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研究成果の概要（和文）： 

当初は von Recklinghausen 病の原因遺伝子である NF-1 遺伝子をベクターに組み込むことは

困難であることが明らかとなったため、目標を von Recklinghausen 病に合併する Malignant 

peripheral nerve sheath tumor (MPNST)に対する遺伝子治療法の開発に変更した。 

 MPNST 由来の細胞に対する IFN-α, IFN-γ 遺伝子を導入したところ、著明な細胞数の減少

が得られた。 

 

研究成果の概要（英文）： 

Initially the aim of this study was development of a gene therapy of von 

Recklinghausen's disease. However, because it became clear that integration of NF-1 gene 

into the vector was difficult, we have changed the target to Malignant peripheral nerve 

sheath tumor (MPNST), complicating disease of von Recklinghausen's disease. 

We have observed a marked decrease in number of cells by transfection of IFN-α and IFN-γ 

gene into cells delived from MPNST. 
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神経症腫が多発する遺伝性疾患であり、17

番染色体にある NF-1 遺伝子の異常により発
症することが明らかになっている。 

 申請者らは圧電素子を面振動させた高次
モードの超音波装置(特願 2006-109894,国際
特許 PTC/JP2001/057878)を開発し、これとナ
ノバブルを組み合わせることで、従来の方法
よりも 4倍高い効率でプラスミド DNAを体細
胞に導入することに成功している。この手法
はウィルスベクターによる免疫原生や細胞
毒性がない反面、超音波が届く範囲に適応が
限定される特性がある。 
 von Recklinghausen病の治療は、現在は外
科手術以外の方法は確立していないが、その
目的は体表面の整容的整容の改善であるこ
とから、上記手法を用いた遺伝子治療の良い
適応になり得るものと考えた。 
 当初は 17 番染色体にある NF-1 遺伝子の
クローニングと、遺伝子導入による治療法の
開発を目的としていた。しかし、その後の調
査により、NF-1 遺伝子は全長で 300kbp と
長大であり、さらに、その中のどの部分が発
症に寄与しているかなど不明な部分が多い
ため、現時点で有効な遺伝子配列ををベクタ
ーに組み込むことは困難であることが明ら
かとなった。 

 von Recklinghausen's disease は Cafe au 

lait spotや皮膚に多発する神経症腫のほかに、
浸潤性で切除困難であり、且つ疼痛などの症
状を伴う plexiform neurofibroma ( PNF )や、
悪性腫瘍であるMalignant peripheral nerve 

sheath tumor ( MPNST )を合併することが
あり、臨床上の問題となっている。これらに
対しては放射線療法や化学療法、サイトカイ
ン療法などが試みられているが、いまだ有効
な手段は確立していない。 

 これを踏まえ、当初の計画から方針を変更
し、von Recklinghausen's disease に合併す
る悪性腫瘍である、malignant peripheral 

nerve sheath tumor ( MPNST ) に対する遺
伝子治療法の開発を目指すことにした。 

 
 
２．研究の目的 

 MPNST は肉腫の 5～10%を占め、そのう
ちの約半数が von Recklinghausen's disease 

に合併しているとされている。その多くは体
表面近傍に発症し、現在の唯一の治療法であ
る広範切除では整容的な問題を生じること
があるだけでなく、再発率も高く頻回の手術
を余儀なくされることもある。そこで、体表
に近い部位に発生した MPNST に対し、整容
を損ねることなく治療する方法の開発が期
待されている。 

 申請者らがおこなっている遺伝子導入手
法はウィルスベクターを用いることなく、
naked plasmid DNA を直接標的部位のみに、

高効率に導入することが可能であり、標的部
位が限定されている疾患に対する遺伝子導
入手法として臨床応用が期待されている。 

 INF は抗ウィルス作用とともに抗腫瘍作
用があることが知られており、悪性黒色腫な
どの一部の腫瘍に対しては既に臨床応用さ
れている。しかし、von Recklinghausen's 

disease およびその合併症に対しての応用は、
一部に有効性を示唆する報告が散見される
ものの、十分な研究報告はいまだなされてい
ない。 

 von Recklinghausen's disease およびその
合併症の研究において、knockout mouse な
どの動物モデルの報告は散見されるが、ヒト
と同様に体表腫瘍が多発する動物モデルは
確立しておらず、腫瘍に対する vivo での研
究はほとんどなされていない。また、
neurofibroma や PNF 由来の細胞株も確立
しておらず、現時点で一般に入手可能なのは
MPNST 由来の細胞株数種のみである。 

 そこで、今回の研究は入手可能な細胞をも
ちいて、MPNST に対する IFNαおよび IFNγ

遺伝子治療法の開発を目的とした。 

 

 

３．研究の方法 

 von Recklinghausen's disease に対する有
効性を示唆されている IFNα、IFNγ の
MPNST への有効性を検証するため、まず in 

vitro. において、MPNST 由来の 2 種類の細
胞株( HS-Sch-2, HS-PSS ) に対する増殖抑
制効果を観察した。 

 

(1) 細胞培養 

 細胞を10%FBS添加DMEM培養液で培養
し、24well plate に 1.3×104 ～ 5.0×105 / 

well の濃度で播種した。 

 

(2) 遺伝子導入 

 plasmid vector は pORF-mIFNα, 

pORF5-mIFNγ ( Invivogen ) を増幅して
100ng/μlに調製したものをもちいた。また、
vitro. 実験での遺伝子導入には
Lipofectamin LTX® ( invitrogen ) をもちい、 

培養液 37.3μl＋Vector 2μl (200ng)＋Plus 

reagent 0.2μl＋Lipofectamin 0.5μlの反応試
薬を調製した。 

 グループを① Control group : 上記反応試
薬は用いず、代わりに DMEM 培養液を用い
て培養液交換・洗浄操作のみを行った群 

② No Vector group : 上記反応試薬のVector

を Buffer EB 2μl に置き換えた群 

③ IFNα group : Vector として IFNα遺伝子
を含むプラスミドベクター(pORF-mIFNα) 

をもちいる群 

④ IFNγ group : Vector として IFNγ遺伝子
を含むプラスミドベクター(pORF5-mIFNγ) 



をもちいる群 

の 4 群に分けた。 

 

(3) 導入操作 

 24well plate に細胞播種した翌日、培養液
を吸引し、PBS で洗浄したのち DMEM 培養
液(FBS free) 200μl を添加した。 

 次いで(2) の反応液を各 well に添加して、
37℃で 6 時間反応させたのち、反応液を吸引
除去して PBS で洗浄後 10%FBS 添加
DMEM 培養液 500μlを添加して 37℃で培養
した。 

 

(4) 計測 

① 発現確認；培養液中 IFNα、IFNγ濃度定
量 (ELISA) 

遺伝子導入の1・3・5日後の培養液を採取し、
VerikineTM Mouse Interferon Alpha ELISA 

kit (pbl interferon source)および 

Quantikine® Mouse IFN-γ Immunoassay 

(R&D systems) をもちいて培養液中 IFNα、
IFNγ濃度を定量した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

② 細胞数定量 

 遺伝子導入の 1・3・5 日後に、5mg/ml の
MTT solution 50μl を添加して 1hr 培養した
のちに培養液を吸引除去し、DMSO を 300μl

添加してマイクロタイタプレートリーダー
( Sunrise Rainbow®, TECAN )で 590nm の
吸光度を計測することで、細胞数の定量をお
こなった。 

 

(5) 評価 

① 培養液中 IFNα、IFNγ濃度を No Vector 

group と IFNα group, IFNγ group とのあい
だで比較した。 

 

② 細胞数は Control group を 100% とした
ときの比(%) で評価し、No vector group と
IFNα group, IFNγ group との差を比較した。 

 また、導入後の日数間の比較、細胞種間の
比較も行った。 

 

検定には t 検定を用い、p<0.05 を有意差あり
とした。 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.1 培養液中 IFNα濃度 (ELISA) 

両細胞株とも、Control group ではほとん

ど検出されなかったのに対し、IFNα group 

では高濃度の IFNα が検出された。 

＊＊: p<0.01 

 

 

Fig.2 培養液中 IFNγ濃度 (ELISA) 

両細胞株とも、Control group ではほとん

ど検出されなかったのに対し、IFNγ group 

では高濃度の IFNγ が検出された。 

＊＊: p<0.01 

 

＊＊: p<0.01 



４．研究成果 
(1)導入遺伝子発現確認 
 培養液中の IFNα・IFNγ濃度は、いずれの
細胞株においても、Control 群（遺伝子導入
なし）では極微量あるいは検出下限以下であ
ったのに対し、Transfection 群(IFNα group、
IFNγ group)では、IFNα : 2233～2612 pg/ml, 

IFNγ : 3551～4662 pg/ml と高い濃度で検出
され、導入した IFN が強く発現するとともに、
導入後早期より培養液中に放出されている
ことが確認された。 ( Fig.1, 2 ) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(2) 細胞数の定量 
① HS-Sch-2 では、IFNα group、IFNγ group

とも、全計測時において Control group に比
べて有意に細胞数が減少を認めた。( Fig.3 ) 

 また、その効果は経時的に有意に増強され
ており、遺伝子導入後 5 日では IFNα group
で 6.4±1.0 %、IFNγ groupでは 7.0±1.4 %
と、強い細胞増殖抑制効果をみとめた。
( Fig.4 ) 

 

②HS-PSS でも、HS-Sch-2 と同様に、全計
測時点で IFNα group、IFNγ group ともに
Control group に比べて有意な細胞数の減少
を認めた。( Fig.5 ) 

 また、計測時点間の比較においても、
HS-Sch-2 ほど顕著ではないものの、統計的
に有意な細胞増殖抑制効果の経時的増強が
みられた。( Fig.6 ) 

 

 両細胞株における細胞数の経時的変化を
比較したところ、IFNα では HS-Sch-2 で
Day3 : 14.2±1.8%, Day5 : 6.4±1.0%と強い
増殖抑制効果をみとめるのに対し、HS-PSS

では Day3 : 59.6±3.0%, Day5 : 40.1±
10.7%と効果が比較的弱く、両細胞種間に有
意な差をみとめた。 

 また、IFNγにおいても同様に、HS-Sch-2

で Day3 : 12.1±1.6%, Day5 : 7.0±1.4%であ
ったのに対し、HS-PSS では Day3 : 56.0±
1.5%, Day5 : 44.5±3.6%と、HS-Sch-2 のほ
うが HS-PSS に比べて有意に強い増殖抑制
効果をみとめた。( Fig.7 ) 
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Fig.3 細胞数定量 ( HS-Sch-2 ) 

遺伝子導入後 1・3・5 日のいずれにおいて

も、IFNα group・IFNγ group の両群で、

Control group に比べて有意な細胞数の減

少をみとめた。 

＊＊: p<0.01 
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Fig.4 細胞数の経時的変化 (HS-Sch-2 ) 

IFNα group・IFNγ group の両群で、経時

的な細胞増殖抑制効果の増強をみとめた。 

＊＊: p<0.01 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 以上より、IFNα・IFNγともに MPNST 由
来細胞に対して強い増殖抑制効果が認めら
れ、遺伝子治療の対象となり得ることが示唆
された。 

 一般に IFNγは単独での抗腫瘍作用は比較
的弱いが、IFNα などの抗腫瘍作用の増強効
果を得られるとされている。今回の実験では
両者の効果に明らかな差は認められなかっ
たが、培養液中 IFN 濃度をみると IFNγの方
が IFNαより高濃度で検出されており、この
濃度差により差が相殺されている可能性も
考えられる。今後は両遺伝子の共導入、ある
いは共発現ベクターによる効果の検証も意
義があるのではないかと思われる。 

 今回の実験では細胞種間に細胞増殖抑制
効果の差がみとめられた。現時点でその機序
は不明であるが、この所見は IFN の抗腫瘍作
用の機序を考える上での一助となる可能性
がある。 

 今回は vitro 実験のみであったが、今後は
動物皮下に培養細胞を移植して腫瘍モデル
を作製し、ナノ／マイクロバブル＋超音波に
よる遺伝子導入手法をもちいて、その抗腫瘍
作用の検証を行う方針である。また、将来的
に von Recklinghausen's disease の動物モデ
ルが確立すれば、良性の neurofibroma や
plexiform neurofibroma にまでその適応を
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Fig.6 細胞数の経時的変化 (HS-PSS ) 

IFNα group・IFNγ group の両群で、経時

的な細胞増殖抑制効果の増強をみとめた。 

＊: p<0.05, ＊＊: p<0.01 
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Fig.5 細胞数定量 ( HS-PSS ) 

遺伝子導入後 1・3・5 日のいずれにおいて

も、IFNα group・IFNγ group の両群で、

Control group に比べて有意な細胞数の減

少をみとめた。 

＊: p<0.05, ＊＊: p<0.01 
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Fig.7 細胞株による増殖抑制効果の比較 

IFNα group・IFNγ group ともに、遺伝子

導入後 3・5 日で、細胞種間で増殖抑制効果

に有意な差がみとめられた。 

＊＊: p<0.01 



拡大し得るものと考える。 
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