
様式 C-19

科学研究費補助金研究成果報告書

平成２１年 ３月３１日現在

研究成果の概要：

新規インターフェロン(IFN-zeta/Limitin)は IFN-alpha と同等の免疫調節作用・抗腫瘍作

用・抗ウイルス作用を持つものの骨髄抑制作用が軽微である。我々は、受容体結合部位で

IFN-alpha や IFN-beta と一致し IFN-zeta/Limitin とは異なるアミノ酸に変異を加え、骨髄抑

制作用減弱(m3 変異)・抗ウイルス活性増強（m1 変異）に関わる責任アミノ酸を決定した。さら

に、変異ヒト IFN-alpha1 を作製し、それらの生理活性を野生型 IFN-alpha1 と比較した。ヒト

IFN-alpha においても m1、m3 各変異部位が生理活性に影響を及ぼすことが判明した。
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１．研究開始当初の背景
我々は、白血病細胞株増殖を抑制すること

を指標とした発現クローニングを行い、新規
サイトカイン Limitin (EMBL/GenBank/DDBJ:
AB024521)を同定した。Limitin は、(1)
IFN-alphaやIFN-betaと相同性を有すること
(2) IFN-alpha/beta 受容体と結合すること
(3) 抗ウイルス作用を有することから、
Nomenclature Committee of the
International Society for Interferon and
Cytokine Research により新種のＩ型 IFN で

あると認められ、IFN-zeta と命名された。既
に、IFN-zeta/Limitin の生理活性として、(1)
細胞障害性 Tリンパ球に対しキラー活性を増
強させること (2) 抗原提示細胞に対して
MHC class I 抗原発現を誘導すること (3) 多
くの細胞株に対して細胞周期停止やアポト−
シスを誘導すること (4) マウス脳心筋炎ウ
イルス・マウス肝炎ウイルス・単純ヘルペス
ウイルスの感染に対して抗ウイルス作用を
示すことなどを明らかにしている。しかし、
IFN-zeta/Limitin は、(1) 骨髄球系コロニー
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形成(CFU-GM) や赤芽球系コロニー形成
(BFU-E)には影響せず、長期骨髄培養におけ
る骨髄球産生も抑制しない (2) マウスに
IFN-alpha を腹腔内投与すると濃度依存性に
骨髄中の CFU-GM/M や BFU-E の減少が認めら
れるが、IFN-zeta/Limitin 投与では CFU-GM
や BFU-E の減少は認められない (3) B リンパ
球コロニー形成や巨核球コロニー形成に対
して IFN-alphaと同等の抑制作用を発揮する
ためにはより大量の IFN-zeta/Limitin が必
要 で あ る な ど 、 IFN-zeta/Limitin は
IFN-alpha と比較して骨髄抑制作用が軽微で
あることが、我々の検討により明らかとなっ
て い る 。 即 ち 、 IFN-zeta/Limitin は 、
IFN-alpha や IFN-beta と同等の免疫調節作
用・抗腫瘍作用・抗ウイルス作用を持つもの
の、骨髄抑制作用が少ないという特徴を有し
ていた。骨髄抑制が少ない点において、IFN
治療に関する副作用軽減や IFN治療成績の向
上が期待できる IFN-zeta/Limitinであるが、
残念ながら、そのヒト型遺伝子は未だ同定さ
れ て い な い 。 そ こ で 我 々 は 、
IFN-zeta/Limitin様ヒトIFNを人工的に開発
することに着手した。

２．研究の目的
IFN 治療における薬理効果と考えられる抗

ウイルス活性・抗腫瘍活性・免疫調節作用に
関して、IFN-zeta/Limitin は IFN-alpha とほ
ぼ同等の生理活性を示す。一方、副作用と考
えられる骨髄抑制作用や発熱惹起作用に関
して、IFN-zeta/Limitin は IFN-alpha と比較
して著明に減弱している。本研究の目的は、
「IFN-zeta/Limitin の作用特性を保持した
新しい人工ヒト IFN の開発」することである。
我々が開発を進める人工ヒト IFN により副作
用の軽減が可能になれば、大量投与や長期投
与による IFN 治療成績向上および治療対象患
者の拡大などが期待できる。

３．研究の方法
(1) マウス IFN-alpha のアミノ酸変異部位
の決定
IFN-zeta/Limitin は、182 個のアミノ酸残基
（うち 21アミノ酸残基はシグナルペプチド）
からなる分泌糖蛋白であり、5個の alpha-ヘ
リックス(A-E)とその間に存在する 4 個のル
ー プ か ら な る 小 球 様 構 造 を と る 。
IFN-zeta/Limitin は、ほぼ全長にわたり
IFN-alphaやIFN-betaとアミノ酸レベルで約
30％の相同性が認められ、受容体との結合に
重要である領域（ヘリックス Aとヘリックス
Bの間のループABやヘリックスCおよびヘリ
ックス D・E 周辺）では特に高い相同性が認
められる（図１）。受容体結合部位に対応す
るアミノ酸の中で IFN-alpha や IFN-beta と
一致し IFN-zeta/Limitin だけが異なるアミ

ノ酸を選びだし、該当する IFN-alpha1 アミ
ノ酸を IFN-zeta/Limitin のものに置換した
変異 IFN-alpha1 を作製した。

(2) アミノ酸変異蛋白の作製
Site-directed mutagenesis の 手 法 で
IFN-alpha1 cDNA に 置 換 を 加 え 、 変 異
IFN-alpha1 cDNA をヒト免疫グロブリン(Ig)
との融合蛋白を産生する Ig/pEF-BOS vector
に組み込んだ。各変異 IFN-alpha1-Ig を産生
するプラスミドを 293T 細胞に遺伝子導入し
た後に、培養情勢を回収し、proteinA カラム
を用いて精製した。
(3) マウス変異 IFN-alpha1 の生理活性の検
討
抗ウイルス活性測定：標的細胞として L929
細胞を使用し、マウス脳心筋炎ウイルスに対
する感染抑制作用を CPE dye uptake 法にて
評価した。
骨髄抑制作用の評価：骨髄球系コロニー形成
と赤芽球系コロニー形成に及ぼす影響を比
較した。
(4) ヒト IFN-alpha1 における、m1, m3 領域
のアミノ酸置換
骨髄抑制作用を減弱させる m3 変異や抗ウイ
ルス作用を増強させる m1 変異に対応するヒ
ト IFN-alpha1 分子内アミノ酸を、マウスと
ヒト IFN-alpha 間のアミノ酸配列 alignment
から決定した。
(5) ヒト変異 IFN-alpha1 の生理活性の検討
抗ウイルス活性測定：標的細胞として MDBK
細胞を使用し、Getah ウイルスに対する感染
抑制作用を CPE dye uptake法にて評価した。
骨髄抑制作用の評価：骨髄球系コロニー形成
と赤芽球系コロニー形成に及ぼす影響を比
較した。

４．研究成果

(1) マウス IFN-alphaにおけるアミノ酸変異

による生理活性に及ぼす影響

受容体結合部位（ループ AB やヘリックス C

およびヘリックス D・E 周辺）に対応するア

ミノ酸の中で IFN-alpha や IFN-beta と一致

し IFN-zeta/Limitin だけが異なるアミノ酸

を選びだし、該当する IFN-alpha1 アミノ酸

を IFN-zeta/Limitin のものに置換した変異

IFN-alpha1 を作製した。作製した７つの変異

IFN-alpha1 のうちの１つ（m3-IFN-alpha1）

は、変異を持たない IFN-alpha1 と同等の抗
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図１ IFN- /limitinとIFN- /のアミノ酸配列の相同性
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ウイルス活性を示すものの骨髄抑制作用（コ

ロニー形成抑制作用）が著明に減弱していた

(表１)。また、このような作用特性を示すた

めには、m3-IFN-alpha1 に含まれる３個のア

ミノ酸変異全てが必要であることも判明し

た。m1-IFN-alpha1 は、変異を持たない

IFN-alpha1 と比較してより強い抗ウイルス

活性を示すとともに同等の骨髄抑制作用を

示した。また、このような作用特性を示すた

めには、m1-IFN-alpha1 に含まれる４個のア

ミノ酸変異のうち２アミノ酸置換が重要で

あることも判明した。m6-IFN-alpha1 は、抗

ウ イ ル ス 活 性 と 骨 髄 抑 制 作 用 と も に

IFN-alpha1 と比較して部分的に減弱してい

た。また、他の変異 IFN-alpha1（m2-, m4-, m5-,

m7-IFN-alpha1）は、全ての生理活性を消失

していた。

(2) m1, m3 領域のアミノ酸置換を持つヒト
IFN-alpha1 の作製・精製
マウス m1, m3 各変異部位に対応するヒト
IFN-alpha1 分子内のアミノ酸を決定した。各
変異ヒト IFN-alpha1 cDNA をヒト免疫グロブ
リンの融合蛋白を産生する Ig/pEF-BOS

vector に組み込んだ(hIFN-alpha1
m1-Ig/pEF-BOS と hIFN-alpha1
m3-Ig/pEF-BOS および野生型コントロールと
して hIFN-alpha1-Ig/pEF-BOS)。hIFN-alpha1
m1-Ig/pEF-BOS, hIFN-alpha1 m3-Ig/pEF-BOS,
hIFN-alpha1-Ig/pEF-BOS を 293T 細胞株に遺
伝子導入し、培養上清中に存在する各変異
IFN と Ig融合蛋白を protein A カラムを用い

て精製した。各 Ig 融合蛋白の蛋白量は、
SDS-PAGE で電気泳動した後に、抗ヒト Ig 抗
体による Western blot にて確認した（図２）。

(3) ヒト IFN-alpha1 上の m1, m3 各アミノ酸
変異の影響
①抗ウイルス活性：Getah ウイルスの MDBK 細
胞への感染抑制作用に関し、hIFN-alpha1
m3-IgとhIFN-alpha1-Igは同等の濃度依存性
を示した。一方、hIFN-alpha1 m1-Ig は、
hIFN-alpha1-Ig と比較して、約２～３倍の増
強した抗ウイルス活性を示した（図３）。

②骨髄抑制作用：骨髄球系コロニー形成や赤
芽球系コロニー形成を抑制する作用に関し、

hIFN-alpha1 m1-Ig と hIFN-alpha1-Ig は同等
の濃度依存性を示した。一方、hIFN-alpha1

表１ 変異IFN- 1 (m1-m7)とIFN- 1の生理活性の比較

変異IFN-1 変異部位（変異数） IFN- 1活性との比較

抗ウイルス活性 コロニー形成抑制 MHC class I誘導

m1-IFN-1 helixC (4アミノ酸) 亢進 同等 同等

m2-IFN-1 helixD (3アミノ酸) 消失 消失 消失

m3-IFN-1 loopDE (3アミノ酸) 同等 著明に減弱 同等

m4-IFN-1 loopAB (4アミノ酸) 消失 消失 消失

m5-IFN-1 loopAB (3アミノ酸) 消失 消失 消失

m6-IFN-1 loopAB (4アミノ酸) 部分的減弱 部分的減弱 部分的減弱

m7-IFN-1 helixC (5アミノ酸) 消失 消失 消失

m3a-IFN- 1 loopDE (1アミノ酸) 同等 部分的減弱 同等

m3b-IFN- 1 loopDE (1アミノ酸) 同等 部分的減弱 同等

m3c-IFN-1 loopDE (1アミノ酸) 同等 部分的減弱 同等



m3-Ig は、hIFN-alpha1-Ig と比較して、増強
したコロニー形成抑制作用を示した（図４）。

(4) 今後の展望
m1 変異による抗ウイルス作用増強効果が

ヒト IFN では２～３倍程度であった。マウス
IFN において認められた約１０倍の増強と比
較すると、この抗ウイルス活性増強効果は小
さかった。同様に、m3 変異による骨髄抑制作
用減弱効果もマウス IFNの結果と比較すると
ヒト IFN での効果が小さかった。今回は、対
応する各アミノ酸を IFN-zeta/Limitin のア
ミノ酸に置換したヒト IFN を作製した。マウ
スとヒトでは、アミノ酸置換部位周辺のアミ
ノ酸も微妙に異なっており、置換するアミノ
酸を工夫する必要があるのでは、と考えられ
た。臨床使用時に効果的な生理活性（抗ウイ
ルス作用増強、骨髄抑制作用減弱）をさらに
際立たせるために、現在、m1, m3 各領域周辺
のアミノ酸変異を追加し検討している。最終
的には、m1 と m3 両変異を持つヒト
IFN-alpha1 について解析する予定である。

IFN は、慢性骨髄性白血病・慢性リンパ性
白血病・多発性骨髄腫などの悪性血液疾患や
腎がん・悪性黒色腫などの固形がんの治療薬
として用いられている。また、IFN は、B 型・
C型ウイルス性肝炎はじめAIDS関連カポジ肉
腫などのウイルス関連疾患の治療薬として
も重要である。最近の IFN 治療に関する進展
は、PEG 化 IFN やコンセンサス IFN などの強
い生理活性を持つ IFN の開発や IFN とリバビ
リンの併用療法である。しかし、依然として
骨髄抑制作用や精神作用などの副作用に関
する難題は解決されていない。IFN には骨髄
抑制作用が存在するために、時に IFN の減量
や中止が必要となる。申請者らが目指すよう
に、IFN による副作用軽減が可能になれば、
大量投与や長期投与可能となり治療成績の
向上が期待できる。特に、IFN 治療抵抗性を
示すジェノタイプの C型肝炎ウイルスに感染
した患者の治療において、申請者らが目指す
新しい IFN 治療戦略は有力である。さらに、
白血球減少や血小板減少を伴う症例や他の
抗腫瘍剤との併用時には、骨髄抑制が少ない
ことは治療選択や治療安全性おいて重要で
ある。IFN による骨髄抑制作用を減弱し治療
成績向上に貢献しようとする本研究は極め
て独創性に飛んだ新しい試みである。
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