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Ａ．研究目的  

これまでに例数は少ないものの、長期の

IFN-遺伝子発現を可能とするpDNA、

pCpG-IFN-を投与し、持続的にIFN-を作用

させることでHCV感染キメラマウスにお

いて高い抗HCV効果が得られる可能性が

あることを報告していた。そこで、本研究

では検体数を増やすことで持続的なIFN-

遺伝子発現のC型肝炎に対するin vivoにお

ける治療有効性を検証した。併せて、IFN-

遺伝子発現の持続性がC型肝炎に対する治

療効果に及ぼす影響について評価するため

研究要旨  インターフェロン-α (IFN-α)抵抗性HCVを感染させたヒト肝細胞キメ

ラマウスに対して、持続的にIFN-γを発現するIFN-γ発現plasmid DNA (pDNA)あるい

は一過性にIFN-γを発現するIFN-γ発現pDNAをハイドロダイナミクス法を用いて遺

伝子導入した。持続性のIFN-γ発現pDNAの遺伝子導入により血清中HCV RNA量は

検出限界以下となりその効果は持続した。一方で、一過性発現の場合には4匹中1

匹においてのみ血清中HCV RNA量が減少したが、血中HCVのリバウンドが観察さ

れた。持続的なIFN-γ発現による肝障害の可能性について検討したところ、投与後

初期に一過性に血清ALTの上昇が認められたが観察終了時にはもとのレベルに回

復していた。またマウスの肝臓切片を観察したところ肝細胞への傷害はほとんど認

められなかった。以上の結果はIFN-γ遺伝子の持続的供給によって安全かつ有効な

HCV治療が可能となることを示すものと考える。 

併せて、IFN-γの肝臓特異的な作用発現を目的として、マウスIFN-γとヘパラン硫酸

結合ドメイン(heparin binding domain; HBD)との融合タンパク質を設計し、これを発

現するpDNAを構築し、その動態制御能について評価した。また、IFN-γに肝臓指向

性を持つことが知られているアポリポプロテインA-I(ApoA-I)と融合することで効

率的なIFN-γの肝臓デリバリーに関する検討も行った。 



に一過性のIFN-発現を示すIFN-発現

pDNA（pCMV-IFN-）をHCV感染キメラマ

ウスに遺伝子導入した。また、持続的な

IFN-遺伝子発現による肝臓への傷害が懸

念されたことから、pCpG-IFN-を投与され

た個体において肝傷害性について評価した。 

また、肝臓特異的なIFN-の作用発現によ

る治療有効性の向上を目的に、以下の2つの

アプローチについて検討した。肝臓を遺伝

子導入部位とし、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を目指し、細胞

外マトリクスであるヘパラン硫酸糖に結合

親和性を持つことが知られている

extracellular superoxide dismutase由来C末端

ヘパラン硫酸結合ドメイン (HBD)をIFN-γ

のC末端に融合することで遺伝子導入され

た細胞で産生・分泌後、細胞表面に留まる

機能を賦与した。また、肝硬変などの併発

により肝臓への遺伝子導入が困難な場合を

想定して、肝臓以外の部位に肝臓指向性

IFN-を遺伝子導入することによる、遺伝子

治療法の開発に着手した。IFN-γを肝臓指向

性が高い高比重リポタンパク質(HDL)の主

要な構成タンパク質であるApoA-Iとの融

合タンパク質とし、肝臓指向性IFN-γをデザ

インした。 

Ｂ．研究方法 

1. 持続型IFN-γ発現pDNAを用いた抗HCV

効果の検討 

pDNA：持続的な遺伝子発現が可能である

pDNA骨格(pCpG-mcs: InvivoGen)にヒト

IFN- cDNAを挿入したpCpG-huIFN-を用

いた。pCpG-IFN-およびpCMV-IFN-を用

いた。別途GFPを発現するpDNA

（pEGFP-N1）を用いた。ヒト肝細胞キメ

ラマウス：uPA-SCIDマウスにヒト肝細胞を

移植することで作製した高置換キメラマウ

スを用いた。血中ヒト血清アルブミン濃度

を測定することでヒト肝細胞置換率を確認

した。HCV感染モデル：高置換キメラマウ

スにI型IFN抵抗性を示すHCV genotype 1b

を感染させることで治療抵抗性C型肝炎モ

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と

遺伝子発現の評価：naked pDNAをマウス体

重の約10％に相当する容量の生理食塩水に

溶解し、マウス尾静脈内に急速投与した。

血中IFN-γ濃度はELISA法により測定した。

pEGFP-N1を投与した個体については肝臓

の凍結切片を作製した。抗HCV効果の評

価：経時的に採血し、real-time PCR法にて

血中HCV RNA量を測定した。また、遺伝子

導入から8週間後に肝臓を回収し、nested 

PCR法を用いて肝臓中HCV RNAの検出を

行った。肝傷害性の評価：採血を行った後、

和光純薬？社のキットを用いてALT活性を

測定した。別途、肝臓の切片を作製後にHE

染色、あるいは抗ヒトアルブミン抗体を用

いた免疫組織染色を行った。 

2.細胞表面付着型IFN-発現pDNAの構築 

pDNA： HBDをIFN-γのC末端に融合した。

このとき、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、融合タンパ

ク質発現pDNA (pCpG-muIFN-γ-(HBD)n : n = 

1~3)を構築した。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発現量を

ELISA法により測定した。IFN-γ生物活性の



評価：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

胞を用いて生物活性を評価した。細胞表面

滞留性の評価：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

各pDNAを遺伝子導入した。IFN-γ血中濃度

をELISA法により測定した。HBD融合IFN-γ

発現pDNAを遺伝子導入したマウスに対し

て、HBDとへパラン硫酸の相互作用を阻害

可能す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。抗腫瘍効果と有害作用の評価： 

M5076細胞を用いて肝転移モデルマウスを

作製し、各IFN-γ発現pDNAを投与し、肝臓

中結節数を評価することで抗腫瘍効果を判

定した。別途、体重を指標に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。 

3. 肝臓指向性IFN-発現pDNAの構築 

pDNA： ApoA-IをマウスIFN-γのC末端に融

合することでApoA-I融合IFN-γ発現pDNA

（pCpG-IFN--ApoA-I）を構築した。ApoA-I

融合IFN-γのIFN-γ活性評価：IFN-γ依存的に

ホタルルシフェラーゼを発現する

pGAS-Lucを遺伝子導入したマウスメラノ

ーマ細胞株B16-BL6細胞を用いてIFN-γ活

性を評価した。肝臓中IFN-γ活性の評価：マ

ウス下肢筋肉へ遺伝子導入した後、1日後に

肝臓を回収し、IFN-γの標的遺伝子である

Suppresser of Cytokine Signaling 1 (SOCS1)の

mRNA量を測定することでIFN-γ活性を評

価した。 

Ｃ．研究結果 

HCV感染モデルマウスに対するIFN-γ遺

伝子治療効果治療効果の検討 

まず、GFP発現pDNAを用いてヒト肝細

胞およびマウス肝細胞の遺伝子発現に対す

る寄与について評価を行った。その結果、

キメラマウスの肝臓中のヒト由来肝細胞お

よびマウス由来肝細胞の両者において遺伝

子発現が得られたが、ヒト由来肝細胞にお

いてより多数のGFP発現細胞が観察され、

その発現も強かった。 

HCV感染キメラマウスに対して短期発

pCMV-IFN-γ発現pDNAを投与した。遺伝子

導入を行った4匹の個体の内、治療開始前の

血中HCVレベルが最も低かった個体にお

いて、血中HCV RNA量の減少が認められた

が、投与30日以降に再び血中HCV RNAが検

出された。また、治療開始70日後に回収し

た肝臓中からもHCV RNAが検出された。他

の3個体においては投与後早期から一過性

に血中IFN-γ濃度が得られたものの、血中

HCVレベルの低下はほとんど認められな

かった 

pCpG-IFN-をHCV感染キメラマウスに

投与した。その結果、遺伝子導入3日後より

ウイルス価の減少が認められ、14日後以降

は検出限界以下、もしくは、著しくウイル

ス価が減少することが明らかとなった。ま

た、投与から8週間が経過後に肝臓を回収し、

HCV RNA量を定量したところ検出されな

かったことから、肝臓からのHCVの除去が

示唆された。 

pCpG-IFN-を遺伝子導入したマウスに



ついて、経時的に血中のALT量を測定する

ことで肝障害を評価した。その結果、遺伝

子投与3日後から7日後にかけて、血中ALT

レベルが上昇したが、4週間後にはもとのレ

ベルに回復していた。血中ALTレベルが上

昇していた遺伝子導入3日後および経過観

察を終了した導入8週間後に肝臓を回収後

にHE染色切片を作製し傷害性の有無を判

定したが、明確な傷害は認められなかった。 

細胞表面接着型インターフェロン-γの治

療効果の検討 

  新規デザインしたHBD融合IFN-γの生物

活性と細胞表面付着能を培養細胞の系で評

価した。その結果、HBD融合IFN-γの細胞表

面への付着能はHBD数の増加に伴い増加

することを確認した。また、HBD融合IFN-γ

が天然型IFN-γと同程度のIFN-γ生物活性を

保持していることも確認した。次に、ハイ

ドロダイナミクス法を用いてマウスに遺伝

子導入したところ、培養細胞での結果と同

様に、HBD数に依存した細胞表面への付着

が増加する傾向が認められた。HBD融合

IFN-γ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。肝転

移腫瘍モデルマウスにおいて抗腫瘍効果と

有害作用の評価を行ったところ、天然型

IFN-γ発現pDNA投与群では抗腫瘍効果が

得られたが同時に体重も減少した。一方、

HBD融合IFN-γ発現pDNAを投与した群で

は、体重減少することなく天然型IFN-γと同

等の抗腫瘍効果が得られた。 

ApoA-I融合インターフェロン-γの肝臓

指向性の検討 

 ApoA-I融合IFN-γの生物活性を評価した結

果、天然型IFN-γと比較して約31%の生物活

性を保持していることが明らかとなった。

マウス下肢筋肉にApoA-I融合IFN-γ発現

pDNAを遺伝子導入した後、ApoA-I融合

IFN-γの血清中濃度と肝臓中のSOCS1発現

を測定することでApoA-I融合IFN-γの肝臓

指向性を評価した。その結果、ApoA-I融合

IFN- -遺伝子を導入したマウスにおいて血

清中IFN-γ濃度は天然型IFN-遺伝子を導入

したマウスより低いが、肝臓中での

SOCS1mRNA発現の誘導は同等かそれ以上

であることが認められた。 

 

Ｄ．考察 

本研究では、I型IFN抵抗性HCV感染キメ

ラマウスを用いてIFN-γ発現pDNAの治療

有効性を検証した。 

その結果、持続的にIFN-γを発現すること

で著しくウイルス価が減少する、あるいは、

検出限界以下に至ることが明らかとなった。

また、一度ウイルス価が検出限界まで低下

したマウスにおいて、観察終了までの8週に

渡り再燃が認められなかった。一方で、短

期IFN-γ発現pDNAの投与による抗HCV効

果は非常に弱く、有意な抗HCV効果が得ら

れた固体においてもHCVの再発も観察さ

れた。これらの結果は、I型IFN抵抗性HCV

に対する持続的なIFN-γ遺伝子治療の有用

性を示すものと考える。 

GFPを用いた遺伝子導入効率の検討にお

いて、ヒト由来肝細胞およびマウス由来肝

細胞の両者において遺伝子発現が得られた



が、これは本法を用いることでヒト由来肝

細胞へも遺伝子導入が可能であることを示

す結果である。また、特にヒト由来肝細胞

において良好な遺伝子発現が得られたこと

から、本遺伝子導入法の有用性が示された。

また、IFN-γを持続的に肝臓で発現させるこ

とによる、肝臓への傷害性が懸念され、血

中のALTレベルの一過性の上昇が認められ

たが、時間経過とともに回復したことから、

その程度は小さいものと考えられる。また、

組織観察の結果からは明確な肝障害を示す

像は得られなかったことから、IFN-γ遺伝子

治療の安全性は高いと考えられる。 

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保持しつつその

体内動態を制御できることが明らかとなっ

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。 

ApoA-I融合IFN-は天然型IFN-γと比較し

て、その生物活性は若干低下するものの、

その血中濃度で比較すると天然型IFN-γよ

り効率的に肝臓で生物活性を得られる可能

性が示された。この結果はIFN-γとApoA-I

を融合することで効率的なIFN-γの肝臓デ

リバリーが達成可能になることを示すもの

と考える。 

 

Ｅ．結論 

IFN-γを作用させることで高い抗HCV効

果が得られるが、特に持続的なIFN-γの作用

が望ましいこと、また持続的なIFN-γの作用

によっても標的組織である肝臓への傷害性

は小さいことが明らかとなった。以上の結

果はI型IFN抵抗性HCVに対するIFN-γ遺伝

子治療の有用性を示すものと考えられる。

また、HBD融合IFN-γおよびApoA-I融合

IFN-γの利用により肝臓特異的なIFN-γ作用

が誘導され、これらが肝炎治療のための有

用なアプローチになる可能性が示された。 
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