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研究成果の概要（和文）：インターフェロン-β（IFNβ）は多様かつ強力な生物活性を有するサイトカインであ
る。本研究では効果的なIFNβ遺伝子治療法の開発を目的として検討を行った。まず、持続的なIFNβ遺伝子持続
発現を可能とするMxプロモーター駆動性ベクターpMx-IFNβの開発に成功した。pMx-IFNβによる持続的IFNβ発
現はがん・多発性硬化症（MS）の疾患モデルマウスにおいて高い治療効果を示した。また、Galectin-9（gal9）
とIFNβを融合したIFNβ-gal9融合タンパク質を設計し、IFNβのMS治療効果増強と副作用低減にも成功した。以
上、治療係数の高いIFN遺伝子治療法の開発に成功した。

研究成果の概要（英文）：Interferon-β(IFNβ) is a cytokine with pleiotropic and potent bioactivity. 
In this study, effective IFNβ gene therapy was developed. First, a plasmid vector named as pMX- IFN
β, which is driven by Mx promoter, was developed to achieve sustained IFNβ transgene expression. 
Sustained IFNβ expression from pMX- IFNβ was effective in treating cancer and multiple sclerosis 
(MS) in model mice. Moreover, by designing a fusion protein of galectin-9 (gal9) and IFNβ named as 
IFNβ-gal9, it was succeeded in improving therapeutic effect of IFNβ on MS and reducing adverse 
effect of IFNβ. In conclusion, IFN gene therapy with high therapeutic index was successfully 
developed. 

研究分野：生物薬剤学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
インターフェロン（IFN）は、強力かつ多
彩な生理機能を有する分泌性タンパク質で
あり、これまでに医薬品として利用されてき
た。これら IFN 医薬品の開発の過程で、その
効果を最大限に引き出すには体内動態の制
御が必須であり、これを実現するドラッグデ
リバリーシステム（DDS）の重要性が指摘さ
れてきた。例えば IFNαに polyethylene 
glycol(PEG)を修飾した PEG 化 IFNαは、PEG
化による生体内半減期の延長によって治療
効果が大幅に改善されている。その反面、PEG
に起因する立体障害による受容体との親和
性低下により活性が 10 分の 1 以下に低下す
ることも知られている。治療用のタンパク質
をコードした遺伝子の導入により治療を行
う遺伝子治療は、原理的には活性を低下させ
ることなく持続的なタンパク質の供給を可
能にする治療法である。従来の医薬品では治
療が困難な難治性疾患の治療法になりえる
と期待され、その開発研究が世界中で進めら
れてきており、IFN 遺伝子治療法についても
その研究・開発が行われている。我々は早く
から IFN 遺伝子治療法の開発に着手し、これ
まで発現ベクターおよびタンパク質のデザ
インによる発現制御法を開発するとともに、
生体応答の制御による治療効果の最適化に
取り組んできた。 
 治療用タンパク質の遺伝子デリバリーに
おいては、遺伝子（cDNA）をコードするプラ
スミドDNAの改変によって遺伝子発現プロフ
ァイルの制御が可能である。しかしながら、
その遺伝子発現過程の制御が不十分である
ために持続的な遺伝子発現が得られず、治療
効果が得られない場合も多い。我々は、発現
持続化によるIFN遺伝子治療効果増強に取り
組み、プラスミドベクターの CpG モチーフ数
の削減とプロモーターの最適化による血中
IFN 濃度の持続化に成功し、担癌マウス・ア
トピー性皮膚炎モデルマウスなどの疾患モ
デルにおいて高い治療効果を得た。最近では
難治性疾患である IFNα抵抗性 C 型肝炎に着
目し、抵抗性 C型肝炎ウイルスに感染したヒ
ト肝細胞キメラマウスにおいて、持続的に
IFNγを発現させることで、一過性の IFNγ発
現では治療が困難な慢性C型肝炎に対して高
い治療効果が得られることを報告した。以上
の結果は、治療における発現持続性の重要性
を示すものであるが、本研究ではさらに有効
性が高く副作用の少ない治療の実現を目的
として、より持続性に優れるベクターを開発
するとともに、コードされる IFN タンパク質
に機能性を付与することで、より安全性の高
いIFN遺伝子治療法の開発が可能ではないか
と考えた。IFN 遺伝子治療においては、IFN
に機能性を有するタンパク質・ペプチドを融
合した新規 IFN 誘導体をデザインし、その
cDNA を組み込むことで機能性を付与したサ
イトカインを得ることも可能である。これま
でに、機能性タンパク質の融合による IFN の

体内動態の制御を試みてきた。その中で、血
清アルブミンあるいは血清アルブミン結合
ペプチド融合 IFNγを設計し、IFNγの生体内
半減期の延長に成功した。また、遺伝子導入
部位に特異的な IFNγの作用を得ることによ
る全身性副作用の低減を目的として、細胞外
スーパーオキサイドディスムターゼのヘパ
リン結合ドメイン（HBD）を融合することで、
IFNγを遺伝子導入細胞近傍に留めること、
これによる局所濃度の増大と血中濃度の低
下により遺伝子導入部位特異的な治療効果
を得るとともに、全身への IFNγの移行の抑
制による副作用の低減が可能であることを
見出している。以上のような背景から、その
タンパク質構造をデザインすることで標的
部位の環境に応答して特異的な生物活性の
発揮を可能とすることによって、さらにその
有効性・安全性の向上の可能性について検討
を行うこととした。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、遺伝子発現と生体応答の包括
的制御による治療係数の高いIFN遺伝子治療
法の開発を目的として、①従来の方法では十
分な遺伝子発現の持続化が困難であった IFN
βについて持続発現を可能とするベクター
の構築と、②IFNβを機能性を有するタンパ
ク質と融合した新規融合タンパク質を設計
し、多発性硬化症（MS）の治療効果の増強と
副作用の減弱について検討することとした。 
 
①IFNβ持続発現ベクターの構築 
 IFNβは遺伝子発現抑制作用を有するため
にその持続発現は困難であった。そこで本研
究では、IFNβに応答してそのプロモーター
活性が増強されるMxプロモーターに着目し、
Mxプロモーターの下流にIFNβ遺伝子をコー
ドしたプラスミドベクターpMx-IFNβを構築
した。すなわち、pMx-IFNβを遺伝子導入後
に発現する IFNβが遺伝子導入細胞に存在す
る受容体、IFN 受容体（IFNAR）に結合するこ
とで Mx プロモーターが活性化し、オートク
ライン機構により下流の IFNβが発現するこ
とで持続的な IFNβ発現が可能となると期待
した（図１）。 

②新規 IFNβ融合タンパク質の設計 
MS は再発と寛解を繰り返す中枢性脱髄疾
患であり、再発予防薬のひとつである IFNβ
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図1 Mxプロモータを利用した持続的なIFNβ発現
の模式図



は MS 治療に貢献してきた。一般に、IFNβの
臨床使用では IFNβの生物活性による副作用
が継続治療の妨げとなる。MS 発症への関与が
示唆されている活性化Th1細胞上に特異的に
発現している T cell immunoglobulins and 
mucin domain-3 （Tim-3）は、そのリガンド
である Galectin-9（gal-9）と結合すること
で Tim-3/gal-9 シグナルを介した Th1細胞の
活性化を抑制する。そこで本研究では、生物
活性の制御による MS 治療効果の増強と副作
用低減を目的として、IFNβに gal-9 を融合
したIFNβ-gal-9融合タンパク質を設計した。 
 
３．研究の方法 
①IFN-β持続発現ベクターの構築 
プラスミドベクター：マウス IFNβを pCpG ベ
クターに組み込んだ、pCpG-IFNβを構築した。
pCpG-IFNβのプロモーターを Mx プロモータ
ーに置換した pMx-IFNβを構築した。IFNβの
代わりにルシフェラーゼを組み込んだ
pMx-Luc を構築した。IFN 応答性の評価：Mx
プロモーター駆動性のルシフェラーゼ発現
プラスミドベクター（pMx-Luc）を遺伝子導
入したマウスメラノーマ細胞株B16-BL6細胞
に対し、IFNβを種々の濃度で添加し、一定
時間経過後にルシフェラーゼ活性を測定す
ることでMxプロモーターのIFNβ応答性を評
価した。マウス： balb/c マウスを用いた。
マウス結腸癌細胞株colon26細胞をマウス皮
内に移植することで担癌モデルマウスを作
製した。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： プラスミドベクタ
ーあるいはsiRNAをマウス体重の約 10％ 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）。遺伝子導入後に経時的に採血し、
ELISA 法により血中 IFNβ濃度推移を評価し
た。免疫蛍光染色による腫瘍組織中における
血管新生の検出： ハイドロダイナミクス法
を用いて各 pDNA を遺伝子導入、一定時間後
に腫瘍組織を回収した。回収した腫瘍組織の
凍結切片を作製し、血管内皮細胞マーカー分
子である CD31 に対する特異的抗体を用いて
免疫蛍光染色を行った。染色した切片は共焦
点レーザー顕微鏡を用いて観察した。抗腫瘍
効果の評価： 担癌モデルマウスに対して各
プラスミドベクターを投与後、経時的に腫瘍
体積を測定することで抗腫瘍効果を判定し
た。 
 
②新規 IFNβ融合タンパク質の設計 
プラスミドベクター： pMx-IFNβを用いた。
IFNβの代わりにルシフェラーゼを組み込ん
だ pMx-Luc を用いた。IFNβと gal-9 を長さ
の異なる GS リンカーを介して融合した IFN
β-gal-9 融合タンパク質を 4種類設計し、こ
れをpMxベクターに組み込んだプラスミドベ
クターを構築した（図 2）。IFNβ生物活性の
評価： COS7細胞に天然型IFNβあるいはIFN
β誘導体を発現するプラスミドDNAをトラン

スフェクションした後、培養上清を回収し、
回収された IFNβの量を ELISA 法により定量
した。Mx プロモーター駆動性のルシフェラー
ゼ発現プラスミドベクター（pMx-Luc）を遺
伝子導入したマウスメラノーマ細胞株
B16-BL6 細胞に対し、各種 IFNβを種々の濃
度で添加し、一定時間経過後にルシフェラー
ゼ活性を測定することで各 IFNβの生物活性
を評価した。マウス： C57/bl6 マウスを用い
た 。 C57/bl6 マ ウ ス に Myelin 
oligodendrocyte glycoprotein peptide 
35-55 (MOG35-55)を投与することで実験的自
己免疫性脳脊髄炎（EAE）モデルマウスを作
製し、MS のモデルマウスとして用いた。T細
胞に対する各 IFNβ誘導体の抑制効果の評
価： EAE モデルマウスの脾臓細胞を回収し、
抗原とともに各種 IFNβ誘導体を添加した。
一定時間経過後の細胞数をWST法により測定
することで細胞増殖抑制効果を、培養上清中
の IFNγ濃度を ELISA 法により測定すること
で T 細胞の活性化抑制能を評価した。別途、
抗IFN受容体抗体を添加時に同様の実験を行
い、IFN 生物活性阻害時の T 細胞抑制能を評
価した。血液脳関門（BBB）のバリア能の評
価： EAE モデルマウスに各プラスミドベクタ
ーを遺伝子導入後、一定時間経過後にエバン
スブルー溶液を投与した。投与後、脳および
脊髄を回収し観察した後、組織中エバンスブ
ルー量を定量し、BBB を通過したエバンスブ
ルー量を見積もることでBBBのバリア能を評
価した。MS 治療効果および副作用の評価： 
EAE モデルマウスに対して各プラスミドベク
ターを投与後、足の引きずり動作等の運動障
害について経時的に評価し臨床スコアを算
出することで治療効果を評価した。副作用の
指標として、血液中の白血球数を経時的に評
価した。 
 
４．研究成果 
①IFNβ持続発現ベクターの構築 
 ルシフェラーゼ活性を指標としたレポー
ターアッセイにより Mx プロモーターの IFN
β応答性を評価したところ、Mx プロモーター
は 10pg/ml 以上の IFNβの添加により IFNβ
濃度依存的に活性化することを確認した。そ
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図2 各種IFNβ-gal-9融合タンパク質の模式図



こでマウスにハイドロダイナミクス法によ
り遺伝子導入を行い、血中 IFNβ濃度を経時
的に測定したところ、IFNγにおいては持続
的な発現が得られた pCpG ベクターを用いて
も持続的な IFNβ発現は得られなかった。一
方で、pMX- IFNβを投与したマウスにおいて
一月にわたり100pg/ml以上のIFNβ血中濃度
が維持されたことから、Mxプロモーターを利
用することで持続的な IFNβ発現が得られる
ことが明らかとなった。また、siRNA により
IFN 受容体をノックダウンしたマウスにおい
て、pMX-IFNβ遺伝子導入時の IFNβ血中濃度
が 10 倍以上低下したことから、pMX- IFNβ
からの遺伝子発現は、設計したとおりにオー
トクライン機構を利用していることを確認
した。担癌モデルマウスを用いた検討におい
て、pMX- IFNβの遺伝子導入により腫瘍組織
中の血管新生が抑制された。また腫瘍組織の
増殖速度も有意に低下した。以上、Mx プロモ
ーターを利用した IFNβ発現ベクター、pMx- 
IFNβを開発し、IFNβの遺伝子発現の持続化
に成功するとともに、持続的な IFNβ発現に
より高い抗腫瘍効果が得られることを明ら
かとした。 
 
②新規 IFNβ融合タンパク質の設計 
設計した IFNβ融合タンパク質が非標的細
胞に及ぼす活性の程度をレポーターアッセ
イにより評価した。非標的細胞として、マウ
スメラノーマ細胞株である B16BL6 細胞を選
択し検討した結果、IFNβと比較して IFNβ
-gal-9 融合タンパク質の活性は有意に低下
していたことから、非標的細胞に作用しにく
いことが明らかとなった。次の標的細胞とし
て EAEモデルマウスの脾細胞中の T細胞への
影響について検討を行った。その結果、IFN
β-gal-9 融合タンパク質添加後の細胞生存
率は 1000pg/mL 以上の濃度で有意に低下し、
IFNβの添加時と比較しても有意に低下する
ことを明らかとした。また、培養上清中の IFN
γ濃度も同様に 1000pg/mL の IFNβ濃度にお
いて有意に低下し、特に特にリンカーを 1つ
ないし２つ含むIFNβ-gal-9融合タンパク質
の群において IFNβよりも強力な効果が得ら
れた。続けて、IFNβ-gal-9 融合タンパク質
中のgal-9の効果を評価することを目的とし
て、IFN 受容体に対する抗体を同時に添加し
た際の、効果を検証した。その結果、抗 IFN
受容体抗体を加えた場合においても IFNβ
-(GS)2-gal-9融合タンパク質では細胞生存率
の有意な低下が認められた。培養上清中の
IFNγ濃度も IFNβと比較して、IFNβ-gal-9
融合タンパク質群では低下する傾向を認め
た。以上の結果から、EAE マウスを利用した
治療効果の検証には、T 細胞を標的とした実
験において最も高い効果を示した IFNβ
-(GS)2-gal-9 を用いて検討することとした。
EAE マウスに遺伝子導入し、経日的に臨床ス
コアを評価するとともに血中 IFNβ濃度およ
び IFNβの副作用のひとつである血球減少の

指標として、白血球数を測定した。その結果、
IFNβ治療群及び IFNβ-gal-9 融合タンパク
質治療群ではコントロール群と比較してス
コアが有意に改善し、IFNβ-gal-9 融合タン
パク質治療群のスコアは IFNβ治療群よりも
良い傾向にあった。これは gal-9 を IFNβに
融合することで治療効果が増強されたため
と考えられる。白血球数推移については、大
幅に血球が減少した IFNβ治療群とは異なり、
IFNβ-gal-9 融合タンパク質治療群では血球
がほとんど減少しなかったことから、IFNβ
-gal-9 融合タンパク質とすることで、治 IFN
βに起因する副作用の低減を可能となるこ
とを明らかとした。EAE に伴う BBB の破綻の
程度を評価したところ、コントロール群では
脳と特に脊髄においてBBBの破綻を示すエバ
ンスブルーの漏出による青色が観察された
が、IFNβ及び IFNβ-gal-9 融合タンパク質
治療群ではエバンスブルーの漏出はほとん
ど見られず、定量結果においても脊髄に漏出
したエバンスブルーは IFNβ及び IFNβ
-gal-9 融合タンパク質治療群ではコントロ
ール群と比較して有意に減少した。以上より、
治療によって EAEの病態悪化に伴う BBBの破
綻を抑制可能であることが示された。 
 以上、IFNβ-gal-9 融合タンパク質を設計
することで、IFNβの MS 治療効果の増強と副
作用の低減を可能とした。 
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