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Type II interferon (IFNg) is a representative Th1 cytokine and it possesses a variety of functions, including immune

regulation, antiviral and antitumor activity. Because of its multifunctional nature, IFNg is expected to be applied to the

treatment of autoimmune diseases, cancer and viral infection. Although IFNg has therapeutic potential for such dis-

eases, the clinical use of IFNg has been limited due to its short in vivo half-life and serious adverse eŠects. In contrast,

gene delivery of IFNg is an alternative approach to increasing the retention time of IFNg. To extend transgene expres-

sion after plasmid DNA (pDNA) gene transfer, we designed and developed pDNA with varying numbers of CpG mo-

tifs. CpG-reduced pDNA resulted in more durable transgene expression than its CpG replete counterpart in mice. Com-

parison of the eŠect of promoter/enhancer elements on transgene expression showed that ROSA26 promoter-mediated

IFNg expression was safe because of the lack of an initial surge after hydrodynamic gene transfer. We also designed an

IFNg-mouse serum albumin (MSA) fusion protein, IFNg-MSA. Gene transfer of this fusion protein resulted in a sus-

tained concentration of IFNg fusion protein in mouse serum, and inhibited tumor metastasis in mice. These results pro-

vide experimental evidence that IFNg gene therapy can be a useful treatment for a variety of diseases.
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1. はじめに

インターフェロン（ interferon; IFN）は，1954

年に長野，小島らによって報告されたウイルス増殖

を非特異的に抑制するウイルス干渉因子である．現

在 IFN は大きく 3 種類に分類される．II 型 IFN で

ある IFNg は，代表的な Th1 サイトカインであり，

活性化された T 細胞や NK 細胞から産生され，ナ

イーブ T 細胞の Th1 細胞への分化促進と Th2 細胞

への分化抑制，Th2 細胞からのサイトカイン産生を

抑制する免疫調節作用に加え，1) 抗ウイルス作用，

抗腫瘍作用を有する．このような多機能な生理活性

を持つことから，自己免疫疾患25)やがん，ウイル

ス感染など69)の疾患への適用が期待されており，

培養細胞での検討に加えて前臨床試験，臨床試験に

おいてもその有用性が証明されてきた．しかしなが

ら，その適応対象は，腎がんや成人 T 細胞白血病

に対する治療，また，慢性肉芽腫症に伴う重症感染

の頻度と重症度の軽減に対する治療のみと，ごく一

部の適用に限定されているのが現状である．その理

由として，◯他のサイトカインやホルモンなどの多

くの生理活性物質と同様，IFNg は低分子量のため

に消失半減期が非常に短く，10) 繰り返し投与が必要

であること，◯強い生物活性のために治療標的部位

以外での有害作用が懸念されること，11,12) が挙げら

れる．こうした問題に対し，製剤学的な工夫1315)や

投与方法の最適化検討により1618) IFNg の体内動態

制御が試みられてきたが，問題解決に至っていない

のが現状である．

IFNg をコードする cDNA を利用する IFNg 遺伝

子治療は，タンパク質製剤よりも持続的に IFNg を

供給可能である．また，ポリエチレングリコール
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（polyethylene glycol; PEG）をタンパク質医薬品に

化学修飾した PEG インターフェロンや PEG フィ

ルグラスチムなどの PEG 化製剤は，修飾部位や修

飾数がかならずしも同一ではないことから，構造

的・機能的に不均一な製剤であるのに対し，19,20)

IFNg に新たな機能を遺伝子工学的手法によって賦

与した IFNg 融合タンパク質を構築することで均質

な誘導体のみが得られ，これにより再現性のよい体

内動態制御が可能である．以上のことからも，前述

の 2 点の問題，すなわち消失半減期の短さと非特異

的な全身性の有害作用，を克服可能なアプローチと

考える．

本稿では，われわれの検討結果を中心に， in

vivo 遺伝子導入後の転写過程の制御による IFNg 遺

伝子発現プロファイルの最適化検討に加えて，in

vivo 遺伝子導入後の IFNg の体内動態を機能性ペプ

チドを融合することで制御する試みについて紹介す

る．

2. in vivo 遺伝子導入法

遺伝子治療における遺伝子導入法は，ウイルスベ

クターと非ウイルスベクターに大別できる．現在，

臨床試験において遺伝子導入法は，アデノウイルス

ベクター（23.3％），レトロウイルスベクター（20

％），プラスミド DNA（18.5％）の順に用いられて

おり，導入効率・遺伝子発現の高さ，遺伝子発現の

持続性からウイルスベクターが全体の約 70％と多

いのが現状である．21) しかしながら，ウイルスベク

ターは，ウイルス本来の持つ毒性，抗原性，ウイル

スが持つ固有の病気になり易いといった安全面での

問題を孕んでいる．実際，これまでに，レトロウイ

ルスベクターを用いた遺伝子治療における白血病の

発症などが報告されている．一方，ポリマーやリポ

ソームなどの合成キャリア22,23)とプラスミド DNA

（plasmid DNA; pDNA）などの核酸分子との複合

体である非ウイルスベクターはウイルスベクターと

比較すると，安全性に優れ，大量かつ安価な産生が

可能である．しかしながら，pDNA は高分子で，

細胞膜と同じ負電荷に帯電しているため，細胞透過

性が非常に小さい．そのため，遺伝子導入はエレク

トロポレーションやソノポレーションなどの物理刺

激，合成キャリアを用いて行うが，遺伝子導入，発

現の効率が低いことが課題となっている．このよう

な問題に対し，1999 年に Liu らによって開発され

たハイドロダイナミクス法は，大容量 pDNA 水溶

液を急速に血管内投与することで，24) 肝臓において

ウイルスベクターと同程度の遺伝子導入効率・発現

が得られることから，in vivo における基礎研究に

広く用いられている．また，カテーテルを用いるこ

とで治療標的局所へハイドロダイナミクス法を適用

するといった改良方法も開発され，23) 非ウイルスベ

クターを臨床試験に用いる検討も行われている．こ

こでは，プラスミド DNA 骨格を設計することで導

入遺伝子の転写過程の制御についてマウスを用いた

検討を紹介する．

2-1. プラスミド DNA 中の CpG 配列が持続的

な遺伝子発現に及ぼす影響 哺乳類のゲノム

DNA 中のシトシングアニン配列（CpG 配列）で

は，シトシンの 5 位の炭素がメチル化しており，そ

の頻度は全 CpG 配列中 6090％と高い．25) 一方

で，大腸菌を用いて調製される pDNA 中の CpG 配

列はメチル化を受けていない．このメチル化されて

いない CpG 配列は，CpG モチーフと呼ばれ大腸菌

由来 DNA の特徴の 1 つである．哺乳類の免疫担当

細胞には，Toll-like レセプター 9 という受容体が発

現しており，CpG モチーフを認識することで免疫

担当細胞から炎症性サイトカインが放出されること

が知られている．2628) カチオニックリポソームを用

いて pDNA を肺へ遺伝子導入した場合，CpG モ

チーフ依存的に初期免疫が誘導され，炎症性サイト

カインが放出されることで遺伝子発現が抑制される

ことが報告されている．29) また，遺伝子の特異的な

発現とその抑制は様々な機構により制御されており，

CpG 配列のメチル化も遺伝子発現抑制機構の 1 つ

である．遺伝子のプロモータ領域に存在する CpG

配列がメチル化されることで，プロモータは不活性

となり遺伝子発現が抑制される．3032) この現象は，

哺乳類細胞に取り込まれた外来 DNA に対しても例

外ではなく，DNA 中の CpG モチーフは，核内で

メチル化を受ける．アデノウイルスベクターを筋肉

内投与した検討において，遺伝子導入 7 日後にはエ

ンハンサ，プロモータ上の約 70％もの CpG モチー

フがメチル化され，遺伝子発現は 1/100 以下にまで

低下することが報告されている．33)

ハイドロダイナミクス法の開発により，遺伝子導

入効率・発現量の問題は克服されたが，プラスミド

DNA を用いた遺伝子導入では，遺伝子発現期間が
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Table 1. Properties of Plasmid DNA Used in This Study

Plasmid DNA Size
(kbp)

Number
of CpG

Promoter cDNA

pDCpG
CMVenh/prom-

huIFNg
3.5 24

DCpG
CMVenh/

prom
huIFNg

phCMVenh/prom-
huIFNg 3.6 98

hCMVenh/
prom

huIFNg

pCMV-Luc 7.1 846
hCMVenh/

prom Luciferase

pGZB-Luc 4.5 282
DCpG

CMVenh/
prom

Luciferase

pCpG-Luc 4.7 194 hEF-1 Luciferase

Fig. 1. EŠect of CpG Motifs on the Enhancer and the
Promoter

Time-courses of serum concentration of human IFNg after hydro-

dynamic gene transfer of human IFNg expressing plasmid DNA. pDCpG

CMVenh/prom-huIFNg or phCMVenh/prom-huIFNg was injected into ICR mice.

At indicated time, blood was collected from the tail vain. Results are ex-

pressed as mean±S.E.M. (n＝4).
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短いことが依然として問題であり，この問題は投与

方法を改善するだけでは解決できない．われわれは

前述した問題を踏まえ，持続的な遺伝子発現を可能

とするプラスミド DNA 骨格を開発することを目的

として，pDNA 中の CpG モチーフ数に着目した．

すなわち，CpG モチーフが発現調節領域であるエ

ンハンサ/プロモータに与える影響を，遺伝子発現

調節領域そのものであるエンハンサ/プロモータ中

の CpG モチーフが遺伝子発現に与える影響と，

pDNA 骨格全体の CpG モチーフが遺伝子発現に与

える影響を検証するために，Table 1 にまとめた

CpG モチーフ数の異なる種々の pDNA を構築し，

ハイドロダイナミクス法を用いてマウスへ遺伝子導

入した後の遺伝子発現プロファイルについて評価し

た．pDNA 中のプロモータ領域中の CpG モチーフ

数が遺伝子発現に与える影響を検討するために構築

した天然由来の CMV プロモータ（pCMVnat ベク

ター），あるいは，CpG モチーフを削除した合成

CMV プロモータを組み込んだ pDNA（pCMVsyn

ベクター）からの遺伝子発現プロファイルを評価し

たところ，プロモータ領域における CpG モチーフ

数が遺伝子発現に与える影響はその有無にかかわら

ずほとんど差がみられなかったものの，CpG モ

チーフを削除した合成 CMV プロモータからの遺伝

子発現量の方が若干ではあるが多かった（Fig.

1）．34,35) また，pDNA 骨格全体に占める CpG モ

チーフ数の割合が遺伝子発現に与える影響を検討し

たところ，pDNA 全域に占める CpG モチーフ数の

割合が大きくなるにつれて遺伝子発現が抑制される

傾向にあり，pDNA への挿入遺伝子由来 CpG モ

チーフのみの pDNA では数ヵ月以上に渡って遺伝

子発現が得られた．35) しかしながら，Chen らは肝

臓に遺伝子導入した後の遺伝子発現抑制は pDNA

骨格中の CpG モチーフのメチル化には依存しない

ことを報告しており，36) 今回検討に用いた pDNA

ではエンハンサ/プロモータ領域がそれぞれ異なっ

ているため，得られた結果はエンハンサ/プロモー

タ領域の影響が濃く出ていると考えられる．このこ

とから，ハイドロダイナミクス法を用いて持続的な

遺伝子発現を達成するためには，pDNA に占める

CpG モチーフ数はほとんど影響を与えず，エンハ

ンサ/プロモータの組み合わせが重要であると考え

られる．また，発現調節領域上の CpG モチーフの

割合がより小さい方が，より高い遺伝子発現効率を

得るのに有効であることが示された．

さらに，IFNg の発現を長期持続化させることで

慢性疾患に対する治療効果の改善が可能であるか検

証するために，アトピー性皮膚炎モデルマウス，肺

転移モデルマウスを用いて検討を行ったところ，一

過性の IFNg 遺伝子発現では十分な治療効果が得ら

れないのに対し，IFNg を持続的に発現させること

で優れた治療効果が得られることも明らかとしてい

る．37,38)
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2-2. より安全な遺伝子発現プロファイルを示す

プラスミド DNA の構築 前述の検討により持続

的に IFNg を発現させることで慢性疾患に対する有

効な治療が得られることが明らかとなった．しかし

ながら，遺伝子導入直後に一時的ではあるものの定

常状態と比べ約 10 倍以上の IFNg 遺伝子発現が認

められ，この高い IFNg 濃度に起因する体重減少や

致死的な作用などの有害事象の発現が観察された．

より安全が確保された遺伝子治療を行う上では，投

与初期にみられる高い遺伝子発現を抑え，遺伝子発

現変動が小さい発現プロファイルが望ましいと考え

られる．

従来用いられてきた pDNA には，遺伝子発現効

率を上昇させることからウイルス由来である CMV

エンハンサが組み込まれたものが多くみられる．実

際，前述の検討で持続的な IFNg 発現が得られた

pDNA にも CMV エンハンサが組み込まれてい

る．われわれはこれまでに，遺伝子導入にハイドロ

ダイナミクス法を用いた場合に一過的ではあるが転

写因子である nuclear factor-kB（NF-kB）及び ac-

tivator protein-1（AP-1）の発現が亢進することを

報告している．39) CMV エンハンサには NF-kB 結合

サイト，AP-1 結合サイトが含まれていることか

ら，遺伝子導入直後の高い遺伝子発現はこれら転写

因子の活性化によるものと考えられる．しかしなが

ら，pDNA からの遺伝子発現は，pDNA 骨格中の

エンハンサ，プロモータ領域によって規定されると

考えられるため，単に pDNA からエンハンサを取

り除くだけでは遺伝子発現変動が抑えられた

pDNA を構築できても，治療効果が期待できるほ

どの遺伝子発現は得られないと考えられる．そこ

で，遺伝子発現変動が少なく，より安全な遺伝子治

療を達成することを目的に，持続的な遺伝子発現を

示す pDNA をプロトタイプベクターとしてエンハ

ンサとプロモータの組み合わせを適宜変更した

pDNA を 11 種類構築し，遺伝子発現プロファイル

を評価した（Fig. 2）．その結果，エンハンサを除い

たプロモータからの遺伝子発現は想定した通り，ウ

イルス由来（SV40 プロモータ），哺乳類由来（hEF-1

プロモータ）にかかわらず遺伝子発現効率が低く，

一過性の遺伝子発現を示したことに対し，CMV エ

ンハンサを挿入することでこれら 2 つのプロモータ

からの遺伝子発現効率は飛躍的に上昇し，持続的な

遺伝子発現を示したが遺伝子発現変動は大きかった

［Figs. 2(b) and (c)］．また，hEF-1 プロモータと

は異なる哺乳類由来プロモータである hROSA26 プ

ロモータを組み込んだ pDNA からはエンハンサの

有無にかかわらず遺伝子導入直後にみられる一過性

の非常に高い遺伝子発現は認められず，実験期間中

遺伝子発現変動の少ない安定した遺伝子発現が得ら

れることが明らかとなった［Fig. 2(d)］．35) さらに

この hROSA26 プロモータを組み込んだ IFNg 発現

pDNA を用いることで，プロトタイプベクターで

認められたような遺伝子導入直後の高い IFNg 濃度

に起因する体重減少などの有害作用を回避しつつ，

抗ウイルス作用が期待できるレベルの IFNg を持続

的に発現させることが実証できた．hROSA26 プロ

モータには，転写因子 Sp1 の結合サイトが非常に

多く含まれており，Sp1 によって遺伝子発現が誘導

されることが知られている．加えて，推定上ではあ

るが NF-kB 結合サイト，AP-1 結合サイトがプロ

モータに占める割合は，CMV プロモータに比べ非

常に少ないことから，遺伝子導入後に一過的に発現

が亢進する転写因子 NF-kB や AP-1 による影響が

少なく，一定レベルの遺伝子発現が得られたと考え

られる．以上のことから，ハイドロダイナミクス法

を用いた遺伝子導入において一定レベルで持続的な

遺伝子発現を得るためには，エンハンサ/プロモー

タに結合する転写因子の重要性が示された．

3. 機能性タンパク質融合化による遺伝子発現後

の体内動態制御

薬物治療において，その治療効果を最大限に発揮

するためには薬物の体内動態を制御し，効率よく薬

物を治療標的組織へと送達することが重要と考えら

れる．遺伝子治療においても例外ではなく，これま

でにもドラッグデリバリーシステム（drug delivery

system; DDS）技術が広く用いられ，その技術は改

良されてきた．例えば，カチオニックリポソームを

始めとする様々な非ウイルスベクターが開発され，

pDNA の体内動態制御の可能性が数多くの論文で

報告されている．しかしながら，遺伝子治療におけ

る活性本体は，遺伝子導入後に産生されるタンパク

質であり，pDNA の動態制御だけでは活性本体で

あるタンパク質の体内動態制御が達成されるとは限

らない．IFNg を始めとする分泌タンパク質は，遺

伝子導入細胞において転写・翻訳された後，細胞外
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Fig. 2. Schematic Image of Plasmid DNA Used in This Study and Summarized Transgene Expression Proˆle
(a) Each plasmid DNA was constructed by combination of the enhancer and the promoter. (b) Transient transgene-expression. (c) Sustained transgene-ex-

pression with initial surge. (c) Stable transgene-expression without initial surge.
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へ分泌され血流を介し体循環へと移行する．そのた

め，より有効な遺伝子治療を達成するには pDNA

だけでなく，発現タンパク質の体内動態をも考慮す

る必要がある．しかしながら，活性本体であるタン

パク質の体内動態制御を試みる報告は，pDNA の

動態制御制御に比べると圧倒的に少ない．

IFNg は単量体の分子量が 1700020000 であり，

活性本体であるホモ二量体でも約 35000 と比較的小

さく，腎臓で糸球体濾過を受けるために消失半減期

が短い．この糸球体濾過の過程は，分子サイズに依

存することから，IFNg のサイズを大きくする融合

タンパク質を新たにデザインすることで，糸球体濾

過による IFNg の速やかな消失を回避できると考え

られる．そこでわれわれは，IFNg の血中滞留性の

改善を目的に，高分子量の血漿タンパク質で，生物

活性をほとんど示さないマウス血清アルブミン

（mouse serum albumin; MSA）を選択し，40) IFNg と

MSA との融合タンパク質を新たにデザインするこ

とで IFNg タンパク質の構造修飾による血中滞留化

を試みた．培養細胞を用いた IFNg-MSA 融合タン

パク質の生物活性の評価からは，IFNg-MSA 融合

タンパク質の生物活性は天然型 IFNg と比較して 1

％以下まで減少することが明らかとなった（Fig.

3）．しかしながら，マウスに IFNg-MSA 融合タン

パク質を静脈内投与したところ，血中濃度時間曲線

下面積（AUC）は天然型 IFNg の約 10 倍大きい値

となり，MSA 融合化により IFNg の血中滞留性が

改善できることが実証された（Fig. 4）．41) この生物

活性の低下は MSA を融合することで生じる立体障

害により，IFNg-MSA 融合タンパク質中の IFNg 部

位と IFNg 受容体との相互作用が低下するためと考

えられる．また，以上の結果は IFNg 融合タンパク

質を設計する上で，目的とする機能と IFNg 生物活

性を両立することの重要性を示していると考えられ
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Fig. 3 Biological Activity of IFNg-MSA Fusion Protein
B16-BL6 cells transfected with pGAS-Luc (reporter) and phRL-TK (in-

dicator) were incubated with serial dilutions of IFNg and IFNg-MSA for a

further 24 h. Results are expressed as mean±S.E.M (n＝4).

Fig. 4. Blood Clearance of IFNg and IFNg-MSA Proteins af-
ter Intravenous Injection into Mice

The concentration of IFNg and IFNg-MSA was measured by ELISA.

Results are expressed as mean±S.E.M. (n＝4).
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る．

腫瘍組織では，血管透過性が亢進しており，血中

滞留性を示す高分子は enhanced permeability and

retention 効果により腫瘍組織に集積することが報

告されている．したがって，高い血中滞留性を示し

た IFNg-MSA 融合タンパク質も IFNg と比較して

腫瘍組織に集積し易いと考えられる．そこで，各

pDNA を肺転移モデルマウスに投与したところ，

IFNg-MSA 融合タンパク質発現 pDNA は，天然型

IFNg 発現 pDNA と同程度のがん転移抑制効果を示

した．41) 以上の結果は，融合タンパク質をデザイン

することで遺伝子発現後の IFNg の体内動態を制御

することが可能であり，IFNg 遺伝子治療を増強で

きる有用な方法論になり得ることが示された．受容

体との相互作用に影響を与えないような誘導体化を

実現することで，活性を保持した血中滞留型 IFNg

融合タンパク質が開発できるものと考える．

4. おわりに

本稿では，プラスミド DNA をデザインすること

で遺伝子発現プロファイルの制御，また，遺伝子発

現後の発現タンパク質の動態制御が可能であること

を示した．しかしながら，治療上有効な遺伝子治療

を達成するには，DDS 技術の改良，遺伝子発現

量・遺伝子発現期間の確保，発現タンパク質の動態

制御など解決すべき問題が山積である．これらの問

題を解決するには，薬学，医学，理学，工学と多分

野にわたる技術連携が必要であり，これら多岐にわ

たる技術を融合することで遺伝子導入から遺伝子発

現に至る一連の過程について時空間分布を制御する

ことでより有効な遺伝子治療が実現できるものと期

待する．
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