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論文内容の要旨

腫虜の間質(ストローマ)は、宿主の正常組織と腫蕩細胞の聞に形成される結合組織で、さまざまな細胞間基質蛋

白や線維芽細胞、血管内皮細胞、マクロ 7 ァージなどから構成されている。また、腫蕩ストローマは、その形成され

る部位によって腫蕩周辺部ストローマと腫蕩実質部ストローマに分類されている。 IL-12 (インターロイキン 12)

は、生体内において炎症などの刺激を受けてマクロファージ、単球、リンパ球、線維芽細胞から分泌されるサイトカ

インであり、 IL-12に対するレセプターを発現する T細胞やナチュラルキラー (NK) 細胞、 NKT 細胞を活性化す

る。 IL-12は腫場免疫にも関与しており、 IL-12を投与するとその強力な抗腫虜作用で、各種腫蕩の退縮をみるこ

とが明らかにされている o しかしながら、この IL-12の効果も腫蕩細胞によって異なっており、近交系マウスに形

成した各種腫蕩に対する IL-12の効果を検討した結果、腫蕩周辺にストローマを形成する腫蕩系でのみ IL-12は抗

腫蕩効果を発揮することが明らかになった。したがって、腫蕩周辺部ストローマの形成が IL-12の抗腫蕩効果と関

連するものと考えられる。しかしながら、腫寝周辺部ストローマの形成機構、 IL-12にて活性化される免疫細胞が

どのようにして抗腫蕩効果を発揮するかについては、明らかにされていない。本研究では、 IL-12奏効性である腫

蕩系を用いて、 1 )腫蕩周辺部ストローマ形成に関与する T細胞の同定、 2 )腫蕩周辺ストローマ形成における T細

胞除去の影響、 3) IL-12にて活性化されたT細胞の腫蕩内浸潤能、 4 )腫場周辺部ストローマにおけるインター

フエロンガンマ (IFN- i) の役割について検討を行った。

[材料と方法]

腫蕩細胞として、 IL-12奏効性の BALB/c 由来 CSA 1M 線維肉腫細胞、 B6C3F1 由来 OV-HM 卵巣癌細胞

を用いた。腫蕩細胞をそれぞれ同系マウス背部皮下に接種し、担癌マウスとして用いた。生体内から CD4 、 CD8 、

NK1. 1陽性細胞を除去するため、それぞれの抗原に対するモノクローナル抗体を調製し、あらかじめ腹腔内投与した。

抗体投与後に採取した血球の抗表面マーカーを蛍光染色後、フローサイトメーターによる検索を行い、血中に陽性細

胞が存在しないことを確認した。リコンビナントIL-12 (0.5μg/mouse/回)は連日 5 回、担癌マウスに腹腔内投

与を行った。 mRNA 発現の程度は RNase protection assay 法により検討した。 Lymphoid cell migration assay で

は、まず、担癌マウスに 1L-12を連日 5 日間投与し、牌細胞を回収し、 in vitro にて PKH-26蛍光色素でラベルし

た。この標識牌細胞を同系担癌マウスをレシピエントとし、尾静脈より移入した。 24時間後に腫蕩塊を採取し、凍結

切片作成後、蛍光顕微鏡下にて蛍光陽性細胞数をカウントした。検定は t 検定にて行った。

円t
a

笹
田h
u



[結果及び考察]

(1) IL-12奏効系 CSAIM 及び OV-HM 腫蕩細胞を同系のマウスに移植して形成された腫蕩の周辺には、腫蕩周

辺部ストローマが形成されたが、 T細胞を欠失したヌードマウスで形成された CSAIM 及び OV-HM 腫蕩では、

腫場周辺部ストローマは形成されなかった。

(2) CSA 1 M 及び OV-HM 腫蕩において、 CD4/CD8 陽性T細胞は、周辺部ストローマに浸潤しており、腫蕩

実質部ストローマではほとんどみられなかった。

(3) CD4 ならびにCD8 陽性T細胞の腫蕩周辺ストローマ形成における役割を明らかにするため、あらかじめ抗 CD

4/CD8 抗体を単独、或いは両方投与してT細胞を除去したマウスに腫湯細胞を接種したところ、腫蕩周辺部スト

ローマの形成は抑制された。抗 NK1. 1 +抗体投与は腫場周辺部ストローマには影響を及ぼさなかった。

(4) 抗 CD4 抗体および抗 CD8 抗体を投与したマウス、あるいはヌードマウスに腫蕩を形成させたところ、これら

腫湯周辺部ストローマを欠いた腫蕩は、正常な免疫能を有するマウスと比較して、急速に増殖した。

(5) IL-12にて活性化された担癌マウスの牌臓細胞を蛍光標識したのち、担癌レシピエントマウスに移入した場合、

腫蕩周辺ストローマを介して腫蕩塊へ多数浸潤することができたが、 CD4 と CD8 を抗体にて除去したマウスやヌー

ドマウスに移植した腫虜へは、浸潤できなかった。

(6) T細胞が産生するサイトカイン IFN- i の腫虜周辺ストローマ形成への関与をしるため、 IFN一 γ に対する抗

体を投与したマウスと IFN一 γ ノックアウトマウスで腫場を形成させたが、腫蕩周辺部ストローマは形成されなかっ

fこo

(7) T細胞が浸潤している腫蕩塊においては IFN一 γmRNA の発現が見られたが、 CD4 抗体および抗 CD8 抗体投

与にてT細胞をあらかじめ除去しておいたマウスの腫蕩では、 IFN一 γmRNA は検出されなかった。

(8) IL-12にて活性化した蛍光標識牌臓細胞は、抗体投与で IFN-γ を除去したレシピエントマウスや IFN一 γ ノッ

クアウトマウスの腫蕩へは、浸潤できなかった。

以上より、腫蕩実質部内ストローマと腫蕩周辺部ストローマとはその性質が異なること、 CD4/CD8 陽性T細胞

及びそれらが腫蕩局所で産生する IFN-γ が腫蕩周辺部ストローマの形成と IL-12にて活性化されたリンパ球浸潤

において重要な役割を果たしていることが示唆された。

論文審査の結果の要旨

本研究は、サイトカインであるインターロイキン12 (IL-12) の持つ強い抗腫蕩効果について、その原因を腫蕩

周辺部間質(ストローマ)の形成の有無と、そこに浸潤するリンパ球に求め、その形成機構についてどのような細胞

成分、サイトカインが関わっているかについて検討したものであるo

その結果、腫蕩周辺部ストローマの形成には、宿主側の T細胞とそれらの産生するインターフエロンガンマが必須

な役割を果たしており、腫湯と宿主の相互作用に基づくものであることが明らかとなった。 IL-12の抗腫蕩作用は

この周辺部ストローマの形成を介して発揮される可能性が示された。したがって、腫蕩周辺部ストローマの有無は

IL-12が奏効を示すか否かの指標といえるo

現在、 IL-12の抗がん剤としての臨床応用が開始されている。本研究結果は、ヒトのがんにおける IL-12による

治療が奏効する腫蕩を選別するために、重要な知見を示したものであり、本研究は博士(歯学)の学位授与に値する

ものであることを認める。
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