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研究成果の概要（和文）：オリゴDNA（ODN・短いDNA断片）は、感染症の予防や抗アレルギー作用など優れた免疫機能
が期待される機能性分子素材として知られている。これまでに様々な動物試験が行われ、その投与方法としては、①腹
腔内投与（i.p.）、②鼻腔に滴下などの手法が一般的で、③尾静脈からの投与（i.v.）例もある。しかしながら、薬剤
や食品素材の動物試験において通例となっている、経口投与による報告例はほとんど無く、経口投与による価値を見出
すまでには至っていない。本研究において、我々は、ODNのシンプルかつ、低コストな経口投与システムの構築を進め
、「DNAナノカプセル（DNanocap）」の開発に成功した。

研究成果の概要（英文）：Chemosynthetic immuno-functional oligodeoxynucleotides (ODNs) are also useful as 
adjuvants for vaccines against infectious agents, cancer, allergies, and inflammatory disorders. For 
medical purposes, ODNs have been administered in a variety of ways, including via intraperitoneal (i.p.), 
intravenous (i.v.), and subcutaneous (s.c.) routes. There are few reports of oral (i.e., intragastric 
[i.g.]) administration of ODNs as a drug or food material. Here, we successfully developed a simple and 
low-cost oral oligodeoxynucleotide (ODN) delivery system, named DNA nanocapsules (DNanocaps).

研究分野： 動物生命科学
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  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 近年、乳酸菌やビフィズス菌など有用微生

物由来のゲノムDNA配列に基づき化学合成さ

れた、CpGオリゴDNA（CpG-ODN）は抗アレルギ

ー、抗腫瘍や抗炎症性作用といった様々な機

能性に関する研究が展開されてきた。シトシ

ン（C）とグアニン（G）から成るCpGモチーフ

を含むCpG-ODNは、パターン認識受容体の一つ

であるToll like receptor 9（TLR9）のリガ

ンドとして広く知られている。免疫活性を持

ったCpG-ODNにはその配列、構造、免疫活性の

違いから、4つのクラスに分けられる。いずれ

のクラスのCpG-ODNもそれぞれの免疫細胞に

存在するTLR9によって認識されると、B細胞の

増殖、T細胞、NK細胞、単球、マクロファージ、

DCを含む様々な免疫細胞の成熟・分化を誘導

する。結果として、Th1細胞によるIFNγ産生

といった強力なTh1型の免疫反応が惹起され

る。 

 実際にワクチンアジュバントとして用いら

れるCpG-ODNは、抗腫瘍薬として様々な臨床治

験が行われており、その有効性が証明されつ

つある。ODNのマウスにおける一般的な投与方

法としては、腹腔内投与（i.p.）、鼻腔に滴

下、尾静脈からの静注投与（i.v.）などがあ

る。またCpG-ODNの投与量としては、100μg

以上/マウス 1 匹といった報告が多い。残念

ながら、CpG-ODNの経口投与により、腸管粘膜

免疫を介する機能性に関する知見はほとんど

ない。すなわち、CpG-ODNは優れた免疫機能を

有しながら、経口的に摂取すると、胃酸や消

化酵素の影響により分解されてしまうという

弱点があり、これまで経口投与による試験は

ほとんど行われてこなかった。そこで本研究

では、“食べる”機能性ODNの実現に向けて「経

口摂取により免疫機能性を発揮するDNA素材

を提案したい」というアイディアに基づき、

酸耐性を有する「DNAナノカプセル」の開発に

着手した。とくにODNの経口投与において大き

な障害となっている「胃酸の問題」をクリア

ーするため、カルシウム性ナノ粒子を用いた

ODNのカプセル化というアイディアの着想に

至った。 

 
２．研究の目的 

 ODN、siRNA、プラスミドDNAなど、核酸成分

の細胞へのトランスフェクションには、カチ

オン性リポソームなどの脂質分子が利用され

ている。しかしながら、脂質性のトランスフ

ェクション試薬は非常に高価であることから、

近年では、代替手法としてポリケタル粒子、

金ナノ粒子、カーボンナノチューブや四塩化

ケイ素ナノ粒子と核酸成分との結合・包接技

術が開発され、哺乳類細胞への新たな遺伝子

導入技術として開発が進められている。とく

に（1）DNA分解酵素による消化からODNを保護

する（2）ODNの生体内における滞留時間を延

ばす（3）ODNのエンドサイトーシスによる取

り込み効率を向上させる（4）標的細胞にODN

を安定的に届ける（5）長い時間をかけてODN

をゆっくりと運搬体の外へと放出する（6）ODN

量を抑えることによる低コスト化など、ODN

の優れた運搬媒体（キャリアー）が検討され

ている。本研究ではODNの経口投与を目指すこ

とから、胃酸を想定した人工胃液耐性試験を

評価項目に加えた。さらに本研究では、消化

器系における免疫組織の代表であるパイエル

板をターゲットとし、腸管粘膜における機能

性ODNの経口デリバリーシステムの確立と標

的細胞の同定を目的とした。またアレルゲン

感作マウスに経口投与を実施し、腸管粘膜を

介する全身免疫応答効果について解析するこ

とを目的とした。 

 

３．研究の方法 

 Chowndhuryらの開発した炭酸アパタイト粒

子を用いた細胞への遺伝子導入手法（Biochem 

Biophys Res Commun.,409,745-747,2011）を、

in vivoスケールに改良した手法の開発を行

った。本手法は、負の電荷を帯びたODNを、正

の電荷を帯びたカルシウムイオンに吸着させ、



ナノサイズにまで成長させるものである。さ

らにDNAナノカプセルとカプセル化していな

いODNを、DNA分解酵素（DNase I）、強酸（pH 2.0）

および人工胃液（pH 1.71）、強アルカリ（pH 

12.0）、超音波（55W, 60min）、高温・高圧（121℃, 

15min）条件下で処理した。カプセルは主にカ

ルシウムからなることから、カルシウムイオ

ンのキレート剤としてEDTAを50mM添加するこ

とで崩壊させ、ODNを溶出させた。また、一本

鎖DNAであるODNの染色は、SYBR Goldを用いて

染色し、300nmのUVトランスイルミネーターを

用いて検出することで、カプセル内のODNの安

定性を評価した。さらにDNAナノカプセルを用

いてマウス脾臓細胞を刺激し、IL-6 mRNAの発

現量についてリアルタイムPCR法により定量

解析した。 

 in vivo実験では、4週齢BALB/cマウスに無

蛍光飼料（iVid#2）を4週間自由摂取させ、試

験前日より24時間絶食させた。その後、PBS、

6FAM蛍光ラベルした6FAM-ODN（10 μg/匹）お

よび6FAM-ODNナノカプセル（1 mg/匹、ODN換

算量：10 μg）を経口ゾンデ法により投与し

た。投与4時間後、マウスを安楽死させ、十二

指腸直下の空腸よりパイエル板を摘出した。

凍結包埋法によりパイエル板組織切片を作成

し、核をDAPIにより染色した後、共焦点レー

ザー顕微鏡により6FAM-ODNを追跡した。次に、

6週齢BALB/cマウスにCpG-ODNナノカプセル（5 

mg/Day/匹、ODNナノカプセル5mg中のODN量：

50 μg）を3日間連続的に経口投与した。最終

投与から一晩絶食させた後、空腸パイエル板

を摘出し、IFN-γ mRNA発現量をリアルタイム

PCR法により測定した。マウス脾臓細胞および

腹腔マクロファージ細胞を調製し、フローサ

イトメトリー法によりODNナノカプセルの取

り込み量を解析し、IL-6 mRNA発現量をリアル

タイムPCR法により測定した。さらに、アレル

ゲン感作マウスに各種ODNナノカプセル（1 

mg/Day, ODNナノカプセル1 mg中のODN量：10 

μg）を週5回、計4週間経口投与した。投与終

了後、マウスを安楽死させ、脾臓重量の測定、

脾臓組織におけるIL-33 mRNA発現量をリアル

タイムPCR法により測定した。また、脾臓細胞

におけるIL-33+細胞の割合について、フロー

サイトメトリー法により解析した。 

 

４．研究成果 

 DNAナノカプセルの粒子サイズは走査型電

子顕微鏡による解析で50-200nmであることが

示された。 

 
 

さらに、DNAナノカプセルは、人工胃液、DNA

分解酵素に対して、優れたDNA保護作用を示し、

オートクレーブ処理にも耐えることが明らか

となった。とくに、胃酸を想定した強酸によ

る耐性試験では、人工胃液（pH 1.71）で37℃, 

16時間処理した結果、完全に分解が進んだ

Naked ODN（カプセル化していないフリーの

ODN）と比較して、DNAナノカプセルではODN

の存在を示すシグナルが検出された。このこ

とは、DNAナノカプセルは胃酸による消化に耐

え、十二指腸、小腸へとデリバリーされる可

能性が高まったことを示している。しかし、

カプセル化によりODNの免疫機能性が失われ

ていないかどうか確認する必要が生じた。そ

こで、マウスから脾臓細胞を調製し、CpG-ODN

としてMsST, MsSTナノカプセル、コントロー

ルとして免疫機能性を有さないODN1612, ODN1612

ナノカプセルを用いて6時間培養後、リアルタ

イムPCR法を用いて炎症性サイトカインであ

るIL-6のmRNAレベルを測定した。その結果、

ODN1612と比較して、Naked MsST、MsSTナノカ

プセルともにIL-6の発現増加が見られた。こ

のことは、ODNが完全にカルシウム粒子によっ



て覆われていないことを示唆している。すな

わち、DNAナノカプセルは、細胞培養液中にお

いて、粒子表面に存在するODNが、免疫細胞を

直接刺激したとものと考察された。 

 DNAナノカプセルが細胞培養系における試

験において、免疫機能性を有していたことか

ら、経口投与による免疫活性に興味が持たれ

た。とくにDNAナノカプセルを経口摂取した場

合における全身系の免疫応答に与える影響に

ついて調査した。我々は、Streptococcus 

thermophilusゲノム配列中より同定した

CpG-ODN（MsSTと命名）が、マウスの脾臓細胞

培養系においてIFNγおよびIL-33を強く誘導

することを発見している。そこで、アレルゲ

ン感作マウスへのMsSTナノカプセルの投与試

験を実施し、パイエル板における局在性、免

疫賦活作用、さらに採取した脾臓および脾臓

細胞を用いて全身免疫への影響を調べた。そ

の結果、MsSTナノカプセルは、胃酸による消

化に耐え、小腸粘膜に到達し、パイエル板に

取り込まれることが明らかとなった。また、

パイエル板におけるIFNγを誘導したことか

ら、免疫機能性を維持していることが示され

た。さらに、4週間にわたる連続投与試験を実

施した結果、脾臓が著しく肥大し、脾臓細胞

におけるIL-33 mRNAおよびIL-33+細胞の割合

の上昇も見られた。すなわち、経口投与した

MsSTナノカプセルは腸管粘膜を介して、全身

免疫系におけるIL-33産生を制御していると

考えられる。以上のことからDNAナノカプセル

は、パイエル板上皮に到達後、すみやかに濾

胞内部に取り込まれ、免疫細胞を刺激・活性

化することで、免疫機能性を発揮することが

証明された。さらにMsSTナノカプセルを用い

た実験で、強力にマクロファージを活性化さ

せることを見出しており、今後は機能性ODN

の標的細胞へのデリバリーとナノ粒子材料の

設計により、腸管マクロファージを標的とす

る高機能、高活性なワクチンアジュバントと

して有用であると考えられる。 

 本研究は、予防医学の時代に先駆け、農学

分野から健康維持・増進のための新規な機能

性素材の開発を目指すものとして位置づけら

れる。本研究で確立されたODNの腸管経口デリ

バリーシステムは、将来、医薬分野のみなら

ず、様々な機能性食品や家畜飼料の開発分野

において有益な技術である。今後は、ODN塩基

配列の検討と、ナノ粒子材料の改良を進める

ことで、高機能ODNカプセルが開発されること

に期待したい。 
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