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成果の概要 / 河本 佑介 

 

 近年核酸医薬品が高選択性を有する新しい中分子医薬品として注目を集めつつある。核

酸医薬品には遺伝子発現を制御するアンチセンス核酸 (ASO)、siRNA、免疫細胞に発現す

る Toll-like receptor 9 (TLR9)に結合して免疫応答を誘導する非メチル化 CpG DNAなどがあ

る。しかし臨床応用に向けて広く用いられてきた、リン酸結合の phosphorthioate化及びカ

チオン性分子との複合体形成による細胞取り込みの促進と核酸分子安定化の技術には、細

胞内の非特異的相互作用の増大による細胞毒性と副作用の問題が指摘されている。一方

で、天然型 DNA分子の二重鎖形成を利用して構築する核酸ナノ構造体に核酸医薬を導入

することで、核酸医薬のヌクレアーゼ耐性と細胞取り込みが向上することが分かってき

た。申請者の所属研究室ではこれまで、非メチル化 CpG 配列を含みドラッグキャリアと

して機能する、核酸ナノ構造体の開発を行ってきた 1。しかし治療効果を示す前に、血液

中の陽イオン濃度、pH、体温等に依存して核酸ナノ構造体が崩れる可能性がある 2。また

核酸ナノ構造体のヌクレアーゼ耐性は構造依存的なため in vivo での応用が限られてい

る。さらに核酸ナノ構造体の構築には数十種類ものオリゴヌクレオチドを用いた複雑な設

計が必要なこともあり、形成効率やコストも実用化に向けて解決すべき課題である。必要

な核酸分子の数を少なくすることで構造を単純化し、かつ安定性、安全性ともに高い、核

酸医薬の開発が求められている。 

 そこで申請者は、天然型の核酸をベースに複数の核酸分子を共有結合により一分子にし

た、デンドリマー型核酸に注目した。これは核酸ナノ構造体と同様に、複数種の機能性配

列を同時に導入でき、多機能化、多価化による治療効果の向上を期待できる。また共有結

合により複数の DNA 鎖を連結しているため、DNA ナノ構造体よりも必要な核酸分子の種

類と量を減らせ、さらに導入した DNA 鎖が解離せずその機能を発揮できる。本研究で申

請者は、デンドリマー型核酸の医薬品としての応用に向けて、非メチル化 CpG配列を導

入したデンドリマー型核酸を合成し、その免疫刺激能などの評価を行った。 

 まず申請者はデンドリマー構造を与えるホスホロアミダイト Aを使用して、非メチル

化 CpGを含む配列を３本、９本、２７本ずつ含むデンドリマー型 DNA(それぞれ 3-

branch, 9-branch, 27-branch)を合成した。それぞれのデンドリマー型 DNAに加えて比較

対象として非メチル化 CpGを１か所有する通常の DNAを、系中の CpG濃度が等しくな

るようマウスマクロファージ細胞に処理し、８時間経過後に培地を回収して ELISA法に

より炎症性サイトカイン産生量を調べた。その結果、全てのデンドリマー型 DNAが通常

の DNAより炎症性サイトカインの産生を促した。そして 9-branchが最も高いサイトカイ

ン産生を示した。27-branchが 9-branchよりサイトカイン産生が少なかったのは、自身の

混み合った構造により TLR9の結合が妨げられたからだと考えられる。 

 次に申請者は血清中のヌクレアーゼ耐性に対する耐性を調べるため、通常の DNAと 3-

branch、9-branchを FBSで処理してその分解の時間経過を調べた。その結果、3-branch



と 9-branchは通常の DNAより高い分解耐性を示した。これはデンドリマーの枝分かれ構

造による立体障害により、血清中のヌクレアーゼによる分解が妨げられたからだと考えら

れる。 

 以上、申請者はデンドリマー型 DNAが免疫刺激性核酸医薬として有用性であることを

示した。現在、それぞれの構造で細胞取り込みの差に違いが見られるか FACSで調べるた

め、蛍光基で標識した DNAの合成を進めている。また in vivoでの応用に向けヌクレアー

ゼ耐性を高めるため、化学修飾を加えた DNAの合成も計画している。 
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