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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　Ｃ型肝炎の処置のための医薬組成物の調製における、オンコスタチンM、カルジオトロ
フィン－１およびそれらの組み合わせから選択される少なくとも１つのIL-6ファミリーサ
イトカインまたはそれをコードするDNA配列の使用であって、該医薬組成物が、少なくと
も１つのIFN-αまたはそれをコードするDNA配列との組み合わせ投与のために設計される
、使用。
【請求項２】
　IFN-αが、IFN-α-2a、IFN-α-2b、IFN-α-5、コンセンサスインターフェロン、精製IF
N-α、ペグ化IFN-αおよびそれらの組み合わせから選択されることを特徴とする、請求項
１に記載の使用。
【請求項３】
　IFN-αが、ペグ化IFN-α-2b、ペグ化IFN-α-2ａ、ペグ化IFN-α-5およびそれらの組み
合わせから選択されることを特徴とする、請求項１に記載の使用。
【請求項４】
　IL-6ファミリーサイトカインが、完全野生型タンパク質であることを特徴とする、請求
項１から３のいずれか一項に記載の使用。
【請求項５】
　IL-6ファミリーサイトカインおよびIFN-αが、別個に投与するために別の医薬組成物に
含まれることを特徴とする、請求項１から４のいずれか一項に記載の使用。
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【請求項６】
　IL-6ファミリーサイトカインおよびIFN-αが一緒に投与するために同じ医薬組成物に含
まれる、請求項１から４のいずれか一項に記載の使用。
【請求項７】
　製薬的に許容される量のオンコスタチンM、カルジオトロフィン－１およびそれらの組
み合わせから選択される少なくとも１つのIL-6ファミリーサイトカインまたはそれをコー
ドするDNA配列、および製薬的に許容される量の少なくとも１つのIFN-αまたはそれをコ
ードするDNA配列を含むことを特徴とする、Ｃ型肝炎の処置用医薬組成物。
【請求項８】
　IL-6ファミリーサイトカインが、完全野生型タンパク質であることを特徴とする、請求
項７に記載の医薬組成物。
【請求項９】
　IFN-αが、IFN-α-2a、IFN-α-2b、IFN-α-5、コンセンサスインターフェロン、精製IF
N-α、ペグ化IFN-αおよびそれらの組み合わせから選択されることを特徴とする、請求項
７または８に記載の医薬組成物。
【請求項１０】
　IFN-αが、ペグ化IFN-α-2b、ペグ化IFN-α-2a、ペグ化IFN-α-5およびそれらの組み合
わせから選択されることを特徴とする、請求項７または８に記載の医薬組成物。
【請求項１１】
　IL-6ファミリーサイトカインまたはそれをコードするDNA配列、およびIFN-αまたはそ
れをコードするDNA配列と製薬的に適合性である少なくとも１つの賦形剤をさらに含有す
ることを特徴とする、請求項７から１０のいずれか一項に記載の医薬組成物。
【請求項１２】
　IL-6ファミリーサイトカインおよびIFN-αが、それぞれの担体物質にて運搬されること
を特徴とする、請求項７に記載の医薬組成物。
【請求項１３】
　Ｃ型肝炎の処置のための医薬キットであって、少なくとも以下を含むことを特徴とする
キット：
　－オンコスタチンM、カルジオトロフィン－１およびそれらの組み合わせから選択され
る少なくとも１つのIL-6ファミリーサイトカインまたは該サイトカインをコードするDNA
配列を含む第１の成分；
　－少なくとも１つのIFN-αまたは該IFN-αをコードする配列を含む第２の成分。
【請求項１４】
　IL-6ファミリーサイトカインが、完全野生型タンパク質であることを特徴とする、請求
項１３に記載のキット。
【請求項１５】
　IFN-αが、IFN-α-2a、IFN-α-2b、IFN-α-5、コンセンサスインターフェロン、精製IF
N-α、ペグ化IFN-αおよびそれらの組み合わせから選択されることを特徴とする、請求項
１３または１４に記載のキット。
【請求項１６】
　IFN-αが、ペグ化IFN-α-2b、ペグ化IFN-α-2a、ペグ化IFN-α-5およびそれらの組み合
わせから選択されることを特徴とする、請求項１３または１４に記載のキット。
【請求項１７】
　IL-6ファミリーサイトカインまたはそれをコードするDNA配列、およびIFN-αまたはそ
れをコードするDNA配列と製薬的に適合性である1以上の賦形剤を含む第３の成分をさらに
含むことを特徴とする、請求項１３から１６のいずれか一項に記載のキット。
【請求項１８】
　IL-6ファミリーサイトカインおよびIFN-αと製薬的に適合性である1以上の担体物質を
含む第３の成分をさらに含むことを特徴とする、請求項１３から１７のいずれか一項に記
載のキット。
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【請求項１９】
　第１の成分が、製薬的に許容され、かつIL-6ファミリーサイトカインおよびIFN-αと製
薬的に適合性である少なくとも１つの賦形剤をさらに含むことを特徴とする、請求項１３
から１８のいずれか一項に記載のキット。
【請求項２０】
　第２の成分が、製薬的に許容され、かつIL-6ファミリーサイトカインおよびIFN-αと製
薬的に適合性である1以上の賦形剤をさらに含むことを特徴とする、請求項１３から１９
のいずれか一項に記載のキット。
【請求項２１】
　第１および第２の成分が別個の医薬組成物に存在することを特徴とする、請求項１３か
ら２０のいずれか一項に記載のキット。
【請求項２２】
　第１および第２の成分が同じ医薬組成物に存在することを特徴とする、請求項１３から
２０のいずれか一項に記載のキット。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ウイルス性疾患の処置のために構成された（designed）組成物の調製におい
て、インターフェロンと組み合わせてサイトカインを使用することに関する。

【背景技術】
【０００２】
　インターフェロン(IFN)系は、哺乳類におけるウイルス性疾患に対する防衛の最前線で
ある。Ｉ型インターフェロン（いくつかのIFN-αおよびIFN-βサブタイプを含む）は、抗
ウイルス活性を有する分子であり、哺乳類動物においてウイルス感染に応答して誘導され
る。IFN-αの作用は、細胞表面レセプターの多サブユニット（IFN-αレセプター1(IFNAR1
)およびIFNAR2の２つのレセプターサブユニットからなる）との相互作用によって媒介さ
れる。ただ１つのIFNAR1鎖が同定されており；また、IFNAR2サブユニットの３つの変異体
が認識されており：その１つは完全長のIFRNAR2cであり、２つは切断イソ型のIFNAR2bお
よびIFNAR2aである。IFNAR2c変異体は、リガンドとの結合とシグナル伝達に関与し、一方
、２つの切断型IFNAR2bおよびIFNAR2a（これらは細胞内ドメインを持たない）は、IFN-α
との結合においてIFNAR2cと競合することにより、IFN-αシグナルを阻害する。
【０００３】
　IFN-αシグナルカスケードはIFN-αがレセプターと結合すると開始する。IFN-αがレセ
プターと結合すると、IFNARに不随するチロシンキナーゼ（ヤヌスキナーゼ１(Jak1)およ
びチロシンキナーゼ２(Tyk2)）の活性化が起こり、これらが両サブユニットIFNAR1および
IFNAR2をリン酸化する。リン酸化されたIFNAR1は、Srcホモロジー２ドメインを含有する
「シグナルトランスダクターおよび転写アクチベーター２」(STAT2)のための結合ポイン
トを供し、Tyk2またはJak1によってリン酸化される。STAT1、STAT3およびSTAT5などの他
のSTATはリン酸化および活性化のために結果的にレセプターにリクルートされる。次いで
、活性化したモノマーSTAT1およびSTAT2は再度サイトゾルに放出され、そこでヘテロダイ
マーを形成し、インターフェロン調節因子９／タンパク質p48と結合してインターフェロ
ン刺激性遺伝子因子３(ISGF3)として知られる活性転写因子複合体を形成する。その複合
体は核へ移動し、IFN刺激性応答要素(ISRE)と結合して、標的遺伝子（いくつかの抗ウイ
ルスおよび免疫調節タンパク質など）の転写を開始させる。IFN-αはまた、STAT1/STAT1
、STAT1/STAT3およびSTAT3/STAT3などの他のSTAT複合体の形成も誘導し、これらは感受性
遺伝子のプロモーター領域の活性化γ配列と結合する。初代ヒト肝細胞において、IFN-α
はSTAT1、STAT2、STAT3およびSTAT5を活性化し、ヒト肝臓におけるIFN-αの抗腫瘍および
抗ウイルス活性に貢献し得る広範な抗ウイルスおよびアポトーシス促進遺伝子が続いて誘
導される。
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【０００４】
　STAT1、STAT2およびSTAT3を活性化するIFN-αとは対照的に、II型IFN(IFNγ)の場合、
レセプターに結合すると、Jak1およびJak2によるSTAT1のリン酸化が排他的に起こり、次
いでSTAT1がホモダイマー形成し、そのホモダイマーが核へ移動する。
【０００５】
　ウイルス感染は世界中の重大な健康被害を代表するものである。慢性感染症を引き起こ
すウイルスのうち、B型肝炎(HBV)およびＣ型肝炎(HCV)を引き起こすウイルスは、慢性ウ
イルス肝炎および肝硬変の主な病因学的因子として重要であり；これらの疾患は世界中の
5億を超える人々に発症している（約3億人がHBVを、2億人がHCVを発症している）。HBVは
主として母子感染および免疫抑制個体において慢性感染症を引き起こす。一方、HCV感染
はほとんどの場合に慢性化する傾向があるため注目すべきであり、このことは、このウイ
ルスがインターフェロン系を回避するために特に有効な機構を発達させていることを示唆
している。慢性HCV感染症並びに慢性B型肝炎に罹患した患者は、インターフェロン治療に
反応しない。慢性B型肝炎においては、症例の40％以下に持続性の抗ウイルス反応が起こ
る[1]。慢性Ｃ型肝炎の場合、遺伝子型HCV2または3に感染した患者の大部分が、ペグ化IF
N-αとリバビリンによる組み合わせ治療の24または28週間後に持続性のウイルス学的反応
(SVR)を示すが[2]、遺伝子型1に感染した症例は50％のみがこの治療計画によってSVRを達
成した[2]。西欧諸国およびアジアのHCV感染患者の80％以上が遺伝子型1に相当するので
、IFN-αの抗ウイルス効果を増大させるためのより有効な手段が至急必要である。HCVお
よび他のウイルス性疾患に見られるIFN-αに対する耐性の根本メカニズムはいまだほとん
ど理解されておらず、これらの疾患におけるIFN-α治療に対する耐性を打破する治療方法
を発見することが大いに必要である。
【０００６】
　ウイルスに感染した細胞の、インターフェロンαに対する反応は、ウイルスに関連する
要因や宿主に関連するものに特異的な要因などのいくつかの決定的要因に依拠している。
様々なHCV遺伝子産物が、IFN治療に対する宿主の反応を変化させること、またウイルス性
疾患、特に肝臓疾患の場合にその重篤度に影響することが示されている。HCV非構造タン
パク質(NS5A)および構造タンパク質(E2)がPKRと相互作用し、それら鍵分子の１つがIFN反
応性の抗ウイルス状態の展開に関与することが指摘されている[3, 4]。これによりPKRが
ブロックされ、HCV感染細胞におけるIFN活性の抑制が起こり得る。一方、いくつかの研究
により、HCVに感染した形質転換マウス、および慢性HCVに罹患した患者の肝臓生検の両方
において、IFN-αにより誘導されたSTAT1シグナルが影響を受けることが示されている[5,
 6]。
【０００７】
　HCV感染肝臓サンプル、およびゲノムHCVレプリコン（完全長）を含む肝臓細胞において
、IFNAR2およびSTAT3のmRNA量が顕著に減少していることが確認されている。関連する発
見に、完全長HCVレプリコンを含む肝臓細胞においてIFN-αによるSTAT1、STAT2およびSTA
T3の活性化がブロックされたというものがあり、このことはHCV複製が感染細胞におけるI
FN-αシグナリングをブロックする可能性があることを示唆している。また、これらの細
胞を炎症促進性分子IFN-γとともにインキュベートした場合は、細胞におけるSTAT1活性
化に影響はないということも興味深く、このことはHCVによって起こるSTAT1活性化のブロ
ッキングはI型IFNシグナリングカスケードに特異的であり、II型IFNシグナリング経路に
は影響しないことを示唆している。
【０００８】
　Jak-STATシグナリング経路を活性化する他のサイトカインも存在し、具体的にはIL-6フ
ァミリーのメンバーがあり、これにはIL-6、IL-11、白血病抑制因子(LIF)、オンコスタチ
ン(OSM)、カルジオトロフィン－１(cardiotrophin-1)(CT-1)、毛様体神経栄養因子(CNTF)
およびカルジオトロフィン様サイトカイン(CLC)が含まれる[7]。これらのサイトカインは
、共通gp130シグナル伝達レセプター鎖を含む原形質膜レセプター複合体と結合する[7]。
そのシグナル伝達はJakチロシンキナーゼファミリーのメンバーの活性化を伴い、転写因
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子STAT1およびSTAT3の活性化を引き起こす。これらのサイトカインは共通gp130レセプタ
ーサブユニットを介して、STAT3を、およびより低い程度でSTAT1を活性化する可能性があ
る。しかしながら、IL-6はいくつかの抗ウイルス効果を誘導することが示されているが[8
]、このサイトカインの抗ウイルス活性はインターフェロンαのそれよりもかなり低い。
【０００９】
　本発明は、IL-6ファミリーインターロイキン、好ましくはカルジオトロフィン－１(CT 
1)またはオンコスタチンM(OSM)の以下のための使用に関する：
　(1)　インターフェロンアルファ(IFN-α)の抗ウイルス活性を増強する；
　(2)　IFN-α治療（単独による治療または他の抗ウイルス成分と関連させた治療）に反
応しない、慢性ウイルス感染症に罹患した患者に見られるインターフェロンに対する耐性
を打破する；
　(3)　あらゆるタイプのウイルス感染、特にＣ型肝炎ウイルス(HCV)感染のために改善さ
れた抗ウイルス治療として、IL-6ファミリーインターロイキン、好ましくはCT-1またはOS
MとIFN-αとの組み合わせ処置を達成する（ここで、好ましい組み合わせであるCT-1－IFN
-αまたはOSM－IFN-αはHCV複製の抑制に特に強力であることが判明した）。
【００１０】
　本発明は以下の目的を達成した：
　(1)　IFN-αとIL-6ファミリーインターロイキン、好ましくはCT-1およびOSMとの組み合
わせは、サイトカイン（IFNまたはIL-6ファミリーサイトカイン）単独よりも強力な抗ウ
イルス効果を創出することを示す；および
　(2)　IL-6ファミリーサイトカイン、特にCT-1またはオンコスタチンMと合わせられたIF
N-αは、IFN-αシグナリングカスケードのブロッキング（およびその結果起こるIFN-α効
果の減衰。ウイルス、好ましくはHCVが感染細胞において複製する時に起こる。）を打破
できることを示す。
【発明の開示】
【００１１】
　［発明の説明］
　本発明は、まず第一に、ウイルス性疾患の処置における少なくとも１つのIFN-αまたは
それをコードするDNA配列との組み合わせ投与のための医薬組成物を調製する際の、少な
くとも１つのIL-6ファミリーサイトカイン「gp130ファミリー」またはそれをコードするD
NA配列の使用に関し、そのサイトカインはカルジオトロフィン－１、IL-11、白血病抑制
因子、オンコスタチンM、毛様体神経栄養因子、カルジオトロフィン様サイトカインおよ
びそれらの組み合わせのうちから選択され；さらに好ましくは、そのサイトカインはカル
ジオトロフィン－１またはオンコスタチンMである。
【００１２】
　本発明において使用する、「IL-6ファミリー」サイトカイン、例えばCT-1は以下を意味
する：
　－　そのサイトカインの完全野生型(native)形態；
　－　そのサイトカインのあらゆる活性フラクション、すなわち、本発明において特許請
求されているその完全サイトカインの生理学的効果を維持するそのサイトカインのあらゆ
る部分ポリペプチド配列；および
　－　そのサイトカインのあらゆるポリペプチド誘導体、すなわち、その野生型サイトカ
インと80％より高い相同性を有し、かつ本発明において特許請求するその完全サイトカイ
ンの生理学的効果を維持するあらゆるポリペプチド配列。
【００１３】
　IL-6ファミリーサイトカイン（完全型、活性フラクションまたはポリペプチド誘導体に
かかわらず）は、完全サイトカイン、活性フラクションまたはポリペプチド誘導体をコー
ドするあらゆるポリヌクレオチド型を始めとして、野生型形態およびあらゆる形態の組換
えサイトカインの両方に由来するサイトカインであり得る。
【００１４】
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　さらに、完全または活性フラクションと考えられるIL-6ファミリータンパク質、または
その組換えサイトカイン内に、本発明に予想される活性を維持させながら、あらゆる既知
の方法によって１つまたは数個のアミノ酸をそのタンパク質に対して欠失、置換または付
加することができた。
【００１５】
　一方、本発明によると、本発明のIFN-αはあらゆるタイプのIFN-αである。特定の実施
態様において、そのIFN-αはIFN-α-2a、IFN-α-2b、IFN-α-5、コンセンサスインターフ
ェロン、精製IFN-α、ペグ化IFN-αおよびそれらの組み合わせから選択される。別の特定
の実施態様において、そのIFN-αはペグ化IFN-α-2b、ペグ化IFN-α-2a、ペグ化IFN-α-5
およびそれらの組み合わせから選択される。
【００１６】
　IFN-αとIL-6ファミリーサイトカインの組み合わせ使用は、好ましくはウイルス性疾患
の処置のために構成する。インターフェロンとIL-6ファミリーサイトカインの併用により
処置され得るウイルス性疾患の例として、とりわけ以下のものを挙げることができる：脳
心筋炎ウイルス、B型およびC型肝炎、HIV、皮膚のウイルス感染症（水疱、帯状疱疹、麻
疹）、呼吸器のウイルス感染症、中枢神経系のウイルス感染症、肝臓のウイルス感染症、
唾液腺のウイルス感染症、伝染性単核球症および陰部疣贅によって引き起こされる疾患。
【００１７】
　好ましくは、そのウイルス性疾患はＣ型肝炎である。
【００１８】
　さらに、本発明によると、IL-6ファミリーサイトカイン（またはサイトカイン類）およ
びIFN-αは異なる医薬組成物によって別個に投与され得る；または同じ医薬組成物によっ
て一緒に投与され得る。
【００１９】
　従って、本発明のさらなる対象は、製薬的に許容される量の少なくとも１つのIL-6ファ
ミリーサイトカイン「gp130ファミリー」またはそれをコードするDNA配列、および製薬的
に許容される量の少なくとも１つのIFN-αまたはそれをコードするDNA配列を含む医薬組
成物である。
【００２０】
　その少なくとも１つのIFN-αまたはそれをコードするDNA配列、および少なくとも１つ
のIL-6ファミリーサイトカインまたはそれをコードするDNA配列を含む医薬組成物におい
て、IL-6ファミリーサイトカインは好ましくはIL-6、IL-11、白血病抑制因子、オンコス
タチンM、カルジオトロフィン－１、毛様体神経栄養因子、カルジオトロフィン様サイト
カインおよびそれらの組み合わせから選択される；さらにより好ましくは、そのIL-6ファ
ミリーサイトカインはカルジオトロフィン－１またはオンコスタチンMである。
【００２１】
　本発明の医薬組成物において、IFN-αはあらゆるタイプのIFN-αである。好ましい実施
態様において、IFN-αは、IFN-α-2a、IFN-α-2b、IFN-α-5、コンセンサスインターフェ
ロン、精製IFN-α、ペグ化IFN-αおよびそれらの組み合わせから選択される。別のさらな
る好ましい実施態様において、IFN-αはペグ化IFN-α-2b、ペグ化IFN-α-2a、ペグ化IFN-
α-5およびそれらの組み合わせから選択された。
【００２２】
　特定の実施態様において、IL-6ファミリーサイトカイン（完全型、活性フラクションま
たはポリペプチド誘導体にかかわらず）またはIFN-αをコードするDNA配列は、発現ベク
ター、例えば、プラスミドまたはウイルスベクターに組み込まれており、好ましくは、そ
のサイトカインまたはIFN-αの発現を調節する制御配列に作動可能に結合している。その
DNA配列を有する発現ベクターの構築は、例えば「Molecular Cloning: A Laboratory Man
ual」、J. Sambrook, D.W. Russel版、2001、第3版、Cold Spring Harbor, New Yorkのよ
うなハンドブックに記載されている従来の組換え技術で行うことができる。本医薬組成物
のこれらの実施態様は、遺伝子導入を用いる治療（遺伝子治療）として興味深いものであ
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る。
【００２３】
　本発明の医薬組成物は、IL-6ファミリーサイトカインまたはそれをコードするDNA配列
と製薬的に適合性であり、かつIFN-αまたはそれをコードするDNA配列と製薬的に適合性
である少なくとも１つの賦形剤をさらに含み得る。
【００２４】
　さらに、本医薬組成物において、IL-6ファミリーサイトカインまたはそれをコードする
DNA配列、およびIFN-αまたはそれをコードするDNA配列は、それぞれの担体物質にて運搬
されてもよい。
【００２５】
　本発明の医薬組成物の有効な例には、あらゆる適切な投与経路（例えば、経口、経鼻、
非経口、局所、経皮、直腸など）による投与のための、あらゆる固体組成物（例えば、錠
剤、カプセル、顆粒剤など）または液体組成物（例えば、溶液剤、懸濁剤、エマルジョン
など）が含まれるがこれらに限定されない。 
【００２６】
　特定の実施態様において、本医薬組成物は固体または液体の経口投与剤形であり得る。
経口投与剤形の説明に役立つ実例には、錠剤、カプセル、顆粒剤、溶液剤、懸濁剤などが
あり、従来の賦形剤、例えば、結合剤、希釈剤、崩壊剤、潤滑剤、湿潤剤などを含有して
もよく、また従来法によって調製できる。本医薬組成物はまた、例えば滅菌した溶液剤、
懸濁剤または凍結乾燥製剤の剤形で適切な投与形態による非経口投与に適合させることが
でき；この場合、本医薬組成物は適切な賦形剤、例えば緩衝剤、界面活性剤などを含むで
あろう。いずれにせよ、賦形剤は選択した投与剤形に基づいて選択されるであろう。これ
らの投与経路および他の潜在的な別経路のための様々な薬物投与剤形およびそれらの調製
についての総説は、例えば、「Tecnologia farmaceutica（製薬技術）」J.L. Vila Jato
による、1997、IおよびII巻 Sintesis版、Madrid；または「Handbook of Pharmaceutical
 Manufacturing Formulations」S.K. Niaziによる、2004、IからVI巻、CRC出版、Boca Ra
tonを参照することができる。
【００２７】
　特定の実施態様において、本医薬組成物は、非経口投与、好ましくは皮下、静脈内、筋
肉内または腹腔内投与のために構成する。
【００２８】
　本発明の医薬組成物の特定の実施態様において、IFN-αはペグ化型である。ペグ化型を
有する組成物を調製するいくつかの例については、米国特許第5,762,923号明細書および
米国特許第5,766,582号明細書を参照できる。これらのペグ化型のいくつかは市販のもの
を購入することもでき、例えばSchering Corporation (Kenilworth, N.J., U.S.A.)のPEG
-Intron（ペグ化IFN-α-2b）やHoffmann La Roche (Nutley, N.J., U.S.A.)のPEGASYS (I
FN-α-2a)などがある。
【００２９】
　治療に適用する際、IL-6ファミリーサイトカインおよびIFN-αの両方は、好ましくは製
薬的に許容されるかまたは実質的に純粋な形態であるべきであり、つまり、それらは製薬
的に許容される賦形剤を除いて、製薬的に許容される純度水準を有し、かつ通常の投与量
で毒性となると考えられる物質を含まないようにするべきである。IL-6ファミリーサイト
カインおよびIFN-αの純度水準は好ましくは50％以上、より好ましくは70％以上、より好
ましくは90％以上である。好ましい実施態様において、それらは95％以上である。
【００３０】
　一般に、投与するIL-6ファミリーサイトカインおよびIFN-αの治療的有効量は、他の要
素よりもとりわけ処置する個体、個体の疾患重篤度、選択した投与形態などに依拠するで
あろう。この理由から、本発明に記載の用量は、単に当業者のためのガイドと考え、当業
者は前記の要素に基づいて用量を調整するべきである。しかしながら、IL-6ファミリーサ
イトカインおよびIFN-αは、１日に１回以上、例えば１日に1、2、3または4回投与しても
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【００３１】
　保護の範囲を限定するのではなく、説明に役立つ実例として、カルジオトロフィン－１
およびIFN-α-2a（または2b）を組み合わせる特定の実施態様において、カルジオトロフ
ィン－１の典型的な１日の総用量は、体重に対して1μg/kgから10mg/kgであろう；IFN-α
-2aの典型的な１日の総用量は、１日につき1.5から10MIUまたは１週間につき40から300μ
gのペグ化IFN-αである。通常、処置の始めの１週間は投与量レベルはより高く、後の段
階では減少するであろう。同様に、投与計画も、毎日、週に３回、または週に１回ともな
り得る。他方で、カルジオトロフィン－１およびIFN-αを以下の種々の投与計画で投与し
てもよい（例えば、種々の投与経路または頻度）。
【００３２】
　本発明のさらなる対象は、ウイルス性疾患の処置のための、少なくとも以下を含む医薬
キットである：
　－　少なくとも１つのIL-6ファミリーサイトカイン「gp130ファミリー」（上記のよう
に、完全型、活性フラクションまたはポリペプチド誘導体のいずれか）またはそのサイト
カインをコードするDNA配列を含む第１の成分；および
　－　少なくとも１つのIFN-αまたはそのIFN-αをコードするDNA配列を含む第２の成分
。
【００３３】
　本発明によるキットは、好ましくは、IL-6、IL-11、白血病抑制因子、オンコスタチンM
、カルジオトロフィン－１、毛様体神経栄養因子、カルジオトロフィン様サイトカインお
よびそれらの組み合わせから選択されるIL-6ファミリーサイトカインを含み、さらにより
好ましくは、IL-6ファミリーサイトカインはカルジオトロフィン－１またはオンコスタチ
ンMである。
【００３４】
　本発明によるキットは、あらゆるタイプのIFN-α、好ましくはIFN-α-2a、IFN-α-2b、
IFN-α-5、コンセンサスインターフェロン、精製IFN-α、ペグ化IFN-αおよびそれらの組
み合わせから選択されるものを含む。別のさらなる好ましい実施態様において、IFN-αは
、ペグ化IFN-α-2b、ペグ化IFN-α-2a、ペグ化IFN-α-5およびそれらの組み合わせから選
択される。
【００３５】
　特定の実施態様において、本キットのIL-6ファミリーサイトカイン（完全型、活性フラ
クションまたはポリペプチド誘導体にかかわらず）またはIFN-αをコードするDNA配列は
、発現ベクターに組み込まれている。
【００３６】
　本発明のキットにおいて、第１の成分および第２の成分は、IL-6ファミリーサイトカイ
ンまたはそれをコードするDNA配列、およびIFN-αまたはそれをコードするDNA配列に適合
性の、製薬的に許容される少なくとも１つの賦形剤をさらに含み得る。
【００３７】
　本発明によると、上記のキットは、第１および第２の成分を別の医薬組成物内に含み得
る；あるいは、第１および第２の成分はそのキットの同じ医薬組成物の中に存在し得る。
【００３８】
　このキットはまた、IL-6ファミリーサイトカインまたはそれをコードするDNA配列、お
よびIFN-αまたはそれをコードするDNA配列と製薬的に適合性の1以上の賦形剤を含む第３
の成分を含み得る。
【００３９】
　その第３の成分は、IL-6ファミリーサイトカインまたはそれをコードするDNA配列、お
よびIFN-αまたはそれをコードするDNA配列と製薬的に適合性の１以上の担体物質をさら
に含み得る。
【００４０】
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　本発明のさらなる対象は、ウイルス性疾患を処置するための方法であって、治療的有効
量の少なくとも１つのIL-6ファミリー「gp130ファミリー」サイトカイン（前記のように
、完全型、活性フラクションまたはポリペプチド誘導体にかかわらず）またはそれをコー
ドするDNA配列、および治療的有効量の少なくとも１つのIFN-αまたはそれをコードするD
NA配列を組み合わせて投与することを含む方法である。
【００４１】
　特定の実施態様において、本方法のIL-6ファミリーサイトカインまたはIFN-αをコード
するDNA配列は、発現ベクターに組み込まれている。
【００４２】
　上記の方法において、ウイルス性疾患は、脳心筋炎ウイルス、B型およびC型肝炎、HIV
、皮膚のウイルス感染症（水疱、帯状疱疹、麻疹）、呼吸器のウイルス感染症、中枢神経
系のウイルス感染症、肝臓のウイルス感染症、唾液腺のウイルス感染症、伝染性単核球症
および陰部疣贅によって引き起こされ得る。
【００４３】
　本発明の方法の好ましい実施態様によると、ウイルス性疾患はＣ型肝炎である。
【００４４】
　本発明の方法によると、IL-6ファミリーサイトカインは好ましくは、IL-6、IL-11、白
血病抑制因子、オンコスタチンM、カルジオトロフィン－１、毛様体神経栄養因子、カル
ジオトロフィン様サイトカインおよびそれらの組み合わせから選択され；さらにより好ま
しくは、IL-6ファミリーサイトカインは、カルジオトロフィン－１またはオンコスタチン
Mである。
【００４５】
　本発明による方法において、IFN-αはあらゆるタイプのIFN-αである。好ましい実施態
様において、それはIFN-α-2a、IFN-α-2b、IFN-α-5、コンセンサスインターフェロン、
精製IFN-α、ペグ化IFN-αおよびそれらの組み合わせから選択される；別のさらなる好ま
しい実施態様において、IFN-αはペグ化IFN-α-2b、ペグ化IFN-α-2a、ペグ化IFN-α-5お
よびそれらの組み合わせから選択される。
【００４６】
　さらに、本発明の方法によると、本発明は、インターロイキンファミリーサイトカイン
、好ましくはカルジオトロフィン－１、とIFN-αを組み合わせての同時投与を含み得る。
【００４７】
　この方法において、IL-6ファミリーサイトカイン（完全型、活性フラクションまたはポ
リペプチド誘導体にかかわらず）およびIFN-αは、同じ医薬組成物に含まれて患者に投与
され得る；あるいはIL-6ファミリーサイトカインおよびIFN-αは、別の医薬組成物によっ
て投与され得る。
【００４８】
　本発明によって、完全HCVレプリコンを含む肝臓細胞をIFN-αとIL-6ファミリーインタ
ーロイキン、特にカルジオトロフィン－１またはオンコスタチンMで刺激すると、以下の
ことが示される：
　(1)　細胞をIFN-α単独またはIL-6ファミリーサイトカイン（例えばCT-1またはOSM）単
独でインキュベートする場合に起こる、STAT3リン酸化に対するHCVの抑制効果が打破され
る；
　(2)　サイトカイン単独でインキュベートするよりも、インターフェロン感受性遺伝子(
ISG)、例えば、2'-5'オリゴアデニル酸合成酵素(2'-5'OAS)がより多く誘導され、またSTA
T1およびSTAT3レベルが高くなる；
　(3)　サイトカインを単独で用いるよりも、ウイルスの複製がより効果的に抑制される
；
　(4)　IFN-αとCT-1間の相互作用、またはIFN-αとOSM間の相互作用に、強い相乗効果が
ある。
【実施例】
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【００４９】
　［本発明の実施態様］
　実験１
　HCV複製を続ける細胞におけるシグナリングカスケードに対するIFN-α-2とCT-1の組み
合わせの効果の研究（図１）。
　非トランスフェクトHuh7細胞（肝癌細胞株）において、50 IU/mlのIFN-α-2 (IFN-α-2
)を加えると、STAT1、STAT2およびSTAT3のリン酸化が誘導され、STAT1およびSTAT2は1時
間および2時間目に、STAT3は1時間目に最大活性化を示した（図１Aを参照）。しかしなが
ら、完全長HCVレプリコンでトランスフェクトしたHuh7細胞においては、IFN-α-2による
インキュベーション後、STAT1、STAT2およびSTAT3のリン酸化の顕著な抑制が確認された
。その結果、活性化STAT3およびSTAT1は全く存在せず、STAT2活性化は著しく抑制された
（図１A参照）。
【００５０】
　一方、非トランスフェクトHuh7細胞において、20ng/mlのCT-1を加えると、STAT3および
STAT1の両方が活性化し（STAT3がより強く）、15分目と1時間目に最大値となり、2時間目
に大幅に減少したことが確認された（図１Ｂ）。予想した通り、CT-1はSTAT2の活性化を
全く誘導しなかった。完全HCVレプリコンでトランスフェクトしたHuh7細胞においては、C
T-1によるSTAT3の活性化はかなり減少し、一方、STAT1のリン酸化は少ししか影響されな
かった（図１Ｂ）。
【００５１】
　非トランスフェクトHuh7細胞を50 IU/mlのIFN-α-2と20ng/mlのCT-1の混合物でインキ
ュベートすると、各サイトカイン単独でインキュベートした時よりも、より強く持続する
STAT3とSTAT1のリン酸化が検出された。STAT2の活性化はIFN-α-2 単独を用いた場合に観
察されたものと似ていた。完全HCVレプリコンでトランスフェクトしたHuh7細胞をIFN-α-
2 (50 IU/ml)とCT-1 (20ng/ml)の混合物でインキュベートすると、STAT3のリン酸化は何
ら障害なく起こり、そのSTAT3の活性化は、非トランスフェクト細胞をIFN-α-2単独でイ
ンキュベートした時よりも強いだけでなく長く持続した、ということの意義は大きい（図
１Ｃ）。この事実は注目に値するものである、なぜならば、既に述べたように（そして図
１Ａおよび１Ｂに示されるように）、Huh7細胞におけるHCV複製により、個別のIFN-α-2
およびCT-1によるSTAT3の活性化が大いに減少したことから、この妨害が、２つのサイト
カインを一緒に用いて細胞をインキュベートすると消失したことは驚くべきであるためで
あり；このことにより、ウイルス性疾患の処置における有望な戦略についての新たな見通
しが開ける。HCVを複製する細胞をIFN-α-2とCT-1を組み合わせて処理すると、生じたSTA
T3の活性化が強く持続するだけでなく、STAT1活性化が、非トランスフェクト細胞をCT-1
単独でインキュベートした時に見られたものと似ており、また非トランスフェクト細胞を
IFN-α-2単独でインキュベートした時よりも強かったということにも注目すべきである（
図１Aおよび１Bと比較されたい）。IFN-α-2は、HCV複製が持続する細胞においてSTAT1を
活性化できなかったが、一方CT-1とIFN-α-2の組み合わせは、HCVを複製する細胞におい
てこの重要な抗ウイルス因子を非常に効果的に活性化できたことに注目することは重要で
ある。このことは、IFN-α-2とCT-1の組み合わせによって抗ウイルス活性が改善されるこ
とを明らかに示しており、HCV複製がない細胞を用いた場合よりも明らかに低いレベルで
あるにせよSTAT2のリン酸化が可能になっている（図１Cを参照）。
【００５２】
　結論として、HCV複製が持続する細胞をIFN-α-2単独で処理すると、STAT1およびSTAT3
の活性化は起こらず、STAT2については低レベルでのみ観察された。活性化STAT1およびST
AT3（細胞の抗ウイルス状態の重要な２誘導因子）が存在しないと、STAT1-STAT2ヘテロダ
イマー、STAT1-STAT3ヘテロダイマー、およびSTAT1およびSTAT3のホモダイマーの形成が
起こらず、従って細胞の抗ウイルス防衛が崩壊する。CT-1をIFN-α-2と組み合わせて用い
ると高レベルで活性化STAT1およびSTAT3が形成され、これにより細胞のウイルス耐性メカ
ニズムが回復する。
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【００５３】
　図１に示す実験で、HCV感染は、STAT1の活性化に欠陥を起こさせるだけでなく、STAT3
およびSTAT2タンパク質レベルを減少させることが分かる。図１に示す研究は、IFN-α-2
またはCT-1のいずれかによる、または両方の組み合わせによるインキュベーションの短期
の効果を示している。以下に記載する実験では、72時間のインキュベーションを行い、CT
-1とIFN-α-2の組み合わせ、またはOSMとIFN-α-2の組み合わせによる処理でSTAT3の発現
が増加することが確認され、こうして感染細胞においてHCVの作用に対抗できることが示
されている（図２を参照）。
【００５４】
　実験方法１
　完全長HCVレプリコンを含むHuh7細胞株の確立。報告されている通りに、完全長HCVレプ
リコンを発現するHuh7細胞を確立した[9]。要約すると、pI389/Core-3'/5.1をScaI (New 
England Biolabs, USA)と直線化してテンプレートとし、T7 RNA ポリメラーゼ(Promega, 
USA)を用いてRNAを合成した。20μgの合成RNAを用いて107のHuh7細胞にエレクトロポレー
ションし、24時間後、500μg/mlのG418 (Gibco, USA)を加えた。週に２回、補足培地をG4
18と交換し、トランスフェクションの4週間後、G418耐性コロニー群を合わせて採取し、
続く分析に用いた。
【００５５】
　ウェスタンブロット解析。6ウェルプレートの10％FCS (Gibco)を含有するD-MEM (Gibco
)中に完全長HCVレプリコンを発現するHuh7細胞、または発現しないHuh7細胞のいずれかを
200,000/ウェル分播種した。50 IU/mlのIFN-α-2 (Intron A, Schering-Plough)、または
20ng/mlのCT-1 (R&D Systems, UK)、またはIFN-α-2 (50 IU/ml)とCT-1 (20ng/ml)の組み
合わせを加え、以下の各期間置いた：15分、1時間および2時間。次いで、Huh7細胞を溶解
バッファー（60mM Tris-HCl pH6.8、2％ SDS、2.5％グリセロール、0.7M 2-メルカプトエ
タノールおよび0.02％ ブロモフェノールブルー）に溶解させた。サンプルを還元条件下
、7.5％SDS-ポリアクリルアミドゲル(Bio-Rad Laboratories, CA)上で分離した。電気泳
動後、それらをニトロセルロース膜(Bio-Rad Laboratories)に移し、Ponceauレッド溶液 
(Sigma-Aldrich, Germany)で染色してタンパク質が等しく取り込まれていることを確認し
た。その膜を、TBS-T（50mM Tris-HCl (pH 7.6)、200mM NaClおよび0.1％ Tween-20）に5
％粉ミルクを添加したものでインキュベートした。特異的一次抗体を加えたTBS-T中で1時
間インキュベーションしてタンパク質を検出した。次いで膜をTBS-T中で洗浄し、過酸化
水素とコンジュゲートした二次抗体を加えて1時間おいた。その膜をTBS-T中で丁寧に洗浄
し、特異的なタンパク質のバンドを、「Western Lightning Chemiluminescence Reagent 
Plus」という化学発光検出系(Perkin Elmer, USA)をメーカーの説明書に沿って用いて観
察した。次いで、その膜をオートラジオグラフィーにかけ、Molecular Analyst/PC progr
amme (Bio-Rad Laboratories)によって濃度測定分析を行いバンドを定量化した。
【００５６】
　抗体。anti-phospho-STAT1tyr701およびanti-phospho-STAT3tyr705抗体およびHRPとコ
ンジュゲートした抗ウサギIgG抗体をCell Signaling Technology (USA)から購入した。an
ti-STAT3、anti-phospho-STAT1ser727、anti-STAT2およびanti-phospho-STAT2tyr689抗体
をUpstate Biotechnology (USA)から入手した。anti-STAT1抗体はSanta Cruz Biotechnol
ogy (Santa Cruz, CA)から入手した。抗アクチン抗体はSigma-Aldrich (Germany)から入
手した。
【００５７】
　IL-6ファミリーサイトカインとIFN-αの組み合わせにより、細胞において、より強い抗
ウイルス状態が起こるかどうかを決定するために、我々は以下のためにさらなる実験を計
画し行った：a)　IFN-αとIL-6ファミリーサイトカインの組み合わせ治療によって、イン
ターフェロン感受性遺伝子の発現を、いずれかのサイトカインを単独で用いるよりも強く
増大させられるかどうかを評価する；b)　IFN-αとIL-6ファミリーサイトカインの組み合
わせ治療によって、各サイトカインを個別に用いるよりも、HCV複製を強く抑制できるか
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の細胞変性作用に対して、より効果的に細胞を防護することができるかどうかを評価する
；およびd)　IFN-αとIL-6ファミリーサイトカインの間の相互作用の種類を決定する。
【００５８】
　実験２。IFN-α-2とCT-1、またはIFN-α-2とOSMの組み合わせ治療の、インターフェロ
ン感受性遺伝子(ISG)の誘導に対する効果の評価（図２）。
　HCVレプリコンを含むHuh7細胞を、IFN-α-2（5または50 IU/ml）またはCT-1（20ng/ml
）またはOSM（20ng/ml）、またはIFN-α-2とCT-1の組み合わせまたはIFN-α-2とOSMの組
み合わせによって72時間インキュベーションした後、ISGである2'-5'OAS、STAT1およびST
AT3の発現を調べた（図２Ａ－２Fを参照）。我々は、CT-1またはOSM単独ではこれらのISG
の発現を増加させられないかまたは弱く増加させるのみであったが、CT-1またはOSMを低
容量または高用量のIFN-α-2に加えると、ISG発現が顕著に増加したことを確認し、この
ことはCT-1またはOSMによって、ウイルス複製を持続する細胞において、抗ウイルス遺伝
子を増加調節するIFN-α-2の能力を顕著に増大させられることを示している。ここで解析
した３つのISGは重要な抗ウイルス作用を有するが、STAT3は抗ウイルス特性を持つだけで
なく強力な細胞保護作用および抗炎症活性を示すので、CT-1またはOSMとIFN-α-2との組
み合わせによるこの因子の発現増加は、特に意義がある。
【００５９】
　実験方法２
　ISGのmRNA発現のリアルタイムRT-PCR解析。6ウェルプレートの10％ FCS (Gibco)を含む
D-MEM (Gibco)中に完全長HCVレプリコンを発現するHuh7細胞を100,000/ウェル分播種した
。50または5 IU/mlのIFN-α-2を単独で、または20ng/mlのCT-1または20ng/mlのOSMと組み
合わせて加えた。その細胞培養を3日間維持した。補足培養培地を毎日それらのサイトカ
インと交換した。ChomczynskiとSacchiによって記載された方法に基づく「Ultraspec RNA
 Isolation System」プロトコル(Biotech, USA)に従ってトータルRNAを得た[10]。2μgの
トータルRNAをDNAase (Gibco-BRL, UK)で処理し、RNaseOUT (Gibco-BRL)の存在下M-MLV R
everse Transcriptase(Gibco BRL)を用いて逆転写した。STAT、2'-5'OASおよびβアクチ
ンの発現をIcyclerおよびIQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad Laboratories, CA)を用いて
リアルタイムPCRによって測定した。cDNAプールの2μlアリコットを、各遺伝子に特異的
な順方向および逆方向プライマー（表１）を含めて最終体積20μlとして用い、各PCRを行
った。得られたPCR産物の特異性を調べるために、それらの解離温度を解析した。その結
果を同じサンプル中のβアクチンの定量化に基づいて標準化した。各転写物の量を式2ｃ
ｔ（アクチン）－ｃｔ（遺伝子）で表した（ctは蛍光がバックグラウンドの蛍光に対し有
意に増加したポイントである）。
【００６０】



(13) JP 5154412 B2 2013.2.27

10

20

30

40

50

【表１】

【００６１】
　実験３。完全長HCVレプリコンでトランスフェクトしたHuh7細胞のHCV複製に対する、IF
N-α-2とIL-6ファミリーサイトカインの組み合わせの効果の研究（図３）。
　IFN-α-2とCT-1またはOSMを組み合わせるとより強いISG誘導が見られたので、完全長HC
Vレプリコンを含む細胞のウイルス負荷を減少させることについて、IFN-α-2単独またはI
L-6ファミリーサイトカイン単独よりもこの組み合わせの方が優れているかどうかを解析
することが望まれた。従って、HCVレプリコンを含むHuh7細胞をIFN-α（5または50 IU/ml
のIFN-α-2またはIFN-α-5）単独、またはIL-6ファミリーサイトカイン（IL 6、CT-1、OS
M；20ng/ml）との組み合わせ、またはIL-6ファミリーサイトカイン単独によってインキュ
ベートした。72時間の培養後にHCV RNAの量を測定した（図３A、３B、３C）。図３におい
て、IL-6ファミリーサイトカイン：IL-6、CT-1およびOSM単独は、中程度の抗ウイルス効
果を有することが分かる。しかしながら、IFN-α-2とIFN-α-5の低(5 IU/ml)または高(50
 IU/ml)用量を用いた場合、これらの両サイトカインの抗ウイルス効果はCT-1およびOSMに
よって同程度に強く増大した（図３Aおよび３B）。IL-6はIFN-α-2とIFN-α-5の両方の抗
ウイルス効果を同程度により弱く増大させた（図３C）。このように、IFN-α-2またはIFN
-α-5と、CT-1またはOSMとの組み合わせ治療は、IFN-αの抗ウイルス効果をそれぞれ約5
および10倍増加させる。さらに、IFN-α-2またはIFN-α-5とIL 6の組み合わせ治療は、そ
の効果を約2倍増加させる。
【００６２】
　図４において、IL-6、CT-1およびOSM (20ng/mL)によるIFN-α-2 (5 U/mL)（図４A）ま
たはIFN-α-5（図４B）の抗ウイルス作用の増大効果を比較して表す。IFN-α/IL-6の組み
合わせに対してIFN-α/CT-1およびIFN-α/OSMの組み合わせの方が抗ウイルス効果をより
高く増大させていることが明らかに見て取れる。
【００６３】
　実験方法３
　HCV RNAの定量的リアルタイムPCR解析。6ウェルプレートの10％FCSを含むD-MEM中に完
全長HCVレプリコンを発現するHuh7細胞を100,000/ウェル分播種した。50または5 IU/mlの
IFN-α-2またはIFN-α-5を単独で、または20ng/mlのCT-1またはOSMまたはIL-6と組み合わ
せて加えた。その細胞培養を3日間維持した。補足培養培地をそれらのサイトカインと毎
日交換した。
【００６４】
　ChomczynskiとSacchiによって記載された方法に基づく「Ultraspec RNA Isolation Sys
tem」プロトコル(Biotech, USA)に従って、完全長HCVレプリコンでトランスフェクトした
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Huh7細胞のトータルRNAを得た[10]。2μgのトータルRNAをDNAase (Gibco-BRL)で処理し、
RNaseOUT (Gibco-BRL)の存在下M-MLVReverse Transcriptase (Gibco BRL)を用いて逆転写
した。HCV RNAおよびβアクチンmRNAの発現を、IcyclerおよびIQ SYBR Green Supermix (
Bio-Rad Laboratiories)を用いて定量的リアルタイムPCRによって測定した。cDNAプール
の2μlアリコットを、HCVまたはβアクチン遺伝子の5'非翻訳領域に特異的な順方向およ
び逆方向プライマー（表１）を含めて最終体積20μlとして用い、各PCRを行った。PCR産
物の特異性を調べるために、それらの解離温度を解析した。その結果を同じサンプル中の
βアクチンの定量化に基づいて標準化した。HCV RNAの量を式2ｃｔ（アクチン）－ｃｔ（

HCV）で表した（ctは蛍光がバックグラウンド蛍光に対し有意に増加したポイントである
）。
【００６５】
　実験４。脳心筋炎ウイルス(EMCV)の細胞変性作用に対する防護についてのIFN-α-2とCT
-1の組み合わせの効果の研究（図５）。
　組み合わせ治療の相乗効果がHCVとは異なる他のウイルス感染においても生じるかどう
かを調べるために、Huh7細胞において、EMCVの細胞変性作用に対して、この処置によって
得られた防護効果を分析した。低(5ng/ml)または高(50ng/ml)用量のCT-1存在または非存
在下、250から1 IU/mlまで減少する用量のIFN-α-2でHuh7細胞をインキュベートし、24時
間EMCVに感染させた。極めて低容量のIFN-α-2にCT-1（低または高用量）を加えても細胞
生存率は改善しなかったので、このサイトカイン単独にはEMCV感染細胞に対する細胞保護
作用が少ししかないことが見て取れる。しかしながら、IFN-α-2により誘導された、EMCV
の細胞変性作用に対する防護作用は、CT-1（低容量および高用量の両方）によって顕著に
増大した。この相乗効果は250と28 IU/mlの間の用量のIFN-α-2を用いた場合に見られ、8
3と28 IU/mlの用量のIFN-α-2の場合に最も明らかである。これらのデータは、IFN-α-2
とCT-1の抗ウイルス相乗効果はHCVに限定されず、広範なウイルス性疾患に当てはまるこ
とを示している。
【００６６】
　実験方法４
　Huh7細胞におけるEMCVに対するIFN-α-2およびCT-1の細胞保護作用についてのアッセイ
。IFN-α-2およびCT-1の細胞保護活性を、脳心筋炎ウイルスの細胞変性作用に対してHuh7
細胞を保護するこれらのサイトカインの能力を測定して決定した。このアッセイは96ウェ
ルマイクロタイタープレート上で行った。まず、１ウェルにつき2x104のHuh7細胞を、IFN
-α-2単独の段階希釈（250から1 IU/ml）、またはIFN-α-2の同段階希釈と50または5 ng/
mlのCT-1を含有する150μlの培地に播種し、24時間インキュベートした。105 PFUのEMCウ
イルスを各ウェルに加え、24時間時点の細胞変性作用を以下のように測定した：培地を除
去した後、ウェルをPBSで2回洗浄し、クリスタルバイオレット着色溶液（メタノール：水
＝1：4(v/v)中0.5％)で染色した。540nmの光学密度を測定した。その結果をEMCVの細胞変
性作用に対して保護された細胞の割合で表す。
【００６７】
　実験5。完全長HCVレプリコンでトランスフェクトしたHuh7細胞におけるHCV複製に対す
る、IFN-αと種々のインターロイキン6ファミリーサイトカイン間の作用の研究。
　IFN-αとIL-6ファミリーサイトカインの組み合わせによって抗ウイルス効果が増大する
ことが示されたので、IFN-α-2またはIFN-α-5とIL-6ファミリーサイトカイン：IL-6、OS
MおよびCT-1の組み合わせに起こる相互作用の種類を決定することが望まれた。
【００６８】
　完全長HCVレプリコンでトランスフェクトしたHuh7細胞において、固定濃度（5または50
 IU/ml）のIFN-α-2およびIFN-α-5を単独で、またはIL-6、OSMおよびCT-1 (20ng/mL)と
組み合わせて、いくつかの抗ウイルス検査を行った。IFN-αとIL-6ファミリーサイトカイ
ンの間に起こった相互作用の種類について、T.C.Chouによって記載された方法による多変
量解析によって数学的分析を行った(11)。２物質間の相互作用の種類は、相互作用指数（
Interaction Index）「Ｉ」という因子によって測定する（ここで、I=d1/D1+d2/D2；d1、
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効するであろう各々の阻害性の度合である）。そこで、「Ｉ」が1に等しいことは、両物
質がそれらの間で反応しない（相加作用）ことを意味し；「Ｉ」が1より低いことは、そ
の組み合わせが相乗的であることを意味し；「Ｉ」の値が1より大きいことは、その組み
合わせが拮抗物質であることを意味する。表２は「Ｉ」の値に対する標準的な相乗性の度
合を示す。
【００６９】
【表２】

【００７０】
　IFN-αと前記のIL-6ファミリーサイトカインの種々の組み合わせについて得られる相互
作用指数は、全ての組み合わせにおいて1より低く、よって、IFN-α（2または5）とこれ
らのサイトカイン、IL-6、OSMおよびCT-1の組み合わせは相乗性である（表３）。さらに
、得られたデータは、相乗作用はたいていIFN-α/IL-6の組み合わせ（I＜0.7 相乗性）よ
りもIFN-α/OSMおよびIFN-α/CT-1の組み合わせにおいて顕著に高い（I＜0.3強い相乗性
）ことを示している。
【００７１】
【表３】

【００７２】
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【表４】

【００７３】
【表５】

【００７４】
　実験方法５
　HCV RNAの定量的リアルタイムPCR解析。24ウェルプレートの10％FCSを含むD-MEM中に完
全長HCVレプリコンを発現するHuh7細胞を20,000/ウェル分播種した。以下の種々の実験を
行った：50または5 IU/mlのIFN-α-2またはIFN-α-5を単独で、または20ng/mlのCT-1、OS
MまたはIL-6 (R&D Systems, UK)と組み合わせて加えた。その細胞培養を3日間維持した。
補足培養培地をそれらのサイトカインと毎日交換した。
【００７５】
　Kit Nucleic Acid Purification Lysis Solution (Applied BioSystems, Foster City,
 CA)および半自動系ABI PRISM 6100 Nucleic Acid PrepStation (Applied BioSystems)を
用いて、完全長HCVレプリコンでトランスフェクトしたHuh7細胞のトータルRNAを得た。2
μgのトータルRNAをDNAase (Gibco-BRL)で処理し、RNaseOUT (Gibco-BRL)の存在下、M-ML
V Reverse Transcriptase (Gibco BRL)を用いて逆転写した。HCV RNAおよびβアクチンmR
NAの発現を、IcyclerおよびIQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad Laboratiories)を用いて
定量的リアルタイムPCRによって測定した。cDNAプールの2μlアリコットを、HCVまたはβ
アクチン遺伝子の5'非翻訳領域に特異的な順方向および逆方向プライマー（表１）を含め
て最終体積20μlとして用い、各PCRを行った。PCR産物の特異性を調べるために、それら
の解離温度を解析した。その結果を同じサンプル中のβアクチンの定量化に基づいて標準
化した。HCV RNAの量を式2ｃｔ（アクチン）－ｃｔ（HCV）で表した（ctは蛍光がバック
グラウンド蛍光に対し有意に増加したポイントである）。
【００７６】
　相互作用指数の計算には以下の方程式を適用できた：
　　　　　　　　　　　　　　　　　I=d1/D1+d2/D2
【００７７】
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【図面の簡単な説明】
【００７８】
【図１】図１はSTAT1、STAT2およびSTAT3のリン酸化の分析を示す。Huh7細胞(Huh7)およ
び完全ゲノムHCVレプリコンを含むHuh7細胞(Core-3')を50 IU/mlのIFN-α-2 (IFN-α)ま
たは20ng/mlのカルジオトロフィン－１(CT-1)、またはIFN-α-2とCT-1の組み合わせで、1
5、60および120分間処理し、細胞抽出物に存在するリン酸化STAT1、STAT2およびSTAT3の
量をウェスタンブロットによって解析した。
【図２】図２は、5または50 IU/mlのIFN-α-2（IFN 5、IFN 50）単独（－CT）または20ng
/mlのCT-1との組み合わせ（＋CT）、および5または50 IU/mlのIFN-α-2単独（－OSM）ま
たは20ng/mlのOSMとの組み合わせ（＋OSM）によって3日間処理した、完全HCVレプリコン
を含むHuh7細胞に存在するSTAT1、STAT3および2'-5'OAS mRNAの、定量的リアルタイムRT-
PCR分析を示す。対照：未処理細胞。
【図３】図３は、5または50 IU/mlのIFN-α-2またはIFN-α-5と、20ng/mlのCT-1またはOS
MまたはIL-6によって3日間処理した、完全HCVレプリコンを含むHuh7細胞に存在するHCV R
NAの、定量的リアルタイムRT-PCR分析を示す。
【図４】図４は、リアルタイムRT-PCRにより測定した、IFN-α-2またはIFN-α-5 (5 U/ml
)と、CT-1またはOSMまたはIL-6 (20ng/mL)の組み合わせによって3日間処理した完全HCVレ
プリコンを含むHuh7細胞に存在するHCV RNAの、抗ウイルス効果の比較を示す。
【図５】図５は、脳心筋炎ウイルスの感染に対して防護されたHuh7細胞の割合を示す。Hu
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h7細胞を、5 ng/mlまたは50 ng/mlのCT-1および種々の量のIFN-α-2によって前もって24
時間処置し、105 PFUの脳心筋炎ウイルス(EMCV)に感染させ、24時間後に、その細胞をク
リスタルバイオレット染色で染色して生存細胞の量を測定した。

【図１】 【図２】
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【図３】 【図４】

【図５】
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