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研究成果の概要（和文）：本申請研究では，DNAオリガミの技術を利用し，ウイルス由来の単鎖DNA配列に免疫アジュバ
ントとして最適な二次元構造を付与することを目的とする．ウイルス由来DNA配列中には，Toll様受容体に認識されるC
pGモチーフが高頻度に認められる．しかしながら，DNA鎖は生理的条件下では，主としてスーパーコイル状に折り畳ま
れており，外界に露出する配列は全長に比して極めて少ない．そこで，DNAオリガミ技術を利用して，多数のCpGモチー
フを外界に露出させたDNAの二次元構造体を作製した．そして，細胞実験および小動物を用いた免疫実験から，免疫ア
ジュバントとして最適なCpGモチーフの二次元構造を決定した．

研究成果の概要（英文）：Recently, pathogenic microorganisms acquired drug-resistance, and they are spreadi
ng throughout the world. Antibiotics were presented as "magic bullets" against infectious diseases in the 
20th century, however, the heavy usage of antibiotics has led to the appearance of drug-resistant microorg
anisms. Thus, it has become difficult to treat most infantile diarrhea with basic antibiotics in the devel
oping countries. Now, it is important to develop and improve the enteric and general immune activators on 
the basis of fundamental investigations. In this proposal, we focus on a CpG motif among the DNA sequence.
 The CpG motif is observed at high frequency in the genomes of pathogenic microorganisms. It works as an i
mmune activator to boost production of antigen-specific immune responses. In this study, we constructed "D
NA origami" immune activators being fixed the GpG motifs to the outside using M13 DNA, aiming to obtain th
e immunopotentiating effect.
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１．研究開始当初の背景 

ヒトには微生物感染から普遍的に身体を防御

する自然免疫系が備わっている．代表的な自

然免疫分子として，微生物を構造パターンから

認識する Toll 様受容体（TLR）が知られている．

その中の TLR9 は，感染ウイルスなどの DNA

パターンを認識する．TLR9 は，全生物種に固

有の構成物質である DNA から，微生物 DNA 

を鑑別するために「CpG モチーフ」を認識する．

CpG モチーフは，TLR9 に先立ち同定され，動

物に接種することで免疫機能を賦活化するこ

とが報告されている．申請者らも，M13 系プラ

スミド DNA の接種で細胞性免疫と抗体産生が

増強することを示している（Kawabata, Terao, 

et al, Infect Immun, 1999）．しかしながら，M13

系プラスミド DNA を動物に接種しても，免疫

増強（＝アジュバント）効果は安定しにくい．そ

の原因として，プラスミド DNA が①スーパーコ

イル状，②コイルの解けたリング状，③一部に

切断が生じた直鎖状の３形態を呈するため、

外界に露出する CpG モチーフが DNA の取扱

いによって変化するのではないかと考えた． 

 そこで，近年報告された DNA に任意の二次

元構造を安定的に付与できる「DNA オリガミ」

の技法を用いて，CpG モチーフを外界に多数

露出させた DNA 構造体を作製する着想を得

た． 

 

２．研究の目的 

本研究は，二ヶ年の研究期間で申請し，製品

化されたウイルス由来の単鎖 DNA である

M13mp18をDNAオリガミ技術で加工し，シート

状などの二次元構造体とする．その際には，

配列中のアジュバント領域である CpG モチー

フを外界に露出させ，新規の DNA アジュバン

ト と し て 設 計 す る ． そ し て ， 構 築 し た

M13mp18DNA オリガミを細胞株やマウスに接

種し，サイトカイン誘導能や抗体産生の増強効

果の高い二次元構造体を選出する．中長期的

には，市販のワクチンと組み合わせ投与した際

のモデル動物における感染防御効果も検索

する． 

 

３．研究の方法 

二ヶ年計画の研究初年度は，ウイルス由来

M13mp18 一本鎖 DNA 分子を任意の二次元形

状に折り畳み，アジュバント効果を有する DNA

オリガミを作製する．すなわち，16 塩基の一本鎖

合成 DNA を「留め金鎖」として設計する．そして，

鋳型鎖の M13mp18 一本鎖 DNA の間を「留め

金鎖」でホッチキスのようにとめ固定することで形

態を保持させる．その際には，M13mp18 DNA 上

の CpG モチーフを外界に露出させるように設計

し，高いアジュバント効果が発揮できるように期

す．計画二年目は，複数デザインした DNA オリ

ガミを細胞およびマウス免疫実験に供し，高い

免疫誘導能を有する DNA オリガミのデザインを

決定する．最終的には，微生物の感染実験を行

い，アジュバント効果を有する DNA オリガミの感

染防御効果を評価する． 

 

４．研究成果 

【平成 24 年度】 

(1) アジュバント効果を有する DNA オリガミの鋳

型を作製した．簡便に入手できる唯一の一

本鎖 DNA である M13mp18 を購入し，内在

する１カ所のヘアピンループ（20 nt）を含む

73 nt の領域を BsrBI で消化した．この操作

で得られた7,176 ntのDNAを鋳型鎖にする

ことで，鋳型 DNA の内部構造に左右されな

い DNA オリガミのデザインが可能とした． 

(2) DNA オリガミを任意の形態で安定的に保持

する「留め金鎖」を設計した．二本鎖 DNA 

は，理論上，会合した時には 16 塩基で 1.5

回転，32 塩基で 3 回転となる．そこで，平面

構造を保持するために，16 もしくは 32 塩基

のオリゴヌクレオチドを鋳型と相補的にデザ

インした．約 7,000 nt の鋳型 DNA に対し，

約 200 本の短鎖オリゴヌクレオチドの「留め

金鎖」で安定することが，予備的演算から推



察された． 

(3) 両者を混合し，95 度に加熱後，20 度ま

で 2 時間〜24 時間かけて緩やかに冷却

した．得られた反応 DNA 鎖を原子間力

顕微鏡で観察した．そして，至適の混合

比と冷却時間を決定した． 

(4) 数度の再設計の後に，DNA オリガミ体

が得られたので，単球細胞および好中

球，マクロファージ由来細胞株に添加し

た．37℃で培養した後に，産生される各

種サイトカインを ELISA キットにて定量し

た．複数デザインした DNA オリガミ体か

ら，免疫誘導能の高い構造体グループ

を選別した． 

 

【平成 25 年度】 

(1) 前年度に選出した DNA オリガミ体を市

販の 23 価肺炎球菌ワクチン（ニューモ

バックス）と混合した．各種の混合比で

調整した「ワクチン＝DNA オリガミ液」を

準備し，マウス後脚に接種する．隔週ご

とに採血を行い，肺炎球菌に対する抗

体価の上昇を ELISA 法で測定した． 

(2) 抗肺炎球菌の抗体価が上昇した血清を

肺胞上皮細胞株の培養上清に添加し，

肺炎球菌の上皮細胞侵入に対する阻

害能を検索した．また，同抗血清を用い

て，23 価の肺炎球菌に対する抗体価の

上昇パターンを Western blot 法で解析

した． 

(3) 免疫増強を確認できる DNA オリガミが

決定できたので，致死量の肺炎球菌を

マウス口腔から感染させた．そして，経

日的にマウスの生存数を記録し，感染

防御効果を算出した．そして，免疫効果

を増強する DNA オリガミ体を同定した．

そして，得られた結果は，研究代表者自

身が学会および学術誌で専門家を対象

に報告した．そして，申請者が作成する

研究室のホームページから，リアルタイ

ム で 広 く 国 民 に 発 信 し た

（ http://www.dent.niigata-u.ac.jp/micro

bio/microbio.html）． 
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