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研究成果の概要（和文）：難治性疾患である肺線維症に対し、アデノ随伴ウイルス（AAV）ベクターを用いた遺
伝子治療の開発について研究を行った。治療遺伝子として、抗炎症性サイトカインであるIL-10遺伝子を用い、
IL-10発現AAVベクターを作製した。組み換えAAVベクターをブレイマイシンで誘発した肺線維症モデルマウスに
気管内投与を行って、肺線維症の発症を予防できることを確認した。IL-10による治療効果はブレオマイシン誘
発肺線維症マウスの死亡率の抑制、病理組織での線維化の抑制、肺のコラーゲン生成の抑制、線維化促進性サイ
トカインのTGF-β1の生成が抑制されていることで確認できた。

研究成果の概要（英文）：Our research goal was to develop gene therapy for an intractable disease 
called pulmonary fibrosis, using adeno-associated virus (AAV) vectors. We used the gene of an 
anti-inflammatory cytokine, IL-10, as a therapeutic gene and created recombinant AAV vectors that 
express IL-10. We delivered the recombinant AAV vectors into the lungs of bleomycin-induced 
pulmonary fibrosis models through the trachea. We found that the recombinant AAV vectors prevented 
the fibrosis from progressing in the lungs. The anti-fibrotic effects of IL-10 were verified by the 
histological prevention of fibrosis, increased survival rate, and reduced collagen production and 
pro-fibrotic cytokine, TGF-β1 in the lungs.

研究分野：遺伝子治療

キーワード： AAVベクター　肺線維症　IL-10
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研究成果の学術的意義や社会的意義
特発性肺線維症は、発症機序として、持続する慢性炎症と、肺傷害に対する過修復が推定されており、臨床現場
では抗線維化作用を持つ薬剤が使用されている。しかし、未だ根治には至っていない現状がある。本研究では、
抗炎症性サイトカインであるIL-10に着目し、IL-10遺伝子をAAVベクターに組み込むことで、ブレオマイシン肺
線維症モデルマウスに効率良く遺伝子を導入し、生存率の向上と抗線維化効果の両方を示すことができた。本研
究によって、IL-10を発現した組み換えAAVベクターが肺に特異的かつ長期に導入でき、肺の線維化を予防する効
果を示せたことから、肺線維症に対する新たな治療法になりうる可能性が示唆された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
特発性肺線維症（IPF）は未だ有効な根治療法のない慢性呼吸器疾患であり、診断後の余命は

3～5 年に過ぎない。IPF の原因については不明な点も多いが、主たる病態は肺胞上皮細胞の繰
り返す損傷とその修復・治癒過程の異常と考えられている。その過程には、線維化を促進するサ
イトカインである TGF-β1が関与しており、TGF-β1は線維芽細胞や筋線維芽細胞を持続的に活
性化して遊走・ 増殖・細胞外基質の過剰産生を引き起こして肺構造の破壊に至る。かつて経験
的に IPF 治療に用いられてきたステロイドや免疫抑制剤などの抗炎症治療は、大規模な研究解
析により、生存率が向上しないどころか、むしろ易感染性など副作用の方が上回る結果となり、
現在のガイドラインでは推奨されていない。代わりに、ピルフェニドンやニンテダニブといった
抗線維化作用を示す薬剤が投与されるようになったが、これらの抗線維化薬は進行を遅らせる
ことはできても病勢改善には至らず、IPFに対する有効な治療法の確立は喫緊の課題である。そ
こで、申請者は免疫抑制性サイトカインとして知られる IL-10に注目した。IL-10はマクロファ
ージやリンパ球など様々な免疫細胞から産生されるが、免疫についてのみならず多彩な抑制作
用を有する。申請者らの研究グループは、これまでに IL-10を様々な臓器傷害モデル動物（肺高
血圧モデル、高血圧モデル、脳卒中モデル、腹膜線維症モデル）に導入すると、臓器傷害が軽減
し、生存率も向上することを明らかにしてきた（Onishi et al. Lab Invest 95: 1353-62, 2015等）。
さらにその機序として、IL-10 によって TGF-β1 を介する線維化が抑制され、肺や心筋、腎臓、
腹膜における臓器傷害が軽減されていることを見出した。一方で、申請者はアデノ随伴ウイルス
（AAV）ベクターの遺伝子導入効率改善に取り組み、従来法に比べて飛躍的に優れた方法を確立
した（Kurosaki F, et al. Gene Ther. 24: 290-297, 2017. ）。AAV血清型は数多く存在するが、
その中でも肺への遺伝子導入には AAV6型が最も優れ、CAGプロモーターと組み合わせること
で、これまで遺伝子治療研究で使用されてきた手法よりも遙かに高効率で肺に遺伝子導入でき
ることを見出した。この AAV6-CAGベクターを気管内に投与すると、他臓器への漏れは殆どな
く、肺においてのみ導入遺伝子が発現するため、副作用や安全の観点からも優れている。 
そこで、IL-10遺伝子を搭載した AAVベクター（AAV-IL10）が肺線維症治療に有効であるとい
う仮説を立て、実験的肺線維症モデルとして確立しているブレオマイシン肺線維症マウスに
AAV-IL10を投与し、IL-10の生理作用や有効性、安全性を評価することにした。 
 
２．研究の目的 
これまで有効な治療法がなかった IPF に対して、遺伝子治療という新規アプローチを開拓す
ることを目指し、１）IL-10発現 AAVベクター（AAV-IL10）を作製し、この組み換えベクター
（AAV-IL10）をマウスの気管内に投与し、IL-10の発現および安全性を評価する。そして、２）
実験的肺線維症モデルとして確立しているブレオマイシン肺線維症モデルマウスに IL-10 発現
AAVベクター（AAV-IL10）を投与し、IL-10の有効性や抗線維化作用を評価する。 
 
３．研究の方法 
本研究は以下の方法で行った。 
（１）IL-10発現 AAVベクター（AAV-IL10）の作製 

AAV-IL10の作製については、申請者らの研究グループで実績のある方法で作製する。すなわ
ち、ベクタープラスミド（pCAG-IL10）とウイルスタンパク質をコードする AAV6 型のパッケ
ージングプラスミド、アデノウイルス由来の E2A、E4、VA を含むヘルパープラスミドをリン
酸カルシウム共沈法でヒト胎児腎細胞 293（HEK293）にトランスフェクションした。72 時間
の培養後に、HEK293 細胞を回収して凍結・融解を繰り返すことにより組み換え AAV ベクタ
ーを含む粗抽出液を得、 これを塩化セシウム密度勾配遠心法で精製して作製した。  

 
（２）マウスにおける IL-10の発現および安全性  
C57BL/6Jマウスに IL-10発現 AAV ベクター（AAV-IL10）を気管内に投与し、 気管支肺胞洗
浄液（BALF）や血漿での IL-10の発現の推移を長期間追跡した。安全性については、BALFに
おける白血球分画や AAV-IL10の投与 4週間後の肺切片を用いて、病理学的評価を行った。 
 
（３）肺線維症の病態における IL-10 の抗炎症効果と抗線維化効果 
ブレオマイシン肺線維症モデルの作製は、C57BL/6J マウスにブレオマイシンを充填した浸透
圧ポンプを皮下に埋め込み、持続投与を行うことで作製した。肺線維症の評価については、組織
染色（HE染色、Masson-Trichrome染色）を行い、病理医とともに組織学的検討を行った。線
維化の評価については、Masson-Trichrome 染色を基にして、線維化スコアリング（Ashcroft 
Score）を行った。マウスにおける遺伝子導入は AAV-IL10またはプラセボを気管内投与し、経
過を追って気管支肺胞洗浄液（BALF）や血液を採取した。 
具体的には、線維化に関与するサイトカイン（TGF-β1）、コラーゲンの増生について解析した。 
 



４．研究成果 
（１）IL-10発現 AAVベクター（AAV-IL10）の作製 
作製した AAV-IL10 は in vitro で培養した気管支上皮細胞（BEAS-2B）に遺伝子導入を行い、
その細胞の培養上清を ELISA 法にて測定し、確認した。 
 
（２）マウスにおける IL-10の発現および安全性  
C57BL/6Jマウスに 1個体あたり AAV-IL10を 5×105vgを気管
内に投与し、BALFと血漿の IL-10の濃度を ELISAで評価した
ところ、約 5 週間に渡って肺に特異的に発現していることを確
認した。安全性については、回収した BALF ならびに肺切片を
評価したが、炎症細胞の増加や肺組織への浸潤は認められなか
った。 
 
（３）肺線維症の病態における IL-10 の抗炎症効果と抗線維化
効果 
当初、ブレオマイシンまたは生理食塩水（生食）を充填した浸透
圧ポンプを C57BL/6Jマウスの皮下に移植した後に、AAV-IL10
またはプラセボを投与する実験を行った。皮下にブレオマイシ
ンのポンプを移植した後から、気管内投与を行うまでの時間を
週毎に評価をしたが、マウスの体重減少が著しく、死亡率が 50%に迫るため、断念した。 
そのため、最初に AAV-IL10またはプラセボをマウスに気管内投与し、その後にブレオマイシン
のポンプを皮下に移植する方法を選択した。その間の期間は 1週間とした。すると、ブレオマイ
シンかつプラセボを気管内に投与された群（疾患群）は 30%死亡したのに対し、AAV-IL10を投
与された群（治療群）は体重減少を認めたものの、死亡することはなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
病理学的評価については、35日目に肺切片をMasson-Trichrome染色かつ線維化スコアリング
（Ashcroft Score）を行ったところ、治療群は疾患群と比較して優位に線維化が抑制されている
ことが分かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
生化学的評価では、35日目に回収した BALF中の可溶性コラーゲンならびに線維化促進性サイ
トカインである TGF-β1 を測定すると、治療群は疾患群と比較して有意にそれらの生成が抑制
されていた。 
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