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研究成果の概要（和文）： 

 本研究では細胞表面に高い接着能を持つ IFN-γ誘導体を新たにデザインし、遺伝子導入部位
での IFN-γ濃度を選択的に高めるシステムを開発した。開発した IFN-γ誘導体は、細胞表面に
接着可能であり、その遺伝子導入を行った臓器において選択的に生物活性を得ることが可能で
あった。また、本システムは従来の IFN-γ遺伝子治療システムと同等かそれ以上の治療効果を
癌モデルマウスで発揮した一方で、従来の IFN-γ遺伝子治療システムにおいて認められた体重
減少などの副作用を大幅に軽減することが可能であった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In the present study, we developed IFN-γ derivative that can adhere on cellular surface 

in order to selectively increase IFN-γ concentration at gene delivery site. Developed 
IFN-γ was demonstrated to be able to adhere on the cell surface and selective biological 
activity obtained by gene delivery of the developed IFN-γ derivative was specific in 
the gene-delivered organ. We found that the developed system was effective in reducing 
adverse side effect without reducing antitumor effect at target tissue compared to the 
normal IFN-γ gene therapy system. 
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１．研究開始当初の背景 
 Type II インターフェロン（IFN）に分類
される IFN-γは抗ウイルス活性、抗腫瘍活性、
免疫調節作用など種々の生理活性を持つタ
ンパク質であり、癌・ウイルス感染などの
種々の疾患に対する治療薬として期待され、
腎癌などに対しては既に臨床応用されてい
る。しかしながら、IFN-γの生体内半減期は
約 7時間と短いことから連日投与が必要とさ

れる。同様に短い生体内半減期を持つ Type I 
IFN である IFN-αの場合には、ポリエチレン
グリコール（PEG）で修飾した PEG-IFN-αが
開発され、これにより投与回数を１週間に１
回にまで削減することが可能となっている。
しかしながら、PEG 修飾に代表されるタンパ
ク質への化学修飾は IFNの生物活性を大きく
低下させることが懸念され、実際に PEG-IFN-
α2b では天然体と比較して 7%程度にまで生
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物活性が低下することが報告されている。 
 IFN-γを遺伝子の形で投与する IFNγ遺伝
子治療は、IFN-γの生物活性を損なうことな
く持続的な IFN-γ治療を可能とする方法と
して期待されている。申請者の所属する研究
室では早くから IFN-γ遺伝子治療に着目し、
大容量のプラスミド DNA（pDNA）水溶液を急
速に静脈内投与することで肝臓においてウ
イルスベクターに匹敵する高レベルの遺伝
子発現を得られる方法（ハイドロダイナミク
ス法）を用いた IFN 遺伝子治療法の開発につ
いて研究を行ってきた。その中で、実験的肝
転移モデルマウスにおいてハイドロダイナ
ミクス法を用いてマウス IFN-γ発現 pDNA を
投与することで、癌細胞増殖を効率的に抑制
可能であることを報告した（Mol. Ther., 
2002; 6: 737-44）。この結果は、IFNγ発現
pDNA の投与による有効な癌治療の可能性を
示すものではあるが、このときの IFN-γ発現
は一過性であることも明らかとなり、単なる
遺伝子導入では持続的 IFN-γ治療が困難で
あることも明らかとなった。遺伝子発現が一
過性である理由に関しては、プロモータの不
活化やプラスミド中に多数存在する CpG モチ
ーフのメチル化、免疫による遺伝子発現細胞
の除去など様々な可能性が指摘されている。
申請者らはこの問題に対してプラスミドベ
クターの物理化学的特性の改変による解決
を試み、PCR を利用した短縮化発現ユニット
（J. Pharm. Sci., 2007; 96: 2251-61）や
CpGモチーフを削減したpDNAの開発を行なっ
た。その結果、CpG モチーフ数を約 25%程度
にまで削減したプラスミドベクターを用い
ることで遺伝子導入後の血中 IFN-γ濃度の
持続化、さらには肺転移に対する高い治療効
果を得た（Int. J. Cancer, 2007; 121: 401-6; 
J. Gene Med., 2009; 11: 435-43）。以上、
IFN-γを遺伝子発現を持続的に発現させる
遺伝子治療システムの開発に成功し、持続化
することで治療効果を増強できることを明
らかとした。その一方で、IFN-γ持続発現型
pDNA を高い投与量で投与した際には、全身循
環中に高濃度の IFN-γが長時間滞留するこ
とによるものと推察される致死的な作用も
観察された。以上の結果から、癌を標的とし
た腫瘍組織への遺伝子導入、あるいはウイル
ス性肝炎に対する肝臓への遺伝子導入にお
いて、遺伝子導入部位近傍の IFN-γ濃度を選
択的に増大し、全身循環中の IFN-γ濃度を低
く抑えることができれば、副作用の軽減およ
び治療効果の増強が実現可能であると考え
るに至った。 
２．研究の目的 
 以上の背景から本研究では遺伝子導入に
おいて、遺伝子導入部位近傍の IFN-γ濃度を
選択的に増大し、全身循環中の IFN-γ濃度を
低く抑えるために、遺伝子導入された細胞で

産生・分泌後、細胞表面に留まる機能を賦与
した IFN-γ誘導体の利用を試みることとし
た。この IFN-γ誘導体の遺伝子導入により、
全身循環への IFN-γの移行を抑制しつつ遺
伝子導入細胞近傍での IFN-γ濃度を選択的
に増大できるものと考えた。IFN-γは標的細
胞膜上に存在する IFN-γ受容体に結合する
ことでその生理活性を示すため、IFN-γを分
泌させずに単に細胞内に留めるアプローチ
では IFN-γを組織に滞留させることはでき
ても生物活性は期待できない。そこで本研究
では、細胞内で産生される IFN-γをいったん
細胞外へと分泌させた後に細胞表面に留め
ることによって、組織への滞留性と生物活性
の発揮との両立を目指した。細胞外への滞留
化は、細胞外マトリクスに親和性を有するペ
プチドとの融合タンパク質とすることによ
って実現を試みた。 
３．研究の方法 

pDNA の構築 
 細胞外マトリクスへの親和性ペプチドと
して、6 個のアミノ酸 RKKRRR からなる
extracellular superoxide dismutase 由来の
ヘパラン硫酸結合ドメイン（HBD）を選択し、
IFN-γの C 末端に融合した。このとき、HBD
の繰り返し数が細胞外マトリクスとの親和
性に影響を与えることが報告されているこ
とから、IFN-γに融合する HBD 数が 1 から 3
までの 3 種類の融合タンパク質 IFN-γ
-(HBD)1～3をデザインした。それぞれをコード
する cDNA を持続発現型ベクターである、
pCpG-mcs ベクター（Invivogen 社）に組み込
むことで、各融合タンパク質発現 pDNA を構
築した。対照ベクターとして、天然型 IFN-
γを pCpG-mcs ベクターに組み込んだプラス
ミド DNA を用いた。 
IFN-γ発現量の定量 
 構築した pDNA を培養細胞に導入し、上清
中および細胞画分の各融合 IFN-γタンパク
質の量を ELISA 法により測定し、上清画分/
細胞各分の比を算出することで細胞表面へ
の滞留性を評価した。 
生物活性の評価 
 COS7 細胞に天然型 IFN-γあるいは各 HBD
融合IFN-γ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、発現する天然型
IFN-γあるいは各 HBD 融合 IFN-γを回収し、
ELISA 法により回収された IFN-γの量を定量
した。IFN-gamma activated site（GAS）駆
動性のルシフェラーゼ発現 pDNA（pGAS-Luc）
を遺伝子導入した B16-BL6 細胞に対し、回収
した天然型 IFN-γあるいは各 HBD 融合 IFN-
γを種々の濃度で添加した。一定時間経過後
に細胞画分のルシフェラーゼ活性を測定す
ることで融合 IFN-γの生物活性を評価した。 
細胞表面滞留性の視覚的評価 
 IFN-γ、あるいは HBD 融合 IFN-γの遺伝子



 

 

を導入した細胞に対して、非処理あるいは細
胞膜透過処理を行った後に抗 IFN-γ抗体を
用いて免疫蛍光染色法を行うことで、融合
IFN-γの細胞表面滞留性を評価した。 
マウスへの遺伝子導入と生物活性および体
内動態の評価 
 ハイドロダイナミクス法を用いてマウス
肝臓に天然型 IFN-γあるいは HBD 融合 IFN-
γを遺伝子導入した後、肝臓での IFN-γの
mRMA の定量を行うこことで各 IFN-γ誘導体
の遺伝子発現レベルを評価するとともに、肝
臓中の IFN-γ生物活性を IFN-γの標的遺伝
子である SOCS1 の mRNA 量を測定することで
評価した。また、各 IFN-γ発現 pDNA を遺伝
子導入後経時的に採血を行い、血中 IFN-γ濃
度推移を評価した。また、HBD 融合 IFN-γ発
現 pDNA を遺伝子導入したマウスに対して、
HBD と細胞外マトリクスの相互作用を阻害可
能な化合物であるヘパリンを静脈内投与し、
血中に遊離する IFN-γ量を測定することで
HBD融合 IFN-γの細胞外マトリクスとの結合
性を評価した。 
抗腫瘍効果と有害事象の評価 
 静脈内に移植することで肝転移巣を形成
する M5076 を用い、肝転移モデルマウスを作
製した。肝転移モデルマウスに対して各種
IFN-γ発現 pDNA を投与、一定期間経過後の
肝臓中結節数を評価することで抗腫瘍効果
を判定した。このとき、体重および摂食量を
経時的に測定することで、IFN-γが全身で非
特異的に作用することによる有害作用を評
価した。 
 
４．研究成果 
HBD融合化による細胞表面接着化とIFN-γ生
物活性 
 天然型 IFN-γあるいは HBD 融合 IFN-γを
遺伝子導入した後、その発現タンパク質の量
を EILSA 法により測定したところ、HBD 融合
IFN-γタンパク質の発現は天然型 IFN-γと
比較してその発現効率が HBD 数に依存して低
下する傾向が観察された。一方で、HBD の融
合により IFN-γは細胞表面接着能を持つこ
と、細胞表面への接着能は HBD 数に依存して
増大することが ELISA 法によって上清・細胞
画分における IFN-γタンパク量を測定する
ことで明らかとなった。HBD を有する IFN-γ
は細胞表面へ接着することを免疫蛍光染色
法によっても確認した（図１）。また、HBD 融
合 IFN-γが天然型 IFN-γと比較して 80％程

度に低下するものの、IFN-γ生物活性を保持
していることを、GAS 駆動性ルシフェラーゼ
発現 pDNA を用いたレポーターアッセイによ
って確認した。 
HBD 融合化による in vivo 生物活性と体内動
態の変化 
ハイドロダイナミクス法を用いてマウスに
遺伝子導入後の肝臓における IFN-γおよび
SOCS1 の mRNA 量を測定したところ、HBD 融合
IFN-γは HBD 数に依存して遺伝子発現効率が
低下していた（図２左）。また HBD の融合数
に依存して IFN-γにより誘導される遺伝子
である SOCS1 の肝臓における mRNA 発現誘導
も低下したことから、HBD の融合数に応じて
遺伝子導入部位における生物活性が低下す

ることが明らかとなった（図２右）。また、
ELISA 法により天然型 IFN-γあるいは HBD 融
合 IFN-γを遺伝子導入した後の血中 IFN-γ
濃度を測定したところ、HBD 数の増加に伴い
血中 IFN-γ濃度が大きく低下していくこと
が明らかとなった。特に HBD 数の繰り返し数
が1つのものの血中濃度は天然型IFN-γより
多少低い程度であったのに対して、HBD 数の
繰り返し数が2つのものの血中IFN-γ濃度は
大きく低下していたことから、HBD による細
胞外マトリクスとの相互作用を得るには HBD
を 2つ以上繰り返すことが望ましいと推察さ
れた。ここで、HBD を 2 回繰り返した IFN-γ
-(HBD)2が遺伝子発現効率、肝臓における生物
活性の発揮と細胞表面接着能の観点から有
用性が高いと考えられたため、以下の検討で
は HBD 融合タンパク質として IFN-γ-(HBD)2

を用いた。IFN-γ-(HBD)2発現 pDNA を投与す
ることで、同量の天然型 IFN-γ発現 pDNA を
投与時の約 40%の IFN-γ生物活性が肝臓にお
いて認められた。この時、IFN-γ-(HBD)2発現
pDNA 投与群の血清中 IFN-γ濃度は天然型
IFN-γ発現 pDNA 投与群の 100 分の 1 以下で
あった。また、IFN-γ-(HBD)2発現 pDNA 投与
マウスに対してヘパリンを静脈内投与した
ところ、ヘパリン投与により血清中 IFN-γ濃
度が 30 倍程度上昇したことから、HBD 融合
IFN-γが細胞外マトリクスと相互作用する
ことで血中濃度が低く抑えられているもの
と考えられた。一方で、天然型 IFN-γ発現
pDNA 投与マウスにおいてはヘパリン投与に
より血清中 IFN-γ濃度はほとんど変動しな

透過処理有（細胞内IFN-gの検出）

IFN-g (WT) IFN-g-(HBD)1 (HBD1) IFN-g-(HBD)2 (HBD2) IFN-g-(HBD)3 (HBD3)

透過処理無（細胞表面IFN-gの検出）

図1. IFN-gの免疫蛍光染色による検出
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図２．肝臓におけるIFN-g（左）およびSOCS1（右）mRNA発現
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かった。 
HBD融合IFN-γ遺伝子導入による抗腫瘍効果
と有害事象の発現 
 M5076 細胞を移植することで作製した肝転
移腫瘍モデルマウスに対して、0.5 μg の天
然型IFN-γ発現pDNAあるいは10 μgのIFN-
γ-(HBD)2発現pDNA発現pDNAを投与すること
による抗腫瘍効果と体重推移を評価した。天
然型 IFN-γ発現 pDNA 投与群では抗腫瘍効果
が得られた一方で、対照群と比較すると大き
く体重が減少していた。IFN-γ-(HBD)2 発現
pDNA 発現 pDNA を投与した群では、対照群と
比較して体重減少はしなかった一方で、天然
型 IFN-γと同等以上の抗腫瘍効果が得られ
た（図３）。  

 
本研究では、IFN-γを HBD との融合タンパ

ク質とすることによりその生物活性をほと
んど減少させることなくその体内動態を制
御することに成功した。また、HBD の融合数
を増加することで細胞外マトリクスへの親
和性が増大したが、生物活性は融合数依存的
に低下したことから、2 個の HBD を融合した
IFN-γ-(HBD)2 が最適な融合 IFN-γと結論さ
れた。HBD 融合 IFN-γ発現 pDNA の投与で遺
伝子導入臓器である肝臓において IFN-γ生
物活性が得られたことから、HBD 融合 IFN-γ
の細胞外マトリクスとの相互作用は可逆的
であり、マトリクスに結合した HBD 融合 IFN-
γタンパク質は IFN-γ受容体とも結合可能
と推察された。また、HBD 融合 IFN-γは in 
vivo における癌細胞の増殖を天然型 IFN-γ
と同様に抑制可能である一方で、有害事象が
観察されなかったことから、HBD 融合 IFN-γ
の有用性が証明された。また、このときの 
HBD融合IFN-γ投与群の血中IFN-γ濃度は天
然型と比較して非常に低かったことから、癌
細胞の肝転移の抑制には血中 IFN-γ濃度で
はなく肝臓における IFN-γ生物活性が重要
であることが示唆された。 

 
以上の結果は HBD融合化の有用性を示すも

のであり、細胞外の受容体に結合することで
生物活性を発揮する他のサイトカインの動
態制御にも HBDの利用が有用であることを示
すものであり、より安全かつ有効なサイトカ
イン遺伝子治療法の開発に有用な方法論と
なりえるものと考える。 
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図３．遺伝子投与後の体重変化（左）と肝転移腫瘍に対する効果（右）

B
o

d
y

 w
e

ig
h

t

(%
 o

f 
in

it
ia

l b
o

d
y

 w
e

ig
h

t)

N
u

m
b

e
r o

f 
n

o
d

u
le


