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研究成果の概要（和文）：本研究では、効果的なインターフェロン-γ(IFN-γ)癌遺伝子治療法の開発を目的として、
その治療効果を妨げる要因として、IFN-γにより誘導される免疫抑制分子IDO1と腫瘍組織関連マクロファージ(TAM)に
着目し検討を行った。TAMはIFN-γの抗腫瘍効果を妨げる要因であり、これを除去することでIFN-γの癌治療効果が増
強されることを見出した。一方、IDOはIFN-γの抗腫瘍効果にほぼ影響しなかった。一連の研究の過程において、抗原
性の高いタンパク質を持続発現させると、発現タンパク質に特異的な免疫応答が誘導され、それにより遺伝子発現細胞
が除去されることも見出した。

研究成果の概要（英文）：The goal of the present study was the development of effective cancer therapy by 
gene transfer of interferon -γ(IFN-γ). For this goal, it was hypothesized that IDO-1, an IFN-γ-induced 
immunosuppressive molecule, and tumor-associated macrophage (TAM) might hinder anti-tumor effect of 
IFN-γ. Base on this hypothesis, the role of these factors in the IFN-γ cancer gene therapy was 
investigated. We found that TAM reduced the anti-tumor effect of IFN-γ and depletion of TAM restored it. 
On the other hand, IDO-1 hardly affected the anti-tumor effect of IFN-γ. In the process of these 
investigations, we also found that persistent transgene expression of antigenic protein induced the 
transgene-specific immune response, which removed the transgene-expressing cells.

研究分野：生物薬剤学

キーワード： ドラッグデリバリー　遺伝子治療　インターフェロン　IDO-1　腫瘍組織関連マクロファージ　抗原特異
的免疫応答
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１．研究開始当初の背景 
 インターフェロン（IFN）-γは II 型イン
ターフェロンに分類されるサイトカインで
あり、抗ウイルス作用、細胞増殖抑制作用、
免疫調節作用など種々の生理活性を有する
ことから、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、悪性リン
パ腫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
数時間程度であり、治療に際しては連日の投
与が必要とされる。IFN-αにおいて実証され
たように、ポリエチレングリコール等を用い
て化学修飾することで、その生体内半減期は
延長可能ではあるが、立体障害に起因した受
容体との相互作用の低下によってその生物
活性は大きく低下することが懸念される。 
 治療用のタンパク質をコードした遺伝子
の投与により治療を行う遺伝子治療は、活性
を低下させることなく治療用タンパク質の
持続的供給を可能とする治療法として期待
される。我々の研究グループはこれまでに、
IFN-γ発現プラスミドベクターから遺伝子
発現の抑制因子であるCpGモチーフを除去し
たプラスミドベクターを構築し、これをマウ
スに投与することで 1 年以上に渡る長期の
IFN-γの供給に成功した。また、持続発現型
の IFN-γ発現ベクターの投与によって、短期
の IFN-γ発現を示す従来型のベクターと比
較して高い抗腫瘍効果が得られることも報
告してきた。これは、治療用タンパク質をコ
ードしたプラスミドベクターの最適化によ
って、遺伝子発現プロファイルの制御が可能
であることを示す結果であることに加えて、
遺伝子発現の持続化が治療効果の改善に有
用な手法となりえることを示す結果でもあ
ると考えられる。 
 上述の一連の研究の過程において、癌細胞
の種類によっては持続的に IFN-γを発現さ
せても十分な治療効果が得られない場合が
認められた。IFN-γによる抗腫瘍効果は、癌
細胞に対する IFN-γの直接作用および体内
の免疫系の制御による間接作用によるもの
であるため、種々の要因により影響を受ける
と考えられた。そこで、IFN-γにより誘導さ
れるトリプトファン代謝に関係した酵素
indoleamine 2,3-dioxygenase-1(IDO-1) 、
免疫抑制作用や癌細胞増殖促進作用を有す
る腫瘍組織中のマクロファージ、腫瘍組織関
連マクロファージ（ tumor associated 
macrophage: TAM）に注目した。IDO-1 はトリ
プトファンをキヌレニンに変換する酵素で
あり、免疫を抑制する作用が報告されていた。
またマクロファージは炎症を促進する M1 マ
クロファージと、炎症を抑制する M2 マクロ
ファージとに大別されるが、TAM は M2 マクロ
ファージであり、腫瘍組織においては免疫抑
制的な環境の形成を促進するとともに、癌細
胞の生存や増殖・転移等を促進に関与するこ
とが示唆されていた。 
 また、本研究を遂行する過程において、

IFN-γ遺伝子導入群の対照群として準備し
たホタルルシフェラーゼ（fLuc）発現プラス
ミドベクターの投与群において、fLuc に対す
る免疫応答の誘導と、免疫応答による遺伝子
発現細胞の除去に起因すると推察される遺
伝子発現レベルの低下を観察した。遺伝子治
療において、発現タンパク質に対する免疫応
答は副作用の惹起や遺伝子発現細胞の除去
とそれによる遺伝子発現レベルの低下を誘
発するために、その治療上の大きな妨げとな
る。導入遺伝子にコードされたタンパク質に
特異的な免疫応答の誘導にはタンパク質の
発現プロファイルが大きな影響を及ぼすと
考えられるがその詳細は不明であった。 
 
２．研究の目的 
 これまでの研究において、ある種の癌細胞
を皮下あるいは皮内に移植することで作製
した固形腫瘍モデルマウスにおいては、持続
的に IFN-γを作用させても十分な抗腫瘍効
果が得られない場合があることを見出して
いた。この結果については、腫瘍環境におい
て IFN-γの作用を抑制する分子あるいは細
胞によって、腫瘍組織が IFN-γの抗腫瘍効果
に対する抵抗性を獲得した可能性が考えら
れた。そこで本研究では、（1）IDO-1 、（2）
TAM に注目し、これらの分子・細胞が IFN-γ
の抗腫瘍効果に及ぼす影響について検討す
るとともに、これらの要因を制御することに
よる IFN-γの抗腫瘍効果の増強の可能性に
ついて検討することとした。また、（3）遺伝
子発現プロファイルが発現タンパク質に対
する免疫応答の誘導に及ぼす影響について
解析した。 
 
３．研究の方法 
（1）IDO-1 が IFN-γの抗腫瘍効果におよぼ
す影響の検討 
プラスミドベクター：これまでの検討で開発
に成功したマウス IFN-γ を持続的に発現す
るプラスミドベクター、pCpG-IFN-γ を用い
た。マウス：ICR マウス、C57BL/6 マウスお
よび IDO-1 knockout（IDO-1 KO）マウスを用
いた。マウス肺癌細胞株 Lewis lung 
carcinoma （LLC）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をマウ
ス体重の約 8 ％ 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）。トリプトファ
ン・キヌレニン濃度の測定：トリプトファン
およびキヌレニン濃度は HPLC により測定し
た。mRNA の測定：マウスの臓器および腫瘍組
織から採取した total RNA を用いて cDNA を
調整し、mRNA 量を real-time PCR 法により測
定した。 
 
（2）TAM が IFN-γの抗腫瘍効果におよぼす
影響の検討 



プラスミドベクター： pCpG-IFN-γを用いた。
マウス： C57BL/6 マウスおよび BALB/c マウ
スを用いた。マウス結腸癌細胞株 colon26 細
胞あるいはマウスメラノーマ細胞 B16BL6 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。マウスへの遺伝子導
入：ハイドロダイナミクス法によりマウスに
遺伝子導入した。クロドロネート封入リポソ
ーム（CL）の作製：マクロファージ除去を目
的に、phosphatidylcholineと cholesterol、
を用いてリポソームを作製し、これにクロド
ロネートを封入することで CL を調製した。
また、CL の血中滞留性の改善による TAM の効
果的な除去を目的として、平均分子量約 2000
の polyethylene glycol (PEG)を含む脂質、
DSPE-PEG で表面修飾したCL (PEG-CL)も併せ
て調製した。別途、リポソーム調製時にロー
ダミン標識脂質(rhodamine-DHPE)を添加す
ることで蛍光標識を施した。 
 
（3）導入遺伝子特異的免疫応答の誘導に及
ぼす遺伝子発現プロファイル影響の検討 
プラスミドベクター：Gaussia luciferase 
(gLuc)をコードするプラスミドベクター、
pROSA-gLuc、fLuc を長期間発現するプラスミ
ドベクターである pCpG-fLuc、fLuc の短期発
現型プラスミドベクターであるpCMV-fLucを
用いた。マウス：ICR マウス、C57BL/6 マウ
スを用いて実験を行った。マウスへの遺伝子
導入：ハイドロダイナミクス法によりマウス
に遺伝子導入した。抗 fLuc 免疫応答の評価：
ELISA法により血中fLuc抗体濃度を測定する
ことで fLuc 特異的液性免疫の誘導を評価し
た。また、免疫したマウスから回収した脾臓
細胞に fLuc を添加したときに産生される
IFN-γ量を指標に、fLuc 特異的細胞性免疫応
答を評価した。肝臓の組織形態学的評価およ
び浸潤細胞の評価：マウス肝臓のパラフィン
切片を HE 染色し、顕微鏡観察により肝臓の
組織形態学的評価を行った。別途、肝臓の凍
結切片を抗 CD4 抗体、抗 CD8 抗体を用いて免
疫染色した後、蛍光顕微鏡で観察することで
浸潤細胞を評価した。 
 
４．研究成果 
（1）IDO-1 が IFN-γの抗腫瘍効果に及ぼす
影響 
 IFN-γ遺伝子導入により、検討した全ての
臓器においてIDO1の mRNA発現レベルが大幅
に上昇した。なかでも、ハイドロダイナミク
ス法による遺伝子導入時のおもな遺伝子発
現臓器である肝臓において特に高く誘導さ
れた。また、IFN-γ遺伝子導入したマウスに
おいて血中トリプトファンレベルが低下し、
トリプトファンの代謝産物であるキヌレニ
ンレベルが上昇したが、これは IDO1 の遺伝
子発現の誘導によって IDO1 の活性レベルが
上昇した結果と考えられた。次に、LLC 細胞
を野生型マウスあるいは IDO1 KO マウスに移
植することで担がんモデルマウスを作製し

た。IFN-γ遺伝子導入を行ったところ野生型
および IDO1 KO マウスいずれの担がんマウス
においてもほぼ同等の抗腫瘍効果が得られ
た。興味深いことに、IFN-γ遺伝子導入によ
って IDO1 KO マウスの LLC腫瘍組織中におい
て IDO1 の mRNA 発現レベルが上昇したが、こ
れは LLC がん細胞における IDO1 の遺伝子発
現誘導を示す結果と考えられる。以上の結果
から、IFN-γ遺伝子導入によって IDO1 の遺
伝子発現は誘導されるが、IFN-γの抗腫瘍効
果にほぼ影響を及ぼさない可能性が示され
た。 
 
（2）TAM が IFN-γの抗腫瘍効果におよぼす
影響 
 colon26あるいはB16BL6をマウス皮内に移
植して作製した固形腫瘍組織におけるTAMの
存在を評価したところ、colon26 においては
多数の TAM が確認された一方で、B16BL6 では
TAM は非常に少なかった。それぞれの担癌マ
ウスに対して IFN-γ遺伝子を導入したとこ
ろ、colon26 に対しては抗腫瘍効果がほとん
ど認められなかったのに対し、B16BL6 に対し
ては高い抗腫瘍効果が認められた。この結果
から、TAM の IFN-γ抵抗性への関与が推察さ
れた。そこで以降の検討では、多数の TAM の
存在し、IFN-γに対して抵抗性を示す
colon26 担癌マウスを用いた。colon26 担癌
マウスに蛍光標識 PEG-CL を静脈内投与した
ところ、PEG-CL は高い血中滞留性と腫瘍移行
性を示し、TAM を効率的に除去可能であった。
PEG-CL を静脈内投与することで、腫瘍増殖は
有意に抑制されたことから、TAM が腫瘍の増
殖に促進的に作用する可能性が示された。ま
た、PEG-CL 投与群においては、IFN-γ遺伝子
導入により腫瘍増殖が有意に抑制された。こ
の結果は、PEG-CL による TAM の除去によって
IFN-γの抗腫瘍効果が増強されたものと考
えられた。以上の結果は、TAM が IFN-γの抗
腫瘍効果に抑制的に機能していることを示
すとともに、PEG－CL 投与による TAM の除去
は IFN-γの抗腫瘍効果を改善する手段とな
りえることを示すものとも考えられる。 
 
（3）導入遺伝子特異的免疫応答の誘導に及
ぼす遺伝子発現プロファイル影響 
 gLuc をコードするプラスミドベクターで
ある pROSA-gLuc を用いてマウスに遺伝子導
入したところ、長期間にわたり安定な血中
gLuc 活性が認められた。そこで、fLuc を長
期間発現するプラスミドベクター、
pCpG-fLucをpROSA-gLucと同時に投与したと
ころ、血清中 gLuc 活性は単独投与群と比較
して投与 7日後から減少しはじめ、14 日後に
は千分の 1以下となった。一方、短期発現型
pCMV-fLuc を同時投与した群における血清中
gLuc 活性は、pROSA-gLuc 単独投与時とほぼ
同様の挙動を示した。これまでの検討から、
同時に投与されたプラスミドベクターは同
一の細胞内へと送達されると考えられる。従



って、gLuc に対しては免疫反応がほとんど誘
導されないこと、その一方で、fLuc の持続的
発現による fLuc 特異的免疫応答が gLuc 発現
の低下に関与することが推察された。そこで、
fLuc 特異的な免疫応答の誘導について評価
したところ、pCpG-fLuc の投与によって、fLuc
特異的な液性・細胞性免疫応答の誘導が確認
された。また、pCpG-fLuc 導入マウスの肝臓
切片には、単核球細胞の浸潤が観察され、そ
の多くは CD8 陽性細胞であった。一方、短期
間発現型pCMV-fLucを投与したマウスにおい
ては、fLuc 特異的な免疫反応はほとんど検出
されなかった。以上より、抗原性を有するタ
ンパク質を持続的に発現させた場合には、発
現タンパク質特異的な免疫応答が誘導され、
これにより遺伝子発現細胞が除去され、遺伝
子発現が劇的に低下することが示された。 
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