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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　インターフェロンλ４をコードするポリヌクレオチド；又は
　インターフェロンλ４を有効成分として含有する５－フルオロウラシル又はシスプラチ
ンの抗癌作用増強剤。
【請求項２】
　上記インターフェロンλ４は配列番号２に示すアミノ酸配列又は当該アミノ酸配列に対
して90%以上の同一性を有するアミノ酸配列からなることを特徴とする請求項１記載の抗
癌作用増強剤。
【請求項３】
　インターフェロンλ４遺伝子の発現量に基づいて用量を増減することを特徴とする請求
項１記載の抗癌作用増強剤。
【請求項４】
　インターフェロンλ３をコードするIL-28B遺伝子におけるss469415590で規定される多
型がメジャーアレルかマイナーアレルかに基づいて用量を増減することを特徴とする請求
項１記載の抗癌作用増強剤。
【請求項５】
　投与対象患者を、インターフェロンλ４遺伝子の発現量が低い癌患者とすることを特徴
とする請求項１記載の抗癌作用増強剤。
【請求項６】
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　投与対象患者を、インターフェロンλ３をコードするIL-28B遺伝子におけるss46941559
0で規定される多型がメジャーアレルである癌患者とすることを特徴とする請求項１記載
の抗癌作用増強剤。
【請求項７】
　５－フルオロウラシル又はシスプラチンと請求項１～６いずれか一項記載の抗癌作用増
強剤との併用効果を判定するためのデータの取得方法であって、
　インターフェロンλ４遺伝子の発現を特異的に検出可能な手段を用いて、採取した生体
サンプルにおけるインターフェロンλ４遺伝子の発現を測定する工程を含み、
　上記データは、当該生体サンプルにおけるインターフェロンλ４遺伝子の発現量が低い
場合に前記併用効果が高いことを示す、上記データの取得方法。
【請求項８】
　上記手段は、インターフェロンλ４遺伝子の転写産物を特異的に増幅する一対のプライ
マーと、当該一対のプライマーにて増幅された核酸に対して特異的にハイブリダイズする
プローブとを有することを特徴とする請求項７記載の方法。
【請求項９】
　請求項１～６いずれか一項記載の抗癌作用増強剤と、５－フルオロウラシル又はシスプ
ラチンとを組み合わせてなる癌治療用医薬組成物。
【請求項１０】
　請求項１～６いずれか一項記載の抗癌作用増強剤を含む、５－フルオロウラシル又はシ
スプラチンと併用される癌治療用医薬組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、抗癌剤が有する癌細胞に対する増殖抑制効果を増強する抗癌作用増強剤、当
該抗癌作用増強剤と抗癌剤との併用による効果を判定する癌治療支援方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　インターフェロンλ４（IFNλ4或いはIFNL4と称する場合もある）は、インターフェロ
ンλ３遺伝子（IFNL3或いはIL28Bと称する場合もある）の上流に存在する多型により生ず
るフレームシフトに起因して誘導される（非特許文献１：Nat Genet. 2013 Feb; 45(2):1
64-71）。IL28B遺伝子の上流に存在する多型は、具体的にss469415590と呼称され、TT又
はΔGをとりうる。詳細には、ss469415590[ΔG]により上述したフレームシフトが生じる
結果、IFNL4をコードする遺伝子を生じる。
【０００３】
　なお、ss469415590については、C型肝炎ウイルス（HCV）の除去と強力な関連を示す遺
伝的マーカーであるrs12979860と高い連鎖不平衡にあることが知られている。しかしなが
ら、インターフェロンλ４の機能的役割、生物学的及び臨床学的意義等については十分な
解析がなされていないのが現状である。
【０００４】
　なお、IL28B遺伝子の周辺には、ペグインターフェロン/リバビリン（PEG-IFN/RBV）併
用療法の治療効果に強く関連している複数のSNPsが知られている（非特許文献２：Tanaka
 Y, et al., Nat Genet.41; 1105-9, 2009）。すなわち、IL28B遺伝子座の代表的なSNPで
あるrs8099917（TT/TG/GG）のマイナーアレル（TG又はGG）を持つ患者群は、メジャーア
レル（TT）をもつ群に比べ、有意にPEG-IFN/RBV併用療法が無効であることが知られてい
る。また、rs12979860のメジャーアレル（CC）群は、マイナーアレル群に比べ、PEG-IFN/
RBV併用治療によるウイルス減少が速やかであるとの報告がある（非特許文献３：Thompso
n AJ, et al., Gastroenterology. 139; 120-9, 2010）。
【０００５】
　一方、慢性C型肝炎を有する肝細胞癌の患者であって、肝切除又はラジオ波焼灼療法を
受けた患者の遺伝子型解析を行ったところ、rs8099917の遺伝子型と再発率との間に有意
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な相関があったことが報告されている（非特許文献４：Hodo et al., Clin. Cancer. Res
. April 2013, 19(7), pp1827-1837）。詳細には、rs8099917のメジャーアレル（TT）を
持つ患者は、rs8099917のマイナーアレル（TG又はGG）を持つ患者と比較すると、肝細胞
癌の再発率が有意に高いことが示されている。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００６】
【非特許文献１】Ludmila Prokunina-Olsson et al., Nat Genet. 2013 Feb; 45(2):164-
71
【非特許文献２】Tanaka Y, et al., Nat Genet.41; 1105-9, 2009
【非特許文献３】Thompson AJ, et al., Gastroenterology. 139; 120-9, 2010
【非特許文献４】Hodo et al., Clin. Cancer. Res. April 2013, 19(7), pp1827-1837
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　上述のように、IL28B遺伝子周辺に存在する多型に関して、臨床学的意義が解明されつ
つあるものの、非特許文献１に記載されたように、当該多型に起因して誘導されるIFNL4
をコードする遺伝子については、その機能的役割や臨床学的意義については依然として不
明のままであった。
【０００８】
　そこで、本発明は、上述した実情に鑑み、IFNL4の機能的意義を明らかにし、当該IFNL4
、IFNL4をコードするポリヌクレオチド、IFNL4をリガンドとする受容体に対するアゴニス
トの新規用途を提供することを目的とする。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　上述した目的を達成するため、本発明者らが鋭意検討した結果、IFNL4の機能的意義の
一つとして、抗癌剤が有する癌細胞に対する増殖抑制効果を増強する機能を見いだし、本
発明を完成するに至った。
【００１０】
　本発明は以下を包含する。
　（１）インターフェロンλ４をコードするポリヌクレオチド；インターフェロンλ４；
又はインターフェロンλ４をリガンドとする受容体に対するアゴニストを有効成分として
含有する抗癌剤の抗癌作用増強剤。
　（２）上記インターフェロンλ４は配列番号２に示すアミノ酸配列又は当該アミノ酸配
列に対して90%以上の同一性を有するアミノ酸配列からなることを特徴とする（１）記載
の抗癌作用増強剤。
　（３）上記抗癌剤は、５－フルオロウラシル又はシスプラチンであることを特徴とする
（１）記載の抗癌作用増強剤。
　（４）インターフェロンλ４遺伝子の発現量に基づいて用量を増減することを特徴とす
る（１）記載の抗癌作用増強剤。
　（５）インターフェロンλ３をコードするIL-28B遺伝子におけるss469415590で規定さ
れる多型がメジャーアレルかマイナーアレルかに基づいて用量を増減することを特徴とす
る（１）記載の抗癌作用増強剤。
　（６）投与対象患者を、インターフェロンλ４遺伝子の発現量が低い癌患者とすること
を特徴とする（１）記載の抗癌作用増強剤。
　（７）投与対象患者を、インターフェロンλ３をコードするIL-28B遺伝子におけるss46
9415590で規定される多型がメジャーアレルである癌患者とすることを特徴とする（１）
記載の抗癌作用増強剤。
　（８）インターフェロンλ４遺伝子の発現を特異的に検出可能な手段を用いて、被験体
におけるインターフェロンλ４遺伝子の発現を測定する工程と、被験体におけるインター
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フェロンλ４遺伝子の発現量に基づいて、抗癌剤と（１）～（７）いずれか記載の抗癌作
用増強剤との併用効果を判定する、癌治療支援方法。
　（９）上記手段は、インターフェロンλ４遺伝子の転写産物を特異的に増幅する一対の
プライマーと、当該一対のプライマーにて増幅された核酸に対して特異的にハイブリダイ
ズするプローブとを有することを特徴とする（８）記載の癌治療支援方法。
　（１０）上記（１）～（７）いずれか記載の抗癌作用増強剤と、抗癌剤とを組み合わせ
てなる医薬組成物。
　（１１）上記抗癌剤は、５－フルオロウラシル又はシスプラチンであることを特徴とす
る（１０）記載の医薬組成物。
　（１２）上記（１）～（７）いずれか記載の抗癌作用増強剤を含む、抗癌剤と併用され
る医薬組成物。
　（１３）上記抗癌剤は、５－フルオロウラシル又はシスプラチンであることを特徴とす
る（１２）記載の医薬組成物。
【発明の効果】
【００１１】
　本発明に係る抗癌作用増強剤は、抗癌剤による癌細胞に対する増殖抑制効果を増強する
ことができる。よって、本発明に係る抗癌作用増強剤によれば、抗癌剤による優れた治療
効果を期待することができる。また、本発明に係る抗癌作用増強剤によれば、薬効を維持
しながら抗癌剤の投与量を低減することができ、抗癌剤による副作用を抑制することがで
きる。
【００１２】
　一方、本発明に係る癌治療支援方法は、抗癌剤を用いた癌治療において、当該抗癌剤に
よる治療効果を予測し、抗癌剤による癌細胞に対する増殖抑制効果を増強する抗癌作用増
強剤の適用を判定することができる。よって、本発明に係る癌治療支援方法によれば、癌
治療を要する患者に最適な治療方針を提供することができる。
【図面の簡単な説明】
【００１３】
【図１】IL28Bの遺伝子型と肝動注化学療法の奏功率との関係を示す特性図である。
【図２】肝動注化学療法例について全生存率をIL28Bの遺伝子型について比較した特性図
である。
【図３】IL28Bの遺伝子型等を変数として単変量解析及び多変量解析した結果を示す特性
図である。
【図４】IL28Bのマイナーアレルで発現しうるp179（インターフェロンλ４）等についてI
SG誘導活性及び抗HCV活性を測定した結果を示す特性図である。
【図５】各種IFNについてISG誘導活性を測定した結果を示す特性図である。
【図６】各種IFNについて抗HCV活性を測定した結果を示す特性図である。
【図７】IFNL4と抗癌剤とを併用したときの細胞生存率を測定した結果を示す特性図であ
る。
【図８】IFNL4と各種濃度の5FUとを併用したときの細胞生存率を測定した結果を示す特性
図である。
【図９】各種IFNと5FUとを併用したときのカスパーゼ3/7活性を測定した結果を示す特性
図である。
【図１０】各種IFNとCDDPとを併用したときのカスパーゼ3/7活性を測定した結果を示す特
性図である。
【図１１】IFNL4の発現を特異的に検出するためのプライマー及びプローブを設計したこ
とを示す特性図である。
【図１２】IFNL4の発現を特異的に検出したことを示す特性図である。
【図１３】各種IFN組み換えタンパク質を検出した結果を示す特性図である。
【図１４】各種IFN組み換えタンパク質をウエスタンブロットにより検出した結果を示す
特性図である。
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【発明を実施するための形態】
【００１４】
　本発明に係る抗癌作用増強剤は、癌細胞に対する増殖抑制効果を有する抗癌剤における
抗癌作用、すなわち癌細胞に対する増殖抑制効果を増強する機能を有するものである。抗
癌作用増強剤は、インターフェロンλ４（IFNλ4或いはIFNL4と略称される）をコードす
るポリヌクレオチド；インターフェロンλ４；又はインターフェロンλ４をリガンドとす
る受容体に対するアゴニストを有効成分とするものである。
【００１５】
＜インターフェロンλ４＞
　インターフェロンλ４（IFNλ4或いはIFNL4）とは、Ludmila Prokunina-Olsson et al.
, Nat Genet. 2013 Feb; 45(2):164-71に開示されるように、インターフェロンλ３遺伝
子（IFNL3遺伝子、IL28B遺伝子）の上流に位置する多型であって、ssID番号（Submitted 
SNP ID number）：ss469415590で規定される多型によって作られる遺伝子にコードされる
。ss469415590で規定される多型は、一塩基挿入/欠失型（Indel型）の多型であり、メジ
ャーアレルがTTであり、マイナーアレルがΔG（メジャーアレルにおける5’側のTが欠失
する多型（rs67272382又はrs11322783）と、メジャーアレルにおける3’側のTがGとなる
多型（rs74597329）との組み合わせ）となる。このss469415590で規定される多型がマイ
ナーアレル（ΔG）である場合、フレームシフトが生じることとなり179個のアミノ酸配列
からなるインターフェロンλ４が生成される。
【００１６】
　III型インターフェロン（IFNL1、IFNL2及びIFNL3）は、受容体との相互作用に関与する
高度に保存されたヘリックスA～Fを有している。Ludmila Prokunina-Olsson et al., Nat
 Genet. 2013 Feb; 45(2):164-71に開示されるように、インターフェロンλ４は、IL28R1
として知られる受容体と相互作用するヘリックスA及びヘリックスFにおいてIFNL3と最も
類似している。一方、インターフェロンλ４は、IL10R2として知られるインターフェロン
λ受容体複合体の第２鎖と相互作用するヘリックスDにおいてIFNL3とは異なっている。
【００１７】
　インターフェロンλ４をコードするコーディング領域の塩基配列及びインターフェロン
λ４のアミノ酸配列を、それぞれ配列番号１及び２に示す。なお、例えばGenBankデータ
ベース等の遺伝子関連情報を格納した公知のデータベースより、インターフェロンλ４の
アミノ酸配列及び塩基配列を入手することができる。なお、インターフェロンλ４につい
ては、そのmRNA配列がACCESSION番号：JN806234として格納され、Protein ID： AFQ38559
.1としてGenBankデータベースに格納されている。
【００１８】
　ただし、本発明においてインターフェロンλ４は、これら配列番号１及び２にて規定さ
れるものに限定されない。例えば、配列番号２に示すアミノ酸配列において１又は複数個
のアミノ酸が置換、欠失及び/又は付加されたアミノ酸配列を有し、配列番号２のアミノ
酸配列からなるインターフェロンλ４が相互作用する受容体に対して相互作用する活性を
有するタンパク質であっても良い。ここで、複数個とは、２～２０個のアミノ酸とするこ
とができ、２～１５個のアミノ酸とすることが好ましく、２～１０個のアミノ酸とするこ
とがより好ましく、２～５個のアミノ酸とすることが更に好ましい。
【００１９】
　また、インターフェロンλ４としては、配列番号２に示すアミノ酸配列に限定されず、
例えば、配列番号２に示すアミノ酸配列に対して７０％以上の配列同一性、好ましくは８
０％以上の配列同一性、より好ましくは９０％以上の配列同一性、更に好ましくは９５％
以上の配列同一性、或いは更に好ましくは９７％以上の配列同一性を有するアミノ酸配列
を有し、配列番号２のアミノ酸配列からなるインターフェロンλ４が相互作用する受容体
に対して相互作用する活性を有するタンパク質であっても良い。ここで配列同一性の値は
、配列番号２のアミノ酸配列（１７９個）とのペアワイズアライメントを行い、完全に一
致するアミノ酸残基の割合として算出することができる。
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【００２０】
　さらに、インターフェロンλ４をコードするポリヌクレオチドとしては、配列番号１に
示す塩基配列からなるものに限定されず、配列番号１に示す塩基配列の相補鎖に対してス
トリンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドであって、配列番号２の
アミノ酸配列からなるインターフェロンλ４が相互作用する受容体に対して相互作用する
活性を有するタンパク質をコードするものであっても良い。ストリンジェントな条件とは
、例えば、通常、４２℃、２×ＳＳＣ、０．１％ＳＤＳの条件であり、好ましくは５０℃
、２×ＳＳＣ、０．１％ＳＤＳの条件であり、さらに好ましくは６５℃、０．１×ＳＳＣ
、０．１％ ＳＤＳの条件であるが、これらの条件に特に制限されるものではない。ハイ
ブリダイゼーションのストリンジェンシーに影響する要素としては、温度や塩濃度など複
数の要素があり、当業者であればこれら要素を適宜選択することで最適なストリンジェン
シーを実現することが可能である。ハイブリダイゼーションは、例えばMolecular Clonin
g: A laboratory Manual, 4th Ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harb
or, NY.,などに記載されている方法に準じて行うことができる。
【００２１】
　なお、配列番号２のアミノ酸配列からなるインターフェロンλ４と受容体との相互作用
については、例えばThe EMBO Journal (2013) 32, 3055-3065を参照することができる。
配列番号２と異なるアミノ酸配列を有するタンパク質や、配列番号１に示す塩基配列以外
の塩基配列からなるポリヌクレオチドによりコードされるタンパク質が、配列番号２のア
ミノ酸配列からなるインターフェロンλ４が相互作用する受容体に対して相互作用する活
性を有するかについては本論文を参考にして検討することができる。
【００２２】
　ところで、インターフェロンλ４は、上述のように配列番号２のアミノ酸配列と異なる
アミノ酸配列であっても良いが、受容体との相互作用に関与する領域は保存されているこ
とが好ましい。すなわち、配列番号２のアミノ酸配列において、ヘリックスA～Fに相当す
る領域は保存されていることが好ましい。言い換えると、置換、欠失及び/又は付加する
アミノ酸残基は、特に限定されないが、配列番号２のアミノ酸配列におけるヘリックスA
～F以外の領域内とすることが好ましい。
【００２３】
　なお、ヘリックスAは配列番号２のアミノ酸配列における第４０～５４番目に相当し、
ヘリックスBは配列番号２のアミノ酸配列における第６６～６９番目に相当し、ヘリック
スCは配列番号２のアミノ酸配列における第７８～８５番目に相当し、ヘリックスDは配列
番号２のアミノ酸配列における第１０５～１１３番目に相当し、ヘリックスEは配列番号
２のアミノ酸配列における第１３１～１４５番目に相当し、ヘリックスFは配列番号２の
アミノ酸配列における第１４８～１６９番目に相当する。
【００２４】
＜ポリヌクレオチド＞
　本発明に係る抗癌作用増強剤は、上述したインターフェロンλ４をコードするポリヌク
レオチドをベクターに組み入れ、当該ベクターを用いて目的とする組織（例えば肝臓）に
おいて発現させることができるように調製できる。ベクターとしては、特に限定されず、
ヒトに使用することができる各種ベクターを用いることができる。ベクターとしては、ウ
イルスベクター及び非ウイルスベクターのいずれを用いてもよい。
【００２５】
　これらのうち、ウイルスベクターを用いることが好ましい。ウイルスベクターとしては
、アデノ随伴ウイルス(AAV)ベクター、レンチウイルスベクター、ヘルペスウイルスベク
ターなどが利用可能であるが、これらのうち、AAVベクターが好ましい。AAVベクターは安
全性が高く、比較的長期の遺伝子発現を期待できることから特に好ましく用いられる。ア
デノ随伴ウイルスとしては、1型AAVウイルス（AAV1）、2型AAVウイルス（AAV2）、3型AAV
ウイルス（AAV3）、4型AAVウイルス（AAV4）、5型AAVウイルス（AAV5）、6型AAVウイルス
（AAV6）、7型AAVウイルス（AAV7）及び8型AAVウイルス（AAV8）などが知られているが、
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AAVベクターの製造にはいずれを用いることも可能である。
【００２６】
　特に、インターフェロンλ４をコードするポリヌクレオチドを発現させる目的の臓器や
組織によって、AAVベクターの至適血清型が異なっている。したがって、上記ポリヌクレ
オチドを発現させる臓器や組織に応じて適宜血清型を選択することが望ましい。例えば、
上記ポリヌクレオチドを発現させる臓器が肝臓である場合、AAV8ベクターを使用すること
が好ましい。
【００２７】
　本発明に係る抗癌作用増強剤は、特に限定されないが、AAVベクターを用いる場合には
、以下の方法に従って組換えベクターを調製することができる。以下、本発明の好ましい
態様としてAAVベクターを用いる場合について具体的に説明するが、本発明の範囲はAAVベ
クターを用いる場合に限定されることはない。上述したインターフェロンλ４をコードす
るポリヌクレオチドをサイトロメガロウイルス(CMV)プロモーター領域とSV40のpolyA領域
の間に挿入して8型AAV（AAV3）ウイルスゲノムの両端に存在するinverted terminal repe
at (ITR)配列とともにプラスミドに組み込むことによりベクタープラスミドを調製する。
上記のベクタープラスミド、パッケージングプラスミド（AAVの非構造蛋白質であるRepと
カプシド蛋白であるVPを発現するためのプラスミド）、及びヘルパープラスミド（アデノ
ウイルス由来の塩基配列でE2A、E4、及びVA領域を含む）の３種類のプラスミドをヒト腎
由来のHEK293細胞にトランスフェクトすることにより、インターフェロンλ４をコードす
るポリヌクレオチドを含むAAVベクターを調製することができる。
【００２８】
＜タンパク質＞
　また、本発明に係る抗癌作用増強剤は、有効成分が上述したインターフェロンλ４（タ
ンパク質）である場合、定法に従って調整することができる。すなわち、配列番号２のア
ミノ酸配列に基づいて、上記タンパク質を得ることができる。かかるタンパク質は、その
アミノ酸配列をコードするポリヌクレオチドの発現によって、原核生物又は真核生物の宿
主細胞内に生成することができる。あるいは、かかるタンパク質は化学的方法で合成する
ことができる。
【００２９】
　ここで、化学的方法で上記タンパク質を合成する場合、カルボキシ末端及び/又はアミ
ノ末端を修飾することができる。修飾としては、例えばアセチル化及びアミド化を挙げる
ことができる。さらに、修飾としては、アシル化又はアルキル化（例えばメチル化）など
のアミノ末端修飾、アミド化などのカルボキシ末端修飾、環化などの他の末端修飾を挙げ
ることができる。これら修飾を行うことで、合成するタンパク質の安定性を向上させたり
、薬理作用を向上させたり、血清プロテアーゼに対する耐性を向上させたり、所望の薬物
動態学的特性を獲得するといった有利な物理的、化学的、生化学的及び薬学的特性を得る
ことができる。
【００３０】
　具体的に、上記タンパク質を得るには、目的とするタンパク質をコードするポリヌクレ
オチドを発現ベクターに導入し、宿主細胞において発現させればよい。或いは、無細胞系
（セルフリーシステム）を利用して上記タンパク質を得ることもできる。
【００３１】
　発現ベクターとしては、特に限定されず、プラスミド、ファージ、ウイルス等の宿主細
胞において複製可能である限りいかなるベクターも用いることができる。ベクターは、複
製開始点、選択マーカー、プロモーターを含み、必要に応じてエンハンサー、転写終結配
列（ターミネーター）、リボソーム結合部位、ポリアデニル化シグナル等を含んでいても
よい。
【００３２】
　ポリヌクレオチドのベクターへの導入は、公知の方法で行うことができる。ベクターは
、種々の制限部位をその内部に持つポリリンカーを含んでいるか、または単一の制限部位
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を含んでいることが望ましい。ベクター中の特定の制限部位を特定の制限酵素で切断し、
その切断部位に上記ポリヌクレオチドを挿入することができる。上記ポリヌクレオチドを
含む発現ベクターを適切な宿主細胞の形質転換に用いて、宿主細胞において上記タンパク
質又は部分断片を発現、産生させることができる。
【００３３】
　宿主細胞としては、大腸菌、ストレプトミセス、枯草菌等の細菌細胞、真菌細胞、パン
酵母、酵母細胞、昆虫細胞、哺乳類細胞等が挙げられる。
【００３４】
　形質転換は、塩化カルシウム、リン酸カルシウム、DEAE-デキストラン介在トランスフ
ェクション、エレクトロポレーション、リポフェクション等の公知の方法で行うことがで
きる。
【００３５】
　得られたタンパク質は、各種の分離精製方法により、分離・精製することができる。例
えば、硫酸アンモニウム沈殿、ゲルろ過、イオン交換クロマトグラフィー、アフィニティ
ークロマトグラフィー等を単独で又は適宜組合せて用いることができる。この際、発現産
物がGST等との融合タンパク質として発現される場合は、目的タンパク質と融合している
タンパク質の性質を利用して精製することもできる。例えばGSTとの融合タンパク質とし
て発現させた場合、GSTはグルタチオンに対して親和性を有するので、グルタチオンを担
体に結合させたカラムを用いるアフィニティークロマトグラフィーにより効率的に精製す
ることができる。また、ヒスチジンタグとの融合タンパク質として発現させた場合、ヒス
チジンタグを有するタンパク質はキレートカラムに結合するので、キレートカラムを用い
て精製することができる。
【００３６】
＜アゴニスト＞
　一方、上述したように、インターフェロンλ４は、リガンドとして受容体であるIL-10R
α及びIL-28Rβを介してシグナル伝達に関与する。詳細を後述の実施例で示したように、
インターフェロンλ４の発現を強化することで、抗癌剤による癌細胞の増殖抑制効果を増
強することができ、癌の進行を抑制することができ、又は癌を改善することができること
から、インターフェロンλ４の受容体と相互作用するアゴニストもまた、抗癌剤による癌
細胞の増殖抑制効果を増強することができ、癌の進行を抑制することができ、又は癌を改
善することができる。
【００３７】
　ここでアゴニストとは、インターフェロンλ４の受容体であるIL-10Rα及びIL-28Rβに
対して相互作用し、IL-10Rα及びIL-28Rβを介したシグナル伝達を活性化する機能を有す
る物質を意味する。物質としては、何ら限定されないが、例えば、ポリペプチド、オリゴ
ペプチド、核酸、低分子化合物等を挙げることができる。
【００３８】
＜抗癌剤＞
　本発明に係る抗癌作用増強剤は、抗癌剤による癌細胞の増殖抑制効果を増強するもので
ある。
　ここで、抗癌剤としては、特に限定されないが、化学療法剤、ホルモン療法剤、免疫療
法剤及び分子標的薬等を挙げることができる。すなわち、本発明に係る抗癌作用増強剤は
、これらから選ばれる１種以上の薬剤（以下、併用薬剤と略記することがある）と組み合
わせて使用することができる。これらの活性成分（薬剤）は、低分子化合物であってもよ
く、また高分子の蛋白、ポリペプチド、抗体であるか、あるいはワクチン等であってもよ
い。また、活性成分（薬剤）は、２種以上を適宜の割合で混合して用いてもよい。
【００３９】
　「化学療法剤」としては、例えば、アルキル化剤、白金製剤、代謝拮抗剤、トポイソメ
ラーゼ阻害剤、抗癌性抗生物質、植物由来抗癌剤など抗癌剤が挙げられる。「アルキル化
剤」としては、例えば、ナイトロジェンマスタード、塩酸ナイトロジェンマスタード－Ｎ
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－オキシド、クロラムブチル、シクロホスファミド、イホスファミド、チオテパ、カルボ
コン、トシル酸インプロスルファン、ブスルファン、塩酸ニムスチン、ミトブロニトール
、メルファラン、ダカルバジン、ラニムスチン、リン酸エストラムスチンナトリウム、ト
リエチレンメラミン、カルムスチン、ロムスチン、ストレプトゾシン、ピポブロマン、エ
トグルシド、アルトレタミン、アンバムスチン、塩酸ジブロスピジウム、フォテムスチン
、プレドニムスチン、プミテパ、リボムスチン、テモゾロミド、トレオスルファン、トロ
フォスファミド、ジノスタチンスチマラマー、アドゼレシン、システムスチン、ビゼレシ
ンなどが挙げられる。「白金製剤」としては、例えば、カルボプラチン、シスプラチン、
ミボプラチン、ネダプラチン、オキサリプラチンなどが挙げられる。「代謝拮抗剤」とし
ては、例えば、メルカプトプリン、６－メルカプトプリンリボシド、チオイノシン、メト
トレキサート、エノシタビン、シタラビン、シタラビンオクフォスファート、塩酸アンシ
タビン、５－ＦＵ系薬剤（例、フルオロウラシル、テガフール、ＵＦＴ、ドキシフルリジ
ン、カルモフール、ガロシタビン、エミテフールなど）、アミノプテリン、ロイコボリン
カルシウム、タブロイド、ブトシン、フォリネイトカルシウム、レボフォリネイトカルシ
ウム、クラドリビン、フルダラビン、ゲムシタビン、ヒドロキシカルバミド、ペントスタ
チン、ピリトレキシム、イドキシウリジン、ミトグアゾン、チアゾフリン、アンバムスチ
ンなどが挙げられる。「トポイソメラーゼ阻害剤」としては、トポイソメラーゼＩ阻害薬
（例、イリノテカン、トポテカンなど）、トポイソメラーゼＩＩ阻害薬（例えば、ソブゾ
キサンなど）が挙げられる。「抗癌性抗生物質」としては、例えば、アントラサイクリン
系抗癌薬（塩酸ドキソルビシン、塩酸ダウノルビシン、塩酸アクラルビシン、塩酸ピラル
ビシン、塩酸エピルビシンなど）、アクチノマイシンＤ、アクチノマイシンＣ、マイトマ
イシンＣ、クロモマイシンＡ３、塩酸ブレオマイシン、硫酸ブレオマイシン、硫酸ペプロ
マイシン、ネオカルチノスタチン、ミスラマイシン、ザルコマイシン、カルチノフィリン
、ミトタン、塩酸ゾルビシン、塩酸ミトキサントロン、塩酸イダルビシンなどが挙げられ
る。「植物由来抗癌剤」としては、例えば、ビンカアルカロイド系抗癌薬（硫酸ビンブラ
スチン、硫酸ビンクリスチン、硫酸ビンデシンなど）、タキサン系抗癌薬（パクリタキセ
ル、ドセタキセルなど）、エトポシド、リン酸エトポシド、テニポシド、ビノレルビンな
どが挙げられる。
【００４０】
　「ホルモン療法剤」としては、例えば、副腎皮質ホルモン系薬剤（例、デキサメタゾン
、プレドニゾロン、ベタメタゾン、トリアムシノロンなど）が挙げられ、なかでもプレド
ニゾロンが好ましい。
【００４１】
　「免疫療法剤（ＢＲＭ）」としては、例えば、ピシバニール、クレスチン、シゾフィラ
ン、レンチナン、ウベニメクス、インターフェロン、インターロイキン、マクロファージ
コロニー刺激因子、顆粒球コロニー刺激因子、リンホトキシン、ＢＣＧワクチン、コリネ
バクテリウムパルブム、レバミゾール、ポリサッカライドＫ、プロコダゾールなどが挙げ
られる。
【００４２】
　「分子標的薬」としては、例えば、イブリツモマブチウキセタン、ゲフィチニブ、タミ
バロテン、トレチノイン、パニツムマブ、ラパチニブ、トラスツズマブ、リツキシマブ、
イマチニブ、ゲムツズマブオゾガマイシン、ボルテゾミブ、エルロチニブ、セツキシマブ
、ベバシズマブ、スニチニブ、ソラフェニブ、ダサチニブ、パニツムバブ、ペガプタニブ
、バタラニブ、ラニビツマブ、ＳＵ－６６６８、ＳＵ－１１２４８、ネオバスタット、バ
ンデタニブ、テムシロリムス、エベロリムス、シロリムス等を挙げることができる。これ
ら分子標的薬以外にも、ヒト上皮性増殖因子受容体２阻害剤、上皮性増殖因子受容体阻害
剤、Ｂｃｒ－Ａｂｌチロシンキナーゼ阻害剤、上皮性増殖因子チロシンキナーゼ阻害剤、
ｍＴＯＲ阻害剤、血管内皮増殖因子受容体２阻害剤（α－ＶＥＧＦＲ－２抗体）等の血管
新生を標的にした阻害剤、ＭＡＰキナーゼ阻害剤などの各種チロシンキナーゼ阻害剤、サ
イトカインを標的とした阻害剤、プロテアソーム阻害剤、抗体―抗がん剤配合体等の分子
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標的薬なども含めることができる。
【００４３】
　以上のような抗癌剤は、例えば以下のような癌の治療に適応される。具体的な癌として
は、肺癌（例えば、非小細胞肺癌）、メラノーマ（例えば、転移性悪性メラノーマ）、腎
癌（例えば、透明細胞カルシノーマ）、前立腺癌（例えば、ホルモン難治性前立腺アデノ
カルシノーマ）、大腸癌（例えば、結腸癌）、乳癌、骨癌、膵癌、皮膚癌、頭頚部癌、皮
膚若しくは眼窩内悪性メラノーマ、子宮癌、卵巣癌、肛門部癌、胃癌、精巣癌、卵管のカ
ルシノーマ、子宮内膜カルシノーマ、子宮頚部カルシノーマ、膣カルシノーマ、外陰部カ
ルシノーマ、ホジキン病、非ホジキンリンパ腫（例えば、びまん性大細胞型B細胞リンパ
腫、濾胞性リンパ腫）、食道癌、小腸癌、内分泌系癌、甲状腺癌、副甲状腺癌、副腎癌、
柔組織肉腫、尿道癌、陰茎癌、肝細胞癌、急性骨髄性白血病、慢性骨髄性白血病、急性リ
ンパ芽球性白血病、慢性リンパ球性白血病を含む慢性若しくは急性白血病、小児固形癌、
リンパ球性リンパ腫、膀胱癌、腎臓若しくは尿管の癌、腎盂カルシノーマ、中枢神経系（
CNS）腫瘍（例えば、膠芽腫）、原発性CNSリンパ腫、腫瘍新脈管形成、脊椎腫瘍、脳幹グ
リオーム、下垂体アデノーマ、カポシ肉腫、扁平上皮癌、扁平細胞癌、Ｔ細胞リンパ腫、
アスベスト誘発癌を含む環境誘発癌が例示される。
【００４４】
　一例として、肝細胞癌に対する化学治療としては、Child-Pugh分類Aの切除不能肝細胞
癌に対する全身化学療法としてソラフェニブ投与治療、インターフェロンの全身投与とシ
スプラチン肝動注を併用した肝動注化学療法、インターフェロン併用5-FU肝動注化学療法
、シスプラチン単独肝動注化学療法等を挙げることができる。
【００４５】
　＜製剤、投与＞
　本発明に係る抗癌作用増強剤は、上述のように、ポリヌクレオチド、タンパク質又はそ
の部分断片、若しくはアゴニストを有効成分として含有するが、これら有効成分に加え、
任意の担体、例えば医薬上許容される担体を含むことができる。
【００４６】
　医薬上許容される担体としては、例えば、医薬的に許容し得る担体を含んでいてもよい
。医薬的に許容し得る担体とは、液体または固体の賦形剤、希釈液、潤滑剤、または物質
をカプセル化する溶媒のような、医薬的に許容し得る物質、組成物または媒体を意味する
。各担体は、前記製剤の他の成分との適合性があり、また投与対象に対して傷害性でない
という意味において「許容し得る」ものでなければならない。医薬的に許容し得る担体の
具体的な例としては、例えば、ラクトース、グルコース、ショ糖などの糖；コーンスター
チ、ジャガイモデンプンなどのデンプン；セルロース、ナトリウムカルボキシメチルセル
ロース、エチルセルロース、セルロース酢酸塩などのセルロース；トラガカント；麦芽；
ゼラチン；滑石；カカオバター、坐薬ワックスなどの賦形剤；ピーナッツ油、綿実油、紅
花油、ゴマ油、オリーブ油、トウモロコシ油、ダイズ油などの油；プロピレングリコール
などのグリコール類；グリセリン、ソルビトール、マンニトール、ポリエチレングリコー
ルなどのポリオール類；オレイン酸エチル、ラウリン酸エチルなどのエステル類；寒天；
水酸化マグネシウム、水酸化アルミニウムなどの緩衝化剤；アルギン酸；生理食塩水；リ
ンゲル溶液；エチルアルコール；ポリエステル、ポリカーボネートなどのポリ無水物類、
などが挙げられるが、特に限定されない。当業者であれば、適宜これらの担体を選択する
ことが可能である。
【００４７】
　発現ベクターの細胞内への導入を促進するために、本発明に係る抗癌作用増強剤は更に
核酸導入用試薬を含むことができる。本発明に係る抗癌作用増強剤がウイルスベクター、
特にレトロウイルスベクターを含む場合には、遺伝子導入試薬としてはレトロネクチン、
ファイブロネクチン、ポリブレン等を用いることができる。また、本発明に係る抗癌作用
増強剤がプラスミドベクターを含む場合には、リポフェクチン、リポフェクタミン（lipo
fectamine）、ＤＯＧＳ（トランスフェクタム）、ＤＯＰＥ、ＤＯＴＡＰ、ＤＤＡＢ、Ｄ
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ＨＤＥＡＢ、ＨＤＥＡＢ、ポリブレン、あるいはポリ（エチレンイミン）(ＰＥＩ)等の陽
イオン性脂質を用いることができる。
【００４８】
　経口投与に好適な製剤としては、液剤、カプセル剤、サッシェ剤、錠剤、懸濁液剤、乳
剤等を挙げることができる。非経口的な投与（例えば、皮下注射、筋肉注射、局所注入、
腹腔内投与など）に好適な製剤としては、水性および非水性の等張な無菌の注射液剤があ
り、これには抗酸化剤、緩衝液、制菌剤、等張化剤等が含まれていてもよい。また、水性
および非水性の無菌の懸濁液剤が挙げられ、これには懸濁剤、可溶化剤、増粘剤、安定化
剤、防腐剤等が含まれていてもよい。当該製剤は、アンプルやバイアルのように単位投与
量あるいは複数回投与量ずつ容器に封入することができる。また、有効成分および医薬上
許容される担体を凍結乾燥し、使用直前に適当な無菌のビヒクルに溶解または懸濁すれば
よい状態で保存することもできる。
【００４９】
　医薬組成物中、上記ポリペプチドを発現し得る発現ベクターの含有量は、例えば、医薬
組成物全体の約０．１ないし１００重量％である。
【００５０】
　本発明に係る抗癌作用増強剤の投与量は、併せて使用される抗癌剤の種類、当該抗癌剤
の投与量、有効成分の活性や種類、病気の重篤度、投与対象となる動物種、投与対象の薬
物受容性、体重、年齢等によって異なり一概に云えないが、通常、成人１日あたり有効成
分量として約０．００１～約５００ｍｇ／ｋｇである。
【００５１】
　本発明に係る抗癌作用増強剤と上述した抗癌剤とは、１つの製剤として投与しても良い
し、それぞれ別の製剤として使用しても良い。それぞれ別の製剤として使用する場合、例
えば注射剤と経口剤のように、投与ルートの異なる製剤の組み合せであっても良いし、両
者とも注射剤又は経口剤として同じ投与ルートとしても良い。また、本発明に係る抗癌作
用増強剤と上述した抗癌剤とは、同時に投与してもよいし、いずれか一方を先に投与し、
他方を後に投与してもよい。つまり、本発明に係る抗癌作用増強剤は、上述した抗癌剤よ
りも前に投与してもよく、また同時であってもよく、あるいは抗癌剤投与開始後であって
もよい。
【００５２】
　特に、本発明に係る抗癌作用増強剤は、上述した抗癌剤の投与と同時に投与するか、上
述した抗癌剤の投与に先立って一定期間投与しておくことが好ましい。具体的には、本発
明に係る抗癌作用増強剤の投与タイミングは、上述した抗癌剤投与開始の２週間前から投
与することが好ましく、上述した抗癌剤投与開始の１週間前から投与することがより好ま
しく、上述した抗癌剤投与開始の３日前から投与することが更に好ましい。上述した抗癌
剤の投与に先立って本発明に係る抗癌作用増強剤を投与することによって、上述した抗癌
剤による癌細胞の増殖抑制効果を効果的に発揮させることができ、抗癌剤による癌治療効
果を最適に引き出すことができる。
【００５３】
　なお、本明細書における「本発明に係る抗癌作用増強剤と上述した抗癌剤との組み合せ
」とは製剤的に一体として薬剤とする場合に限定するものではなく、製剤としては抗癌作
用増強剤単独での提供であったとしても、上述した抗癌剤による癌細胞の増殖抑制効果増
強の目的で、当該抗癌剤と併用される限り、本明細書における「本発明に係る抗癌作用増
強剤と上述した抗癌剤との組み合せ」の概念に含まれる。
【００５４】
　ところで、上述したように、インターフェロンλ４は、ss469415590で規定される多型
がマイナーアレル（ΔG）である場合には内在的に発現している可能性が高い。
【００５５】
　よって、本発明に係る抗癌作用増強剤は、インターフェロンλ４遺伝子の発現に基づい
て用量を増減することができる。より具体的には、インターフェロンλ４遺伝子が発現し
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ていないか発現量が低い患者に対しては、本発明に係る抗癌作用増強剤の投与量を比較的
多くし、インターフェロンλ４遺伝子の発現量が高い患者に対しては、本発明に係る抗癌
作用増強剤の投与量を比較的少なくすることができる。あるいは、本発明に係る抗癌作用
増強剤は、インターフェロンλ４遺伝子が発現していないか発現量が低い癌患者を投与対
象とすることもできる。
【００５６】
　また、本発明に係る抗癌作用増強剤は、ss469415590で規定される多型がメジャーアレ
ルかマイナーアレルかに基づいて用量を増減することができる。より具体的には、ss4694
15590で規定される多型がメジャーアレルの患者に対しては、本発明に係る抗癌作用増強
剤の投与量を比較的多くし、ss469415590で規定される多型がマイナーアレルの患者に対
しては、本発明に係る抗癌作用増強剤の投与量を比較的少なくすることができる。あるい
は、本発明に係る抗癌作用増強剤は、ss469415590で規定される多型がメジャーアレルの
癌患者を投与対象とすることもできる。
【００５７】
＜癌治療支援方法＞
　以上のように、本発明に係る抗癌作用増強剤は、上述した抗癌剤による癌細胞の増殖抑
制効果を増強させるが、インターフェロンλ４遺伝子が発現していないか、当該遺伝子の
発現量が低い患者に対する抗癌作用増強効果をより期待することができる。したがって、
インターフェロンλ４遺伝子の発現に基づいて、本発明に係る抗癌作用増強剤と抗癌剤と
の併用効果を判定する癌治療支援方法を実現することができる。
【００５８】
　この癌治療支援方法では、先ず、被験体におけるインターフェロンλ４遺伝子の発現を
測定する。ここで被験体とは、癌患者等から採取した生体サンプルと同義であり、例えば
、組織、細胞、体液、尿及びその他生体試料由来の蛋白質抽出液を挙げることができる。
ここで体液とは、血液、リンパ液、組織液（組織間液、細胞間液、間質液）、体腔液、漿
膜腔液、胸水、腹水、心嚢液、脳脊髄液（髄液）、関節液（滑液）、眼房水（房水）、消
化液、膵液、腸液、精液及び羊水を含む意味である。また、被験体は、組織、細胞、体液
、尿及びその他生体試料由来の蛋白質抽出液のいずれか一種でも複数種でもよい。組織と
しては、癌罹患患者の治療目的で行われた手術の際に得られた組織の一部、癌を疑われた
対象者から生検等によって採取された組織の一部、癌罹患患者で原発性か転移性かを鑑別
する目的で生検等によって採取された組織の一部を含む意味である。
【００５９】
　具体的に、インターフェロンλ４遺伝子の発現を測定するには、例えば、測定対象の遺
伝子に対するmRNA量を測定する又は測定対象の遺伝子の産物であるタンパク質量を測定す
ればよい。
【００６０】
　インターフェロンλ４遺伝子のmRNA量を測定する方法としては、公知の遺伝子の発現の
検出方法を用いることができる。例えば、測定対象の遺伝子のmRNA量を検出するために、
ノーザンブロッティング法、リアルタイム-PCR法、RT-PCR法、ハイブリダイゼーション法
及びDNAアレイ法などが挙げられる。また、インターフェロンλ４遺伝子遺伝子に対して
、ストリンジェントな条件下でハイブリダイズするＤＮＡ配列を有するポリヌクレオチド
をプローブとして用いることができる。当該プローブを用いて測定対象の遺伝子のmRNA量
を検出するには、公知の方法を用いて適宜実施することができる。例えば、プローブを作
製する際に当該プローブに適宜蛍光標識等の標識を付与しておき、これを判定対象者から
採取した生体由来試料から単離したmRNA（又はmRNAから合成したcDNA）とハイブリダイズ
する。その後、ハイブリダイズしたプローブに由来する蛍光強度を測定することにより、
測定対象の遺伝子のmRNA量を検出することができる。なお、プローブとしては、ガラスビ
ーズやガラス基板等の支持体に固定化して使用することもできる。すなわち、測定対象の
遺伝子（複数でもよい）について作製したプローブを支持体上に固定化したマイクロアレ
イ又はＤＮＡチップの形で用いることもできる。支持体としては、ポリヌクレオチドを固
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定できるものであれば特に限定されるものではなく、どのような形状や材質であっても良
い。支持体として一般的には、例えば、ガラス板、シリコンウエハ、樹脂等の無機材料、
また天然高分子材料としてニトロセルロースや合成高分子材料としてナイロン等を挙げる
ことができる。
【００６１】
　固定するポリヌクレオチドは、合成オリゴヌクレオチドであっても良い。また、合成オ
リゴヌクレオチドの配列上に蛍光標識が可能な核酸誘導体を導入することも可能である。
また、支持体上で目的のオリゴヌクレオチドを合成できる、いわゆるアフィメトリックス
型のDNAチップ技術を用いることもできる。更に、支持体が3次元構造をした、いわゆる３
D-Gene型の柱状の面にスポットして固定化することも可能である。
【００６２】
　なお、「ストリンジェントな条件下でハイブリダイズする」とは、例えば、４２℃で、
１×ＳＳＣ（０．１５Ｍ ＮａＣｌ、０．０１５Ｍ クエン酸ナトリウム）、０．１％のＳ
ＤＳ（Sodium dodecyl sulfate）を含む緩衝液による４２℃での洗浄処理によってもハイ
ブリダイズを維持することを意味する。なお、ハイブリダイゼーションのストリンジェン
シーに影響を与える要素としては、上記温度条件以外に種々の要素があり、当業者であれ
ば種々の要素を組み合わせて、上記例示したハイブリダイゼーションのストリンジェンシ
ーと同等のストリンジェンシーを実現することが可能である。
【００６３】
　インターフェロンλ４遺伝子に由来するmRNAやcDNAを定量的に検出するためのプローブ
及びプライマーセットとしては特に限定されないが、例えば後述する実施例に示したプロ
ーブ及びプライマーセットを使用することができる。
【００６４】
　一方、インターフェロンλ４遺伝子の産物であるタンパク質量を測定する方法としては
、公知のタンパク質検出方法を用いることができる。具体的には、インターフェロンλ４
に対する抗体を使用した各種の方法を適用することができる。
【００６５】
　なお、インターフェロンλ４を抗原とし、当該抗原に結合する限り、前記抗体としては
特に制限はなく、マウス抗体、ラット抗体、ウサギ抗体、ヒツジ抗体等を適宜用いること
ができる。抗体は、ポリクローナル抗体であってもモノクローナル抗体であってもよいが
、均質な抗体を安定に生産できる点でモノクローナル抗体が好ましい。ポリクローナル抗
体及びモノクローナル抗体は当業者に周知の方法により作製することができる。
【００６６】
　モノクローナル抗体を産生するハイブリドーマは、基本的には公知技術を使用し、以下
のようにして作製できる。すなわち、所望の抗原や所望の抗原を発現する細胞を感作抗原
として使用して、これを通常の免疫方法にしたがって免疫し、得られる免疫細胞を通常の
細胞融合法によって公知の親細胞と融合させ、通常のスクリーニング法により、モノクロ
ーナルな抗体産生細胞（ハイブリドーマ）をスクリーニングすることによって作製できる
。ハイブリドーマの作製は、たとえば、ミルステインらの方法（Kohler. G. and Milstei
n, C., Methods Enzymol. (1981) 73: 3-46 ）等に準じて行うことができる。
【００６７】
　ここで、モノクローナル抗体を作製する際には、インターフェロンλ４を抗原として使
用することができ、また、インターフェロンλ４の断片を発現する細胞を抗原として使用
することができる。なお、これらタンパク質若しくは当該タンパク質の断片は、例えば、
Molecuar Cloning: A Laboratory Manual第２版第１－３巻 Sambrook, J.ら著、Cold Spr
ing Harber Laboratory Press出版New York 1989年に記載された方法に準じて、当業者で
あれば容易に取得することができる。また、これらタンパク質若しくは当該タンパク質の
断片を発現する細胞も、Molecuar Cloning: A Laboratory Manual第２版第１－３巻 Samb
rook, J.ら著、Cold Spring Harber Laboratory Press出版New York 1989年に記載された
方法に準じて、当業者であれば容易に取得することができる。
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【００６８】
　得られたモノクローナル抗体は、測定対象のタンパク質の定量用に、エンザイム－リン
クイムノソルベントアッセイ（ＥＬＩＳＡ）、酵素イムノドットアッセイ、ラジオイムノ
アッセイ、凝集に基づいたアッセイ、あるいは他のよく知られているイムノアッセイ法で
検査試薬として用いることができる。また、モノクローナル抗体は標識化されることが好
ましい。標識化を行う際、標識化合物としては例えば当分野で公知の酵素、蛍光物質、化
学発光物質、放射性物質、染色物質などを使用することができる。
【００６９】
　支持体としては、例えば、タンパク質を固定化できるものであれば良い。一般的には、
ガラス板、シリコンウエハ、樹脂等の無機材料又は天然高分子材料のニトロセルロースや
合成高分子材料のナイロンやポリスチレン等が挙げられる。
【００７０】
　癌治療支援方法では、次に、被験体におけるインターフェロンλ４遺伝子の発現量に基
づいて本発明に係る抗癌作用増強剤と抗癌剤との併用効果を判定する。すなわち、被験体
におけるインターフェロンλ４遺伝子の発現量が低い場合には、当該併用効果が高いこと
が期待できる。以上のように、癌治療支援方法では、所定の患者について本発明に係る抗
癌作用増強剤を使用した場合の抗癌剤による癌細胞の増殖抑制効果の有無又はその程度を
高精度に推定することができる。したがって、この癌治療支援方法を適用することによっ
て、本発明に係る抗癌作用増強剤を利用した癌に対する効果的な治療を提供することがで
きる。
【実施例】
【００７１】
　以下、実施例により本発明を更に詳細に説明するが、本発明の技術範囲は以下の実施例
に限定されるものではない。
【００７２】
〔実施例１〕
　本実施例では、Child-Pugh分類A或いはB、かつ肝外病変のない109例の肝細胞癌症例を
対象として、CDDP+5FU+IFNαのレジメで肝動注化学療法を施行したときの奏功率をIL28B
遺伝子多型メジャー型（rs8099917のメジャーアレル（TT））とマイナー型（rs8099917の
マイナーアレル（TG又はGG））について比較した。
【００７３】
　結果を図１に示した。なお、図１に示すように、完全奏功（CR）と部分奏功（PR）の和
を奏功群とし、安定（SD）と進行（PD）の和を非奏功群とした。図１から判るように、奏
功率（CR+PR）はIL28B遺伝子多型メジャー型で27/87（31%）、マイナー型で12/19（63%）
となっており、マイナー型が有意に高かった（p=0.0097）。
【００７４】
　また、同じ109例の肝動注化学療例について全生存率を、IL28B遺伝子多型メジャー型と
マイナー型で比較した。Kaplan-Meyer解析による生存曲線解析の結果を図２に示した。図
２において縦軸は全生存率を示し、横軸は全生存期間（OS）を示している。図２に示すよ
うに、IL28Bマイナー型で有意に全生存率の上昇が認められた。
【００７５】
　さらに、Cox regression解析による全生存率に寄与する臨床因子（単変量及び多変量解
析）を検討した。結果を図３に示した。図３に示すように、全生存率に寄与する臨床因子
として単変量解析では性別、IL28B遺伝子多型、主要血管病変の有無及びAFP値が関連して
いることが明らかとなった。また、多変量解析ではIL28B遺伝子型、主要血管病変の有無
及びAFP値が独立した予後規定因子であることが明らかとなった。
【００７６】
　ところで、Ludmila Prokunina-Olsson et al., Nat Genet. 2013 Feb; 45(2):164-71に
は、IFNλ4の発現がHCVクリアランスに関連していることが開示されている。本実施例で
は、IFNλ4を含むIL28B遺伝子の発現産物を過剰発現させたときの、インターフェロン応
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答性遺伝子（本例ではMX1遺伝子）及びC型肝炎ウイルスRNA（HCV）の発現量を検証した。
【００７７】
　先ず、高分化型ヒト肝癌由来細胞株Huh7細胞 (12 well plate、1×105個) に対して、H
CV RNA (H77株) 1igをTranIT-mRNA Transfection Kit (Mirus) を用いて導入した。次に
、24時間後、Ludmila Prokunina-Olsson et al., Nat Genet. 2013 Feb; 45(2):164-71に
開示されているp107発現プラスミド、p124発現プラスミド、p131発現プラスミド、p143発
現プラスミド、p170発現プラスミド或いはp179発現プラスミド500ngをFuGENE6 Transfect
ion regent (Promega) を用いて導入した。なお、これら各プラスミドを単独で導入した
細胞株、複数組み合わせて導入した細胞株（p107及びp179を導入した細胞株、p107及びp1
31を導入した細胞株、p179及びp131を導入した細胞株、p107、p131及びp179を導入した細
胞株）を作製した。なお、p179はIFNλ4である。
【００７８】
　48時間後、High Pure RNA Isolarion Kit (Rocho) を用いてRNAを抽出し、逆転写後、
リアルタイムPCR法によりMX1及びHCV-RNAの発現量を定量した。同時に、RIPA lysis Buff
erを用いてタンパク質を抽出し、ウエスタンブロット法によりリン酸化STAT1、STAT1及び
β-actinの発現を評価した。
【００７９】
　リアルタイムPCRに用いたMX1のプローブ、プライマーセットはABIから購入した (Hs008
95608_m1) 。HCV-RNAのプローブ、プライマーセットはForward primer 5’-CGGGAGAGCCAT
AGTGG-3’（配列番号３）、Reverse primer 5’-AGTACCACAAGGCCTTTCG-3’（配列番号４
）、Probe 5’-CTGCGGAACCGGTGAGTACAC-3’ (FAM)（配列番号５）をカスタムオーダーし
て使用した。ウエスタンブロット用の抗体はPhospho-Stat1 (Tyr701) (58D6) Rabbit mAb
、Stat1 Antibody Rabbit mAb、β-Actin Antibody Rabbit mAb、Anti-rabbit IgG及びHR
P-linked Antibody (Cell Signaling) を用いた。
【００８０】
　リアルタイムPCRの結果及びウエスタンブロットの結果を図４に示す。図４に示したよ
うに、p179（IFNλ4）を過剰発現したHCV感染Huh7細胞では、ISG誘導性遺伝子の発現亢進
が見られ、HCV-RNAの発現量が低下することが明らかとなった。これに対して、p107、p12
4、p131、p143及びp170を過剰発現したHCV感染Huh7細胞では、ISG誘導性遺伝子の発現量
は亢進せず、またHCV-RNAの発現量も変動しなかった。さらに、p179（IFNλ4）を過剰発
現したHCV感染Huh7細胞では、リン酸化STAT1の発現量が増加することが明らかとなった。
以上の結果から、IFNλ4の過剰発現によってのみ、ISG誘導性抗HCV活性を示すことが明ら
かとなった。
【００８１】
　また、本実施例では、IFNλ4の、ISG誘導性抗HCV活性を他のIFNと比較して検討した。
先ず、IFNA1、IL28B及びIFNL4のC末端にFLAG-tag配列を組込んだ組み換えタンパク質を発
現する発現プラスミドをそれぞれ構築した。具体的には、IFNA1（IFNα1）、IL28B（IFN
λ3）及びIFNL4（IFNλ4）について以下のプライマーを設計し、各種IFN-FLAG-tag付きPC
RフラグメントをpcDNA3.4ベクター挿入することで構築した (pcDNA3.4-IFNA1-FLAG、pcDN
A3.4-IL28B-FLAG及びpcDNA3.4-IFNL4-FLAG)。
IFNA1 Forward primer 5’-ATGGCCTCGCCCTTTGC-3’（配列番号６）
IFNA1 Reverse primer 5’-TCACTTGTCATCGTCATCCTTGTAGTCTTCCTTCCTCCTTAATC-3’（配列
番号７）
IL28B Forward primer 5’-ATGACCGGGGACTGCATG-3’（配列番号８）
IL28B Reverse primer 5’-TCACTTGTCATCGTCATCCTTGTAGTCGACACACAGGTCCCCG-3’（配列番
号９）
IFNL4 Forward primer 5’-ATGCGGCCGAGTGTCTG-3’（配列番号１０）
IFNL4 Reverse primer 5’-TCACTTGTCATCGTCATCCTTGTAGTCGAGGCAAGGCCCAGAG-3’（配列番
号１１）
【００８２】
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　次に、Huh7細胞 (12 well plate、1×105個) に各種IFN-FLAG発現プラスミド500ngをFu
GENE6 Transfection regent (Promega) を用いて導入した。24時間後、HCV (H77株から分
離) をMOI=5で感染させた。72時間後、High Pure RNA Isolarion Kit (Rocho) を用いてR
NAを抽出し、逆転写後、リアルタイムPCR法によりMX1遺伝子及びHCV-RNAを定量した。
【００８３】
　リアルタイムPCRによりMX1遺伝子の発現量を測定した結果を図５に示し、リアルタイム
PCRによりHCV-RNAを定量した結果を図６に示した。図５に示したように、IFNλ4を導入し
たHuh7細胞にHCVを感染させた系では、IFNα1を導入した場合と同様に、ISG誘導性遺伝子
であるMX1遺伝子の発現亢進が見られた。また、図６に示したように、IFNλ4を導入したH
uh7細胞にHCVを感染させた系では、IFNα1を導入した場合と同様に、HCV-RNAの発現量が
低下することが明らかとなった。以上の結果から、IFNλ4の過剰発現は、IFNα1と同等の
ISG誘導性抗HCV活性を示すことが明らかとなった。
【００８４】
〔実施例２〕
　本実施例では、IFNλ4と抗癌剤とを併用したときの抗腫瘍効果を検証した。
　先ず、Huh7.5細胞 (12 well plate、1×105個) に、実施例１で作製したIFNA1-FLAG発
現プラスミド500ng又はIFNL4-FLAG発現プラスミド500ngをFuGENE6 Transfection regent 
(Promega) を用いて導入した。24時間後、5FUを10ig/ml処置した。この時間をDay0 (D0) 
とした。その後、D0、D1、D2、D3及びD4においてCell Counting Kit-8 (DOJINDO) を用い
て細胞増殖能を評価した。
【００８５】
　その結果を図７に示した。図７に示すように、IFNλ4を発現するHuh7.5細胞は、Huh7.5
細胞やIFNα1を発現するHuh7.5細胞と比較して、5FUによる細胞増殖抑制効果がより顕著
に見られた。したがって、IFNλ4は、5FUによる抗腫瘍効果を増強する作用を示すことが
明らかとなった。
【００８６】
　また、Huh7.5細胞 (12 well plate、1×105個) 及びHCV感染Huh7.5細胞 (実施例１参照
) にIFNL4-FLAG発現プラスミド500ngをFuGENE6 Transfection regent (Promega) を用い
て導入した。24時間後、5FUを0、0.05、0.1、1、5或いは10ig/ml処置した。72時間後、Ce
ll Counting Kit-8 (DOJINDO) を用いて細胞増殖能を評価した。同時に、RIPA lysis Buf
ferを用いてタンパク質を抽出し、ウエスタンブロット法によりリン酸化ATF2、リン酸化c
Jun、HCV-core及びa-actinの発現を評価した。ウエスタンブロット用の抗体はPhospho-AT
F-2 (Thr71) (11G2) Rabbit mAb、Phospho-c-Jun (Ser63) (54B3) Rabbit mAb、β-Actin
 Antibody Rabbit mAb、Anti-rabbit IgG、HRP-linked Antibody、Anti-mouse IgG、HRP-
linked Antibody (Cell Signaling)及びAnti-Hepatitis C Virus Core 1b antibody [C7-
50] (abcam) を用いた。
【００８７】
　細胞増殖能の評価結果及びウエスタンブロットの結果を図８に示した。図８に示すよう
に、IFNλ4を発現するHuh7.5細胞及びIFNλ4を発現するHCV感染Huh7.5細胞は、コントロ
ールと比較して、5FUによる細胞増殖抑制効果がより顕著に見られた。特に、IFNλ4を発
現するHuh7.5細胞は、IFNλ4を発現するHCV感染Huh7.5細胞と比較して、5FUによる細胞増
殖抑制効果が更に顕著であることが明らかとなった。また、ウエスタンブロットの結果か
ら、IFNλ4を発現するHuh7.5細胞及びIFNλ4を発現するHCV感染Huh7.5細胞では、リン酸
化ATF2及びリン酸化cJUNの発現量が増加することが判った。この結果から、IFNλ4を発現
するHuh7.5細胞及びIFNλ4を発現するHCV感染Huh7.5細胞では、ATF2-cJUN経路を介したア
ポトーシス活性が増強される結果、5FUによる細胞増殖抑制効果が顕著であることが明ら
かとなった。
【００８８】
　さらに、Huh7細胞 (12 well plate、1×105個) に実施例１で作製した各種IFN-FLAG発
現プラスミド（pcDNA3.4-IFNA1-FLAG、pcDNA3.4-IL28B-FLAG及びpcDNA3.4-IFNL4-FLAG）5
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00ngをFuGENE6 Transfection regent (Promega) を用いて導入した。24時間後、5FUを10i
g/ml, CDDPを10ig/ml処置した。48時間後、Caspase-GloTM 3/7 Assay kit (Promega) を
用いてCaspase活性を評価した。
【００８９】
　5FU処理を行ったときのカスパーゼ活性を測定した結果を図９に示し、CDDP処理を行っ
たときのカスパーゼ活性を測定した結果を図１０に示した。図９及び図１０に示すように
、5FU処理及びCDDP処理のいずれにおいても、IFNλ4を発現するHuh7.5細胞においては、I
FNα1を発現するHuh7.5細胞及びIFNλ3を発現するHuh7.5細胞と比較してカスパーゼ活性
が高くなっており、アポトーシスが強く誘導されていることが明らかとなった。
【００９０】
〔実施例３〕
　本実施例では、IFNλ4を特異的に検出するための測定系を確立した。すなわち、図１１
に示すIFNλ4をコードするコーディング領域の塩基配列、p107、p124、p131、p143及びp1
70に関する同塩基配列に基づいて、IFNλ4を特異的に検出可能なリアルタイムPCR用のプ
ライマー、プローブセットを設計した。図１１にプライマーセット（フォワードプライマ
ー及びリバースプライマー）の位置及びプローブの位置を示した。
Forward primer 5’-CTCCGCGGCCATCGT-3（配列番号１２）
Reverse primer 5’-AGACCACGCTGGCTTTGC-3（配列番号１３）
Probe 5’-TGCCTTGAGCTGGCA-3’ (FAM)（配列番号１４）
【００９１】
　また、本実施例で設計したプライマー及びプラスミドがIFNλ4を特異的に検出できるか
確認した。すなわち、実施例１で作製したp107発現プラスミド、p124発現プラスミド、p1
31発現プラスミド、p143発現プラスミド、p170発現プラスミド或いはp179（IFNλ4）発現
プラスミド500ngをHuh7細胞 (12 well plate、1×105個) にFuGENE6 Transfection regen
t (Promega) を用いてそれぞれ導入した。72時間後、High Pure RNA Isolarion Kit (Roc
ho) を用いてRNAを抽出し、逆転写後、上記のプローブ、プライマーセットを用いてリア
ルタイムPCR法によりIFNλ4を定量した。
【００９２】
　結果を図１２に示した。図１２に示すように、上記のプライマーセット及びプローブを
使用した場合、p179（IFNλ4）発現プラスミドを導入したHuh7細胞のみでPCR増幅断片を
定量的に測定することができた。
【００９３】
〔実施例４〕
　本実施例では、上述のようにATF2-cJUN経路を介したアポトーシス誘導活性を有するIFN
λ4を組み換えタンパク質として精製する系を確立した。
【００９４】
　先ず、IFNα1、IL28B（IFNλ3）及びIFNL4についてそれぞれC末端側にDDDDKタグを付加
した組み換えIFNタンパク質を発現する遺伝子を合成し、pcDNA3.4ベクター (invitorgen)
 に導入した。作製したプラスミドをExpiCHO細胞 (invitorgen) にExpiFectamine (invit
orgen) を用いてそれぞれトランスフェクションし、一過性に組み換え各種IFNタンパク質
を発現させた。回収した培地のSDS-PAGEやwestern blot、更にIFN活性の測定を行うこと
で、組み換えIFNタンパク質の発現を確認した。その後、DDDDKタグ抗体結合ビーズ (MBL)
 を用いて組み換えIFNタンパク質を精製した。
【００９５】
　次に、Huh7細胞 (12 well plate、1×105個) に各種IFN組換えタンパク質をそれぞれ処
置し、24時間後、High Pure RNA Isolarion Kit (Rocho) を用いてRNAを抽出し、逆転写
後、リアルタイムPCR法によりIFIT1（Interferon Induced Protein With Tetratricopept
ide Repeats 1）の発現を定量した。また、RIPA lysis Bufferを用いてタンパク質を抽出
し、ウエスタンブロット法によりリン酸化ATF2、リン酸化cJun及びβ-actinの発現を実施
例２と同様にして評価した。



(18) JP 6948685 B2 2021.10.13

【００９６】
　リアルタイムPCRによりIFIT1の発現を定量した結果を図１３に示し、ウエスタンブロッ
トの結果を図１４に示した。図１３に示すように、本実施例で作製したIFNλ4の組み換え
タンパク質を含む各種組み換えIFNタンパク質は、インターフェロン活性を有することが
明らかとなった。また、本実施例で精製したIFNλ4の組み換えタンパク質は、ATF2-cJUN
経路を活性化する機能を保持していることが明らかとなった。

【図１】

【図２】

【図３】
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