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II. 成果の概要（総括研究報告） 
【和文】 
本研究は IFNλ4 の機能的役割の解明及び新規診断法・治療法の開発を目的とした。 
（１）IFNλ4 のシグナル伝達系の解明 

CHO 細胞を用いて各種 IFN（IFNα, IFNλ3, IFNλ4）リコンビナントタンパク質を作成した。HCV
感染培養細胞に各種 IFN リコンビナントタンパク質を処置し、IFN 応答、ISGs 誘導能、抗ウイルス活

性を評価したところ、IFNλ4 は IFNαや IFNλ3 と同様、ISG の誘導と抗 HCV 活性を示した。また、

肝癌培養細胞株に処置したところ、IFNλ4 では ATF4 及び JNK の活性化が認められた。 
（２）IFNλ4 の機能解析及び癌治療への応用 

IFNα、IL28B、IFNλ4 を恒常的に発現する Huh7 細胞株を作成した。これらの細胞株に HCV を感

染させた結果、いずれの細胞株においても十分な抗ウイルス効果を示した。インターフェロン誘導遺伝

子の誘導能は IFNαと IFNλ4 が同等であり、IL28B は弱い傾向にあった。しかし、これらの細胞株に

抗癌剤を処置すると、IFNλ4 恒常的発現細胞株においてもっとも強い抗癌効果があることを見出した。 
我々は抗がん剤であるシスプラチン耐性の肝癌細胞株（Huh7-cisplatin resistance）細胞を作成した。

この細胞に IFNλ4 を処置した結果、シスプラチン耐性株に対しても IFNλ4 による抗癌作用は発揮され

た。 
SiRNA を用いて IFNλ4 のレセプター（IL28RA, IL10R）をノックダウンした細胞株に IFNλ4 のリ

コンビナントタンパク質を処置した結果、IFN のシグナルは完全に抑制されるものの、IFNλ4 の抗癌作

用は維持された。この結果は IFNλ4 の抗癌効果は未知のレセプターを介している可能性を示唆する。 
Crispr-cas9 を用いて、IFNAR1, IFNAR2, IL28RA, IL10RB ノックアウト細胞を作成した。 

（３）IFNλ4 の臨床学的意義の解明 
 本年度は CDDP を含む肝動注化学療法が行われた肝癌 191 症例の解析を行った。奏功率に関連する臨

床因子として１）脈管浸潤の有無、２）Child-Pugh 分類及び３）IL28B ゲノタイプが挙げられた。 
 また、全血液由来 RNA 中の IFNλ4 の mRNA 量を測定し、IFNλ4 の mRNA 量と様々な臨床的パラ

メーター（肝線維化の程度、IL28B SNPs、抗ウイルス療法の治療効果など）との関連を明らかにするこ

とを目的とした。このためにまず、NS3/4A 阻害剤であるアスナプレビルと NS5A 阻害剤であるダクラ

タスビルによる抗ウイルス療法を施行された C 型慢性肝疾患 10 名を対象にした。IL28B ゲノタイプ

major5 例、IL28B ゲノタイプ non-major5 例の抗ウイルス療法開始前の全血由来（PAXgene®にて採血）

RNA を抽出した。これらの RNA に関してβアクチン及び IFNλ4 に関して mRNA 量を定量 PCR 法を

用いて解析した。その結果全ての症例においてβアクチンの定量が可能であった一方、いずれの症例で

も IFNλ4 の検出は困難であった。尚、ポジティブコントロールとして用いた IFNλ4 プラスミド DNA
の定量は可能であった。これらの結果は、血中における IFNλ4 mRNA は極めて少量であることが示唆

された。 
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（４）IFNλ4 の発現・精製 
DDDDKタグを付加した IFNαや IFNλ4の発現系を構築し、CHO細胞を用いて発現させた。さらに、

イオン交換カラムおよび DDDDK アフィニティーカラムを用いて、リコンビナントタンパク質の精製条

件の検討を行い、発現・精製法を確立した。 
 
【英文】 
（１）Examination of signaling pathways induced by IFNλ4. 

We could express various recombinant IFNs（IFNα, IFNλ3, IFNλ4）in CHO cells. We treated HCV 
replicating cells with various IFNs（IFNα, IFNλ3, IFNλ4）and evaluated the IFN response, ISGs 
expression and antiviral efficacy. IFNλ4 induced ISGs expression and showed the ani-HCV activity. 
In addition, IFNλ4 induced the expression of ATF4 and JNK activation.  
（２）Functional analysis of IFNλ4 and application to cancer therapy. 

We generated stable Huh7 cell lines that constitutively express IFNα, IL28B or IFNλ4, 
respectively. These cell lines showed anti-HCV effects. The magnitude of ISG expression induced by 
IL28B was lower than that induced by IFNα and IFNλ4. The antitumor activity of IFNλ4 was more 
potent than IFNα or IL28B after anti-cancer agent treatment. 

We also generated cisplatin resistant Huh7 cells. Interestingly, IFNλ4 exhibited a marked 
antitumor activity in these cisplatin resistant cell lines. 

SiRNA mediated knockdown of IFNλ4 receptor resulted in suppression of IFN signaling by IFNλ4, 
however, the phenotype of IFNλ4 sensitivity of antitumor effect did not change. These results 
suggest that not IFNλ4 receptor but unknown receptor exist that interact with IFNλ4.  

We generated IFNAR1, IFNAR2, IL28RA and IL10RB knockout cell lines using Crispr-cas9 
system. 
Clinical significance of IFNλ4 
（３）We evaluated clinical characteristics of 191 HCC patients who had hepatic arterial infusion 
chemotherapy including CDDP. Multivariate analysis revealed that 1) vascular invasion, 2) 
Child-Pugh, 3) IL28B genotype were significantly associated with progression free survivals.  

In order to clarify the relation between IFNλ4 mRNA amount derived from blood and several 
clinical parameters such as degree of liver fibrosis, IL28B SNPs, response to antiviral treatment, I 
sought to determine the amount of IFNλ4 mRNA within whole blood. For this purpose, I selected 10 
HCV-infected patients, who had been treated with NS3/4A inhibitor, asunaprevir, and NS5A 
inhibitor, daclatasvir. Among those 10 patients, 5 were IL28B genotype major, and the other 5 were 
IL28B genotype non-major. I extracted total RNA from whole blood which had been taken by using 
PAXgene® before starting antiviral treatment. Then, abundances of IFNλ4 and β-actin mRNA were 
determined by quantitative PCR method. Although considerable amount of β-actin mRNA was 
detected in all patients, IFNλ4 mRNA was not detected in all patients tested. Since cDNA of IFNλ4 
in plasmid was quantitated, quite small amount of IFNλ4 mRNA could be a reason why we failed to 
detect it. 
（４）Expression and purification of IFNλ4 

The recombinant IFN proteins (IFNα and IFNλ4) were expressed in CHO-based cells. Then, we  
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established a protocol for purification of the proteins with a ion-exchange and a DDDDK-affinity 
column. 
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