 を超える分子はリンパ系に移行することが報告されている。そこで、分子量約
66,000 の血清アルブミンとの結合親和性が高いステアリン酸（SA）をリガンドとして CpG ODN
に結合し、これを核酸ナノ構造体に搭載したハイブリッド核酸ナノデバイスを開発することで、
CpG ODN のリンパ節への標的指向化を試みた。 
(2) マンノース修飾による CpG ODN の抗原提示細胞への標的指向化：CpG ODN の標的細胞である
抗原提示細胞には、マンノースレセプターが発現していることから、これまでにマンノース（Man）
修飾 CpG ODN を多足型核酸ナノデバイスに搭載することで、抗原提示細胞へのデリバリーが可
能であることを報告した。また、グアニン四重鎖（guanine quadruplex: GQ）が抗原提示細胞に
効率良く取り込まれることも見出した。そこで、Man 修飾と GQ 構造の組み合わせによる送達効
率の向上を試みた。 
 
３．研究の方法 
(1) SA-CpG の合成：Stearic acid N-hydroxysuccinimide ester と 5末端にアミノ基を有する
NH2-CpG ODN（TCCATGACGTTCCTGATGCT）を反応させることにより、SA-CpG を合成した。得られた
化合物の質量は MALDI-TOF-MS により確認した。 



(2) SA-CpG 搭載核酸ナノデバイスの作製：CpG ODN（CpG）と部分的に相補的な配列の ODN を用
いて、3 本足または 6 本足の多足型核酸ナノデバイス（polypodna）である tripodna（Tri）、
hexapodna（Hexa）を設計した。これに CpG または SA-CpG を添加し、アニーリングすることで
CpG または SA-CpG 搭載 polypodna（CpG/Tri、SA-CpG/Tri、CpG/Hexa、SA-CpG/Hexa）を作製した。
各種核酸ナノデバイスの形成は、ポリアクリルアミドゲル電気泳動（PAGE）により評価した。 
(3) ウシ血清アルブミン（BSA）および血漿タンパク質との結合性の評価：各種 ODN を BSA 
溶液またはマウス血漿に添加し、PAGE を用いて結合を評価した。 
(4) CpG による免疫賦活化：マウスマクロファージ様細胞株RAW264.7 細胞に各種ODNを添加し、
8時間後の培養上清中 tumor necrosis factor-（TNF-）濃度を ELISA 法により測定した。 
(5) 血中およびリンパ節におけるサイトカイン産生の評価：マウス尾根部に各種 ODN を 10 
nmol/mouse の投与量で皮下注射し、0、1、3、8 時間後の血漿中 interleukin-6（IL-6）濃度を
ELISA 法により測定した。また、投与 8時間後に鼠径リンパ節を回収し、IL-12 濃度を ELISA 法
により測定した。 
(6) GQ 構造化 CpG ODN の作製：5個のグアニンが連続する塩基配列（G5）を付加した CpG ODN を
設計した。GQ の形成は PAGE により評価した。 
(7) Man 修飾 CpG ODN の合成：Man-G5-CpG および G5-CpG-Man は既報に従い合成した。得られた
化合物の質量は MALDI-TOF-MS により確認した。 
(8) マウス腹膜マクロファージの単離：C57BL/6 マウスにチオグリコール酸培地を腹腔内注射
し、その 3 日後に誘発マクロファージを腹腔から採取した。細胞を RPMI1640 に懸濁し、37C、
5% CO2を含むインキュベーターで培養した。細胞培養ディッシュに付着した細胞を腹膜マクロ
ファージとみなし、実験に用いた。 
(9) マウス腹膜マクロファージからの TNF-産生：マウス腹膜マクロファージに各種 ODN を添加
し、上清中 TNF-濃度を ELISA 法により測定した。 
(10) 統計解析：統計的有意差検定は、一元配置分散分析（one way ANOVA）によって評価し、多
重検定については Tukey's 検定、2群間の検定については Student's t-test を用いた。また、
有意水準が 0.05 未満の場合に統計的に有意であるとみなした。 
 
４．研究成果 
(1) SA-CpG の合成： SA-CpG は 2 段階反応により合成した。Stearoyl chloride と NHS を反応さ
せて得た SA-NHS と、NH2-CpG ODN のアミノ基とを反応させることで SA-CpG を合成した。MALDI-
TOF-MS で測定した SA-CpG の分子量は 6504.0 であり、理論値の 6504.6 にほぼ等しいことを確認
した。 
(2) SA-CpG の BSA との結合：CpG の場合、0〜40 当量の BSA と混合した全てのレーンにおいて、
非結合型 CpG のバンドが検出された。一方、非結合型 SA-CpG のバンドは BSA 濃度の上昇に伴い
薄くなり、40 当量の BSA ではバンドがほぼ消失した。バンドの強度を定量し、BSA 非存在下の
CpG または SA-CpG を基準として非結合型の割合を算出した結果、SA-CpG の BSA への結合性は
CpG よりも有意に高いことが示された。 
(3) SA-CpG 搭載核酸ナノデバイスの作製：Tri および Hexa と比較して、SA-CpG/Tri および SA-
CpG/Hexa は PAGE 上の泳動度が低下したことから、設計通りに SA-CpG/Tri および SA-CpG/Hexa
が形成されたと判断した。SA-CpG/Tri および SA-CpG/Hexa は、CpG/Tri および CpG/Hexa と同程
度の収率で得られた。このことから、SA は SA-CpG の polypodna への搭載を阻害しないと考えら
れる。また、SA-CpG/Tri および SA-CpG/Hexa の SA 分子はナノ構造化 DNA から突出するように設
計しており、血中タンパク質との相互作用に適していると考えられる。 
(4) SA-CpG/Tri および SA-CpG/Hexa の血漿タンパク結合：CpG/Tri は 20%血漿中においても非結
合型CpG/Triのバンドが検出されたのに対し、SA-CpG/Triでは非結合型のバンドは検出されず、
ローディングウェルにバンドが検出された。また、CpG/Hexa は 1.3%血漿中においても非結合型
のバンドが検出されたのに対し、SA-CpG/Hexa は非結合型のバンドは検出されなかった。これら
の結果から、SA-CpG/Tri および SA-CpG/Hexa は、SA 非修飾体と比較して血漿タンパク質に効率
良く結合することが示された。 
(5) SA-CpG/Tri および SA-CpG/Hexa による免疫賦活化：いずれの場合も、SA-CpG を含む核酸ナ
ノデバイスは、CpG または SA-CpG と比較して RAW264.7 細胞からの TNF-産生を効率的に誘導し
た。これより、ナノ構造化は SA 修飾 CpG にも有用であることが示された。また、マウスへの投
与では、CpG を含むナノ構造化 DNA が血中 IL-6 産生を誘導したのに対し、SA-CpG を含む核酸ナ
ノデバイスは鼠径リンパ節において効率的に IL-12 産生を誘導した。以上より、SA 修飾による
CpG のリンパ節へのデリバリー効率の向上が示唆された。 
(6) Man 修飾 GQ 構造化 CpG ODN の合成：5-または 3-末端 NH2修飾 CpG ODN と Man を混合し、加
水分解を行うことにより、Man-G5-CpG および G5-CpG-Man の合成に成功した。PAGE 解析の結果、
Man-G5-CpG および G5-CpG-Man はいずれも GQ 構造を形成していた。また、Man-G5-CpG は GQ 単
量体を形成し、G5-CpG-Man は GQ 二量体を形成することが示された。 
(7) Man 修飾 CpG ODN 添加後のマウス腹膜マクロファージからの TNF-産生：RAW264.7 細胞で
は、細胞表面に Man レセプターの発現がみとめられなかったことから、検討には細胞表面に Man
レセプターを発現するマウス腹腔マクロファージを用いることとした。また、予備的検討におい
て、腹膜マクロファージは CpG ODN の添加により IL-6 をほとんど産生しなかったことから、免



疫賦活化の指標として TNF-を選択した。NH2-G5-CpG は G5-CpG よりもわずかに高い TNF-産生
を誘導し、Man-G5-CpG はわずかに低い TNF-産生を誘導した。一方、G5-CpG-Man は他の群と比
較して有意に高い TNF-産生を誘導した。これらの結果は、GQ 構造を持つ CpG ODN への Man 修
飾の位置が、CpG ODN の免疫賦活化の増強に重要であることを示唆するものである。 
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