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学位論文題名

Tumor Necrosis Factor-aのヒトグリオーマ細胞

に対する増殖抑制効果にっいての研究

学位論文内容の要旨

  腫瘍壊死因子tumor necrosis factor-ゼ（TNF）は，1975年，
腫瘍に出血壊死を生じる蛋白質として発見され，その後ヒFrec
ombinant TNFが開発され飛躍的に研究が進み，基礎，臨床とも
に数多くの報告がみられる．またTNFは，腫瘍細胞に対して直
接の殺細胞効果／増殖抑制効果を有するサイIカインとして，癌治療
への臨床応用が期待されてきた．脳に原発する代表的悪性腫瘍
である悪性神経膠腫に対するTNFの直接腫瘍細胞障害活性に関
しては，諸家によりその見解が異なり未だ定説を見ていない．
最近はむしろ，0゙ リオーマ細胞に対するTNFの直接細胞障害作用は
非常に低いという報告が多い．
  ところで，TNFのcDNAのケローニンヶ゛によってTNF受容体の構造が
解明され，分子量の異ナょるp55およびp75という2種類の分子が
TNF受容体として存在していることが明らかとなった．その機
能については，p55TNF受容体は機能的受容体であり，細胞致死
活性などに関与していることが明らかになってきている．  しか
しながら，p75TNF受容体は細胞致死活性には関与していないと
考えられているが，本来の機能は依然不明な点が多い．また最
近，ケ゛リオーマ細胞でp55TNF受容体が優位に発現していたとの報告
がある．
  現在 本邦において，悪 性神経膠腫に対するTNFの臨床第u相
試験が進行中であるが，TNFの多様な生理活性をうまく引き出
すことができればその効果が期待できると思われる．  しかしナょ
がら，悪性神経膠腫への直接作用に関しては不明な点が多く，
治療効果を高めるためには，TNFに対する感受性，受容体，耐
性，作用機序などの解析への取り組みが重要であると考える・
  本研究は，tトヶ゛リオ7゙ ラスIーマ細胞株を用いて，2種類のTNF受容
体の発現を解析し，TNFの直接腫瘍細胞障害／増殖抑制効果と
細胞周期の関係からその感受性について，さらにケ゛ルオ7゙ ラスI‐マ
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細胞の代謝修飾と分化誘導ナょどの生物学的反応にっいて解析検

討したものである．
  ケ゛リオ7́ うスI－マ細胞12株において，p55およびp75TNF受容体の発
現を，PCRおよびフロ―サイIメIリ‐にて検索したところ，すべての細
胞 株 でp55TNF受 容 体 の RNA転 写 産 物な ら び に細 胞膜上 の受 容体

蛋 白 を検 出し た．こ の内 ，p75TNF受 容体を も発 現して いた もの
は 4細 胞 株 で あっ た が ， p75TNF受 容体 の み 発現 した細 胞は なか
った．このことから，ケ゛リオ7゙ ラスI‐マ細胞においてはp55TNF受容

体 が 優位 に 発 現 し て お り， TNFの 作用 発 現 には p55TNF受容 体が
機能的受容体として関与していると考えられた・
  次に，ヒトケーリオフ゛ラスF-マ細胞12株に，256 U/mlまでの低濃度TNF
を 3～ 7日 間 作 用 さ せ る と ，MTT試 験 でほ と ん ど の 細 胞 株は TNF

の 殺 細胞 効果 に対し て抵 抗性で あり ，比較 的良 く反応 した 細胞
株 で の効 果は 殺細胞 効果 ではな く増 殖抑制 効果 と考え られ た．
さら に低濃 度TNFで， 3H―thymidine取り込み試験でのDNA合成能

を 評 価 す る と ， 9細 胞 株 で 抑 制 効 果 を認 め た ． 以 上 よ り， TNF
はヶ゛リオフ゛ラスIーマ細胞に対して顕著な殺細胞効果を有さないもの
の，増殖抑制効果を示し得ることが示唆された．
  TNFのケ゛リオ7゙ ラスIーマ細胞に対する増殖抑制効果の機序を検討す

るために，BrdU－Pl二重染色法によるフロ‐サイIメIリ‐で細胞周期解
析を 行なう と， G o/G】期細 胞の 増加とS期細胞の減少をTNFの濃
度依存性に認め，このTNFの抗増殖効果の一部はケ゛リオフ゛ラストーマ細
胞 の S期 におけ るDNA合成 が抑制 され ること によ り生じ るこ とが

示 さ れた ．こ のGl期 での 停止作 用が ，細胞 を分 化の過 程へ と誘
導したたためかどうかを調べるために， 0゙ リオーマにおける分化度
の指 標と考 えら れてい るglial fibrillary acidic protein（GF
AP）量の変化をフローサイIメIリーで調べた．10 U/mlのTNF刺激によっ
て確かに細胞内のGFA蛋白の増加を認め，ケ゛リオ7゙ ラスIーマ細胞では
TNFにより分化が誘導されることが示された．
  TNFの 細 胞 障害 活 性 に お け る 作 用機 序 は 不明 な点が 多い が，

7うキI゙ ン酸代謝におけるフォス7オリハ゜―セ゛A2の関与が指摘されている
今 回 の実 験結 果から も， TNFに 感受性 を示 した細 胞株 ではTNF処
理により培養上清中にPGE2の放出が増加しており，フォスフォリハ．ーセ
A2の賦活化を介する細胞障害効果が少なくとも一部のヶ´リオフ゛ラス
I－マ細胞においてあてはまることが示唆された．
  さらに，TNFの殺細胞効果に対するヶ゛リオ7tラスIーマ細胞の抵抗性
の機序を解析するために，細胞内Mn―SODを測定した．Mn―SODは
TNFに よ る 細 胞障 害 作 用 か ら 細 胞 を防 御 す る防 御蛋白 質と して
注 目 され て い る free radical scavengerのーつ で， TNF抵 抗性
の要因とする報告もある．0゙ リオフ゛ラス1ーマ細胞内のMn―SODは様々
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な値を示し，TNF刺激により濃度および時間依存性にMn－SODが
誘導される傾向が見られた．しかしTNF感受性株においてMn―
SODは顕著に誘導され，Mn－SODがヶ゛リオ7゙ ラスIーマにおいてTNFに対
す る防 御 蛋 白 質 と して 働 く可能 性は少 ないと 考え られた ・
  直接的な抗腫瘍細胞効果とは別に，TNFにはケ゛リオ‐マ由来の細
胞からある種のサイIカイン産生を促すことが報告されている．0゙ リオ
7゙ ラスIーマ細胞のサイ1カイン産生能に対するTNFの影響にっいて調べた
ところ，細胞障害作用を示さない比較的低濃度かっ短時間のTN
F作用により，IL―6，IL－8，GM－CSFの産生増加を認めた．この
事実はTNFの作用を考える上で非常に興味深い．ケ゛リオ7゙ ラスI―マは
TNFの細胞障害活性に対して感受性が低いが，それは単に無反
応であるというのではなく，0́ リオフ゛ラストーマの代謝のある回路は
低濃度・短時間のTNFに非常に敏感に反応することを示してい
る．TNFがこれらの生理活性物質の産生を促すこと1ま，GFAP産
生量の増加と同様にケ゛リオ7゙ ラスI―マ細胞の分化誘導の結果である
のかもしれナょい・
  前述したように，ケ゛リオ7゙ うスト‐マ細胞ではp55TNF受容体が優位
で，機能的受容体であると考えられる．p 75TNF受容体の機能を推
定するために，.p55TNF受容体単独とp55およびp75TNF受容体の
両者を発現する細胞において，TNFの増殖抑制効果とサイトカイン産
生能にっいて比較したが，明らかな違いは見い出せず，一部の
ヶ゛リオフ´ラスI―マ細胞が発現するp75TNF受容体の機能にっいては明
らかにできなかった．
  以上をまとめると，0゙ リオフ゛ラスIーマ細胞はp55TNF受容体という
機能的受容体を持ち，低濃度TNFに対しても種々の反応を起こ
す．その作用は殺細胞効果をもたらすようには働かず，種々の
サイIカインやGFAPなどの蛋白産生を促すことにより細胞を分化誘導
し，増殖静止効果をもたらすのではないかということである．
悪性神経膠腫に対するTNFの臨床効果は未だ明瞭ではないが，
本研究により腫瘍細胞の分化誘導療法のーっとしてTNFを利用
できる可能性が示唆された．
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学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

Tumor Necrosis Factor-aのヒトグリオーマ細胞

に対する増殖抑制効果にっいての研究

  腫 瘍壊死因子 tumor necrosis factor-a（TNF）は，その主 な作
用と して，直 接の腫瘍細胞 に対する殺細 胞効果／増殖 抑制効果を
有す るために ，各種癌疾患 での報告の他 ，脳腫瘍にお いても臨床
試験が進行中である．しかしながら，ヒIケ゛リオ‐マ細胞の多くはin
vit roに おいてTNFの殺細胞 効果に対して抵抗性であると報告され
ている．本研究は，ヒ10゙ リオ 7゙ うスI－マ細胞株を用いて，2種類存在
する TNF受容体の 発現を解析し， TNFの分化誘導によ る増殖抑制効
果について検討したものである．
  ケ゛リオ 7゙ ラスF-マ細胞12株において，p55およびp75TNF受容体の発現
を，PCRおよび7ローサイIメIリーにて検索したところ，すべての細胞株
でp55TNF受容体を検出 した．この内 ，p75TNF受 容体をも発現 して
いた も のは 4細 胞株 で あっ た が， p75TNF受容体のみ 発現した細胞
はなかった．  このことから，ケ゛リオ7．ラスI―マ細胞におぃてはp55TNF
受容 体 が優 位 に発 現し て おり ， TNFの 作用発 現にはp55TNF受容体
が機能的受容体として関与していると考えられた．
  次に，ヒIケ゛リオ 7゙ ラスIーマ細胞12株に，256 U/mlまでの低濃度TNFを
3～ 7目 間 作 用さ せ ると ，MTT試 験で ほ とん ど の細 胞株 は TNFの 殺
細胞 効 果に 対 して 抵抗 性 であ っ た． し かし同様の低 濃度TNFで，
3H－ thymiciine取 り込み試験での DNA合成能を評価す ると，9細胞
株で抑制効果を認めた．以上より，TNFはケーリオ7’うスIー7細胞に対し
顕著 な殺細胞 効果を有さな いものの，増 殖抑制効果を 示し得るこ
とが示唆された．
  TNFのケ゛リオ7ーうスI－マ細胞に対する増殖抑制効果の機序を検討する
ために，BrdU－PI二重染色法による7ローサイIメIリーで細胞周期解析を
行な うと，G o/Gl期細 胞の増加とS期細 胞の減少を認 め，このTNF
の抗増殖効果の一部はケ゛リオ 7゙ ラスIーマ細胞のS期におけるDNA合成が
抑制される ことにより生じ ることが示された．  さらにTNF刺激に
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より，0́ リオ―マにおける分化度の指標と考えられているglialfibr
i llary acidic protein（GFAP）量の変化をフ□―サイIメIリ‐で調べたと
ころ，細胞内のGFA蛋白の増加を認め，ク゛リオフ′うスI‐マ細胞でfよTNF
により分化が誘導されることが示された．
  TNFの細胞障害活性における作用機序は不明な点が多いが，7ラ
キI゙ ン酸代謝における7オス7オリハ．－セーA2の関与が指摘されている．今
回の実験結果からも，TNFに感受性を示した細胞株ではTNF処理に
より培養上清中にPGE2の放出が増加しており，フォス7オリn．－セ゛A2の
賦活化を介する細胞障害効果が少ナょくとも一部のケ．りわ゛ラスI－マ細
胞においてあてはまることが示唆された．
  さらに，TNFの殺細胞効果に対するケ゛リオ7゙ ラスI－マ細胞の抵抗性の
機序を解析するために，細胞内Mn－SODを測定した．Mn－SODは，TN
Fによる細胞障害作用から細胞を防御する防御蛋白質として注目
されているf ree  radical  scavengerのーっで，TNF抵抗性の要因
とする報告もある．ケーリオフーラスIーマ細胞内のMn―SODは様々な値を示
し，TNF刺激により濃度および時間依存性にMn－SODが誘導される
傾向が見られた．しかしTNF感受性株において顕著に誘導され，
MnーSODがケ゛リオフ゛うスI－マにおいてTNFに対する防御蛋白質として働く
可能性は少ないと考えられた．
  直接的な抗腫瘍細胞効果とは別に，TNFにはケ゛リオーマ由来の細胞
からある種のサイIカイン産生を促すことが報告されている．ケ゛リオ7゙ ラ
スI－マ細胞のサイIカイン産生能に対するTNFの影響にっいて調べたとこ
ろ，細胞障害作用を示さない比較的低濃度かっ短時間のTNF作用
により，IL－6，IL－8，GM－CSFの産生増加を認めた．この事実は
TNFの作用を考える上で非常に興味深い．0゙ リオフ．ラスF-マはTNFの細
胞 障害活性に対して感受性が低いが，それは単に無反応である
というのではなく，ケ゛リオ7゙ ラスI－マの代謝のある回路は低濃度・短
時 間のTNFに非常に敏感に反応することを示している．TNFがこ
れ らの生理活性物質の産生を促すことは，GFAP産生量の増加と
同様にヶ゛リオフ．ラスI―マ細胞の分化誘導の結果であるのかもしれない
  前述したように，ケ．リオ7゙ ラスI―マ細胞ではp55TNF受容体が優位で
機 能 的受 容体 で ある 考え られる．p75TNF受容体の機能 を推定
するために，p55TNF受容体単独とp55およびp75TNF受容体の両者
を発現する細胞において，TNFの増殖抑制効果とサイIカイン産生能に
っいて比較したが，明らかな違いは見い出せず，一部のケ゛リオ7ーラ
ス1－マ細胞が発現するp75TNF受容体の機能にっいては明らかにで
きなかった．
  以上をまとめると，ケ゛リオフ´ラスI－マ細胞はp55TNF受容体という機
能的受容体を持ち，低濃度TNFに対しても種々の反応を起こす．
その作用は殺細胞効果をもたらすようには働かず，種々のサイIカイ
ンやGFAPなどの蛋白産生を促すことにより細胞を分化誘導し，増
殖静止効果をもたらすのではないかと‘いうことである．悪性神
経膠腫に対するTNFの臨床効果は未だ明瞭ではないが，本研究に
より腫瘍細胞の分化誘導療法のーっとしてTNFを利用できる可能
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性が示唆された，
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