
01はじめに

細菌やミトコンドリアのゲノムに由来するオリゴDNA
（oligodeoxynucleotide：ODN）は、Toll様受容体（Toll-like	
receptor：TLR）のリガンドとして自然免疫系を調節することが知
られる。しかし、近年一部のゲノム由来ODNが、非免疫細胞の分
化にも影響することが明らかになってきた。筆者は、乳酸菌ゲノ
ムを起源とするODNライブラリから、筋・骨組織の前駆細胞に作
用する配列を同定し、筋萎縮や骨粗鬆症に有効な核酸医薬品の
シーズとして研究を進めている。本稿では、これらODNの背景
や作用機序、そして応用展開について紹介する。

02核酸医薬品とゲノム由来ODN

核酸医薬品は、数十塩基のオリゴ核酸を基本骨格とし、タンパク
質へと翻訳されず、標的に直接作用する薬物である。分子量1万
前後の核酸医薬品は、低分子化合物のように合成可能なことに
加え、抗体医薬品や細胞医薬品と同等以上の特異性や効果を発
揮する、次世代の創薬モダリティである。抗原抗体反応に依拠す
る抗体医薬品とは異なり、核酸医薬品の作用原理は多様で、シー
ド配列のプラットフォームは目的に応じて選択される。
核酸医薬品の中で最も実用化が進んでいるのは、アンチセンス
核酸やsiRNA（small	interfering	RNA）など、標的遺伝子と配列
依存的に結合し、その発現を調節するタイプである。これまでに、
デュシェンヌ型筋ジストロフィーやトランスサイレチン型アミロイ
ドポリニューロパチーを対象とするアンチセンス核酸が米国で
承認されている。核酸標的型の核酸医薬品は、1993年に線虫で
発見され、2001年以降に報告が急増したmiRNA（microRNA）
やRNA干渉が着想の一つにある。これらのシードは標的遺伝子
と相同・相補的な配列であり、その開発の歴史は、多細胞生物で
は線虫で初めて整備されたゲノムデータベースの発展と軌を一

にする。
これとは別に、病原体関連分子パターン（pa thogen -
associated	molecular	patterns：PAMPs）としてオリゴ核酸を
用い、免疫応答を調節する核酸医薬品がある。元来、細菌やウイ
ルスのゲノムには非メチル化CpG配列が偏在しており、宿主の
TLR9はこれを非自己の侵襲と認識して自然免疫系を活性化す
る1)。この性質を利用し、非メチル化CpGモチーフを有するODN
（CpG-ODN）はワクチンアジュバンド（免疫賦活剤）として利用
することができ2)、米国では2017年にB型肝炎ワクチンのアジュ
バンドとして承認されている。他にも、TLR3/7/9がテロメア様の
核酸パターンを感知し、免疫系を制御することが知られる。この
ため、CpG-ODNやテロメアODNのように、TLRリガンドとして
自然免疫系に作用するPAMPs型ODNは、感染症、アレルギー、
自己免疫疾患などに有用な核酸医薬品となり得る。その由来か
ら、PAMPs型ODNのシード配列は、細菌、ウイルス、ミトコンドリ
アなどのゲノム配列から探索される。
また、立体構造依存的に標的分子と結合するアプタマー（核酸
抗体）も、核酸医薬品への展開が期待される。アプタマーは、折
り畳まれて熱力学的に安定な高次構造を形成するオリゴ核酸
で、抗体のように標的と特異的に結合し、多くは阻害剤として働
く。一般的にアプタマーは、細胞膜ないし細胞外タンパク質を
標的に設定し、SELEX（systematic	evolution	of	 ligands	by	
exponential	enrichment）法で作製される3)。これは、ランダム
配列の核酸ライブラリから、標的結合配列の選抜とPCRによる濃
縮を反復してアプタマーを得る、リバーススクリーニングの手法
である。タンパク質である抗体と比べ、核酸アプタマーは免疫原
性が低く、有機合成が可能で保存性にも優れる。しかし、実用化
されたのは2004年に米国で承認された抗VEGFアプタマーの
みで、臨床応用では抗体医薬品に及んでいない。
このように、オリゴ核酸の基礎研究と核酸医薬品の開発は、互
いに関連しながら進展してきた。他方、この枠組みに収まらない、
ユニークな機能を示す配列も報告されている。2002年には、細
菌のmRNAの5’側非翻訳領域がアプタマーとして低分子と結合
し、自身の構造を変化させることで転写や翻訳を制御するリボス
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イッチの概念が提唱された4)。また、CpG-ODNの非免疫的な作
用として、2009年にはCpG-1826がTLR9依存的に破骨細胞の
分化を抑制すること5)、2010年にはCpG-2006がTLR9非依存
的に間葉系幹細胞の骨分化を阻害することが示された6)。2011
年には、ミトコンドリアゲノム由来の非CpG-ODNが骨芽細胞の
分化を促進することが報告された7)。これらの成果は、ゲノム由来
配列がアプタマーとなり得ること、細胞の分化に影響し得ること
を示唆する。筆者は、幹細胞に作用するゲノム由来ODNを探索
することで、ODNによる新しい細胞制御技術を開発できないか
と考えた。加齢や疾患に伴い、成体幹細胞や前駆細胞の機能は
低下し、組織の恒常性維持に支障が生じる。幹細胞の活性化は、
抗加齢や疾患治療にとって重要な課題である。ODNによる細胞
制御が可能になれば、超高齢社会のニーズに応える核酸医薬品
の創出につながると期待される。

03筋形成型ODNの同定

人体最大の組織である骨格筋は、運動に加え、熱生産、エネル
ギー貯蔵、糖代謝でも主要な役割を担う。筋力や筋量の減少は、
運動機能の低下を招くだけでなく、心不全、がん、糖尿病などに
よる死亡の危険因子でもある。骨格筋は、多核の巨大細胞であ
る筋線維が集合した組織である。筋形成の初期には、筋線維と基
底膜の間に存在する筋幹細胞（衛星細胞）が活性化し、筋前駆細胞
（筋芽細胞）となる。筋芽細胞は増殖後、収縮性の筋細胞へと分
化して筋組織を構築する。しかし、加齢や疾患によって筋芽細胞
の分化能は減退し、これが筋萎縮の一因と考えられている。過去
に報告された筋分化促進剤は、特異性の低いヒストン脱アセチ
ル化酵素阻害剤や、血中半減期が1時間未満のトリテルペン酸な
ど、臨床応用にはいくつかの課題があった。そのため、抗体医薬
品と比肩する特異性を達成でき、化学修飾により体内安定性や
細胞毒性を調節できる、核酸ベースの筋萎縮治療薬の需要は大
きい。
筆者らは、ヒト腸内に存在し、乳製品にも用いられる乳酸菌
Lacticaseibacillus	rhamnosus	GGのゲノム配列に由来する
18塩基のODNライブラリから、筋分化を促進する配列を探索
した。筋芽細胞にODNを投与して培養し、骨格筋マーカーであ
るミオシン陽性細胞の割合を指標にスクリーニングした。その結
果、テロメア反復配列（TTA	GGG	TGA	GGG）を有するODN群
（iSN01～iSN07）が筋分化を誘導することがわかり（図1a）、こ
れらを筋形成型ODN（myogenetic	oligodeoxynucleotide：
myoDN）と呼称した8)。このうち、最も活性の高いiSN04（AGA	
TTA	GGG	TGA	GGG	TGA）の作用機序を解析した。
まず、iSN04が核酸を標的とするかを検討した。iSN04は、ヒト、
マウス、ニワトリの筋芽細胞に作用したことから（図1b）8,	9)、アン
チセンス核酸様に働くなら、各動物種の相同遺伝子座にiSN04
類似配列が存在するはずである。しかし、ゲノムデータベースで
はそのような座位を確認できなかった。また、アンチセンス核酸

は直鎖化による活性向上が見込まれるが、一部のmyoDNは熱
変性で失活した。つまり、iSN04は核酸標的型のODNではなく、
構造依存的に機能すると考えられる。
次に、iSN04の免疫原性を検証した。テロメア配列を含むODN
は、TLR3/7/9を介して免疫応答を抑制し得るが10)、iSN04を
投与した筋芽細胞では、TLR下流の遺伝子群の発現に変動は
なかった。また、既知のTLRリガンドODNは筋分化に影響せず、
iSN04の活性も阻害しなかった。iSN04の筋分化促進活性は
TLR非依存的であると結論される。
以上の結果から、iSN04がアプタマーである蓋然性が高まっ
た。単純軌跡和マルチカノニカル分子動力学法（TTP-McMD）に
より、310	Kの水分子中で熱力学的に安定なiSN04の構造を計
算すると、半径約1	nmの球状構造が示された（図1c）。特に、テ
ロメア反復配列後半の3連グアニンは互いに近接し、構造の中心
を占める。実験的にも、このグアニン中核を1塩基ずつ削除する
ごとにiSN04の活性が低下した。ゲノムDNAでは、テロメア様の
配列がグアニン四重鎖と呼ばれる高次構造を形成し、テロメア結
合タンパク質や転写因子複合体と相互作用する11)。iSN04も、テ
ロメア反復配列中のグアニンを介してタンパク質と結合すると
推測された。iSN04で培養細胞の可溶性画分を沈降すると、結合
タンパク質としてヌクレオリンが単離された。ヌクレオリンは真核
生物でユビキタスに発現する多機能タンパク質で、N末端の被リ
ン酸化領域、中央のRNA結合ドメイン、C末端のタンパク質結合
領域からなる。ヌクレオリンは、核、細胞質、細胞膜などに移動・局
在し、遺伝子の転写や翻訳、細胞の増殖や分化、炎症や細胞死な
どに関与するが12)、筋分化での役割は不明であった。
免疫染色の結果、筋芽細胞のヌクレオリンの大部分は核内に

図1 myoDNの同定（文献8を改変）
（a）10 µmol/Lの乳酸菌ゲノム由来ODNを48時間投与したマウス初代培養筋
芽細胞ミオシン重鎖（myosin heavy chain：MHC）陽性率。** p < 0.01。（b）10 
µmol/LのiSN04を48時間投与したヒト初代培養筋芽細胞のMHC免疫染色像。ス
ケールバー：200 µm。（c）TTP-McMDで計算した310 K水分子中のiSN04の最安
定構造（信州大学・梅澤公⼆先⽣）。
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存在し、特に核小体に局在することがわかった。iSN04がヌクレ
オリンと結合するには、細胞膜を通過する必要がある。一般的に
ODNは、キャリアなしで細胞内に移行する（gymnosis）。ODN
は二本鎖DNAより分子量が小さく、RNAより疎水性が高いた
め、比較的効率良くエンドサイトーシスで取り込まれる。エンド
ソームから細胞質に移行したODNの一部は、シャペロンやRNA
結合タンパク質によって、さらに核内に運ばれる13)。蛍光標識し
たiSN04を筋芽細胞に投与すると、2時間以内に細胞内での蓄
積が観察され、iSN04は核内のヌクレオリンとも相互作用し得る
ことが示された。がん細胞のヌクレオリンは、p53	mRNAの5’
側非翻訳領域に結合し、p53タンパク質への翻訳を阻害する。ま
た、筋芽細胞のp53タンパク質は、筋原性転写因子MyoDと協働
して筋分化を誘導する。これらの知見から、iSN04は筋芽細胞の
ヌクレオリンと結合し、p53	mRNAをヌクレオリンから解放して
p53シグナルを活性化すると考えられた。実験的にも、iSN04を
投与した筋芽細胞では、p53	mRNA量とは独立にp53タンパク
質量が増加し、p53下流の遺伝子群の発現が誘導された。
本研究から、乳酸菌のゲノム配列に由来する18塩基のiSN04
は、高次構造を形成して筋芽細胞に取り込まれ、ヌクレオリンと結
合してその機能を阻害し、p53シグナルを増強して筋分化を促

進することがわかった（図2）。iSN04は、ゲノム由来ODNがアプ
タマーとして働き、細胞分化を制御することを示した世界初の例
である8)。

04iSN04の応用展開

筋分化を誘導するiSN04は、加齢に伴う筋力や筋量の減少（サ
ルコペニア）の予防や、各種疾患が合併する筋萎縮の治療に有
用な核酸医薬品シーズとして期待される。1型および2型糖尿病
では、酸化ストレス、慢性炎症、細胞外マトリクスの異常、遺伝子
発現の攪乱などにより筋分化能が低下し、これを一因に骨格筋
が萎縮する。糖尿病患者の筋芽細胞を用いた実験では、iSN04
が糖尿病で増悪する筋分化を回復することが示された（図3a）
14)。また、進行性がん患者の約8割が、筋消耗を主徴とする悪液質
（カヘキシー）を合併する。機序の一端として、がん細胞が分泌
する悪性因子が筋芽細胞の炎症やアポトーシスを誘導し、筋分
化を阻害することが指摘されている。筆者らの実験でも、がん分
泌物を含む培養上清は筋芽細胞の分化を著明に悪化させたが、
iSN04を投与すると、がん細胞培養上清中でも正常な筋分化が

図2 iSN04の作⽤機序
乳酸菌ゲノム配列に由来するiSN04は、テロメア反復配列後半の3連グアニン
を中心に高次構造を形成し、筋芽細胞内のヌクレオリンと結合する。結果、p53 
mRNAがヌクレオリンから解放されてp53シグナル経路が活性化し、筋分化が促
進される。

図3 iSN04による筋分化能の改善（文献14, 15を改変）
（a）健常者と⽐べ、1型および2型糖尿病患者の筋芽細胞ではMHC陽性率が低いが
（上段）、10-30 µmol/LのiSN04を48時間投与すると改善される（下段）。（b）大
腸がん細胞の培養上清で培養したヒト筋芽細胞のMHC陽性率は低いが（上段）、
30 µmol/LのiSN04を投与すると改善される（下段）。スケールバー：200 µm。
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観察される（図3b）15)。これら糖尿病・がんモデルでは、筋芽細胞
は慢性的な炎症状態にあるが、iSN04は抗炎症作用を示すこと
もわかってきた。iSN04の標的であるヌクレオリンは、GSK-3βの
リン酸化を介してβカテニンの分解を制御する16)。iSN04がヌク
レオリンを阻害すると、炎症刺激によるβカテニンの細胞内蓄積
が減少し、βカテニンと複合体を形成する転写因子NF-κBの核内
移行が制限され、炎症応答が低減する17)。糖尿病やがんを含め、
筋萎縮を合併する疾患の多くが慢性炎症を伴うことから、筋分化
促進と抗炎症というiSN04の二重作用は、臨床的にも有用性が
高い。
ヌクレオリンは全細胞に発現するタンパク質であり、iSN04は
様々な細胞で効果を発揮する。筋細胞が腫瘍化した横紋筋肉腫
は、筋分化能が潜在化した細胞だが、iSN04で分化誘導すること
で増殖を抑制できる。筆者らの実験では、iSN04が、3次元培養し
た横紋筋肉腫細胞の腫瘍塊形成を阻害した（図4）18)。元来、ヌク
レオリンはがん治療の標的として知られ、iSN04にも抗腫瘍作用
が想定されたが、特に、筋分化誘導が可能な横紋筋肉腫には著
効が期待される。

また、ヌクレオリンは骨格筋と近縁の心筋や血管平滑筋、さらに
脂肪の分化にも関与しており、iSN04によって、これらの細胞の
分化や炎症が制御可能になりつつある（特許出願中）。心臓、血
管、脂肪はメタボリックシンドロームを基盤とする循環器疾患の
治療対象であり、核酸医薬品シーズとしてのiSN04の適用拡大
が期待される。現在、iSN04の臨床応用を目指して動物試験を進
めている。
同時に、多様な細胞に作用するiSN04を、標的細胞へ選択的
に到達させるドラッグデリバリーシステムも必要である。18塩基
（分子量5,957）のiSN04は、既知のアプタマー（平均長51塩
基）より短く、化学修飾や脂質ナノ粒子による製剤化に有利であ
る。この観点から、iSN04の構造データを元に設計した、iSN04
と同等の活性を有する12塩基（分子量3,958）のODNも開発し
ている（特許出願中）。配列の短縮は、合成コストの低減、分子の
安定化、吸収率の向上とも関連し、核酸医薬品としての実用性に
とって重要である。

05骨形成型ODNの同定

iSN04が提示する、ゲノム由来ODNによる細胞制御技術
は、核酸医薬品の創薬モダリティとなるだろうか。先行研究で
は、ヒトミトコンドリア配列に由来する27塩基のMT01（[ACC	
CCC	TCT]3）が、骨芽細胞や間葉系幹細胞の骨分化を促進し、
ラット歯周病モデルにおける歯槽骨量の減少を改善している
7,	19)。MT01はERK/MAPK経路を活性化し、骨形成に必須の
転写因子Runx2のリン酸化を亢進するが、直接の標的は不明
である。筆者らも、iSN04を同定した乳酸菌ODNライブラリ
を再利用し、MT01のように骨分化を誘導する骨形成型ODN
（osteogenetic	oligodeoxynucleotide：osteoDN）の探
索を試みた。骨芽細胞にODNを投与して培養し、骨形成マー
カーであるアルカリフォスファターゼの活性を指標にスクリーニ
ングした結果、CpGモチーフを含むiSN40（GGA	ACG	ATC	
CTC	AAG	CTT）が骨分化を促進することがわかった（図5a）20)。
iSN40を長期投与した骨芽細胞は、細胞外基質が石灰化した骨
細胞へと成熟する（図5b）。

CpG配列を有するiSN40は、CpG-ODNとしてTLR9に受容さ
れ得る。しかし、CpGモチーフ（CG）をGCに置換した変異iSN40
も骨分化を促進する一方、TLR9リガンドであるCpG-2006は骨
分化に影響しない。さらに、本研究で用いた骨芽細胞株はTLR9
を発現しないことから、iSN40による骨分化誘導はTLR9非依存

図4 iSN04による横紋筋肉腫の増殖抑制（文献18を改変）
10 µmol/LのiSN04は、3次元培養した横紋筋肉腫細胞の腫
瘍塊形成を阻害する。スケールバー：100 µm。

図5 iSN40の同定（文献20を改変）
（a）10 µmol/Lの乳酸菌ゲノム由来ODNを48時間投与したマウス骨芽細胞株
MC3T3-E1のアルカリフォスファターゼ（alkaline phosphatase：ALP）陽性率。
アスコルビン酸（ascorbic acid：AA）は骨分化誘導の陽性対照。（b）10 µmol/Lの
iSN40を12日間投与したMC3T3-E1のアリザリン染色像。スケールバー：200 µm。

（c）TTP-McMDで計算した310 K水分子中のiSN40の最安定構造（信州大学・梅
澤公⼆先⽣）。
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的であると結論される。分子シミュレーションでは、iSN40は半径
約1	nmの球状構造を形成した（図5c）。iSN40と変異iSN40は
ともに、30分以内に骨芽細胞内に移行したため、iSN04同様、ア
プタマーとして機能すると考えられる。しかし、現時点で標的分
子は不明である20)。
骨は代謝が活発な組織で、骨芽細胞による骨形成と、破骨細胞
による骨吸収の均衡によって恒常性が維持される。骨芽細胞の
分化能の低下は、骨量や骨密度の減少、ひいては骨粗鬆症の原
因となる。治療薬としてデノスマブ（抗RANKL抗体）やロモソズ
マブ（抗スクレロスチン抗体）が承認されているが、核酸医薬品
は存在しない。興味深いことに、TLR9非依存的に骨分化を誘導
するiSN40は、同時に、TLR9依存的に破骨細胞の形成を阻害す
ることがわかってきた（投稿中）。骨形成を促進し、骨吸収を抑制
するiSN40は、骨リモデリングのバランスを改善し、骨粗鬆症の
治療に有効な創薬シーズとして期待される。

06おわりに

わずか50種類の配列からなる乳酸菌ODNライブラリから、筋
形成型のiSN04と、骨形成型のiSN40という、細胞分化を制御す
る2種類のODNが同定された。一連の成果は、ゲノム配列が核
酸医薬品のシーズ開発に有用なプラットフォームであることを示
唆する。ゲノムDNAやmRNAは、それら単体では機能しない。ゲ
ノムDNAには、転写因子複合体、クロマチンタンパク質、核酸修
飾酵素、開裂・複製・修復・切断に関する様々なタンパク質が結合
する。RNAには、スプライシング、ポリアデニル化、輸送、翻訳に
寄与する多彩なRNA結合タンパク質が働き、その数はヒト遺伝
子の7.5%に達する。つまり、ゲノム配列は何らかのタンパク質と
相互作用する確率が極めて高く、短くとも機能性に富むアプタ
マーの探索に好適といえる。筆者らは、ゲノム由来ODNライブラ
リを、標的分子を設定しないフォワードスクリーニングに供した
が、これをSELEX法のスタートライブラリに応用することもでき
る。今後、ゲノム配列に着目したアプタマー研究が進展し、ユニー
クな核酸医薬品シーズがさらに登場することを願う。
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