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研究成果の概要（和文）： 

 本研究では、インターフェロン-γ を治療用タンパク質として選択し、これを用いた遺伝子
治療の開発を行った。IFN-γ の遺伝子発現ベクターのプロモータを選択することで IFN-γ 遺
伝子発現の時間的制御が可能であり、IFN-γ を動態制御能を有するタンパク質との融合タンパ
ク質とすることで IFN-γ の空間的制御が可能であった。また、IFN-γ の時空間分布の制御は、
治療効果の増大と副作用の低減に有用であった。 
 

研究成果の概要（英文）： 
 Interferon-γ (IFN-γ) was selected as a therapeutic protein and several IFN-γ gene 

therapy systems were developed. Selection of proper promoters of IFN-γ-expressing 
vectors resulted in the regulation of the time profile of IFN-γ transgene expression. 
A fusion of IFN-γ with a protein that regulates the tissue distribution resulted in the 
spatiotemporal control of IFN-γ after in vivo gene transfer. This control led to an 
increase in the therapeutic effect of IFN-γ-based gene therapy on metastatic tumor with 
reduction in adverse effects. 
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１．研究開始当初の背景 
 タンパク質は、生命活動における主要な機
能分子であり、個体のホメオスタシス維持に
中心的役割を果たす。ホメオスタシスが破綻
し復元できない場合、何らかの治療が必要と
なり、医薬品投与による疾患治療が検討され
る。ホメオスタシス異常には、機能タンパク
質が欠損・不足する場合と、不要なタンパク
質発現が増大する場合があり、前者はタンパ
ク質補充、後者はタンパク質阻害・発現抑制

が有効な治療手段となる。 
 タンパク質補充による疾患治療に関して
は、バイオテクノロジー技術の急速な進歩に
より、現在までに多くの医薬品が開発されて
きた。しかしながら、内因性のタンパク質発
現と比較して、体外から投与されるタンパク
質医薬品の場合、その効果を最大限引き出す
には体内動態制御が必要であり、これを実現
するドラッグデリバリーシステム（DDS）の
必要性が指摘されてきた。研究代表者らは早
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くからこの問題に取り組み、タンパク質の構
造・物性と体内動態との関連を明らかにする
ことで、分子構造修飾によるタンパク質の体
内動態制御指針を確立し、疾患治療モデルで
の有用性を証明した。タンパク質は、必要時
に遺伝子から転写・翻訳され、細胞内の特定
オルガネラに輸送、あるいは細胞外に分泌さ
れ、機能すべき場に移行して活性を発現する。
遺伝子欠損に対する画期的治療法として提
唱された遺伝子治療の試みにおいては、遺伝
子（cDNA）の形で細胞に導入されたタンパク
質が、転写・翻訳の過程を経て発現すること
で治療効果が得られる。遺伝子治療は、低分
子医薬品やタンパク質医薬品では治療が不
可能な遺伝性疾患に対しても有効な治療法
になるとの期待から、その開発研究が世界中
で爆発的に進められてきた。 
 これまでに、様々な遺伝子導入方法が開発
されるとともに、治療対象も従来の遺伝性疾
患に限らず、癌やウイルス感染、生活習慣病
関連疾患にまで拡がっている。その反面、
様々な問題点も指摘されるなど、「夢の治療
法」とはほど遠い現実も明らかとなってきた。
その最大の問題は遺伝子デリバリー過程に
あると考えられる。In vivo 遺伝子導入によ
りタンパク質発現を得ることは容易である
が、治療上必要とされる遺伝子発現プロファ
イルを満たすことは、特に細胞内タンパク質
補充の場合などは非常に困難である。申請者
らは、この遺伝子デリバリーの可能性と限界
を早くから整理し、「遺伝子の形でのタンパ
ク質デリバリー」に焦点を絞り、遺伝子治療
の開発研究に取り組んできた。タンパク質の
遺伝子デリバリーでは、mRNA への転写、タン
パク質への翻訳過程が存在することから、タ
ンパク質自体をデリバリーする方法とは異
なり、発現プロファイルの制御が可能である。 
 申請者らは、発現の持続化によるインター
フェロン（IFN）遺伝子治療効果の増強に取
り組み、IFN発現プラスミドベクターから CpG
モチーフを除去することで、血中 IFN 濃度の
持続化及び癌治療効果の増強に成功した。こ
こでは、同量のプラスミドベクターを投与し
た場合でも、IFN 発現量はベクターの種類に
よって最大で 60倍も異なることが示された。
この結果は、遺伝子発現過程の制御により、
遺伝子治療の有効性を著しく増大できる可
能性を示すものである。 
 
２．研究の目的 
 これまでの研究からプラスミドベクター
を利用した治療用タンパク質デリバリーに
よる疾患治療法において治療用タンパク質
の遺伝子発現のプロファイルの制御と治療
用タンパクの体内動態の制御、すなわち治療
用タンパク質の時空間プロファイルの制御
によって治療効果を大幅に増大可能である

ことは明らかとした。そこで本研究では、プ
ラスミドベクターを利用した効果的な疾患
治療法の開発を目的に、（1）長期持続型 IFN-
γ発現 pDNA のアトピー性皮膚炎治療への適
用、（2）ベクターデザイン、（3）タンパク質
デザインに焦点を当て、治療用タンパク質発
現の時空間制御による疾患治療システムの
最適化を試みるとともにその治療効果につ
いて実証を目指した。 
 
３．研究の方法 
（1）長期持続型 IFN-γ発現 pDNA のアトピー
性皮膚炎治療への適用 
pDNA の構築：持続的な遺伝子発現が可能であ
る pDNA 骨格 pCpG-mcs (InvivoGen) にマウス
IFN-γ cDNA を組み込み pCpG-muIFN-γ を構
築した。マウス：ICR マウスおよびアトピー
性皮膚炎モデルマウス NC/Nga 雄性マウス（6
週齢）を用いた。ハイドロダイナミクス法を
利用したマウスへの遺伝子導入： naked pDNA 
をマウスの体重の約 8 ％ に相当する大容
量の生理食塩水溶液として、尾静脈内へ急速
投与した（ハイドロダイナミクス法）。血中
サイトカイン濃度の測定：経時的にマウス尾
静脈より採血し、血清中サイトカイン濃度を
ELISA 法により測定した。mRNA の測定：マウ
ス脾臓から採取した total RNA を用いて cDNA
を調整し、mRNA 量を real-time PCR 法により
測定した。皮膚炎発症抑制効果の評価：皮膚
の状態に対するスコア評価、掻破回数の測定、
経皮水分蒸散量(TEWL)の測定、および、皮膚
病変部の組織学的評価を行うことで評価し
た。 
（2）安定な遺伝子発現を可能とするプラス
ミドベクターの開発 
pDNA： pCpG-mcs にヒト IFN-γ cDNA を挿入
することで pCpG-huIFN-γを構築した。この
ベクターをプロトタイプとして、CMV, SV40, 
ROSA26 プロモータと CMV, SV40 エンハンサー
あるいはエンハンサー無しを組み合わせる
ことで、計 11 種類の huIFN-γ発現ベクター
を構築した。別途、ROSA26 プロモーターの下
流にマウス IFN-γを挿入した pROSA-muIFN -
γを構築した。ハイドロダイナミクス法を利
用した遺伝子導入と発現評価：構築した各
huIFN-γ発現ベクターを ICR マウスにハイド
ロダイナミクス法により投与した。得られる
遺伝子発現については経時的に採血をおこ
ない、血中 huIFN-γ 濃度を ELISA 法を用い
て測定することで評価した。安定した IFN-
γ遺伝子発現による副作用低減の評価：ICR
マ ウ ス に pCpG-muIFN- γ あ る い は
pROSA-huIFN-γをハイドロダイナミクス法
により投与後に経時的にマウス尾静脈より
採血し血中 muIFN-γ濃度を測定するととも
に、副作用の指標として体重を経時的に測定
した。 



 

 

（3）血中滞留型 IFN-γ発現 pDNA の構築 
pDNA： FN-γの C 末端、あるいは N 末端に
mouse serum albumin (MSA) を連結した融合
タンパク質をコードする遺伝子を pcDNA3.1 
(Invitrogen) に組み込むことで pCMV-IFN-
γ-MSAあるいは pCMV-MSA-IFN-γを構築した。
培養細胞：COS7 細胞に遺伝子導入後培養上清
を回収し下記の解析を行った。IFN-γ融合タ
ンパク質の解析：各種 IFN-γ融合タンパク質
の分子量についてはウェスタンブロッティ
ング法を用いて評価した。生物活性について
は IFN-γ活性依存的にルシフェラーゼを発
現するプラスミド DNAを利用したレポーター
アッセイ法を用いて評価した。マウスおよび
遺伝子導入法：ICR マウスおよび Balb/c マウ
ス用いた。遺伝子導入法としてハイドロダイ
ナミクス法を用いた。血中滞留性および抗腫
瘍効果の評価：ICR マウスへ遺伝子導入後に、
経時的に血中 IFN-γ を ELISA 法により測定
することで血中滞留性の評価を行った。
Balb/c マウス尾静脈よりマウス結腸癌細胞
株 CT-26を移植することで肺転移モデルを作
製し、癌細胞移植 3 日後に各種 IFN-γ発現
pDNA を投与し、癌細胞移植 14 日後の肺結節
数を計測することで抗腫瘍効果を評価した。 
 
４．研究成果 
（1）長期持続型 IFN-γ発現 pDNA のアトピー
性皮膚炎への適用 
 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 モ デ ル マ ウ ス に
pCpG-muIFN-γを投与した後の血清中 IFN-γ
濃度を経時的に測定したところ、長期にわた
り高い血清中 IFN-γ 濃度が検出された。こ
のとき Th1 サイトカインである IL-12 の血清
中濃度は有意な上昇が認められた一方、Th2
応答により産生が亢進する IgEは有意に抑制
されていた。また、脾臓中 mRNA 発現を測定
し た 結 果 、 未 処 置 群 と 比 較 し て
pCpG-muIFN-γ 投与群では Th2 サイトカイン
および TARC 発現の低下が認められ、IFN-γ
発現の持続による Th バランスの正常化が示
唆 さ れ た 。 皮 膚 炎 発 症 抑 制 効 果 は 、
pCpG-muIFN-γ投与群では皮膚炎の発症及び
進行が顕著に抑制され、併せて掻破回数の減
少および TEWL も有意に抑制された。また、
組織学的評価より pCpG-muIFN-γ投与群では
表皮組織の肥厚ならびにリンパ球や好中球、
マスト細胞の浸潤といった所見が認められ
なかった。短期発現型 IFN-γ発現ベクターを
遺伝子投与ではこのような治療効果は得ら
れなかったことから IFN-γの遺伝子発現の
持続化は慢性疾患に対する IFN-γの治療効
果の増強に有用であることが示された。 
 
（2）安定な遺伝子発現を可能とするプラス
ミドベクターの開発 
 プロモータ/エンハンサーの異なる 11種類

の huIFN-γ遺伝子発現 pDNA をマウスに遺伝
子導入後に経時的に各 pDNA からの遺伝子発
現プロファイルを評価した。その結果 ROSA26
プロモータを組み込んだ pDNA を用いること
で、エンハンサーの有無や種類に寄らずに非
常に安定した遺伝子発現が得られることが
明らかとなった。そこで、この ROSA26 プロ
モータを利用したマウス IFN-γ発現 pDNA、
pROSA-muIFN-γを投与し、血中 IFN-γ濃度推
移と体重変化を、従来の持続型発現ベクター
である pCpG-muIFN-γを対照群として評価し
た。その結果、pROSA-muIFN-γを用いること
で、pCpG-muIFN-γと比較して安定した遺伝
子導入発現が得られた。さらに、pCpG-muIFN-
γ投与群では遺伝子導入直後の高い IFN-γ
濃度に起因した体重減所が見られたが、
pROSA-muIFN-γ投与群では体重減少はほと
んど起こらなかった一方で、治療効果が期待
できるレベルの IFN-γを持続的に発現させ
ることができた。この結果は、IFN-γの遺伝
子発現の制御により、より効果的かつ安全な
IFN-γ遺伝子治療が可能となることを示す
ものと考える。 
 
（3） 血中滞留型 IFN-γの構築 
 構 築 し た pCMV-IFN-γ-MSA お よ び
pCMV-MSA-IFN-γ を COS-7 細胞に遺伝子導入
した後、培養上清を回収しタンパク質の活性
を評価した。その結果、MSA 融合 IFN-γタン
パク質の IFN-γ生物活性は、天然型 IFN-γ
の 200 分の 1程度にまで活性が著しく低下し
た。また、各タンパク質をマウスへ静注した
場合の血中プロファイルから、MSA の融合化
により IFN-γ タンパク質の血中滞留性が向
上することが確認された。ハイドロダイナミ
クス法により各 pDNA をマウスに投与したと
ころ、IFN-γ-MSA 融合タンパク質発現 pDNA
の投与により、持続的な血中濃度推移が得ら
れた。薬動学的解析の結果、IFN-γ-MSA の血
中濃度－時間曲線下面積は、IFN-γ と比較し
て約 20 倍に増大したものの、生物活性の低
下を考慮した IFN-γ 活性－時間曲線下面積
は、MSA の融合化により約 10 分の 1にまで低
下した。一方、マウス結腸癌 CT26 細胞のマ
ウス肺転移に対する効果を評価したところ、
IFN-γ-MSA 遺伝子導入は IFN-γ 遺伝子導入
と同程度の抑制効果を示した。このことから、
MSA との融合は、IFN-γ 活性を大幅に減弱す
るものの、体内動態の制御により高い抗腫瘍
効果を得ることのできる有用な方法論にな
り得ることが示された。この結果は、IFN-γ
の体内動態の改善が、IFN-γ の治療効果の改
善に有用な方法となりえることを示すもの
と考える。 
 
 以上の検討から、IFN-γ 遺伝子発現を持続
化することで、従来の短期発現では治療効果



 

 

が困難であった慢性疾患の治療が可能とな
ることを明らかとした。また、IFN-γ 遺伝子
発現の時空間プロファイルを制御可能な方
法の開発に成功するとともに、IFN-γ 遺伝子
発現の時空間プロファイルの制御が IFN-γ
遺伝子治療の有効性・安全性を改善するうえ
で非常に有用な方法論となりえることを実
証した。今後、さらなるか事前によって臨床
に用いられる IFN-γ 遺伝子治療法の開発が
進むことが期待される。 
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