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サイ トカイ ンは リンパ球やマ クロファー ジ、造血系細胞、繊維芽細胞、 ケラチノサ イ トな ど

の種 々の細胞 か ら産生され る、すなわち"多 数 の異な る細胞か ら産 生 され、多数 の異な る細胞

に働 きかけるポ リペプチ ド"と して定義 され、イ ンター ロイキ ン(interluekin: IL)や 腫瘍壊 死

因子(tumor necrosis factor: TNF)、 インターフェロン(interferon: IFN)な どが含まれ る。 これ ら

サイ トカイ ンは複雑 なネ ッ トワーク を形成 しなが ら、細胞 の生死や 増殖、分化の調節な ど多様

な生理作用 を持 つ ことが知 られてい る。がん細胞 に対 して も同様 に生死や増 殖 に作用す る こと

が投与実験か ら示 され、 さ らには免疫 系の活性 化 を調節 して いる因子 で もある ことか ら、がん

の発生や進行、転移 の過程 で少なか らず影響を与えている と推測 され ていた。 しか し、が ん と

内因性のサイ トカイ ンとの関わ りについては、 これ までほとん ど解析がな されていなかった。

一方、近年 の発生工学の進歩 によ り数多 くのサ イ トカイ ン遺 伝子 欠損(KO)マ ウスが作製

され 、内因性のサイ トカイ ンの役割 の解析に非常に有効 な手段 として研究 に用 い られて いる。

そ こで本研究で は、サイ トカイ ンKOマ ウスを用 いる ことによ り内因性 のサイ トカイ ンの抗腫

瘍 作用 について検討 を行 った。サイ トカインと しては、がん細胞 に対す る増殖 抑制な どの作用

を持ち、さらには免疫機能 の調節に も重要な役割 を担 って いる炎症性サイ トカイ ンIFN-γ 、TNF-

α、IL-1、IL-6に 注目した。

第1章 では、KOマ ウス を用いたin vivoの 抗腫瘍作用 として2つ のステ ップ、すなわち、す

で に発 生 したがん細胞の排除 の過程 と、化学誘導 または遺 伝子変異 によるが ん細 胞の発生 の過

程 について、それぞれサイ トカイ ンの役割 を検討 した。

まず 可移植性 腫瘍細 胞株 ・B16悪 性黒 色腫(melanoma)を マ ウス尾静脈内接種 した ときの

転移数 を指標 として、がん細胞 の排 除 におけるサイ トカイ ンの役割 を評価 した。IFN-γ 、TNF-



α、IL-1、IL-6そ れぞれのKOマ ウスにお けるB16細 胞 の実験的転移 は、IFN-γKOマ ウスの

みで転移 の亢進が認め られ、他のサイ トカイ ンKOマ ウスでは野 生型 と有意 な差 は認 め られな

か った。 この ことは、 これ らサイ トカイ ンの中で は、IFN-γ が転移 の抑制 に特 に重要であ る こ

とを示 している。IFN-γ はB16細 胞に対 してin vttroで 増殖抑制作が あるだけでな く、免疫担

当細胞 の活性化 にも関与 してい ることか ら、次 にIFN-γ 受容体(R)KOマ ウス を用いる こと

によ り(IFN-γRKOマ ウスで はIFN-γ による免疫担 当細胞 の活性化 の可能性 を排除でき るた

め)、 その作用部位につ いて検討 を行った。IFN-γRKOマ ウスにおけるB16の 実験 的転移は野

生型 と差 がなか った ことか ら、IFN-γ はBl6細 胞 に対 して直接作 用す る ことによ り転移 を抑制

している ことが 明 らか にな った(図1A)。 一方では、B16移 植 後の生存 日数および皮下移植 に

よる腫瘤形成実験にお いては、IFN-γRKOマ ウスは野生型 とIFN-γKOマ ウスの中間的な値 を

示す ことがわか った(図1B)。 この ことから、転移初期 の抑制 はIFN-γ の腫瘍細 胞に対 する直

接 の作 用が特 に重要であ り、宿主側 の抗腫瘍機構 の活性化 作用 は後期の腫瘤形成の時期 に必 要

となる ことが示唆された。

図11FN-γ およびIFN-γRKOマ ウスにおけるB16悪 性黒色腫 の実験的転移

(A)1×105細 胞 を尾静脈よ り移入 し、14日 後の肺および肝臓でのB16の 転移数

(B)1×1O5細 胞を尾静脈よ り移入 したときの生存 日数

次 に、がん細胞 の発 生過 程か らのサイ トカイ ンの役割 を評価す るため に、 まず 化学 発癌 剤 ・

メチル コラン トレン(methylchoranthrene:MCA)投 与 による化学誘導発がん をIFN-γ 、TNF-α

KOマ ウスで検討 した。IFN-γKOマ ウスでは発症の早期化が認め られたが、これ に対 してTNF-

αKOマ ウスは野 生型と同じであ った。MCA誘 導発がんは宿主側の免疫監視機構が発症 の抑制

に重要な役割 を果た して いることが知 られてお り、IFN-γ の重要性 とTNF-α は関与 して いな い



ことが示唆 された。

続 いて、遺伝子の変異 による 自然発症 として ヒ ト家族性 大腸ポ リープ症のモデルマ ウスであ

るApcMin (adenomatous polyposis coli/multiple intestinal neoplasia)マ ウス とこれ らのサイ トカイ

ンKOマ ウス との交配す ることによって、腸管 ポ リー プ形成 にお けるサイ トカイ ンの関与を検

討 した。ApcMinマ ウスは加齢 に伴 って主に小腸 に多数のポ リープを形成するが、IFN-γKOマ ウ

スでは野 生型 とほぼ同様であ り、ポ リープ形成 においてはIFN-γ は抑制には関与 していない こ

とがわかた。 この結果は、ポ リー プ形成 の抑制 に免疫監視機構 は機 能 していな いとの報告 と一

致 して いた。TNF-α 、IL-6KOマ ウスにつ いて も野生型 と同 じ発生数であった。 一方、IL-1の

内因性抑制因子であるIL-IRa(receptor antagonist)のKOマ ウス との交配によ り小腸 において

は有意 なポ リープ形成の早期化が認め られ、さ らに大腸にお いて はポ リープ発 生数が著 しく増

加 していた(図2A)。 このことか ら、IL-1Raが ポ リープ形成抑制に重 要な役割 を担 って いるこ

とが示唆 された。 しか し、IL-1KOマ ウスでは野 生型 と変わ らないポ リープ形成が認め られた

ことか ら、他のサイ トカインによ ってIL-1の 機能が代償 されて いる可能性が示唆 され た(図2

B)。IL-1α 、IL-1β 、IL-1Raは 腸 管 ポ リー プ形 成 に伴 い ポ リー プ 局 所 で 強 く発 現 が 誘 導 さ れ 、

ポ リー プ形成 に対 して プ ロモ ー シ ョン作 用 を持 つCOX(cyclooxygenase)-2のmRNAの 発 現 誘

導 に 作用 して い る と考 え られ た が 、予 想 に反 してIL-1KO、IL-IRaKOマ ウ ス 共 に発 現 レベ ル

に野 生 型 と大 きな 差 は な か った こ とか ら、 ポ リー プ 局所 で のCOX-2の 誘 導 にIL-1は 関 与 して

い な い こ と が 示 唆 さ れ た 。 一 方 、 ポ リー プ 形 成 促 進 作 用 が 知 られ て い る 核 内 受 容 体PPAR

(peroxisome prohferator-activated receptor)-γ の 発現 がIL-1Ra KOマ ウ スで はポ リー プ 局所 で 亢

進 して い る こ とか ら、IL-1に よ る ポ リー プ形 成 促進 はPPAR-γ の 系 を介 して い る 可 能性 が 示 唆

され た。

図2ApcMinxKOマ ウ ス の腸 管 ポ リー プの 形成 数

(A)4ヶ 月 齢 にお け るApcMinxIL-1RaKOマ ウ ス のポ リー プ形成 数

(B)6ヶ 月 齢 に お け るApcMinxIL-1KOマ ウ ス のポ リー プ形 成 数



マ ウス2-50AS領 域

ヒ ト2-50AS領 域(12q24.1)

図3マ ウス とヒ トの2-50ASゲ ノム領域を比較 した模式 図

矢頭は遺伝子の転写方向を示す

第2章 では、IFNは 腫瘍細胞 に対 して増殖抑制やアポ トー シス の誘導な ど直接作用す る こと

が重要で あるこ とを第1章 で明 らか にした ことか ら、その作用 を担 う細 胞内シ グナル伝達経路

にも着 目した。IFN-γ 処理によってB16悪 性黒色腫細胞 に強 く誘導 され る遺伝子の中で 、2',5'-

オ リゴアデニル酸合成酵素(2',5'-ohgoadenylate synthetase : 2-5OAS)遺 伝子がその候補遺伝子 の

一つ と考 え られた ことか ら、2-5OASの 抗腫瘍機能を検討す るため に、KOマ ウスの作製を試み

た。 まず、KOマ ウス作製 に先立 ってマ ウス2-5OAS遺 伝子 の構造 の解 析 を行 った。マ ウスゲ

ノムDNAの 解析、およびEST(expression sequence tag)デ ー タベースの検索か ら新規のマウス

2-50AS遺 伝子 を6つ クローニ ングす ることに成功 した。その結果 、 ヒ トで は独 立 した4つ の

クラスの遺伝子か らなるファミリー を形成 しているが、マウスではその中の2つ のクラス(OASI、

OASL)で 遺伝子増幅 を起 こしてサ ブファミリーを形成 してお り、少な くとも計11の 遺伝子か

らなる ことを明 らか に した。 同時にゲ ノム構造 も解析 し、OASIサ ブファ ミリー遺伝子(少 な

くとも7つ)、Oas3、Oas2が 約220kbの 領域にク ラス ターを形成 して いる ことがわか った(図

3)。2-5OASフ ァミリー遺伝子mRNAの 発現 は、IFN誘 導剤であるpoly I : C刺 激 によ り全て誘

導 され るが、未刺激状態で の各臓器 ごとの発現分布 はそれ ぞれ異な って いた。 この結果か ら、

これ らの遺伝子 間で機能の相違が ある ことが示唆 され た。 また、大腸菌 内で発現 させた組み換

えタンパク質 を用いた実験 か ら、全ての2-5OASフ ァミリー分子は二本鎖RNAと の結合能 は有

しているが、マ ウス特有の遺伝子群 については酵素活性 を欠 くことがわか った。この ことはATP

結合モチー フに変異があるな どの アミノ酸配列上 の特徴 とも一致 してお り、 これ らの分子が古

典的2-5Aシ ステムの制御 には関 与 して いない ことが予想 され た。以上 の結果 を踏 まえて、2-

5OAS遺 伝子 ファミリー の中で、そ の原型であ り最 も基 本的な遺伝子OaslaのKOマ ウスの作

製 を行 い、生殖系列へ の伝達 に成功 した 。今後 、2-5OAS遺 伝子 の個体 にお ける生理機 能の解

析、抗腫瘍作用の解析に非常 に有用であると考 えられ る。
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1緒 言

生命 は初期 の単純 な単細 胞生物 か ら高等な多細胞生物 に進化する過程で
、

個々の細胞の役割 ・機能を分担するようにな り、それぞれの細胞の生死や増殖、

分化は、細胞の集合体である"個 体"を 維持す るため に厳密 に制御 されるよう

になった。 この制御がなん らかの理由によって破綻 し、無秩序に細胞が増殖す

る状態が"が ん"で ある。現在 、がんは 日本 人の死因の第1位 で あ り、全体 の

約30%を 占める疾患で あることか ら、その発生機序の解明、予防および治療法

の開発は、社会から強 く要請されている医学 ・生物学の重要課題の一つである。

これら"が ん"の 発 生や進行 、転移 に影響 を与 える事象として、細胞間情報

伝達物質による細胞の生死や増殖、分化の制御 と、異常細胞 を認識 して除去す

る免疫学的監視機構を用いた抑制などが考え られる。数多 くの細胞間情報伝達

物質のなかで、サイ トカインは リンパ球やマクロファージ、造血系細胞、繊維

芽細胞、ケラチノサイ トなどの種々の細胞か ら産生される、すなわち"多 数 の

異な る細胞か ら産生 され、多数の異なる細胞 に働きかけるポリペプチ ド"と し

て定義 され、極微量で細胞 表面の特異的受容体 を介 して生理活性 を示す
。イ ン

ターロイキン(interluekin:IL)や 腫瘍壊死因子(tumor necrosis factor:TNF) 、イ

ンター フェロン(interfbeon:IFN)な どが含 まれている。 これ らサ イ トカインは

多様な生理作用を持つばか りでな く、複雑なネ ットワークを形成 していること

が知 られている.特 にIL、TNF、IFNは がん細胞 に対 して直接的 に作用するば

か りでな く、免疫系の活性化を調節 している因子でもあることか ら、がんの発

生や進行、転移に少なからず影響を与えていると椎測 きれていた.
"

がん
"

との生理状態における内因性のサイ トカインとの関わ りについては、

これ までほとんど解析がな されていない。この要因として、(1)が んの発生

や 進行 、転 移 とい った現 象 はin vitro で は再現 が 難 し く、in vivoの 解 析 が 中心 に

な る こ と 、(2) 実験系が一般的に長期間に及ぶことか ら中和抗体や組み換え

タンパク質の投与による解析はコス トがかかること、 (3)外 部 か らの過 剰 量

の組み換えタンパク質投与は治療のためのモデル とはなるが、生理状態での内

因性のサイ トカインの機能を必ず しも反映 していないことなどが挙げられる。

この問題を解決する有効な手段として、近年の発生工学の進歩により作製が

可能になったサイ トカイン遺伝子欠損(KO) マ ウス を利用 する方 法が ある。KO
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マウスは、標的遺伝子を"相 同組み換 え" の原理を利用して破壊 したマウスで

ある。この相同組み換えは非相同組み換えに対 して
1/10,000～1/1,000の 頻 度 で

しか起 こらないため、受精卵に遺伝子をマイクロイ
ンジェクションする通常の

トランスジェニ ックマウスを作る方法では得 ることができない。そこでマウス

胚性幹(ES)細 胞で相同組み換え体を単離した後にマウス個体を形成 させ るこ

とにより作製される。これまでに世界中の研究者によつて数多 くのKOマ ウス

が作製 され、遺伝子の個体 レベルでの機能解析が行われている。

本研究では、サイ トカインの抗腫瘍作用 を検討するにあた り、多機能性 ・炎

症性サイ トカインとして知 られている
IFN-γ 、TNF-α 、IL-1、IL-6に 注 目 し た

。

IFNは 当初、抗 ウイルス活性 を持 つ物
質 として発見されたサイ トカインであ

り(53)、そ の後 の詳 細 な研 究 に よ り、細 胞 増殖抑制(54)、主要組織適合抗原(MHC:

major histocompatibility complex)の 発 現 増 強 や マクロファージおよびNK細 胞

の活性化 な どの作用 を持つ(36)こ とが報告 されている
。IFNに は α、 β、 γ、 ω、 τ、

δの6種 類 が 存 在 して お り、 α、 β、 ω、 τ、 δはI型 に 、 γはII 型に大別されてい

る。I型IFNで あ るIFN-α は塩 基 配 列 で約85%以 上 の高 い相 同性 をもつ15以

上の多遺伝子 群か らな るが、IFN-βは ヒ トおよびマ ウスで は単 一遺伝子か らな

り、両 者 間 に は ア ミ ノ酸 レベ ル で30～50%の 相 同性 が み らる。 これ らの遺伝

子はヒ トでは第 9染 色体上 に、マウスでは第 4染 色体 上にク ラスター を形成 し

て存 在 して お り、1 つの祖先遺伝子から派生した もの と考 え られ て い る(129)。

IFN-τ は反 芻 獣 に特 異 的 な I型IFN遺 伝子 で あ り、胎盤組織に発現が認められて
い る(51)。 ま た 、IFN-δ は ブ タ で の み 確

認 され て い る1型IFNで あ る(74) 。 これ

に対 して 、II型IFNで あ る IFN-γはアミノ酸配列お よび塩基 配列 ともI型IFN

との相同性は全 くみ られず 、遺伝子もヒトでは第 12染 色体 上 に、マ ウスで は

第10染 色体 上 に位置 している。 また、I型IFNは 共通の受容体 (type I IFN
receptor)に(93)、IFN-γ は 異 な る 受 容 体 (type II IFN receptor) に結合する。 しか

しながら受容体からのシグナル伝達経路は一 部 を 共 有 し て い る た め
、2',5'-オ リ

ゴアデニル酸合成酵素 (2',5'-oligoadenylate synthetase: 2-5OAS) やIRF(interferon
regulatory factor)-1 、PKR (double-stranded RNA-dependent protein kinase) とい
つた共通の遺伝子の発現誘導 もみ られ る(24)。 I型IFNは 主 として ウイルス感 染

によりリンパ球や線維芽細胞をはじめとする
様々な種類の細胞より産生が誘導
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される。一方、II型IFNは 産生細胞 がT細 胞 やNK細 胞 な どの リンパ 系細胞 に

限 られ 、感作 リンパ球に抗原が結合したとき、あるいは非感作 リンパ球 をマイ

トジェンで刺激 したときに産生が誘導 される(39)。 した が っ てIFN-γ は 「免疫

IFN」 と も呼 ばれ るな ど、I型IFNと は全 く異 な った 性 質 を持 って い る 。

IFN-γ は 、CD4陽 性 ヘ ル パ ーT (Th)細 胞 としては遅延 型過敏反応 な どに関

与 す るTh1タ イ プが産 生 す る代 表 的 な サ イ トカイ ンで あ る(84)
。IFN-γ は、 抗体

産生系を介した液性免疫に関与すると考えられている Th2のIL-4産 生 を抑 え る

こ とによ って さ らに、Th1優 位 な 免疫 を増 強 させ る こ とが知 られ て い る
。また 、

IFN-γはマ ク ロ フ ァー ジ活 性 化 因子
(macrophage activating factor: MAF)の 主 体

をな して い る。TNF-α 、IL-1、GM-CSF (granulocyte macrophage -colony stimulating

factor)な どのサ イ トカ イ ンに もMAF活 性 を み る ことが で き るが
、これ らのMAF

活 性 は単 独 で はIFN-γ よ り弱 く、 IFN-γを併用す ると活 性の増強 がみ られるなど、

免疫系の調節因子 として重要な役割を担っている。

さ らに、IFN-γ は 強 い増 殖抑 制 作 用 を持 ち 、 ま たFas (CD95/Apo-1)やTNF-α

な どのアポ トー シス誘導刺激 に対する感受性にも影響を与えて いる(90
,119,

133)。 細胞増殖抑制機構 を担う分子としては PKRやIDO (indoleamine 2 .3-

dioxygenase)、 そ して2-5OASが 知 られ て い る。 PKRは 、タ ンパ ク翻 訳開始 因

子eIF-2の αサ ブユ ニ ッ トを リ ン酸 化 す る こ とに よ り不 活化 させ
、 タ ンパ ク合 成

を阻 害 し(94)、 IDOは 必須 アミノ酸で ある トリプ トフ ァンを代謝することによ

り栄養枯渇状態を作 り出す ことが報告されている(91)。 2-50ASは 後 述 す る"2-

5Aシ ス テ ム" の調節因子であり、最終的にはRNAを 分解 す ることによ り転写

を阻害 し、結果 として細胞増殖を抑制する。

このよ うにIFN-γ は様 々な作用 を持 ち、抗腫 瘍サイ トカインとして働 いてい

ることは示唆されていたが、生理的状態での評価はほとんどなされていなかっ

たた め 、IFN-γ に着 目 して解 析 を行 った 。

TNF-α は 当初、マ ウス に移植 した腫瘍 に出血性壊死を起 こさせる因子 として

発見されたサイ トカインであるが、その後活性化 リンパ球が産生する細胞傷害

因子 として見出された リンホ トキシン(LT/LT-α/TNF-β) 、細胞膜上でLTと

結合す る糖 タンパ ク質 として見 出されたLT-β とア ミノ酸配列 上の 高 い相 同性

(約30%)を 有 し、遺伝子 フ ァミ リー(TNFフ ァミリー)を 形成 している
。 こ

れ らTNF-α 、LT、LT-β 遺伝子 はク ラス ター を形成 して存在 してお り
、 ヒトでは
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第6染 色体 、マウスでは第17染 色体上のMHC 遺伝子領域 内に存在 して いる。

TNF-α 、LT、 LT-β は生 物活 性 を多 く共 有 し、 また受容体も一部共有 しているこ

とが知 られて い る(127)。 TNF-α に対 する受容体 は2種 類知 られ てお り、分子量
55kDaの 受 容体 は TNF-RI(TNF  receptor type I)、 分子量75kDaの 受容体 は

TNF-RII(TNF receptor type II) と呼 ば れ て い る 。TNF-RIに は"death domain"

と呼 ばれ るFas/CD95 と共通の構造を持ち、TNFやFasリ ガ ン ドに よ る アポ ト
ーシスの誘導に関与 している

と考 え られ て い る(16)。 TNFRIとTNF-RIIの 発 現

分布は異なってお り、 TNF-RIは 上 皮 系 の 細 胞 を は じめ として広い組織分布を

示すのに対 して、TNF-RIIは 造 血 組 織 、特に活性化T細 胞や B細 胞に強く発現
し て い る(102)。 機 能 的 には 、TNF-RI は細胞障害性や繊維芽細胞の増殖などの

TNFの 作用の多 くの部分 と関係 してお り、TNF-RIIは 胸腺細胞 の増殖やサイ ト

カイン産生誘導に関与していると考えられているが、両受容体は完全に独立 し
た もの で は な く、 ク ロス トー ク も知 られ て お り、 同様の作用を有する場合も報

告 され て い る。

TNF-α はマ クロフ ァー ジ、好 中球、 リンパ球をはじめ、繊維芽細胞、ケラチ

ノサイ トなど様々な細胞か ら産生され、非常に多彩な生理活性を示す。免疫系

に対する作用としては、接着分子の発現誘導やIFN -γ、IL-1、IL-6の 産生誘導 、

T細 胞 の増殖、B細 胞 の分化促進 な どが知 られている
。また、炎症の誘起にも

重要な作用を持ってお り、生体は外界か ら刺激を受けると様々なサイ トカイ ン

を産生、放出するが通 常TNFが もっ とも速や かに産生 され る
.そ して、発熱、

急性期 タ ンパ クの誘導、内皮細胞傷害、好中球やマクロファージの遊走および

活性化、骨吸収促進、コラゲナーゼやゼラチナーゼの産生増強
、血管造成な ど

の作用があることが知 られている。TNF-α はそ の発見 の経緯 か ら示唆 され るよ

うに、抗腫瘍作用を持つ。腫瘍細胞に対 して増殖抑制、傷害、分化誘導、組織

抗原誘導などの直接的作用の他 に、腫瘍組織 における血管の傷害や免疫担当細

胞の活性化などが挙げられる。 しかしその一方で、ある種の腫瘍に対 しては増

殖刺激 となり、また血管新生を刺激するなど腫瘍促進作用 もあることが知 られ

ている。また、悪疫質を誘導することも知 られている
。このようにTNF-α は当

初癌 の治療 薬 として期 待 されたが、TNF-α 投与 は悪疫 質な どの副 作用 に加 え、

奏功率はあまり高 くなく、限界があることが知 られている
。 このようにTNF-α

の作用 は非常 に複雑 であ り、またその抗腫瘍作用についての理解 も整理 されて

いなかったことか ら、KOマ ウスを用 いての解析 のターゲ ッ トの-つ とした
。
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IL-1は 、 古 くか らそ の存 在 につ いて知 られ て いた サ イ トカ イ ンで あ り
、 ク ロ

ーニ ングされるまで内因性発熱物質
、 リンパ球活性化因子などの種々の名称で

呼ばれていた。IL-1に は同 一 の受 容 体 に結 合 す るIL-1α 、 IL-1βの2種 類 存 在 し、

両者はアミノ酸配列 レベルでの相同性はわずかに27%で あるが、類似の高次構

造 を有 して お り、 ほぼ同じ活性を示すことが知 られている。 IL-1α 、IL-1β と も

にシグナルペプチド配列を持たない前駆体タンパ ク質 と して 産 生 され 、IL-1α は

Ca2+依 存 性 プ ロテ アー ゼ ・カ ルパ イ ン に、 IL-1β は カ ス パ ー ゼ1(caspase-1 , ICE:

IL-1β converting enzyme) によってそれぞれ成熟型分子にプロセスされることに

よって活性型となる。 しか し、ICE KOマ ウ ス で は 、 IL-1β の み な らずIL-1α の

産生 も低下 していることか ら、カ スパ ー ゼ1はIL-1α の産 生 に も寄 与 して い る

と考 え られ て いる(67)。 こ れ らIL-1に は 内 因 性 抑 制 因 子 で あ るIL-1Ra (receptor

antagonist)が 存 在 して い る(42)。 IL-1Raは 受容体 に結合す るが シグナル は伝え

ず 、 IL-1の 受容体へ の結合 を特異的 に阻害することにより、IL-1の 作 用 を負 に

調 節 して い る。 IL-1Raは ア ミ ノ 酸 レ ベ ル でIL-1α と は19% 、 IL-1β と は26%の

相同性を有 している。一 方 、IL-1の 受 容 体 はIL-1RI (IL1 receptor type I)と

IL-1RAcP(IL-1 receptor accessorv Drotein)のヘテロ2量 体か らな るが、負 の調

節 は受 容 体 側 で も行 わ れ て お り(111)、 シグナル伝達に必要な細胞内領域を持た

ず デ コイ受 容体 と して機 能 す るIL-1RII  (IL-1 receptor type II)が 存 在 し て い る 。

このようにIL-1の シグナル伝達は リガ ン ドと受容体の双方で複雑に調節されて

い る 。

IL-lは 単 球 ・マ ク ロフ ァー ジ をは じめ とす る種 々 の細 胞 か ら産 生 され 、 そ の

作用は炎症反応だけでなく、免 疫 系 、 神 経 系 、内分泌系など広範囲にわたって

多様な生物活性を有するサイ トカインとして知 られている。微生物感染や組織

損傷を伴う急性炎症時には、発熱や急性期タンパク質の誘導、骨髄からの好中

球を動員して血管内皮細胞への接着促進などの炎症反応の惹起に作用している。

免疫反応の調節としては、抗原提示細胞 (APC: antigen presenting cell)か らT

細胞への抗原提示の過程でAPCが 産生し、T細 胞の活性化に関与している。特

に当研究室の中江らによりKO マウスを用いて詳細に解析されているが、IL-1α

は遅延型過敏症 の系 にお いてはT細 胞の活性化 に、 IL-1βは 主 と してB細 胞 の

抗体産生の促進に作用 していることが報告されている。 ま た 、IL-1はIL-4、IL-

6な ど種々のサイ トカイ ンの産 生 を誘導し、免疫反応の増強に働 いている。神

経系としては、IL-1は 視床下部 にお いて神経伝達 物質であるcAMPの 上昇や
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PGE2産 生 を引き起 こし、発熱や睡眠、食欲減退を促進することなどが知 られて

い る。 内 分 泌 系 と して は 、 IL-1は 脳 の視床 下部か らコル チコ トロピン放出因子

(CRF: corticotropin-releasing factor)の 放 出 を 促 し 、 CRFは 脳下垂体前葉か ら副

腎皮質刺激ホルモン (ACTH: adrenocorticotropic hormone)を 遊 離 さ せ 、 そ の 結

果、副腎皮質か らグルココルチコイ ドを放出することにより、ス トレスに対応

して い る。 この とき、 グル コ コル チ コイ ドはIL-1、TNFな どの産 生 を抑 制 し、

フィー ドバ ック因子として働いていることも知られている。

IL-1は さ らに種 々の細胞 に対 して増殖促進または増殖抑制作用も有している。

これまでに、マウス骨髄性白血病細胞株(M1)や ヒ ト悪性黒色腫細胞株(A375)

といった腫瘍細 胞 に対 して も増殖 を抑制することが報告されている(86)。 しか

しなが ら、内因性のIL-1の 抗腫瘍作用 に対す る解析はin vivoで はほ とん どな

されて いな いため、今回着目した。

IL-6は 当初、B細 胞 に対 して抗体産生細胞 への最終分化を誘導する因子のー

つ 、B細 胞 分 化 因子(BCDF、 BSF-2)と して単 離 同定 され た 。 同 じ頃 に別 の研

究 グル ー プ か ら、 IFN-β2、 26kD protein、 hybridoma/plasmacytoma growth factor、

hepatocyte stimulating factorと い っ た 分 子 が 同 定 さ れ 、 後 に これ らがBSF-2と 同

ー の もの で あ る こ とが 明 らか にな り
、 IL-6と して 統 一 さ れ た 。IL-6は20～30kD

の糖タンパク質であり、受 容 体 と して は 、IL-6特 異 的 な リガ ン ド結 合 鎖IL-6R

とシグナル伝達鎖gp130の2本 鎖 か ら機能的なIL-6受 容体が構成 されてい る。

シ グ ナル 伝 達 鎖gp130分 子 はIL-6以 外 に も、 IL-11、 LIF (leukemia inhibitory

factor)、 OM (oncostatin M)、  CNTF (ciliary neurotrophic factor)な ど の 受 容 体 と

して用い られていることが知られてお り、サイ トカインの特徴のーつである機

能的重複性の問題を解決する重要なモデルとなった。

IL-6は 非常 に多様な作用 を持った多機能性サイ トカインである。B細 胞 に対

しては分化 段階の主 に後期に作用し、IgM、 IgG、 IgAの 産 生 を細胞 の増殖な し

に引き起 こす。T細 胞 の分化 や活性化 にも関与 しており、CTLへ の分化 とそ の

増殖 を引き起 こす ことが報告されている。骨髄においては、IL-6は 造血幹細胞

に働 き、 GO期 か らG1期 へ と細胞周期 を進 める。放射線照射を施して造血幹細

胞を抑制させたマウスにIL-3と もにIL-6を 投与す ると造 血機能 の回復が認 め

られ る(64)。 皮 膚 組 織 にお いて は 、IL-6は ケ ラチ ノサ イ トの増 殖 を増 強 す る。

ケラチノサイ ト自身か らもIL-6が 産生され る ことか ら、オー トクライン機構も
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考え られている(134)。 肝細胞 に対 して は、炎症時の急 性期タンパク誘導作用が

知られている。また、IL-6KOマ ウスでは肝切除時 に細胞 周期が進行せず、肝

再生が阻害されることか ら、肝再生においてIL-6は 重要な役割 を担 っている こ

とが報告 されている(20)。

IL-6遺 伝子導入マ ウスで は形質細胞腫(plasmacytoma)が 発生す ることか ら、

腫 瘍性疾患 においてもIL-6が 関与 していることが示 唆されて いる(117)。 実際、

多発性骨髄腫や悪性 リンパ腫、腎癌、前立腺癌をはじめとする様々な腫瘍でIL-6

の産 生が認 め られ 、さ らにIL-6が これ らの腫瘍の増殖 を促す ことが報告 されて

いる。 このようにIL-6は 腫瘍 の発生 ・進行 への関与が示 唆されていたが、KO

マ ウス を用 いて の解 析 はこれ までほ とんどなされていなかった。

以 上 の 理 由か ら特 にIFN一 γ、TNF-α 、IL-1、IL-6に 注 目 し、 これ らのサ イ ト

カ イ ンお よ び そ の 関連KOマ ウス を用 いて 、 内 因性 のサ イ トカ イ ンの抗 腫 瘍 作

用 に つ い て検 討 した(第1章)。 まず 可 移 植 性 腫 瘍 細 胞 株 ・B16悪 性 黒 色 腫

(melanoma)を 用 い、腫 瘍 細 胞 の 排 除 にお け るサ イ トカイ ンの役 割 を評 価 した。

この 中 で、 と りわ けIFN-γ が 転移 の抑 制 に重 要 で あ る こ とを明 らか に した。 ま

た 、 この転 移 の 初 期 の 抑 制 はIFN-γ の腫 瘍細 胞 に対 す る直 接 の 作 用 だ け で説 明

が で き 、後 期 の腫 瘤 形 成 の時 期 に は宿 主 側 の抗 腫 瘍 機 構 の 活性 化 作用 も必 要 と

な る こ と を明 らか に した 。 続 いて 、が ん の発 生 過 程 か らのサ イ トカ イ ンの 関 与

を検 討 す るた め に 、化 学 誘 導 発 が ん と遺 伝 性 発 が ん につ いて の実 験 を行 っ た 。

化 学発 癌 剤 ・メチ ル コ ラ ン トレン(methylchoranthrene:MCA)の 皮 下 投 与 に よ

る化 学 誘 導 発 が ん にお い て 、IFN-γ が 発 が ん抑 制 に重 要 性 で あ る こ と を確 認 し

た 。 そ の 一 方 で 、 家族 性 大 腸 ポ リー プ症(familial adenomatous polyposis: FAP)

の モ デ ル マ ウ ス で あ るApcMin(adenomatous polyposis coli/multiple intestinal

neoplasia)マ ウス と これ らのサ イ トカ イ ンKOマ ウス と の交 配 に よ って 、 ポ リ

ー プ形 成 にお け るサ イ トカイ ンの影 響 を検 討 し
、IL-1Raが ポ リー プ形 成 抑 制 に

重 要 な 役 割 を担 って い る こ と を明 らか に した 。

さ らに、IFNは 腫 瘍 細 胞 に対 して増 殖 抑 制 や アポ トー シ ス の誘 導 な ど直 接 作

用 す る こ とが 重 要 で あ る こ とが 第1章 で 明 らか にな った こ とか ら、そ の作 用 を

担 う細 胞 内 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 に も着 目 し、 そ の候 補 遺 伝 子 の 一 つ で あ る2' ,5'-

オ リゴ ア デ ニル 酸合 成 酵 素(2',5'-oligoadenylate synthetase:2-50AS)遺 伝 子KO

マ ウス の作 製 を試 み た(第2章)。 まず 、KOマ ウ ス作 製 に先 立 って マ ウ ス2-50AS
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遺伝子の構造の解析を行 った。その結果、ヒ トでは独立 した4つ のク ラスの遺

伝子か らなる ファミリーを形成 しているが、マウスではその中の2つ の クラス

で遺伝子 増幅を起 こ してサブファミリーを形成してお り、少なくとも計11の

遺伝子か らなる ことを明 らかに した。次に、2-5OAS遺 伝子 ファミリーの中で、

そ の原型であり最も基本的な遺伝子Oasla の KOマ ウスの作製 を行 った。
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2内 因性サイ トカイ ンによる抗腫瘍作用についての検討

2.1要 旨

サイ トカイン、特にIFN-γ 、TNF-α 、IL-1、IL-6に 注 目し、これ らの関連KO

マウスを用 いる ことによ り、 内因性サイ トカインのin vivoに おける抗腫瘍作用

につ いて検討 を行った。まず、可移植性腫瘍細胞株を用いて腫瘍排除における

サイ トカインの役割を評価 した。B16メ ラノーマ をマ ウス尾静脈よ り移 入する

「実験的転移」阻止では、TNF-α 、IL-1、IL-6な どのサ イ トカイ ンKOマ ウス

で は野生型 と有意 な差 は認め られなかったが、IFN-γKOマ ウスでの み転移 の

亢進 が認 め られ 、IFN-γ が転移 阻止 に重 要な役割 を果た していることが明らか

になった。しか し、IFN-γR KOマ ウスで は、B16の 転 移率は野生型 と同 じで

ある ことがわかった。従って、IFN-γ はB16細 胞の転移 に対 し、宿主の抗腫瘍

免疫機能 を活性化するのではなく、腫瘍増殖を直接阻害することにより転移を

抑制 していることがわかった。一方、転移後の腫瘤形成の時期には、宿主側の

抗腫瘍機構の活性化にIFN-γ が関与 している ことが示唆された。

次に化学誘導発癌におけるサイ トカインの役割 を評価するために、化学発癌

剤MCAをIFN-γ 、TNF-αKOマ ウスの皮下 に投与す る ことによ り繊維肉腫を

発生させ検討 した。IFN-γKOマ ウスのみで発症 の早期化 が認め られ、TNF-α

KOマ ウス は野生型 と同 じで あった。 この結果、MCA誘 導発癌抑制 において も

IFN-γ が重要であ ることを明 らか とした。

自然 発 症 腫 瘍 系 と して 、ApcMinマ ウス にお け る腸 管 ポ リー プ形 成 に対 す るサ

イ トカイ ンの役 割 をKOマ ウス と交配 す る こ と によ り解 析 した 。ApcMin X IFN-γ

KOマ ウス で は、ApcMinマ ウ ス と同様 にポ リー プが 形 成 され 、IFN-γ は ポ リー プ

抑 制 に は関 与 して いな い こ とが わ か っ た 。ApcMin X TNF-α 、IL-6、IL-1KOマ ウ

ス で も 同様 で あ っ た。 一 方 、ApcMin X IL-1Ra KOマ ウス で は 有意 な ポ リー プ形 成

の早 期 化 が 認 め られ 、IL-1の 過 剰 シ グナ ル は ポ リー プ の形 成 を促 進 す る こ とが

わ か っ た 。 こ の と き 、 ポ リー プ 形成 に促 進 的 に 作 用 す る こ とが 知 られ て い る

COX-2お よび 核 内 受 容 体PPARγ の発 現 を検 討 した と ころ 、PPARγ の 発 現 が

IL-1Ra KOマ ウス で 特 異 的 に亢 進 して い る ことが わ か っ た。 この ことか ら、IL-

1Raに よ る ポ リー プ 形成 抑 制 はPPARγ を介 して い る可 能 性 が 示 唆 され た 。

以上のことから、内因性のサイ トカインとしては、B16悪 性黒色腫細胞 の転

移お よびMCA誘 導発 癌の抑制 にはIFN-γ が、腸管 ポ リー プの形成抑 制には
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IL-1Raが 、そ れぞ れ 重 要 な役 割 を担 っ て い る こ とが 明 らか にな った 。

10



2.2序 論

悪性腫瘍は心臓病、脳卒中をはじめとする脳疾患 と並び、現代人の主な死因

の一つ となっている。悪性腫瘍はその由来によって百種類以上存在し、その種

類によって性質が全 く異なることから、それぞれ治療法も異な り、未だ有効な

治療法が確立 していないものも数多く残されている。現在、外科的切除の他に、

DNAやRNAの 核 酸合成阻害剤等 を用 いた化学療法や放射線治療などが行われ

ているが、一部、IFNやTNF、IL-2な どのサイ トカイ ンを用 いた治療 も行われ

ている。特 にIFNは 抗 ウイルス作用以外 にも抗腫瘍作用が認められ、実際に

IFN-αが腎癌や 皮膚癌 、多発性 骨髄腫 などに(10)、IFN-γは腎癌や直腸癌 、頭頚

部癌な どの治療に用いられ、一定の効果をあげている(3,12,99)。 外部か ら投与

されたIFNは 宿主 の免疫系 の活性化や腫瘍細胞への直接の作用など、多面的に

効果を発揮 していることが知 られている。しか しなが ら、内因性のサイ トカイ

ンの役割 については明確 になっていなかったことか ら、本研究ではKOマ ウス

を用 いてそ の関与 を検討 した。

まず、腫瘍細胞の排除におけるサイ トカインの役割を評価するために、可移

植性腫瘍細胞株に対する感受性を検討した。B16悪 性黒色腫 細胞株 はC57BL/6

マ ウスの 自然発症腫瘍 よ り得 られ、マウスにおけるヒトの悪性黒色腫のモデル

として広 く用いられている。悪性黒色腫は特 に白色人種に多 く、アメリカ合衆

国においては年間の癌による死亡患者のうち1～2%を 占める重篤な疾患 であ り

(57)、そ の性質 の早急 な解 明 と治療法 の開発が待たれている。B16細 胞 を静脈

内接種す ると"実 験 的転移(experimental metastasis)"の モデル となる。が んの
"転 移"は

、 「腫瘍の悪性化→浸潤能の獲得→基底膜からの脱出→血管または

リンパ管内への侵入→移動→転移部位への定着→転移部位での腫瘤形成」とい

った多段階のステップを経て成立するが、"実 験的転移"は 最終段 階 の転移 部

位 へ の定 着以 降のステップの実験モデルであり、主 として宿主側の免疫学的監

視機構(immune surveillance system)を 評価す る ことがで きる。

これ までBl6細 胞移植 をモデル として、IFN-γをは じめとす る様 々なサ イ ト

カイ ンの投与による抗腫瘍効果が検討されてきた。B16細 胞担癌マウスにIFN-

γを投与す ると腫 瘍塊 の増殖遅延 や生存 日数の延長が認められる(75)。また、IFN-γ

の強 力な誘導物質 であるIL-12を 投与す ることによ り、B16細 胞の肺 への転移
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率が減少し、B16を 腹腔 内へ接種 した場合 には生存 日数の延長、皮下への移植

では腫瘍塊の増殖遅延がみ られたとの報告もある(13)。これ らの報告か ら、IFN-γ

はB16細 胞 に対す る強力な抗腫瘍サイ トカインであると考えられている
。宿主

側の抗腫瘍免疫として、CTLとNK細 胞 の役割が重要視 されているが、B16細

胞 の静脈 内接種 による実験的肺転移においては、抗アシアロGMI抗 体投与や

NK細 胞 を持たな い変異マウス(beigeマ ウス)を 用 いた実験 か ら、NK細 胞が

B16細 胞 の肺転移 を抑制す るエ フェクター細胞として重要であるという報告が

ある(121)。 しか しなが ら、 これ らはIFN-γ を外部か ら投 与 した場合の効果 であ

り、生理的条件下のIFN-γ が抗腫瘍効果 に関与 して いるか どうかについては報

告がなかった。また、B16細 胞 はin vitroで はIFN-γ によ り増殖抑制がみ られ る

な どIFN-γ感受性で あるが、 このよ うなIFN-γ の直接的な抗腫瘍作用が生理的条

件下で機能するのか、さらにIFN-γ による抗 腫瘍効果 は免疫担 当細胞の活性化

を介 したものなのかを区別 した報告はなく、明らかにされていなかった。本研

究では、IFN-γの作用点 を明 らか にす るため、IFN-γ受容体 ノ ックアウ ト(IFN -γR

KO)マ ウス を用 いた。IFN-γR KOマ ウス は、IFN-γを産生 し腫瘍細胞側 には作

用 す るが 、宿主側の免疫系はIFN-γ に対 して反応す る ことがで きない。そのた

め、野生型およびIFN-γKO、IFN-γR KOマ ウスの三者 を比較す る ことによ り
、

IFN-γの作用点が免疫系の活性化 にあるのか、それとも腫瘍細胞 に対する直接作

用なのかを評価することができる。この方法を用いて、IFN-γは初期 には直接作

用す る ことによ って、後期には直接作用のみならず宿主側の抗腫瘍機能を活性

化するによってB16細 胞 の転移 を抑制する ことを明 らかにした。

次 に、化学発癌剤 ・メチルコラン トレン(methylchoranthrene: MCA)投 与 に

よる化学 誘導 発癌 によ って、がん細胞の発生過程か らのサイ トカインの役割を

評価 した。MCAはDNA塩 基中ではN2-グ アニ ン付加体 を形成す る ことにより、

変異を誘導する化学発癌剤である(56)。 代表的 な もの と して は、乳頭腫 形成 に

おいてHa-ras癌 遺伝子 のコ ドン13のG→T変 異(活 性化変 異)を 高頻度 に誘

発す ることが報告 されている(11)。MCAを 皮下に投与す る と高率 に繊維 肉腫を

誘導することができるが、このMCA誘 導発癌 は腫瘍特 異抗原 が存在すること

が証明された最初の腫瘍実験系であることか ら、腫瘍免疫の研究の上では歴史

的に重要な方法である。すなわち、MCAで 誘発 した 肉腫 を同系 マウス に移植

し、ある程度発育したときにこの腫瘍を結紮除去すると、 このマウスは同一腫
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瘍を再移植されてもこれを拒絶することができる。一方で、別のマウスで発生

した肉腫は拒絶できない。 このような方法で、MCAの 皮下投 与 によって 誘発

された肉腫 はそれぞれ腫瘍特異抗原を持っていることが証明された。実際、こ

れまでにNK細 胞やキ ラーT細 胞 の細胞傷害 の代表的なエ フェクター分子であ

るパ ー フ ォ リンのKOマ ウ ス(126)、 お よ びT/B細 胞 を 欠 損 す るRAG2

(recombination-activating gene-2)KOマ ウス でMCA誘 導 発 癌 に対 す る感 受 性

の亢 進 が 認 め られ てお り(108)、 免疫 監 視 機 構 がMCA投 与 に よ る発癌 抑 制 に機

能 して い る こ とが 証明 され て い る。

最 近 、Schreiberら の研 究 グル ー プ はIFN-γR KOマ ウス お よ び1型IFNお よび

IFN-γの シ グナ ル伝 達 が 欠損 して い るSTATl KOマ ウス を用 い てMCA誘 導 発 癌

を行 い 、IFN-γ が 発 癌 抑 制 に重 要 な役 割 を担 っ て い る こ と を報 告 した(59) 。本 研

究 で はIFN-γKOマ ウス を用 い て 、 リガ ン ド側 か らの追 試 を行 っ た。

一 方
、TNF-α はす で に化 学 発 癌 剤DMBA(7 ,12-dimethylbenzanthrene)+TPA

(12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate)投 与 に よ る乳 頭腫 誘 導 実 験 にお いて 、 プ

ロモー シ ョン作用 を有 して い る こ とがKOマ ウ ス を用 いて 明 らか に され て いた

(82,118)。 しか し、DMBA+TPA投 与 によ る発 癌 はパ ー フ ォ リンのKOマ ウス

で 差 が な い な ど、免 疫 系 の 関 与 が 低 い 発 癌 実 験 系 で あ り、 そ の 発 癌 抑 制 に 関与

す るメ カ ニ ズ ム は 全 く異 な って い る ことが 示 唆 され て い る。 そ こで 、TNF-αKO

マ ウ ス につ いてMCA誘 導発 癌 試験 を行 いTNF-α の関 与 を検 討 した 。

続 いて 、遺 伝 子 の 変 異 によ る 自然 発 症 と して ヒ ト家族 性 大 腸 ポ リー プ(腺 腫)

症(FAP: familial adenomatous polyposis)の モ デ ル で あ るApcMin(adenomatous

polyposis coli / multiple intestinal neoplasia)マ ウス にお け る腸 管 ポ リー プ形 成 に

着 目 した(83,116)。FAPは 大腸 に数 百 ～ 数 千 の ポ リー プが 生 じる 常 染 色体 優 性

遺 伝 疾 患 で あ り、そ の頻 度 は約5,000～10 ,000人 に1人 で あ る。 患 者 は10代 か

ら大 腸 全 域 に ポ リー プが で き は じめ 、 放 置 して お く とポ リー プの 数 は数 千 に お

よ び 、 外 科 的 に 大腸 を切 除 しな い とほ ぼ100%の 確 率 で 腺腫 の い くつ か は大 腸

癌 に進 展 す る重 篤 な 疾患 で あ る。APC遺 伝 子 はFAPの 原 因遺 伝 子 と して 中村 ら

2つ の グル ー プ によ って 単 離 同定 され た遺 伝 子 で あ るが(61 ,85)、 同時 に非 遺 伝

性 ・散 発 性 の大 腸 癌 や 腺 腫 にお いて も高 頻 度 に体 細 胞 レベ ル で の変 異 が 認 め ら

れ る こ とか ら、大 腸 腺 腫 の抑 制遺 伝 子 で あ る こ とが 証 明 され て いる(81 ,95)。

APC遺 伝子 は、消化管 をは じめ広範 な組織に発現 してお り、特に中枢神経系
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に多 く存 在 して い る こ とが報 告 され て い る。APCタ ンパ ク質 は ホ モ 二 量体 を形

成 し、細 胞 接 着 分子 カ ドヘ リンの細 胞 質 内 ドメイ ン の結 合 タ ンパ ク ・βカ テ ニ

ン と結 合 してそ の機 能 を負 に制 御 して い る。 βカ テ ニ ンはWntシ グ ナル 伝 達 経

路 の 重 要 な 構 成 因 子 で あ り、 核 内 で 転 写 因 子Tcf/Lef(T-cell factor/lymphoid

enhancer binding protein)と 複 合体 を形成 してTcf/Lefを 活 性 化 し、 標 的遺 伝 子

の発 現 を促 進 す る ことが 知 られ て い る(図2 .1.1)。Wntは 分 子 量 約4万 の分 泌

性 糖 タ ンパ ク質 で 、線 虫 や シ ョ ウ ジ ョ ウバ エ か ら哺 乳 類 に 至 る まで広 く保 存 さ

れ て お り、 初期 発 生や 形 態 形 成 にお い て重 要 な役 割 を果 た して い る。Wntの 名

は マ ウ ス乳 癌 発 生 に関 わ る癌 遺 伝 子int-1と シ ョウ ジ ョウバ エ のwinglessが 類似

して いた こと に由来 してお り、 哺 乳類 にお いてWntは20種 類 近 く知 られ て お

り、 サ ブ フ ァ ミ リー を形 成 して い る(22)。Wntは 細 胞 膜 上 の7回 膜 貫 通 型 受 容

体 で あ るFrizzledに 結 合 す るが 、Frizzledも 多 数存 在 し、Wntと の 間 に特 異 的 な

組 み 合 わせ が あ る と考 え られ て い る。Wntフ ァ ミ リー はそ の 生 物 学 的 活 性 か ら

大 き く2つ に分 類 さ れ 、 βカ テニ ンを安 定 化 す る シ グナ ル 伝 達 経 路 はWnt/β

カ テ ニ ン経 路 と呼 ばれ 、 そ れ 以 外 はWnt/Ca2+経 路 と呼 ば れ て い る 。Wnt/β カ

テ ニ ン経路 にお いて は、Wntの シ グナ ル は受容 体Frizzledか ら、Dvl(Dishevelled)

や プ ロテ イ ンキナ ー ゼGSK3β(glycogen synthase kinase 3β)、Axin、 そ してAPC

を介 して 、転 写 因 子Tcf/Lefへ と伝 達 され る(106)。 この経 路 の 中でAPCはAxin

と複 合 体 を形 成 してGSK3β を介 して βカ テ ニ ンの リ ン酸 化 を促 す こ とに よ り、

βカ テ ニ ンの ユ ビキ チ ン化 ・分 解 を促 進 して い る。 そ のた め 、APCの 機 能 喪 失

に よ りTcf/Lefが 恒 常 的 に活 性 化 す る ことが 腸 管 上 皮 細胞 の腺 腫 化 を 引 き起 こ

す原 因 と考 え られ て い る(62)。

ApcMinマ ウスはENU投 与 によって誘導 された遺伝 子変異マウスか ら発見 され

(83)、加 齢 に伴 って主 に小腸 に多 数 のポリープを形成する常染色体優性遺伝性

のマウスとして系統化された。後の解析によりApc遺 伝子 の850番 目のコ ドン

が終止 コ ドンに変異 していることが明らかにな り、 ヒトFAPの モデル として注

目された(116)。 また、Apc遺 伝子 のKOマ ウスも複数 の研究者 によって作製さ

れ てお り、ホモ欠損マウスは胎生致死などの基本的な表現型は一致するものの、

遺伝子変異の部位 によ りポリープ形成数には差があることが報告されている(33 ,

88)。 しか し一方 で、 ヒ トFAPは 大 腸 にのみ多数の ポ リー プ を形成するのに対

して、ApcMinマ ウス は小腸 に優先的 に多 数 のポ リープを形成 し、大腸ではほと

んどポ リープ形成が見 られないといった大きな違いがあり、モデルとしての有
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用性には疑問が持たれていた(109)。 さ らには、マ ウス は体 が小 さい(腸 管が細

い)た めに腺腫 が悪性化 して腺癌 となる前に、物理的な腸管の機能障害や高度

の貧血のために死亡 して しまうことか ら、腺癌の研究には用いることができな

いなどの問題点も存在する。 しか しなが ら、ポ リープ形成のステージの研究に

は有効であり、これ までにさまざまな研究に用 いられている。腸管上皮細胞が

過形成 し、ポ リープを形成するときの染色体の研究か ら、Apc遺 伝子 の正常側

遺 伝 子 が欠 損 す る こ とに よ り細 胞 全体 と してApcの 機 能 が 喪 失 す る、 ヘ テ ロ接

合 性 の消 失(LOH:loss of heterozygosity)が 証 明 され て い る(87) 。 また 、 無菌 飼

育 環 境 で の ポ リー プ形 成 に は差 が な か った こ とか らポ リー プ の 形成 と腸 内細 菌

との 関 連 は 否 定 され て い る(28)。 一 方 、脂 肪 分 の 高 い 食 生 活 を して い る 人 は 大

腸 癌 の 発 生 率 が 高 い と い う疫 学 調 査 の結 果 は 、Apc KOマ ウ ス を用 いて 証 明 さ

れ た(45,89)。 この動 物 性 脂 肪 が 大腸 癌 の リス ク フ ァク ター の 一 つ で あ る こ との

メカニズムについてはよくわかっていなかったが、近年、そのメカニズムの1

つ として、PPARsが 関与 して いる可能性が示唆 されている。PPARsは 脂肪 に対

す るセ ンサーの役割 を している転写因子群で、核内ホルモン受容体スーパーフ

ァミリーの一員であ り、恒常性の維持に重要な役割を担 っている(76)。 ほ乳類

のPPARと してはα、β/δ、γの3種 類 が知 られてお り、 これ らは脂肪酸の代謝 と

貯蓄の主要な調節因子 と考えられている(125)。PPARsに はいろいろな不飽和脂

肪 酸が リガ ン ドとなって結合することができ、その転写活性化を行っている。

PPARsの 活性 はアラキ ドン酸誘導体 であるプロスタグランジンやエイコサ ノイ

ドによっても修飾を受けることが知られている。この中で最初は脂肪細胞の分

化 と脂肪酸代謝の調節因子 として同定されたPPARγ が、そ の特異的合成 アゴニ

ス トで ある トログリタゾンやチアゾリジン誘導体をApcMinマ ウス に投与 した実

験か ら、ポ リープ形成に促進的に機能 していることが報告されている(73 ,103)。

他 方 、ApcMinマ ウ ス は マ ウ ス の 遺 伝 的 背 景 に よ りポ リー プ 形 成 に 違 い が で る

(AKRマ ウス よ りもC57BL/6Jマ ウ ス の方 が ポ リー プ 形成 が早 期 か ら多 数 認 め

られ る)こ とか ら、 そ の修 飾 遺 伝 子 の検 索 が 精 力 的 に行 わ れ て お り、現 在 まで

にsPLA2(secreted phospholipase A2)a2遺 伝 子 の遺 伝 的 多 型 が 発 生 率 に影 響 を与

え る こ とが報 告 され て い る。非 ス テ ロイ ド系抗 炎 症 剤 で あ る ア ス ピ リ ン(COX -2

阻害 剤)常 用 者 は大腸 癌 に な りに くい との疫 学 的 な結 果 は 、ApcMinも し くはApc

ヘ テ ロKOマ ウ ス にCOX-2阻 害 剤 を投 与 、 あ る い はCox-2KOマ ウ ス と の交 配

す る こ とに よ りポ リー プ 形成 が 抑 制 され る こ とか ら証 明 され た(89) 。COX-2は
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ポ リープのス トローマ細胞で強 く発現が誘導され、血管新生を促進されること

によってポリープの形成促進に作用すると考えられているが、その誘導因子に

関しては未知であった。IL-1、TNF-α を始め とす る炎症性サ イ トカイ ンはCOX-2

の強 力な誘導作用 を持 つ ことが知 られていたことか ら、本研究ではApcMinマ ウ

ス とこれ らのサイ トカイ ンKOマ ウス との交配す ることによって、腸管ポ リー

プ形成におけるサイ トカインの関与を検討 した。
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図2.2.1 Wnt/β カ テ ニ ン 経 路

Wntが 作 用 して いな い場 合 、 βカ テニ ンがGSK3β に よ っ て リ ン酸 化 され 、 さ らに

ユ ビキチ ン化 され て プ ロテ ア ソー ム で 分解 され て いる た め 、細 胞 質 中で の βカ テ

ニ ン の タ ンパ ク質 量 は 低 く保 たれ て い る(→)。Wntが 細 胞 に作 用 す る と、

Frizzledか ら下流 のDvlに シ グナ ル が 伝 達 され 、GSK3β の 作 用 が抑 制 され る。 そ の

結 果 、 低 リン酸化 状態 とな っ た βカ テニ ン は分解 され ず に細 胞 質 に蓄積 し核 内 に

移 行 す る 。 βカ テ ニ ンは核 内 で転 写 因子 で あるTcf/Lefと 複 合 体 を形成 してTcf/Lef

を 活性 化 し、 そ の結 果 、哺 乳 動 物 で はc-myc、c-jun、fra-1、 サ イ ク リンD1、PPAR8

な どの標 的遺 伝 子 の 発現 を促 進 して い る(→)。 これ らの遺 伝 子 発 現 によ り腸 管

上 皮細 胞 の増 殖 お よ び移 動 が 制御 され て い る と考 え られ て い る。 この経 路 の中 で

APCはAxinと 複 合体 を形 成 してGSK3β を 介 して βカテ ニ ンの リ ン酸 化 を促 す こと

に よ り、 βカ テ ニ ンのユ ビキ チ ン化 ・分 解 を促 進 して い る。APCの 機 能 が 喪 失す

る とTcf/Lefが 恒 常 的 に活 性化 す る。 そ のた め、 腸 管 上 皮細 胞 の腺 腫 化 を引 き起 こ

す 原 因 とな る と考 え られ て い る。
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2.3材 料 と方 法

マ ウス

C57BL/6Jは 日本 ク レ ア(株)よ り、ApcMin-C57BL/6Jは ジ ャ ク ソ ン研 究 所 よ

り購 入 し た 。IFN-γKOお よ びIL-1α 、IL-1β 、IL-1α/β 、IL-IRaKOマ ウ ス は 当 研

究 室 で 作 製 され(46,119)、C57BL/6Jに8回 戻 し交 配 したN8世 代 を用 い た。IFN-γR

KOマ ウ スは 、Huangら に よ って作 製 され(49)、C57BL/6Jに8回 戻 し交 配 した

N8世 代 を東大 医科研 の高津 聖志博 士 よ り分与 された。TNF-αKOマ ウスは

Taniguchiら に よ っ て 作 製 さ れ(122)、C57BL/6Jに10回 戻 し交 配 したN10世 代

を分 与 され た 。IL-6KOマ ウス はKopfら に よっ て作 製 され(65) 、C57BL/6Jに6

回戻 し交配 したN6世 代 をジャクソン研究所 よ り購入 し、さらに当研究室でN8

世代 まで戻 し交配 を行 った もの を実験 に用いた。 これらのKOマ ウスは全 てホ

モ 欠損 マ ウ ス 同士 の交 配 で 維 持 した 。 なお 、ApcMinマ ウ ス に つ い て は 、 ホ モ 変

異(ApcMin/Min)マ ウ ス は 胎 生 致 死 で あ り、 ま た ヘ テ ロ 変 異(ApcMin/+)マ ウ ス で

も加 齢 と共 に高 度 の 貧 血 を呈 す る た め 、 交 配 は 必 ず オ ス をヘ テ ロ(ApcMin/+)
、

メ ス は野 生 型(Apc+/+)と した。 ま たApcMin遺 伝 子 座 の伝 達 は 、 マ ウ スの尾 よ り

得 たDNAを 鋳 型 と して用 い て3種 類 の プ ラ イマ ー(oIMR033:5'-GCCATCCCT

TCACGTTAG-3',oIMR034:5'-TTCCACTTT GGC ATA AGGC -3',oIMR758:5'-

TTC TGA GAA AGA CAG AAG TTA-3')に よ るPCR(ApcMin:300bp
,Apc+:600bp)

を行 い 決定 した(55)。

マウスは、すべて東京大学医科学研究所実験動物研究施設において
、明12

時 間(8:00～20:00)、 暗12時 間(20:00～8:00)で 照 明 を コ ン トロ ー ル し、SPF

(specific pathogen free)環 境 下 で 飼 育 さ れ た 。

腫瘍細胞

B16悪 性 黒 色腫 株 お よびYAC-1リ ンパ 腫 株 はル イ ・パ ス トゥー ル研 究 所 の 宇

野賀津子博士か ら供与を受けた。B16お よびYAC-1細 胞 は、10%ウ シ胎児 血清

(FBS:fetal bovine serum、 大 日本 製 薬 、 大 阪)を 含 むRPMI 1640 (Gibco BRL ,

Rockville, MD)培 地 に て37℃ 、5%炭 酸 ガ ス イ ン キ ュ ベ ー タ ー 内 で 培 養 した 。

B16細 胞 は実 験 動 物 中央研 究所ICLASモ ニ タ リ ングセ ン ター にて マ イ コプ ラ

ズマ お よび マ ウス肝 炎 ウイ ル ス(MHV)に 感 染 して い な い こ とがPCRに よ っ

て確認 された ものを用いた。

B16 悪性黒色腫を用いた in vivo 実験
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-80℃ で凍 結保 存 して あ るB16細 胞 を10%FBSを 含 むRPMI 1640(Gibco BRL)

培 地 にて37℃ 、5%炭 酸 ガ ス イ ンキ ュベ ー タ ー内 で培 養 し、2回 継代 後 、 生 細

胞 数 が4×10 5細 胞/mlと な る よ うPBS(-)溶 液 に懸 濁 し、10-12週 令 のC57BL/6J

背 景 の オス マ ウス に250μl(1×10 5細 胞)尾 静 脈 内接 種 した。転 移 数 は14日

後 解剖 し、 肺 お よび肝 臓 に転 移 した コ ロニ ー 数 を肉 眼 で 測 定 した。 また生 存 日

数 は 同様 に処 置 した マ ウス につ い て観 察 した。

抗 ア シ ア ロGM1(Wako,大 阪)処 理群 は 、B16細 胞 を接 種 す る前 日 に100μl

の抗 ア シ ア ロGM1を 尾 静脈 内投 与 を行 った 。

腫 瘍塊 の増 殖 速 度 測 定 実験 で は 、B16の 生 細 胞 数 を2×10 5細 胞/mlと な る よ

うPBS(-)溶 液 に懸 濁 し、10-12週 齢 のC57BL/6J背 景 の オス マ ウス の背 中の 皮 下

に100μl(2×10 5細 胞)接 種 し、 肉眼 で腫 瘍 塊 が 確 認 で きる7日 目か ら1日 置

きに ノギ ス に よ り大 き さを測 定 した。 腫 瘍 塊 の体 積 は便 宜 的 に以 下 の よ うに測

定 した。

(腫瘍塊 の体積)=(腫 瘍塊の短径)2×(腫 瘍塊の長径)

B16悪 性黒色腫 に対す る細胞傷 害活性 の測定

10-12週 齢 のC57BL/6J背 景 の オス マ ウス に1×10 5細 胞 のB16を 尾 静 脈 内接

種2週 間後 に解 剖 し、 脾臓 を無菌 的 に摘 出 し、MEM培 地(ニ ッス イ、 東 京)

中 で細 胞 をほ ぐ した 。 ば らば らに した脾細 胞 を1000rpm、10分 間遠 心 して回 収

し、赤 血 球 除 去 トリス緩 衝 液(0.75%塩 化 ア ンモ ニ ウ ム、17mM Tris-HCI)で

溶 血 させ た後 、2回MEM培 地 で洗 浄 し、1x10 7細 胞/mlに な る よ う10%FBS

を含 むRPMI 1640培 地 に懸 濁 した 。 そ の後 、8×10 6細 胞/wellに な る よ う12穴

培 養 皿 で培 養 す る。 この と き、10 4 Radの 放 射線 処 理 したB16細 胞 を8×10 6細

胞/wellに な る よ う加 え て96時 間培 養 した。な お 、IL-2添 加 群 に は 、rIL-2を5units

/mlと な る よ う添 加 した。

細 胞 傷 害 活 性 測 定 の 際 、標 的細 胞 とす るB16とYAC-1は100μCi Na 2 51 CrO 4/10 6

細 胞 の割 合 で、37℃ 、30分 間標 識 した後 、丸底 の96穴 プ レー トに1×10 4細 胞/well

とな る よ う分 注 して お き、 こ こ に96時 間培 養 した脾 細 胞 をE/T比 が50、12.5、

3.1、0.8と な る よ うそ れ ぞ れ加 え、37℃ 、4時 間後 の 上 清 中 に遊 離 した51 Crを

測 定 した 。

なお、特異的傷害活性は以下の方法で算出した。

(特 異 的 傷 害 活性)=(Xcpm-Scpm)/(Tcpm-Scpm)

X:測 定値T:標 的細胞全体の測定値
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S:標 的細 胞のみの場合 の十清 の測定値

MCA投与 による化学誘導発癌

MCA (Wako)は5mg/mlと な る よ う にオ リー ブ オイ ル(Wako)に 溶 解 し、

保 存 溶 液 と した。10～12週 齢 の マ ウ ス の左 脇 腹 の 皮 下 にMCAを100μg(1mg/ml

溶 液 を100μl)ま た は25μg(0.25mg/ml溶 液 を100μl)、 右 脇 腹 に は溶 媒(オ リ

ー ブオ イル)の み を100μl投 与 し
、約130日 間観 察 を行 っ た。 腫 瘍 形 成 は触 診

で判 定(直 径 約5mm)で き る もの を腫 瘍 陽性 と した 。

Apc Minマ ウ ス の 腸 管 ポ リ ー プ の 測 定

ApcMin-C57BL/6Jま た はApcMin×KOマ ウス は γ線 滅 菌 した通 常 飼 育用(粗 脂

肪 分45%、 粗 繊 維 分3.4%)試 料FR-1(船 橋 農 場 、 千 葉)を 与 えて飼 育 し、3

ヶ月 齢 、4ヶ 月齢 また は6ヶ 月齢 の 時点 で解 剖 した。腸 管 は23G注 射針 ・10ml

シ リン ジ を用 い て70%エ タノ ー ルで還 流 す る こ とに よ り内容 物 を除 去 した後 、

切 り開 い て雛 に な らない よ う広 げ、 中性 緩 衝10%ホ ル マ リ ンで 固定 した。腸 管

内部 を実 体 顕 微 鏡 下 で 観 察 し、 直径 が05mm以 上 で 形 態 的 な特徴 を持 つ もの

を ポ リー プ と判定 した。

病理糸日織

ApcMinマ ウ ス よ り腸 管 を摘 出 し、上 記 の要 領 で腸 管 を 中性 緩 衝10%ホ ルマ リ

ンで 固 定 した。 固定 した組 織 を脱 水 → パ ラ フ ィ ンで 包 埋 した後 、 ミク ロ トー ム

(JUNG BIOCUT 2035, Leica)に よ り厚 さ3μmの 連 続 切 片 を作 製 した。 病 理 組

織 像 の検 出 に は キ シ レン に よる脱 パ ラ フ ィ ン処 理 後 、 ヘ マ トキ シ リン-エ オ ジ ン

(HE)染 色 を行 った。

ノザ ンハイブリダ イゼ ー シ ョン法

組 織 お よ び 細 胞 のRNAはAGPC (Acid Guanidium Thiocianate Phenol-

Chroloform)法 に よ り調 製 した(15)。 まず 、 解 剖 後 摘 出 し た 臓 器(～150mg)を

素 早 く液 体 窒 素 に よ り凍 結 さ せ た 後 、3mlのSolution D(4M Guanidium

Thiocianate、25mMク エ ン酸 ナ トリ ウ ム 、0.5%N-ラ ウ リル サ ル コ シ ル ナ ト リ

ウ ム 、100mM2-メ ル カ プ トエ タ ノ ー ル)を 加 え て ホ モ ジ ネ ー ト した 。 そ の 後 、

0.3ml 2M酢 酸 ナ トリ ウ ム(pH4.0)、3.0ml水 飽 和 フ ェ ノ ー ル 、1 .2mlク ロ ロ

ホ ル ム/イ ソ ア ミ ル ア ル コ ー ル(49:1)を 加 え て よ く撹 拌 し た 後 、 氷 上 に30分

間 放 置 す る 。 そ の 後 、3500 rpm、4℃ 、30分 遠 心 し、 上 層 を 分 離 す る 。 回 収 し

た 上 層 に 等 量 の イ ソ プ ロ パ ノ ー ル を加 え て 、-20℃ 、1時 間30分 放 置 した 後 、3500

rpm、4℃ 、30分 遠 心 す る 。 液 層 を 捨 て 、 回 収 し た 沈 殿 物 を70%エ タ ノ ー ル で
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洗 浄 し た 後 、0.2mlのTE溶 液(10mMTris-HC1、1mMEDTA)に 溶 解 させ た 。

RNAを1.2%変 性 ア ガ ロ ー ス-ホ ル ム ア ル デ ヒ ドゲ ル/MOPS緩 衝 液(20mM

MOPS-NaCl,pH7.0、15mM酢 酸 ナ トリ ウ ム 、1mMEDTA)の 電 気 泳 動 を した

後 、 キ ャ ピ ラ リ ー 法 に よ りRNAを ナ イ ロ ン メ ン ブ ラ ン(GeneScreenPlus,NEN,

Boston,MA)に 移 し、UVク ロ ス リ ン ク お よ び80°C、2時 間 加 熱 す る こ と に よ

りRNAを メ ン ブ ラ ン に 固 定 した 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 ま ず プ レハ イ

ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン溶 液(50%ホ ル ム ア ミ ド、0.1%デ ンハ ル ト氏 溶 液 、50mM

Tris-HCI，pH7.5、1%ラ ウ リ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 、10%デ キ ス トラ ン硫 酸 、0 .1

mg/mlサ ケ 精 巣DNA)で42℃4時 間 以 上 プ レハ イ ブ リ ダ イ ズ した 後 、30ngの

cDNAを ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー に よ り32P-標 識 し た(MultiprimeDNAlabelling

system, Amersham, Buckinghamshire,UK)プ ロ ー ブ を1x106cpm/mlと な る よ う

95℃5分 加 熱 し た 後 加 え て 、42℃18時 間 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を お こ な っ た 。

シ グ ナ ル はBAS 2000 II Bio-Image-Analyzer(Fujiフ ィ ル ム 、 東 京)に て 検 出 し

た 。
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2.4結 果

サイ トカインKOマ ウスのB16悪 性黒色腫 の実験 的転移

C57BL/6J背 景(MHCハ プ ロタ イ プ:H-2b)のIFN-γKO、TNF-αKO、IL-1α/βKO、

IL-1RaKOお よ び野 生 型(wt:wild-type)マ ウス に1xl05細 胞 のB16悪 性 黒 色

腫細 胞(H-2b)を 静脈 内接 種 し、実 験 的転 移 を試 み た 。接 種14日 後 に解 剖 して

肺 お よ び肝 臓 へ のB16の 転移 数 を測 定 した(図2.3.1)。B16の 転 移 コ ロニ ー は、

実験 毎 に数 が 振 れ るが 、 野 生型 で は肺 に5～20個 認 め られ る。 一 方 、 肝 臓 には

ほ とん ど転 移 は認 め られ な い。 この よ うな条 件 で サ イ トカ イ ンKOマ ウス の 転

移 につ いて 比 較 した 。IFN-γKOで は大 幅 な転 移 数 の増 加 が 認 め られ(図2.3.1A)、

肺 に128.7±72.6個(野 生 型13.3±16.4個 、p<0.05)で あ り、 さ らに肝 臓 に も

転 移 が 認 め られ た(48.8±16.8個 、 野 生 型:1.0±0.8個 、p<0.01)。 これ に対 し

てTNF-αKO(図2.3.1B)、IL1α/βKO(図2.3.1C)、IL-1RaKOマ ウス(図2.3.1D)、

IL-6KOマ ウス(図2.3.1E)は 野 生 型 と転移 数 に有 意 な差 は認 め られ な か った 。

この こ とか ら、B16の 転 移 の抑 制 に はIFN-γ が 重 要 な 役割 を 担 っ て い るが 、TNF-α 、

IL-1お よびIL-6は 必 須 で はな い こ とが明 らか にな った 。

さ らに 、IFN-γKOマ ウ ス にお け るB16転 移 コ ロニ ー の 大 き さを測 定 した と こ

ろ(図2.3.1F)、 野 生 型 よ り も大 型 で あ る こ とが わ か っ た(IFN-γKO:379.2±

210.1μm、 野 生型:152.4±89.2μm、p<0.001)。 この ことか ら、 内 因性 のIFN-γ

がB16細 胞 の転 移 の み な らず転 移 部 位 で の腫 瘍 の 増殖 の抑 制 に も重 要 な 働 き を

して い る と考 え られ た 。

B16悪 性 黒 色腫 に対 す るIFN-γ のinvitroで の 作用

まずB16悪 性 黒 色腫 に対 す るIFN-γ の作用 につ い てinvitroで 検 討 した。まず 、

IFN-γの増 殖 抑 制 作用 に つ い て評 価 した 。培 養 液 中 にマ ウスIFN-γ をそ れ ぞ れ0、

1、10、100units/mlと な る よ うに添 加す る と、B16細 胞 の増 殖 遅 延 が 認 め られ

た(図2.3.2A)。 増 殖 遅 延 は1unit/mlか ら認 め られ 、100units/mlで は3日 後 以

降 増殖 が ほ ぼ停 止 した 。 また 、IFN-γ はMHCを 強 力 に発 現 誘 導 をす る こ とが 知

られ て い る。 そ こでIFN-γ 存 在 下(10ま た は1000units/ml)で24時 間 培 養 した

とき のB16細 胞 に対 す るMHCの 発 現 誘 導 をFACScanに よ って解 析 した(図

2.3.2B)。MHCク ラスI(H-2Kb)は 顕 著 に誘 導 され た が 、MHCク ラスII(I-Ab)

は発 現 が 認 め られ な か った 。 さ ら にIFN-γ の 下 流 の シ グ ナ ル 分 子 で 増 殖 抑 制 に

関与 す る と思 わ れ る代 表 的 な遺 伝 子 で ある2-5OAS遺 伝 子(Oasla)とPKR遺
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伝 子 につ いて 、発 現 誘 導 を ノザ ンハ イ ブ リダ イゼ ー シ ョ ン法 に よ り確 認 した(図

2.3.2C)。2-50AS遺 伝 子 はIFN-γ に よ って 強 力 に誘 導 され た が 、PKR遺 伝 子 に

つ いて は誘 導 は認 め られ な か った。

以上の結果か ら、B16細 胞 は機能 的なIFN-γ 受容体 を持 ち、増殖抑 制な どの

IFN-γの直接 の作用 を受 けることが明 らかになった。

IFN-γKO、IFN-γRKOマ ウ スにおけるB16悪 性黒色腫 の実験 的転移

IFN-γは直 接 の 増 殖 抑 制作 用 の他 に、NK細 胞 やT細 胞 、 マ ク ロ フ ァー ジな どの

免 疫 担 当細 胞 の活 性化 因子 で もあ り、IFN-γ が これ らの細 胞 を活 性 化 す る こ とに

よ っ て転 移 抑 制 に働 い て い る こ と も考 え られ た 。 そ こでIFN-γ の転 移 抑 制 作 用

につ いて 、in vivoで の作 用 点 を 明 らか にす る た め にIFN-γRKOマ ウ ス を用 い る

こ と によ り検 討 を行 った 。1x10^5細 胞 のB16細 胞 をマ ウス の 尾 静 脈 よ り接 種 し、

14日 後 に転移 した コ ロニ ー 数 を測定 した(図2.3.3)。IFN-γKOマ ウ スで は顕 著

な転 移 の増 加 が 認 め られ る の に対 して 、IFN-γRKOマ ウス にお け るB16細 胞 の

転 移 は、 肺10.0±8.7個 、 肝 臓2.0±25個 で あ り、 野 生 型(肺10.0±8.2個 、肝

臓1.2±1.3個)と 有 意 な 差 は 認 め られ な か っ た 。 この よ うに 、IFN-γKO、IFN-γR

KOマ ウ スで は全 く異 な る結 果 とな っ た。 この こ とは 、IFN-γ に よ る抗 腫 瘍効 果

に宿 主 側 のIFN一 γ受 容体 を介 した シ グ ナル は 必須 で な く、B16細 胞 に対 す るIFN-γ

の 直 接 的作 用 が重 要 で あ る こ とを示 して いる 。

IFN-γRKOマ ウス で のB16細 胞 に対 す るIFN-γ の 直接 作 用 が正 常 に起 こ りう

る こ とを証 明 す るた め に、IFN-γRKOマ ウス のIFN-γ 産 生能 を検 討 した 。in vitro

で脾 細 胞 に対 してTCR刺 激 を加 え た ときのIFN-γ の産 生量 は野 生 型 と変 わ らな

か った(図2.3.4A)。 この こと はTCR刺 激 に対 してIFN-γRKOマ ウ ス は正 常 に

反 応 す る こ とが で き る こ とを示 して い る。 同様 にB16細 胞 を接 種 す る こ とに よ

り感 作 した 脾細 胞 にin vitroでB16細 胞 で再 刺激 を加 え て も、IFN-γRKOマ ウ

ス で はIFN-γ の産 生 が認 め られ た(図2.3.4B)。 以 上 によ り、IFN-γRKOマ ウス

にお い て も野 生型 と同様 にB16細 胞 に対 してIFN-γ が 直 接 作 用 す る こ とが 示 唆

され た。

B16悪 性 黒色 種に 対 る 細胞 障害 活 性

IFN-γおよびIFN-γRKOマ ウスのB16細 胞 に対 す る細胞 傷害活性 が野 生型マ

ウスと異なっている可能性が考えられたので、それぞれのマウスの脾細胞を用

いて検討 した。

担癌14日 目のマ ウスよ り調 製 した脾細胞 を放射線照射 したB16細 胞 と共 に4
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日間 、5 units/ml IL-2添 加 お よ び 非 添 加 で そ れ ぞ れ 培 養 後 、B16細 胞 お よ び

YAC-1細 胞 に対 す る細 胞 傷 害 活 性 を測 定 した(図2 .3.5)。IL-2非 添 加 培 養 の脾

細 胞 のB16細 胞 に対 す る細 胞 傷 害活 性 は、 野 生 型 、 お よ び 両 ノ ック ア ウ トマ ウ

ス と も10%以 下 と低 く、 ほ とん ど認 め られ な か った 。 一方 、5 units/ml IL-2

添 加 培 養 時 には 著 しい細 胞 傷 害 活 性 の誘 導 が 認 め られ 、IFN-γ お よ びIFN-γR KO

マ ウス の細 胞 傷 害 活 性 に は差 が 認 め られ な か った 。

この こ と も、B16細 胞 の 実験 的肺 転 移 にお けるIFN-γ お よびIFN -γR KOマ ウ

ス で み られ る コ ロニ ー 数 の差 が 、細 胞 傷 害活 性 の 差 によ る もの で は な く
、IFN-γ

のB16細 胞 に対 す る 直接 作 用 で ある こ とを支 持 して い る .

ただ し、この細胞傷害活性は、NK細 胞 の細胞傷害活性 の指標 とな るYAC -1

細胞 に対す る活性 と相関する こと、抗Thy1.2抗 体 によってT細 胞 を除去 して

もほぼ同様の細胞傷害活性を示す(デ ータ示 さず)こ とか ら、ほぼNK細 胞 に

よる細胞傷害 の結果 であ り、B16細 胞特異的CTLに よる細胞傷害活性 は非常 に

低 いと考 えられた。

NK細胞 とB16悪 性黒色腫 の実験 的肺転移

実 験 的 肺 転移 にお い て はNK細 胞 がB16細 胞 の排 除 の主 要 な エ フ ェ クタ ー で

あ る ことが 知 られ て いた 。IFN-γ によ る直 接 の抗 腫 瘍 効 果 がNK細 胞 と比較 して

どの程 度 関 与 して い る か 、 またIFN-γ に よ るNK細 胞 の活 性 化 の関 与 を あ き ら

か にす るた め 、NK細 胞 を抗 ア シ ア ロGM1抗 体 によ っ て 欠損 させ た 状 態 でIFN -γ

お よびIFN-γR KOマ ウス と野 生型 マ ウス を 比較 し、 内 因性 のIFN-γ の効 果 を検

討 した(図2.3.6)。 抗 ア シア ロGM1抗 体 をB16細 胞 の 接種1日 前 に静脈 内投

与 した マ ウ ス は 、肺 にお いて 野 生 型 、IFN-γ お よびIFN-γR KOマ ウ ス共 に コ ロ

ニ ー数 が激 増 したが 、IFN-γ KOマ ウス で は 相 加 的 な 転 移 コ ロニ ー 数 の 増 加 が 認

め られ た 。同様 に、肝 臓 にお け るB16の 転移 コ ロニ ー数 は 、野 生 型 マ ウス の27.3

±4.3個(n=4)IFN-γR KOマ ウ ス の43 .3±12.3個(n=4)に 対 してIFN-γKO

マ ウス が110。3±12.5個(n=3)と 有 意 に転 移 数 が 多 く(p<0 .01)、IFN-γ に よ

る相 加 的 な効 果 が み られ た。

一 方
、陰 性対 照 の抗 ア シ ア ロGM1抗 体 未 処 理 の マ ウ ス は、野 生 型 で は肺 に10 .0

±9.7個 、肝 臓 に0.43±0.73個(n=7)、IFN-γKOマ ウス で は肺 に98 .0±45.4個 、

月刊蔵に14.7±9.7個(n=7)で あ り、IFN-γKOマ ウス で み られ る転 移 数 の 元進

は抗 ア シ ア ロGM1抗 体 処 理 した 野 生 型 マ ウス の転 移 数 よ り少 な か った
。

以上のことより、B16細 胞 の実験 的転移 において、NK細 胞 が主 要なエ フェ
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クター細胞として機能 しているが、IFN-γはNK細 胞 とは独立 して抗腫瘍作用 を

持 ってお り、生体における抗腫瘍の一部を担っていることがわかった。

B16悪 性黒色腫 の転移後期および腫瘤形成後の増殖に対す るIFN-γ の効 果

IFN-γお よ びIFN-γRKOマ ウ ス にお け るB16細 胞 の実 験 的 転移 時 の 生存 日数

に つ いて 検 討 した(図2.3.7)。1x105細 胞 のB16悪 性 黒 色腫 を 静脈 内接 種 した

とき の野 生 型 マ ウ ス の 生存 日数 は26.1±3.7日(n=15)で あ っ た の に対 して 、

IFN-γKOマ ウス で は21.7±1 .6日(n=21)で あ り、有 意 に短縮 して いた 。一 方 、

同様 の条 件 でIFN-γRKOマ ウス は野 生 型 よ りも生存 日数 が 有 意 に短 縮 して お り

(23.1±2.6日 、n=8、p<0.05vs.wt)、IFN-γKOマ ウス と中間 の 値 を示 した。 こ

の こ とは 、 転 移 後 期 の抑 制 にお いて はIFN-γ の宿 主側 の 受 容 体 を介 した 間 接 的

な 作 用 が 必 要 で あ る こ とを示 唆 して い る。

さらに、B16細 胞 を皮下 に移 植 した ときの腫瘤 形成 につ いてIFN-γ お よび

IFN-γRKOマ ウスで検討 した(図2.3.8)。IFN-γKOマ ウスではB16の 腫 瘤塊の形

成 が野 生型よ りも有意 に早 くなってお り、移植後18日 の時点 で野 生型 の約2 .5倍

の体積 とな って いた。 この ことか らIFN-γ は転移 のみな らず 固形腫瘍 に対 して

も抑制に重要な役割 を担っていることがわかった。個体問の振れが大きいとい

う実験系の問題点があったため有意差は得られなかったものの、興味深いこと

に、IFN-γRKOマ ウスではB16の 腫瘤塊 の形成 はIFN-γKOと 野生型の 中間的な

傾向を示 し、転移数の結果 とは一致 しなかった。つまり、IFN-γは直接作用 だ け

でな く、固形腫 瘍の抑制に対 しては宿主側の受容体を介 した抗腫瘍系の活性化

を行っている可能性を示 している。

25



図2.4.1サ イ トカ イ ンKOマ ウ ス にお け るB16悪 性 黒 色腫 の実 験 的 転 移

lx105細 胞のBl6細 胞 を尾静脈内接種14日 後 の肺お よび肝臓 に転移 したB16の

コ ロ ニ ー 数 。(A)IFN-γKO(n=6)vs野 生 型 マ ウ ス(n=7),(B)TNF-αKO(n=8)vs

野 生 型 マ ウ ス(n=13),(C)IL-1α/βKO(n=8)vs野 生 型 マ ウ ス(n=5),(D)IL-1RaKO

(n=5)vs野 生 型 マ ウ ス(n=7),(E)IL-6KO(n=7)vs野 生 型 マ ウ ス(n=6)

(F)IFN-γKOvs野 生型 マ ウ ス の コ ロニ ー の 大 き さの 比較

有 意 差*:P<0.05, **:P<0.01
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図2.4.2in vitroに お け るB16悪 性 黒 色 腫 に対 す るIFN-γ の 作 用

IFN-γ0.1,10.100 units/ml存 在 下 で 培 養 した と き のB16細 胞 の 増 殖(A)、 お よ び

IFN-γ0,10.1000 units/ml存 在 下 で24時 間 培 養 した と き のB16細 胞 で のMHCク ラ

スI(H-2Kb)とMHCク ラ ス11(I-Ab)(B)、IFN誘 導 遺 伝 子2-50ASとPKRの 発 現(C).

MHCはFACScanで 、IFN誘 導 遺 伝 子 は ノザ ンハイ ブ リダイゼ ー シ ョン法 で 発 現

を 確 認 した 。 な お 、FACScanで はバ ック グ ラウ ン ドを紫 色 で 示 した。
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図2.4.3 IFN-γKOお よ び IFN-γR KOマ ウ ス に お け るB16悪 性 黒 色 腫 の 実 験 的 転 移

1x105細 胞 のB16細 胞 を 尾 静 脈 内 接 種14日 後 のIFN-γKO、IFN-γRKO、 野 生 型 マ ウ

スの肺および肝臓

(A)野 生 型(a,d)、IFN-γKO(b,e)、IFN-γRKOマ ウ ス(C,f)の 肺(a-c}お よ び 肝 臓(d-f)

の 写 真 。 矢 頭 はB16の コ ロニ ー を示 す。

(B)野 生 型 、IFN-γKO、IFN-γRKOマ ウ ス(各n=7)の 肺 お よ び 肝 臓 へ のB16の 転 移

コ ロ ニ ー 数 。 有 意 差*:p<0.05. **:P<0.01
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図2.4.4 IFN-γR KOマ ウ ス に お け るIFN-γ 産 生 能

IFN-γR KOマ ウ ス の 脾 細 胞 のin vitroに お け るIFN-γ 産 生 能 をELISA法 に よ り

測 定 した 。

(A) 野 生 型 、IFN-γKO、IFN-γR KOマ ウ ス の 脾 細 胞 を 抗TCRβ 抗 体 で 刺 激 した と き

のIFN-γ 産 生 量 。

(B) 野 生 型 、IFN-γKO、IFN-γR KOマ ウ ス の 脾 細 胞 をγ線 照 射 したB16細 胞 と96時 間

共 培 養 した と き のIFN-γ 産 生 量 。 培 養 液 中 に5units/mlのrIL-2を 添 加 ま た は 非 添 加

の2つ の 条 件 で行 った 。

*:検 出 さ れず
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図2.4.51 IFN-γKOお よ びIFN-γRKOマ ウ ス のB16悪 、性 黒 色 腫 細 胞 に対 す る

細 胞 傷 害 活 性

1×105細 胞 のB16細 胞 を尾 静 脈 内 接 種14日 後 のIFN-γKO、IFN-YRKO、 野 生 型 マ ウス

よ り脾 細 胞 を調 製 し、γ線 照 射 したB16細 胞 と96時 間 共培 す る こ とに よ り再 刺 激 を加

え た とき の脾 細 胞 のB16細 胞 お よ びYAC-1細 胞 に対 す る細 胞 傷 害 活 性 を 示す 。 なお 、

培 養 液 中 に5units/mlのrIL-2を 添 加 す る こ と に よ り刺激 を増 強 した場 合 と非 添 加 の2

つ の条 件 で行 っ た。

エ フ ェ ク タ ー と タ ー ゲ ッ ト細 胞 の 比(E/T比)は 、50,12.5,3.1,0.8の4段 階 と した 。
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*: p<0 .05
**: P<0 .01

図2.4.6 抗 ア シ ア ロGM1抗 体 処 理 に よ るNK細 胞 除 去時 のIFN-γKOお よ び

IFN-γRKOマ ウ スに お け るB16悪 性 黒 色 腫 の実 験 的 転移

抗 ア シ ア ロGM1抗 体 ま た はPBS投 与 し 、1×10 5細 胞 のB16細 胞 を 尾 静 脈 内 接 種

14日 後 のIFN-γKO、IFN-γRKO、 野 生 型 マ ウ ス の 肺 お よ び 肝 臓

(A)野 生 型(a, d, g, j)、IFN-γKO (b, e, h, k)、IFN-γRKOマ ウ ス(c, f, i, I)の 肺(a-c, g-i)

お よ び 肝 臓(d-f, j-I)の 写 真 。 抗 ア シ ア ロGM1抗 体 処 理(g-1)、 お よ び 陰 性 コ ン ト

ロ ー ル と してPBS投 与(a-f)

(B)抗 ア シ ア ロGM1抗 体 処 理 時 の 野 生 型 、IFN-γKO、IFN-γRKOマ ウ ス(n=3～8)

の 肺 お よ び 肝 臓 へ のB16の 転 移 コ ロ ニ ー 数 。
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*: p<0 .05
**: P<0 .01

図2.4.7 IFN-γKOお よびIFN-γRKOマ ウス にお けるB16悪 性 黒 色腫 の 実験 的転 移

後の生存曲線

1×10 5細 胞 のB16細 胞 を 尾 静 脈 内 接 種 後 の 野 生 型(n=15)、IFN-γKO (n=21)、IFN-γR

KO (n=8)マ ウ ス の 生存 日数 。

*: P<0 .05

図2.4.8 IFN-γKOお よびIFN-γRKOマ ウ スの 皮 下 にお け るB16悪 性 黒 色 腫 の

腫瘤形成速度

2×10 5細 胞 のB16細 胞 を 皮 下 接 種 後 の 野 生 型 、IFN-γKO、IFN-γRKOマ ウ ス

(各n=5)で の腫瘤の体 積の増加速度 を示す。
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MCA投 与による化学誘導発癌

続 いて、腫瘍の発生過程か らのサイ トカインの作用を検討す るために、化学

発 癌 剤 で あ るMCAをKOマ ウ ス に 投 与 す る こ と に よ っ て 繊 維 肉腫

(fibrosarcoma)の 誘 導 を 行 っ た 。IFN-γ お よ びTNF-αKO、 野 生 型 マ ウ ス の 左 脇

腹 の 皮 下 にオ リー ブオ イ ル に溶 解 したMCAを100μgま た は25μg投 与 し、約130

日間 観察 を行 っ た。IFN-γKOマ ウ スで はKaplanら のIFN-γRKOマ ウ スで の報

告同様 に腫瘍発生頻度の上昇および早期化が認め られた(図2.3.9)。 一方 、

TNFαKOマ ウス は、 実験1に お いて はIFN-KOマ ウ ス ほ どで はな い もの の、

野生型マウスよりも腫瘍発生頻度の上昇が認め られた。 しか し、実験2に お い

て は有 意な差 は認 め られず 、再現性は得 られなかった。 このことか ら、MCA

誘導発癌 においてTNF-α は発癌抑 制 にはほ とん ど作用 していないことが明 らか

にな っ た。
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(A)実 験1

(B)実 験2

図2.4.9 IFN-γKO、TNF-αKOマ ウ ス に お け るMCA誘 導 発 癌 実 験

野 生 型 、IFN-γKO、TNF-αKOマ ウ ス の 皮 下にMCA100μgま た は25μgを 投 与 した と き

の腫瘍形成までにかかる日数を比較 した。なお,腫 瘍 は5mm以 上とな った とき陽性

と判 定 した 。

実 験1:野 生 型 マ ウ スn=10、IFN-γKOマ ウ スn=10、TNF-αKOマ ウ スn=9

実 験2:野 生 型 マ ウ スn=10、TNF-αKOマ ウ スn=9(100μg),n=8(25μg)
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ApcMinx IFN-yKOマ ウ ス の 腸 管 ポ リー プ の 形 成

これまでの実験から、IFN-yが 生理的な抗腫瘍サ イ トカイ ンとして重要な役割

を担っていることがわかったので、続いて他の腫瘍の形成に対する効果として、

腸管ポ リープ形成に着目した。

APcMin マ ウ ス は ヒ ト FAP の モ デル 動 物 で あ り、 通常 飼 育 環 境 下 で は3ヶ 月 齢

頃 か ら100%の マ ウ スが 腸 管(特 に小 腸 遠 位 部 が 最 も多 い)に ポ リー プ を 形 成

す る 。APcMinマ ウス と IFN-yKO マ ウス との交 配 を行 い、APcMinx IFN-yKO、 す な

わ ち二 重 変 異(APcMin/+-IFN-y1)を 持 っ マ ウス を作 製 した。APcMinx IFN-yKO マ ウ

ス にお け る3ヶ 月齢 で の腸 管 ポ リー プ の 形 成 数 を野 生 型(APcMin/+-IFN-y+/+)と

比較 した(図2.3.10)。ApcMin マ ウス は 小腸20.6±13.2個 、 大 腸0.8±10.8個 で あ

る の に対 して 、APcMinx IFN-yKOマ ウ スで は 小腸15.4±3.6個 、 大腸1.2±1.1個

で あ っ た 。 この こ とか ら、 両 者 間 に顕 著 な 差 は認 め られず 、腸 管 ポ リー プ(腺

腫)形 成 に関 して はIFN-yは 抑 制 作 用 を持 た な い こ とが わ か った 。

ApcMinマ ウ ス の腸 管 ポ リー プ局 所 で のサ イ トカイ ンの発 現

6ヶ 月齢 のApcMinマ ウ スか ら直 径 約3mmほ どの ポ リー プ部 分 を採 取 し、 ポ

リー プ を形 成 して いな い正 常 部分 との IL-1、TNF-α 、IL-6 の発 現 量 を ノザ ンハ

イ ブ リダ イ ゼー シ ョン法 によ り比較 した(図2.3.11)。 正 常 な腸 管 部 分 で は TNF-α 、

IL-1α 、IL-6 は ほ とん ど発 現 して お らず 、IL-1β は 弱 い発 現 が 確 認 され た 。 そ れ

に対 して IL-IRa は 、小 腸 にお いて は IL-1βと同様 に弱 い発 現 が 認 め られ た が 、

大 腸 で は 構 成 的 に強 く発 現 して い る こ とが わ か った 。 一 方 、 ポ リー プ 局 所 にお

い て は これ らのサ イ トカ イ ン の発 現 が 誘 導 され て い た 。IL-6 につ いて は 発 現 量

が少 な い こ とか ら、 全 RNA を用 いた ノザ ンハ イ ブ リダイ ゼ ー シ ョ ンで は検 出

す る こ とが で きな か った 。 これ らのサ イ トカイ ンが ポ リー プ形 成 にな ん らか の

影 響 を与 え て いる 可能 性 が 示 唆 され た 。

ApcMinx サ イ トカ イ ンKOマ ウ ス の腸 管 ポ リー プ の 形成

ApcMinマ ウ ス をTNF-αKOマ ウ ス 、IL-6KO マ ウ ス 、IL-1α/βKO (IL-1 KO)マ

ウ ス 、IL-1RaKOマ ウ ス とそ れ ぞ れ 交 配 を行 い 、ApcMinx TNF-αKO、ApcMinx IL-6

KO、ApcMinx IL-lKO、ApcMinx IL-IRaKOマ ウ ス を 作 製 した 。ApcMinx TNF-αKO、

ApcMinx IL-6KOマ ウ ス の6ヶ 月 齢 で の ポ リー プ の 形 成 数 は 、 野 生 型ApcMinマ ウ

ス と 有 意 な 差 は 認 め ら な か っ た(図2.3.12)。 一 方 、ApcMinx IL-IRa KOマ ウ ス で

は ポ リー プ 形 成 の 早 期 化 が 認 め られ た 。 そ こで 、 ポ リー プ の 大 き さ に つ い て も

調 べ て み た と こ ろ 、 小 腸 に お い て4ヶ 月 齢 の 時 点 で 野 生 型ApcMinマ ウ ス の6ヶ
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月 齢 に相 当す るポ リー プ の 形成 が 認 め られ た 。 さ らに大 腸 にお い て は顕 著 な ポ

リー プ 形成 の 増 加 が 認 め られ た 。 これ に対 して 、ApcMinx IL-1 KOマ ウ ス で は

ApcMinマ ウ ス と有 意 な 差 は認 め られ ず 、 予 想 に 反 して 、 ア ゴ ニ ス トとア ンタ ゴ

ニ ス トで逆 の結果 には な らなか った(図2.3.13)。 これ らの結 果 か ら、IL-1Raは

腸 管 ポ リー プ の形 成 に対 して 抑 制 的 に機能 して い る が 、IL-1の 作 用 は他 の サ イ

トカ イ ンに よ って 相補 され得 る可 能 性 を示 唆 され た。

ApcMinx IL-1 KO、ApcMinx IL-IRa KOマ ウ ス の ポ リ ー プ に つ い て 組 織 切 片 を 作

製 しHE染 色 を 行 い 、組 織 学 的 な 検 討 を行 っ た(図2.3.14)。 しか し、野 生 型ApcMin

マ ウ ス に 形 成 さ れ た ポ リ ー プ と の 問 に顕 著 な 差 は 認 め られ ず 、ApcMinx IL-IRa KO

マ ウ ス で 特 に 悪 性 化 が 進 ん で い る と い う こ と は な か っ た 。

ApcMinX IL-1KO、IL-Ra KOマ ウ ス の腸 葱 ポ リー プ 局所 で の 遺 伝 子発現

ポ リー プ 形成 に お い て 特 に プ ロモ ー シ ョン の ス テ ー ジ で 悪 性化 に関 与 し、 ま

たIL-1に よ って 強 力 に誘 導 され る こ とが知 られ て い るCOX-2 mRNAの 発 現 を

ノザ ンハ イ ブ リダ イゼ ー シ ョン法 で検 討 した。 野 生 型 、IL-1 KO、IL-1Ra KOマ

ウ ス の正 常 腸 管 組 織 で は COX-2 mRNAの 発 現 量 が 低 く、 ま た 、特 に差 を 認 め

る こ とはで きな か っ た(図2.3.15A)。

ApcMinx IL-1KO、ApcMinx IL-IRa KOマ ウ ス にお け る腸 管 お よび ポ リー プ 形 成

局 所 で の遺 伝 子 発 現 に つ い て検 討 した(図2.3-15B)。 ポ リー プ 形 成 に 従 っ て

COX-2 mRNAの 発 現 は誘 導 され る。IL-1Ra KOで 発 現 の増 強 は認 め らた もの の 、

IL-1 KOマ ウ ス で はそ れ 以 上 に発 現 が増 強 され て お り、IL-1Ra KOマ ウ ス特 異

的 な 発 現 増 強 で は なか っ た。TNF-α の発 現 がIL-1 KOマ ウス で 特 に増 強 され て

い て お り、TNF-α に よ る 代償 が 示 唆 され た。 これ に対 して ポ リー プ 形 成 促 進 に

機 能 す る 分 子 と して 知 られ て い る核 内 受 容 体PPAR (peroxisome proliferator-

activated receptor)γ の発 現 は、IL-1Ra KOマ ウ ス で特 に増 強 して いた 。 この こ と

か ら、IL-1Ra KOマ ウス にお け るポ リー プ形 成 の促 進 はPPARγ の発 現 誘導 によ

る可 能 性 が 示 唆 され た。
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図2.4.10  ApcMinx IFN-γKOマ ウ ス に お け る ホ リー ブ 形 成

APcMin,  ApcMinx IFN-γKOマ ウ ス の3ヶ 月 齢 で の 腸 管 ポ リー プ の 形 成 数 。

ApcMinマ ウ スn=5,ApcMinx IFN-γKOマ ウ スn=5

両者の問に有意な差は認められない。

図2,4,11  ApcMinマ ウ スの ホ リー プ形成 部位 で のサ イ トカ イ ン遺 伝 子の 発現

6ヶ 月 齢 のApcMinマ ウ ス にお け る腸 管 の 正常 部分 とポ リー プ 形 成 部位 か ら

全RNAを 抽 出 し 、 ノザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ りIL-1α 、 IL-1β 、 IL-

1Ra、TNF-α 遺 伝 子の 発 現 を 検 討 した 。
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図2.4.12  ApcMinx TNF-αKO、ApcMinX IL-6KOマ ウ ス に お け る ポ リー プ形 成

(A) ApcMinマ ウ ス(n=7)お よ びApcMinX TNF-αKOマ ウ ス(n=5)、(B) ApcMinマ ウ ス

(n=7)お よ びApcMinX IL-6KOマ ウ ス(n=3)の6ヶ 月 齢 で の 腸 管 ポ リー プ の 形 成 数 。

両者の間に有意な差は認められない。

図2,4.13  ApcMinX IL-1 KO、APcMinX IL-1Ru KOマ ウ ス に お け る ポ リー プ 形 成

(A) 4ヶ 月 齢 に お け るApcMinマ ウ ス(n=3)、ApcMinx IL-1 KOマ ウ ス(n=4)、ApcMinX

IL-1Ra KOマ ウ ス(n=3)お よ び 、(B) 6ヶ 月 齢 に お け るApcMinマ ウ ス(n=7)、ApcMinX

IL-1 KOマ ウ ス(n=5)の 腸 管 ポ リ ー プ の 大 き さ別 の 形 成 数 。

*:P<0 .05, **:P<0.001
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図2.4.14 ApcMin X IL-1 KO、ApcMin X IL-1Ra KOマ ウ ス の 大 腸 ポ リー プ

の 組 織 学 的 検 討

ApcMin(a, b, e, f)、ApcMin X IL-1 KO (c,g)、ApcMin X IL-1Ra KO(d,h)マ ウ ス

の 大 腸 に 発 生 した 直 径 が 約3mmの 大 き さ の ポ リ ー プ(b-d,f-h)お よ び 正 常

粘 膜(ApcMin; a,e)のHE染 色 切 片 。 腺 腫 の 異 形 性 に 大 き な 差 は 認 め られ な

い 。a-d; X40,e-h; X100
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図2.4.15 ApcMinхIL-1KO、ApcMinｘIL-1RaKOマ ウ ス の ポ リー プ 形 成 部 位 に

お け る 遺 伝 子発 現 の 検 討

(A)野 生 型 お よ び1L-1KO、IL-1RaKOマ ウ ス の 正常 な 腸 管 に お け るCOX-2遺 伝

子の 発 現 。(B)ApcMin、ApcMin、IL-1KO、ApcMinｘIL-1RaKOマ ウ ス の 大腸 ポ リー

プ 形 成 部 位 で の サ イ トカ イ ン 、COX-2、PPARy遺 伝fの 発 現 。 全RNAを 川 い た

ノザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 。
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2.5考 察

本研究では各種サイ トカインKOマ ウス を用 いて、内因性サイ トカインの腫

瘍に対する役割を検討 し、免疫監視機構におけるIFN-γ の重要 性 と腸管上 皮細

胞 の腺腫(ポ リー プ)形 成 にお けるIL-1シ ステムの関与 を明 らか に した。

IFN-γ に よ るB16 悪性黒色腫細胞の実験的転移の抑制

悪性黒色腫は皮膚に生じるがんの中でも最 も悪性度の高いがん として知 られ

ているが、Bl6悪 性黒 色腫細胞株 はそのマ ウスモデルとしてよく利用されてい

る腫瘍細胞株である。B16悪 性黒色腫 は、本研究 で も明 らか にした(詳 細 は後

述)よ うに免疫原 性が非常 に低 い ことからCTLの ターゲ ッ トにな りに くいが、

MHCの 発現が低 い ことか らNK細 胞 のターゲ ッ トにな りやす い という特徴を

持った腫瘍系である。B16悪 性黒色腫 を用 いた実験 的転移 は、 このような特徴

を持 った が ん 細 胞 に対 す る免疫 的 監視 機 構 を評価 す る こ とが で き る
。 今 回検 討

した サイ トカイ ン(IFN-γ 、TNF-α 、IL-1α/β、IL-1Ra)KOマ ウス で は、B16悪

性 黒 色 腫 の実 験 的 転移 に影 響 が 認 め られ た の はIFN。 γKOマ ウ ス だ けで あ り、 そ

れ 以 外 は野 生 型 マ ウス と差 が 認 め られ な か っ た 。 この こ とか ら、IFN.γ 以外 の サ

イ トカ イ ンはB16細 胞 の排 除 に はほ とん ど関 与 して いな い こ とが 明 らか に な っ

た 。 そ の一 方 で この結 果 は、IFN-γ は抗 腫 瘍 サ イ トカ イ ン と して 重 要 な役 割 を担

っ て い る こと を示 して い る。

これまで、IFN-γ投与による抗腫瘍効果 として は、NK細 胞や マク ロファー ジ

の活性化 な どの宿主の免疫系に対する作用や、腫瘍細胞そのものに対する増殖

抑制作用およびアポ トーシスの誘導作用などが報告 されていた(128)(30)(92)

(18, 123) (1) (37)。 しか し、 自然状態 にお ける個体 の抗腫瘍機構の中で、IFN-γが

どの様 な役割 を果 た して いるのかについては、 これまで知 られていなかった。

そこで、IFN-γの リガ ン ドおよび受容体 のKOマ ウス を用 いてB16悪 性黒色腫

の実験的転移 をモデル としたIFN-γ の抗腫瘍機構 にお ける役割 につ いて検討 し
、

IFN-γRKOマ ウスで は野生型 と変わ らない ことを明 らかにした。 このことによ

り、B16悪 性黒色腫 の実験 的転移の抑 制においてはIFN-γ はB16細 胞 に対 して

直接作用す る ことが重要であ り、宿主側のIFN-γ 受容体 を介 した免疫 系の活性

化 は特 に必要でないことがわかった。一方で、転移後の生存 日数および皮下で

の腫瘤形成速度 には、宿主側のIFN-γ 受容体 を介 した シグナル が影 響 を与える
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こ とが わ か った 。

これ らの結 果 は 、in vivoに お け るIFN-γ の腫 瘍 抑 制 に は少 な くと も2つ の異

な っ た メカ ニ ズ ム が存 在 して い る こと を示 唆 して い る。 す な わ ち 、IFN5-γは 、転

移の初期段階においてはB16細 胞 に直接作用する ことによ り転移阻止に働き、

定着後の腫瘤形成段階では直接作用と宿主側の抗腫瘍機能を活性化することに

よる間接的な作用の両方を介 して抑制していると考え られる。

最 近 、B16細 胞 にIRF(interferon regulatoly factor)-2を 過 剰 発 現 さ せ る こ と

によ りIFN-γ に対 して非感受性 に した状態で皮下に腫瘤 を形成させると増殖速

度が元進することか ら、Bl6の 抑制 には内因性のIFN-γ の直接 の作用が重要で

あ る とい う報 告 がYimら に よ って な され た(132)。 しか しな が ら、腫 瘤 形 成 の

みで転移 については検討していないこと、NK細 胞やCTLな どの宿主側 の免疫

系 の抑制機構 についても検討 していないことなどが、本研究 と異なっていた。

この点で も、本研究が内因性のIFN-γ が腫瘍細胞 に直接 作用す るこ とによ り転

移抑制に機能 していることの最初の報告であると考えられる。

免疫系の抑制機構 として、従来NK細 胞が転移抑制に重要な役割を果たして

いることが報告 されていた(121)が 、実 際、本研究 にお いて も抗 アシアロGMl

抗体 処理 によ ってNK細 胞 を除去 した ところ、や は り大幅に転移数の増加が認

め られ、NK細 胞が この系において も転移 抑制 に大きな役割を果た しているこ

とがわかった。このときの転移数の増加はIFN-γKOマ ウスでの転移 数の増加 よ

りもはるか に大きいことから、B16細 胞 の排除の主要なエ フェクターはNK細

胞 で あ り、IFN-γ の エ フェ ク タ ー と しての 作用 はNK細 胞 のそ れ よ りは小 さ い こ

とを示 して い る 。 ま た 、抗 ア シア ロGM1抗 体 処 理 の効 果 は、IFN-γKO 、IFN-γR

KOに お いて未処理の場合 に比較 して相加的であったことから、IFN-γの産 生お

よ びIFN-γ に よ る活 性 化 の 点 で 、NK細 胞 とIFN-γ は独 立 した 関 係 にあ る こ とが

示唆され、以下のように考察できる。

まず 、NK細 胞 のIFN-γ の 産 生細 胞 と して の機 能 につ いて 。Chediak-Higashi症

候群のモデルマウスであるbeigeマ ウス(6)は、細胞内穎 粒形成 異常によ りNK

細胞 の細 胞傷害機 能が欠損 して いる ものの、NK細 胞 自体 は存在 して いる。 こ

のbeigeマ ウス にお けるB16細 胞 の実験 的転移数 は、抗 アシア ロGM1抗 体処

理 によ りNK細 胞 を欠失 させた野生型 と差がな いという報告がある(38)。 この

ことは、ア シア ロGM1陽 性細胞以外の細胞 によって産 生されたIFN -γが抗腫 瘍

に作用 して いることを示唆 してお り、本研究での、IFN-γKOマ ウス に抗 ア シア
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ロ GMI 抗体処理 をす る と相加 的な転移数 の元進がみられるという結果 と一致

する。生理的条件 とは異なるが、Vα14NKT 細胞 欠損 マウス(TCR Jα281鎖KO

マ ウス)や TCR Vα14Jα281α鎖 トランスジェニ ックマウスを用いての検討か ら、

B16細 胞 を脾臓内接種 し、優先的 に肝転移 させたときのIL-12投 与による IFN-γ

産 生細胞 は、Va14NKT細 胞 である と報告 されている(21)。Va14NKT 細胞 はア

シア ロGM1陰 性で あることか ら、生理的条件でもIFN-γ の産生 に Vα14NKT細

胞が関与 して いる可能性があ り、今後検討する必要があると思われる。

次 に、IFN-γ に よ るNK細 胞 の活 性 化 につ いて 。 これ まで に も、IFN-γKO マ ウ

ス で は 、 未 刺 激 状態 で のNK細 胞 の細 胞 傷 害活 性 は野 生 型 よ りも低 い値 を示 す

もの の 、I型IFNの 誘 発 物 質 で あ るポ リ I:C 刺 激 を加 えた 場 合 はNK細 胞 の活 性

化 作 用 が代 償 され 、必 ず しもIFN-γ を必 要 と しな い と報 告 され て い る(23)。 また 、

IFN-γRKOマ ウ ス で も、 同様 にI型IFNで 代 償 可 能 との報 告 が あ る(49) 。 これ

らの事 実 は、IFN-γ がNK細 胞 の活 性 化 に必 須 で な い こ とを示 して お り、IFN-γR

KO マ ウス の 場合 は野 生 型 マ ウス と同 じだ け のB16細 胞 の転 移 が 認 め られ る と

い う事 実 と よ く一致 す る 。実 際 、本研 究 にお け るin vitroに お け るBl6細 胞 に

対 す る細 胞 傷 害 活性 の測 定 結 果(図2.3.5)か らも、IFN-γKO、IFN-γRKOマ ウ

ス は野 生 型 とほ ぼ 同等 なNK細 胞 の活 性化 が認 め られ て い る。

IFN-γ の作用 としてMHCの 発現誘導 を介 した抗原提 示能 の増強を行 うことが

知 られている(2,115)。腫 瘍細胞 にIFN-γが作用 して癌特 異抗原 の提示 を誘導 し、

免疫系による認識 ・排除を促進させる。実際、IFN-γ によるメチル コ ラン トレン

誘導腫 瘍細胞の免疫原性を規定 していることが報告されている(27,59)(詳 細は

後述)。B16細 胞 に対 して も、IFN-γはMHCク ラス1で あるH-2Kbを 誘導す る(図

2.3.5B)が 、IFN-γの有無 に関係な くB16細 胞特異 的CTLの 誘導 はほとん ど認

め られ なか った。B16 細胞 にウイルス抗原 を発現 させ る ことにより免疫原性を

増強させた場合は、IFN-γ誘導MHC依 存的に特異的 CTL の誘導が認め られる こ

とが報 告 されてお り(9)、B16細 胞 は癌特異抗原 が同定 されては いるものの(8)、

免疫原性 が非常 に低 いためにB16細 胞特異的 CTL の誘導はほ とん ど認め られ

な い ことを示 している。

IFN-γのB16細 胞 に対す る直接 の作用 として、in vitroで 強 い増殖抑制作用 を

示す ことが知 られている。細胞増殖抑制機構を担う分子 としては代表的なもの

にPKRや2-5OASが 知 られて いる。PKR は、タ ンパク翻訳 開始因子eIF-2の α

サ ブユ ニ ッ トを リン酸化す る ことによ り不活化 させ、結果 としてタンパク合成
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を 阻 害 し(94)、2-5OASはRNase Lの 活性 化 を調 節 す る こ とに よ りRNAの 分 解

を促 進 させ 、結 果 と して 細 胞 増 殖 を抑 制 す る(44)。PKRは そ の ドミナ ン トネ ガ

テ ィ ブ変 異 体 を過 剰 に発 現 させ る と細 胞 が 悪 性 化 す る こ とが 知 られ て い る(4 ,

66)。2-5OASは 細 胞 に過 剰 発 現 させ る こ とに よ り増 殖 速 度 が 低 下 す る との 報 告

が な され て い る(104)。 実 際 、B16細 胞 にIFN-γ を作用 させ た とき の これ らの遺

伝 子 発 現 を 調 べ た と ころ 、PKRに は 発 現 誘 導 が 認 め られ な か っ たが 、2-5OAS

は強 力 に誘 導 さ れ て お り、2-5OASの 細 胞 増 殖 抑 制 へ の 関与 が 予 想 され た 。 ま

た そ の他 に も、IFN-γ には 、 必 須 ア ミ ノ酸 トリプ トフ ァンの 代 謝 酵 素IDOの 誘

導 や(91)、 誘 導 型 一 酸 化 窒 素 合 成 酵 素(iNOS: inducible nitric oxide synthase)を

介 して 産 生 され る 一 酸 化 窒 素 に よ る ア ポ トー シ ス の 誘 導(71)、 並 び に 「death

domain」 を有 す る新 規 キ ナ ー ゼ ・DAPキ ナー ゼ に よ るア ポ トー シス の 誘 導 な ど

が 他 の腫 瘍 細 胞 で 報 告 され て い る(25,52)。DAPキ ナ ー ゼ の場 合 、 ヒ トのB細

胞白血病をはじめとする多くの癌で、高頻度にDAPキ ナーゼが欠損 している こ

とが報告 されている(63)。 従 って、IFNの 直接作用 と しての抗腫瘍作用 の メカ

ニズムにも多 くの経路が存在することが推察され、これらは腫瘍細胞の種類に

よって異なることが予想 される。そ こで、これ らの遺伝子の中で解析があま り

進んでいない2-5OASに 着 目して 、その抗腫瘍作用 を含 めた機能を解析するた

めにKOマ ウスを作製 し(第2章)、 今後解析 を進める予定である。

本研究のB16悪 性黒色腫 の実験 的転移 において、IFN-γR KOマ ウスは野生型

マ ウス よ りも有意 に生存 日数が短 くな り、また皮下腫瘤を形成させた際には、

有意ではないものの、増殖速度が速まる傾向が認め られている。肺 と肝臓に転

移 したB16の コ ロニー数 にはIFN-γRの 欠損 は影 響を与 えて いない ことから、

転移初期にはIFN-γ によ る直接作用 のみで十分 で あるが、腫瘍塊が成長 して く

る後期 にはIFN-γRを 介 した宿主側 の抗腫瘍機構 の活性化 も関与していると結

論できる。この観点でのIFN-γ の作用 として は、免疫 担 当細胞 の腫瘍局所への

遊走や腫瘍塊形成促進に必要 とされる血管新生を抑制することなどが考えられ

る。実際、IFN-γによって誘導 され るIP-10な どのケモカインが これ らの作用 を

持 っていることが報告 されている(18,123)。 これ らの ことか ら、IFN-γの抗腫瘍

作用 は腫瘍 形成のステー ジによって異なるメカニズムによって行われいると考

え られる。

44



MCA投 与 による化学誘 導発癌

化学発癌剤であるMCAの 皮下投 与による繊維 肉腫 をKOマ ウスで誘導する

ことによ り、IFN-γとTNF-α の発癌防御 にお ける関与 を検 討 した。

MCA誘 導 発 癌 にお け るIFN-γ の役 割 は、Schreiberら の研究グループによって

既 に明 らかにされていた。IFN-γR KOマ ウスはMCA誘 導発癌 に対 して高感受

性 である こと、このマウスか ら樹立 したIFN-γR-/-の繊維 肉腫細胞 にIFN -γR cDNA

を導入す ることによ り再構築 した腫瘍の移植実験 を行 うと、再構築した繊維 肉

腫細胞のみが拒絶されること、さらにこの拒絶はT/B細 胞 を欠損す るRAG 1

(recombination-activating gene-1)KOマ ウ ス で は認 め られ な い こ とが 報 告 され て い

る(59)。 す な わ ち 、 免 疫 原 性 の 高 い繊 維 肉腫 細 胞 に対 して 、IFN-γ が腫 瘍 細 胞 上

のIFN-γ 受 容 体 を介 してMHCな どの発 現 を誘導 す る こと によ り癌 特 異 抗 原 の提

示 能 を上 げ 、結 果 と して 腫 瘍 細胞 特 異 的CTLの 誘 導 を促 進す る こと によ り拒 絶

を行 って い る こ とが 示 され て い る。 また 、RAG2遺 伝 子 とSTAT1遺 伝 子 の ダ ブ

ルKOマ ウ ス を用 いたMCA誘 導 発 癌 で は 、そ れ ぞ れ の単 独KOマ ウス と有 意

な 差 は認 め られ な い こ とか ら、 リンパ 球 依 存 性 とIFN-γ 依 存 性 の腫 瘍 抑 制 機 構

は大 き く重 複 して い る こ とが 示 唆 され て い る(108) 。

TNF-α は繊 維芽細胞 の増殖 を促進す る作用 を有 していること、免疫担当細胞

の遊走や活性化に関与 していることなどから、MCA誘 導発癌 にお いて は抑制 ・

促進 の どち らにも機能 している可能性が考え られた。 しかし、TNF-αKOマ ウ

スでは2度 のMCA誘 導発癌試験で再現性のある肉腫発生頻度の上昇が誌めら

れ な か った こ とか ら、TNF-α はMCA誘 導 発 癌 の抑 制 にお いてIFN -γの よ う に重

要 な 因 子 で は な い と判 断 した 。 以 上 の こ とか ら、TNF-αKOマ ウ ス で の これ 以

上 の解 析 は行 わ な か っ た。

MCA誘 導 発 癌 は、IFN-γ に よ る腫 瘍 細 胞 の癌特異抗原の提示能の上昇による

免疫担当細胞 の活性化が抑制に重要であることが証明されているが、B16細 胞

で認 め られた よ うなIFN-γ による直接 の増殖抑 制作用が どれほど関与 している

かについてはよくわかっていない。IFN-γによる直接の増殖抑制作用の メディエ

ーターの一つである2 -5OAS遺 伝子KOマ ウス を作製 した(第2章)の で
、今

後、 このマ ウス を利用 してMCA誘 導発癌 にお けるIFN-γ による直接 の増殖抑制

作用 の関与 を検討したいと考えている。

45



Apc Minマウ ス の 腸 管ポリー プ形成におけるサイトカイン の役割

遺伝子の変異による自然発症 としてヒ トFAPの モデルであるApc Minマウス に

おけ る腸管 ポ リープ形成 に着 目した。APC遺 伝子 はFAPの 原 因遺伝子 として単

離 同定 され た遺伝子であるが、同時に非遺伝性 ・散発性の大腸癌や腺腫におい

て も高頻度に体細胞 レベルでの変異が認め られることか ら、大腸腺腫の抑制遺

伝子であることが証明されている(81,95)。 この ことか ら、Apc Minマ ウスの腸管

ポ リー プ形成 に影響 を与える因子は、一般的な大腸癌の発生に影響を与える因

子 として考えることができる。そこで、本研究ではサイ トカインKOマ ウス と

交 配す る ことによって検討 を行ったところ、IFN-γはほ とん ど影 響 を与 えず 、

IL-1Raが 抑制 因子 として重要 な役割 を担 っていることがわかった。

IFN-γは抗腫瘍"エ フェクター"サ イ トカイ ンとして重要である ことが、本研

究を含めて これまでの研究で明らかになっている。IFN-γはNK細 胞や 、NKT

細胞 、T細 胞 な どの リンパ球系細胞が産生するサイ トカインであり、 これ らの

細胞 による腫瘍 に対する免疫監視機構に重要な役割を担っていると考え られて

いる(108)。 これに対 してポ リー プ形成 につ いては、T/B細 胞 を欠損す るSCID

(severe combined immunodeficiency disease)やNK細 胞 の機能異常 を呈するbeige

変異 をApc Minマ ウスに導入 して も差 は認め られれないことから、ポリープ形成

に免疫系は特に抑制的な働きを持 っていないことが証明されている(28 ,29)。

Apc Min X IFN-γKOマ ウスで はポ リー プ形成の亢進が特に認められないという結果

は、ポ リープ形成抑制に免疫系が関与していないという結果と一致する。すな

わち、腸管上皮細胞が腺腫 となるステージは免疫学的には"異 常"と 認識 され

て いない と考 え られ、IFN-γは作用 し得な いと思われ る。その一方で、Apc Minマ

ウス は腺腫 が悪 性化 して腺癌 とな る前に、物理的な腸管の機能障害や高度の貧

血のために個体が死亡 して しまう。そのため、腺腫から腺癌への進展にはIFN-

γ(免 疫系)が 抑制 に関与す る可能性 につ いては否定できない。

これ ま で に、 ヒ トで の ア ス ピ リン常 用者 の 罹患 率 が 低 い とい う疫 学 調 査 の結

果 や 、Apc Minマ ウス やApc KOマ ウス で のCOX-2特 異的 阻 害 剤 を用 い た実 験 、

また はCox-2 KOマ ウ ス との交 配 実験 か ら、腸 管 ポ リー プ の 形成 お よ び大 腸 癌

の発 症 にCOX-2が 関 与 して いる こ とが 示 され て い た(87) 。 また 、最 近 、 プ ロス

タ グ ラ ンジ ン受 容 体KOマ ウス との交 配 実 験 か ら、COX-2に よ って 産 生 が 誘 導

され たPGE 2がEP 2 (prostaglandin E 2 receptor type II)を 介 して血 管 新 生 誘 導サ

イ トカ イ ンで あ るVEGF (vascular endothelial growth factor)な ど を誘導 す る こ

46



と に よ りポ リー プ の 形 成 促 進 に 働 い て い る こ と が 明 らか に な る な ど(113)
、

COX-2と ポ リー プ形成 の 関係 につ いて は詳細 な研 究 が な され る一 方 で
、COX-2

の 誘 導 の メカ ニ ズ ム につ い て は ほ とん ど研 究 され て い な か った
。 本研 究 にお い

て 、 ポ リー プ 局所 でTNF-α やIL-1な どの サ イ トカ イ ン遺伝 子 の発 現 が 認 め られ

る ことが 明 らか にな った こ と、 さ らに はTNF-α やIL-1 、IL-6はCOX-2を 強 く

誘 導 す る サ イ トカ イ ン と して知 られ て い る こ とか ら、 腸管 ポ リー プ形 成促 進 に

関 与 す る可 能 性 が 考 え られ た 。 そ こで 、KOマ ウス を用 いて 検 討 を行 った が 、

ApcMinx TNF-αKO、ApcMinx IL-1α/βKO 、ApcMinx IL-6KOマ ウス で はそ れ ぞ れ 野 生

型ApcMinマ ウ ス と差 が 認 め られ な か っ た。 そ の 一方 で 、IL-1の 内 因性 抑 制 物 質

で あ るIL-1RaのKOマ ウス で はポ リー プ 形成 の亢 進 が 認 め られ た こ とか ら
、 少

な く と もIL-1Raが ポ リー プ 形成 抑 制 に機 能 して い る ことが わ か っ た
。また 、IL-1

KOマ ウス の ポ リー プ局 所 で はTNF-α の産 生が 亢 進 して いる こ とな どか ら
、IL-

1の 機 能 はTNF-α な どの他 の サ イ トカイ ン で相 補 され る 可能 性 が 示 唆 され た
。

しか し、 ポ リー プ局 所 で のCOX-2の 産 生誘 導 を検 討 した と ころ
、IL-1Ra KOマ

ウ ス で 発 現 増 強 が 認 め られ た もの の、 野 生型 と同 じ形 成 能 を示 したIL-1KOマ

ウ ス で も発 現 増 強が 認 め られ た 。TNF-αKO 、IL-6 KOマ ウス の ポ リー プ局所 で

も同様 で あ っ た(デ ー タ 示 さず)。 この こ とは 、COX-2の 誘 導 に これ らサ イ ト

カインが関与 していない可能性を示 している。COX-2の 誘導因子 は、 これ以外

のサ イ トカイ ンなのか、それともサイ トカインとは全 く別の要因(細 胞 が過 密

にな る ことか らくる栄養 ・酸素供給不足のス トレスなど)な のか を検討ず る こ

とが 今 後 の課 題 で あ る 。 ま た 、IL-IRa KOマ ウ ス で の ポ リー プ形 成 の 亢 進 は

COX-2の 経 路 を介 して い るか を明 らか にす るた め に
、COX-2阻 害剤sulindac投

与 によ り抑 制 で き るか を検 討 す る予 定 で あ る。

当初 、 脂 肪 細 胞 の分 化 と脂 肪 酸 代 謝 の調 節 因子 と して 同定 され た核 内 受 容体

PPARγ は 、そ の 特 異 的合 成 ア ゴニ ス トで あ る トログ リタ ゾ ンや チ ア ゾ リジ ン誘

導 体 をApcMinマ ウ ス に投 与 した実 験 か ら、 ポ リー プ形成 に促 進 的 に機 能 して い

る こ とが報 告 され て い る(73 , 103)。 今 回、ApcMinxサ イ トカイ ンKOマ ウス の ポ

リー プ局 所 で のPPARγ の 発 現 を ノザ ンハ イ ブ リダイ ゼ ー シ ョ ンに よ り検 討 した

と ころ 、IL-IRa KOマ ウス で は発現 が強 く亢 進 して い る こ とが 明 らか にな
っ た。

PPARγ はIL-1β によ るiNOSやPDGF(platelet -derived growth factor) -α受 容 体 遺

伝 子 の講 を妨 げ る(31, 120)。 一方 、IL-1β によ る平 滑 筋 細 胞 で のtype II-sPLA
2

遺伝子の発現誘導には、転写因子NF-κB
 (nuclear transcription factor κB)と 協 調
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的に働き促進する(19)な ど、IL-1シ グナ リングとPPARγ の間 には複雑 なクロス

トー クが あることが知 られている。 しかし、IL-1がPPARγ の発現 を調節 して い

る とい う報告 はこれまでなされていない。実際、正常腸管でのPPARγ の発現 に

は野生型 とIL-1Ra KOマ ウスとの間で有意 な差 は認め られなかったことから、

ポ リープ形成時のIL-1に よるPPARγ の発現誘導 は間接 的である可能性も考え

られる。また、IL-1Ra KOマ ウスのポ リープでの組織学的な検討では野生型と

顕著な差は認め られなかったが、このことはApcMinマ ウスにPPARγ の特異的合

成 ア ゴニ ス ト投与 した場合 も組織学的な差は認められなかった という報告(103)

と一致す る。 しか し、PPARγ の腸管 上皮細胞 での役割 につ いては未知であるこ

とか ら、IL-1RaとPPARγ の関係お よびPPARγ の腸管上皮細胞での機能 を解 明

す る ことが、今後の研究課題である。

最近、IL-1RI KOマ ウスの腸管上皮細胞 で は、陰窩での増殖亢進および絨毛

先端でのアポ トーシス亢進(結 果 として異常は認め られて いないが)が 報告 さ

れてお り(130)、IL-1シ ステムが腸管上皮細胞の調節に関与 していることが示唆

されている。本研究でもIL-IRaは 腸管上皮細胞(特 に大腸)で 構 成的に強 く発

現 している ことを明らかにした。今後、IL-l KOマ ウスおよびIL-1Raマ ウスの

腸管上 皮細胞 について異常がないか精査 したいと考えている。

本研究によって、IL-1Raが 腸管 ポ リー プの形成の抑制に重要な役割を担って

いることが明らかになった。ヒ トのIL-1Ra遺 伝子 には多型 が存在す ることが知

られてお り、病気との関連が報告されているが、大腸癌との関連については報

告がなされていない。今後、マウスモデルを用いて得 られた本研究の知見が、

ヒ トの大腸癌の発生率に影響を与える遺伝素因として外挿できるか興味が持た

れる。
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