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免疫刺激性オリゴヌクレオチドの２次構造特性

下 里 剛 士

信州大学ファイバーナノテク国際若手研究者育成拠点

要 約 免疫刺激性オリゴヌクレオチド（ISS-ODN）の構造と免疫刺激活性に関する研究は，主にCpG

周辺領域を含めた１次構造からのアプローチがほとんどである。そこで，著者らはCpG配列を含まない

免疫刺激性配列，ATモチーフを用いて免疫刺激活性と構造相関の詳細を検討した。まず Lactobacillus
 

gasseri  OLL2716株のゲノム情報よりATコア配列を網羅的に検索したところ，強い免疫刺激性AT-

ODN（LGAT-243）を見出した。そこで280種のAT-ODNを用いた２次構造解析によるアプローチを行

ったところ，免疫刺激活性にはループ構造が必要であり，とくに６塩基ループが高い免疫刺激活性をもつ

ことがわかった。さらに，CpG2006（ヒト型モチーフを含み強い免疫刺激性を有するODN）とLGAT-

243の塩基置換型ODNの免疫刺激活性をヒト末梢血単核球からの IL-12p70産生能を指標として検討した

結果，ループからステム内に5’-TTTT-3’構造をもち，ステムの部分に5’-CG-3’構造がある場合，より強

い免疫刺激活性を示すことがわかった。これまでCpGの両サイドの塩基配列を基準とする１次構造より

考えられてきた免疫刺激性の構造相関に関する知見とは別に，本研究成果は，２次構造からのアプローチ

により，CpGおよび非CpG ODNの免疫刺激性における構造特性について新たな理論の展開に繫がるも

のである。

キーワード：ISS-ODN，CpG-ODN，AT-ODN，ループ構造

１．は じ め に

Mashiba et al.（1988）によって Mycobacterium
 

bovis BCG由来のDNAが抗腫瘍活性を示すという

発見 に始まり，1995年の細菌由来CpG DNAモチ

ーフがＢリンパ球を刺激するというKriegらの報

告 を機に，微生物由来のDNA配列の免疫刺激活

性に対する関心が急激に高まった。さらに，2000年

になってCpG DNAの受容体分子としてToll-like
 

receptor(TLR)９が同定されたことで ，免疫系に

おけるCpG DNAの作用について理解が進んでき

ている。現在，感染症，ガン，アレルギー，炎症性

疾患の予防および治療などを目的とし，免疫刺激性

オリゴヌクレオチド（ISS-ODN）をアジュバント

分子とするワクチンの開発が期待されている 。

４種の塩基による様々な配列を有する合成ODN

の免疫効果について，ヒト末梢血単核球やマウス脾

臓細胞を用いた実験系で評価されている。とくにヒ

トやマウスに対して免疫刺激活性の極めて強い配列

が同定されているが，ヒト，アカゲザル，チンパン

ジーおよびオランウータンなどの霊長類に強い免疫

刺激活性を有するCpG ODNが，マウスなどの齧

歯類に対しては刺激性の低いことも明らかとなっ

た 。一般に，ほ乳類における生体防御機構は，ま

ず侵入した病原体の認識に始まるが，その侵入を察

知するのがTLRであり，現在までに，遺伝子レベ

ルでは14種類，タンパク質レベルでは11種類が確認

されている 。これら一連のTLRファミリーは，

それぞれ細菌に特異的な分子パターン（pathogen
 

associated molecular patterns；PAMPs）を有す

る「細菌性モデュリン」を認識し，サイトカインを

介して免疫応答を制御すると考えられている（図

１）。

これまで著者らは，有用微生物の有するゲノム

DNAに注目し，DNA/TLR9pathwayを介する免

疫刺激活性配列の検索を行ってきており，様々な

ISS-ODN配列の発見に至っている 。そこで本総

説では，CpGモチーフを含まない非CpGタイプの

ATモチーフを用いた２次構造特性解析の結果より

得られた，免疫刺激活性を誘導するODN構造に関

する新知見について紹介する。

２．新規免疫刺激性ATモチーフの発見

Kitazawa et al.（2001）は Lactobacillus (L.)
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acidophilusグループ乳酸菌の示すリンパ球幼若化

活性が染色体ゲノムDNAにより発揮されることを

明らかにしている 。とくに，L. bulgaricus
 

NIAIB6由来の“OLLB7”，Bifidobacterium lon-

gum由来のBLO7，L. rhamnosus GG由来の

“ID35” ，L. gasseri  JCM1131T 由来の“AT5

ACL”，L.gasseri OLL2716由来の“LGAT243” ，

Streptococcus thermophilus由来の“MsST” など

多くの有用微生物の染色体ゲノム中に，Th-1系免

疫応答を誘導する活性配列を見出した（表１）。な

かでも，Kitazawa et al.（2003）は，L. gasseri由

来のAT5ACLおよびLGAT243はCpGモチーフ

を含まず，アデニン（A）とチミン（T）に富むこ

とからATモチーフと命名した。またTLR9の強

制発現細胞株（トランスフェクタント）を用いた研

究から，AT-ODNがTLR9を介して免疫活性を誘

導し，強いTh-1免疫誘導能を有することが明らか

となった 。リンパ球の一種であるTh-1型T細胞

は，TLR9を強く発現する樹状細胞やマクロファー

ジなどの自然免疫系の細胞集団の刺激により，主と

して細胞性免疫に重要な役割を果たしている。著者

らは，これまでに腸管免疫組織およびパイエル板上

皮のＭ細胞でTLR9の強い発現を発見しており ，

Kitazawa et al.（2008）はAT-ODNの免疫効果は，

腸管リンパ組織で発揮されている可能性が高いと考

えている 。

３．ATモチーフの構造特性

これまでの免疫刺激性ODNの構造と活性相関に

関する研究は，CpG周辺領域を含めた１次構造か

らのアプローチがほとんどであった 。そこで，

ATコア配列を含むAT-ODNを網羅的に検索し，

免疫刺激活性と構造相関の詳細を検討するため，明

治乳業株式会社との共同で，L. gasseri OLL2716株

（ピロリ菌に有効な機能性発酵乳で有名になった

LG21）のゲノム情報より検索したところ，強い免

疫刺激性AT-ODN（LGAT243）を見出した 。

L. gasseri OLL2716株のゲノム情報より見出された

280種のATモチーフ含有配列を用いた２次構造解

析から，免疫刺激活性にはループ構造が必要であり，

とくに６塩基ループが高い活性をもつことがわかっ
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図１ TLRファミリーと対応する細菌性モデュリン（リガンド）およびシグナル伝達経路

細胞は樹状細胞やマクロファージなどの抗原提示細胞を示し，細胞内のシグナル伝達経路に

ついてはTLR9のリガンド（CpG-ODN，AT-ODN）の場合のみを示した。AT-ODNは筆

者らが見出した新規なリガンドである。

表１ 有用微生物由来免疫刺激性オリゴヌクレオチド配列

Lactobacillus bulgaricus NIAIB6  OLLB7:CGGCACGCTCACGATTCTTG
 

Lactobacillus rhamnosus GG  ID35:ACTTTCGTTTTCTGCGTCAA
 

Bifidobacterium longum BB536  BL7:GCGTCGGTTTCGGTGCTCAC
 

Lactobacillus gasseri JCM1131T  AT5ACL:TATAATTTTTACCAACTAGC
 

Lactobacillus gasseri OLL2716  LGAT243:TTAACAATTTTTACCCAAGA
 

Streptococcus thermophilus ATCC19258  MsST :CAGGACGTTGTATCACTGAA
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た。さらに，CpG2006（ヒト型モチーフを含み強い

免疫刺激性を有するODN）とLGAT243の塩基置

換型ODNの免疫刺激活性をヒト末梢血単核球から

の IL-12p70産生能を指標として検討した結果，ル

ープからステム内に5’-TTTT-3’構造をもち，ステ

ムの部分に5’-C…G-3’構造がある場合，より強い免

疫刺激活性を示すことが明らかとなった。その場合，

AT-ODNの免疫刺激活性はCpG2006と同程度かそ

れ以上であり，CpG2006については，ループ内に5’

-C…G-3’構造をデザインすることにより，プロト

タイプよりさらに強力なODNを見出すことに繫が

っている （図２）。著者らが見出したこれらの

AT-ODNは，最近になってマラリアゲノム中にも

多数見出され，医学分野においても重要視されてい

る 。また，２次構造に基づく免疫刺激活性相関か

ら，非常に安定な構造を有し，マクロファージを強

く活性化するY-shape ODNが報告されている 。

著者らの研究成果は，これまでCpGの両サイドの

塩基配列を基準とする１次構造より考えられてきた

免疫刺激性の構造相関に関する知見に加えて，２次

構造からのアプローチの重要性を提案するものであ

る。今後，CpGおよび非CpG DNAの免疫刺激性

における構造特性について，新たな理論の展開に繫

がるものと期待している。

４．お わ り に

近年，プロバイオティクスによる抗感染症，抗ア

レルギーおよび抗炎症作用に関する研究が進展し，

医学と食品科学の境界領域研究の発展が注目されて

いる。国内では，アレルギー予防効果を狙った新商

品が誕生するなど，プロバイオティクスの免疫機能

性に関する興味や関心は確実に消費者の間に浸透し

てきている。最近では，プロバイオティクス由来の

DNAが潰瘍性大腸炎を改善したとする興味深い知

見が得られ ，プロバイオティクス由来の免疫

刺激性DNAがTLR9を介して様々な疾病の予防や

改善に寄与する可能性があり，新たな利用性の開拓

が期待されている。

本総説で示した知見は，今後，腸管における

TLR9を介するシグナル伝達経路について，その認

識メカニズムを分子レベルで明らかするための糸口

となり，自然免疫という基本的な免疫システムがよ

り発展的に解明されるための原動力になると確信す

る。さらに，免疫賦活化作用に関わる乳酸菌DNA

配列を同定し，サイトカイン誘導による腸管免疫ネ

ットワーク調節作用として発展的に把握することで，

アレルギーや感染症予防に寄与する生体防御食品の

創製に向けた基礎的研究として大いに期待できる。

今後，免疫刺激性DNAモチーフのように新たな免

疫活性因子の特定とその受容体を介する活性発現メ

カニズムの解明を通して，自然免疫から獲得免疫の

基本的な免疫システムを食品免疫学の観点から応用

することで，感染症，アレルギーや炎症性疾患など

の予防や改善に寄与する新たな「イムノバイオティ

ック食品」の創製が実現するものと信じている。
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図２ 免疫刺激性ODNの２次構造と免疫刺激

活性の相関

Ａ：CpG2006およびLGAT-243のプロトタイプと

塩基置換型の２次構造

Ｂ：各種ODN存在下でのヒト末梢血単核球による

IL-12p70生産性（サイトカイン量はELISA法

により測定）
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Immunostimulatory Oligodeoxynucleotide Requires a Specific Secondary Structure

 

Takeshi SHIMOSATO
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Summary
 

The molecular mechanism by which immunostimulatory sequences of oligodeoxynucleotides (ISS-

ODNs)activate immune cells remains unclear.There is also no information on the relationship between
 

the secondary structure and immunostimulation of ISS-ODNs.Therefore I focused on the role of the
 

secondary structure,particularly the number of bases and the presence of consecutive T’s(5’-TTTT-3’)

in the loop on immunostimulatory activity.I finally found that a six-base loop is optimal for immunos-

timulatory activity and the strong immunostimulatory ODNs require a 5’-C...G-3’self-stabilized stem
 

structure.These structures may be important for the induction of the strong immunostimulation not only
 

in non-CpG ODNs but also in CpG ODNs.These structures may be needed for the induction of a Th-1-

type response via TLR9 by non-CpG ODNs. Although further study on the relationship between the
 

immunostimulatory ODNs and the ODN binding pocket of TLR9 is needed to elucidate the molecular
 

mechanism of ODN recognition,the current study emphasized an important role of immunostimulation by
 

ODNs.

Key word:ISS-ODN，CpG-ODN，AT-ODN，loop structure
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