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    学位論文題名

サイトカイン遺伝子導入によるPGE2産生腫瘍細胞のワクチン効果の増強

学位論文内容の要旨

［目的］

  マウス線維肉腫QRpP細胞は，免疫抑制物質とレて知られるプロスタグ

ランジンE2（PGE2）を大量に産生し，局所におけるTリンノく球の増殖を抑制

することにより，同系マウスにおいて致死的に増殖することが知られてい

る．本研究は，この細胞にサイトカインの遺伝子を導入することにより，ワ

クチン効果が得られるか否か検討した．

［材料と方法］

1．動物および細胞

  動物は，C57B L/6マウスおよびBAL B/c  nu/nuヌードマウス（雌，6～8

週齢）を用いた．細胞は，3-メチルコラン卜レン誘発C57BL／6マウスの可

移植性線維肉腫B MT-11由来のQRpP細胞を用いた．

2・発現ペクターの作成

  11-2と【FN‐Yは，プラスミドベクター’pGEMSRaNeoを用いて，それ

ぞれ単独または同時に発現させた． TN F-aは，レ卜ロウイルスベク夕一を

用いて発現させた．．

3．遺伝子の導入およびク口ーン細胞の樹立

  プラスミドベククーはりポフェクチン法で，レ卜ロウイル′スベクターは

ポリブレンで腫瘍細胞を処理し，遺伝子を導入レた後，G 418（400LLg/ml）

の選択培地で14日間培養レ，限界希釈法にて各ク口ーン細胞を樹立レた．

4．導入された遺伝子の発現および活性の測定

  各ク口ーン細胞よりAGPC法にてRNAをキ1‖出し，RT-PCRを行った．ま

た，各ク口ーン糸‖胞の培養上i背中のサイトカインの活1生を，I1-2は

CTLL2，IFN‐YはWEH I279，TNF-aはL929を用いたbioassay法で測定レ

た．



5.P GE2の測定
  各ク ロー ン翁 ‖ 胞の 培養 上清 を 回収 し， ELISA法に て測 定し た．

6．サイ トカイン産生腫瘍細胞の腫瘍 原性と拒絶マウス再移植抵抗性
  各サイトカイン産生腫瘍細胞（2xl05個）を，同系C57BL／6マウスまた
はヌードマウスの右背部皮下に移植した．21日目で腫瘍の形成のみられな
かった同系マウスには，親株QRpP細胞（2x10s個）を左背部皮下に移植レ，
再移植抵抗性を観察した．

7．サイトカイン産生腫瘍細胞の免疫原性
  各サイトカイン産生腫瘍細胞（lx10゚ 個）に60Co（80Gy）を照射レ，同系マ
ウスに皮下接種レ，免疫動物を作成した後，親株QRpP細胞を皮下に移植
し，免疫原性を検討、した．
8．リンパ球腫瘍細胞混合培養

    ` L
  各サイトカイン産生腫瘍細胞（lx10゚ 個）を同系マウスの皮下に移植
し，21日目に脾臓を摘出レ，ガラスホモジナイザーメッシュを用いて単細
胞とし，マイトマイシンCで処理したQRpP細胞と混合培養した．5日後回収
してエフェク夕一とし，親株QRpP細胞を標的として細胞傷害活性をsiCr
遊離試験(6hrs)で測定レた．

［結果］

1．導入遺伝子の発現

  各 サ イ ト カ イ ン 遺 伝 子 導 入腫 瘍細 胞か ら得 ら れた クロ ーン の う

ち，mRNAの発現を検出できたクローンならびにその培養上清中の活性は，

それぞれIL-2遺伝子導入腫瘍細胞では19ク口ーン中8クローン，検出限界

以下～4 0u nits／ml，．IFN-y遺伝子導入腫瘍細J胞では22ク口ーン中5クロー

ン，検出限界以下～50units/ml，TNF~a遺伝子導入腫瘍細胞では13ク□一

ンすべて，12～235units／mlであった．また，IL-2／【FN-` ′遺伝子導入腫瘍細

胞 で は 13ク ロ ー ン 中 ， ． IL‐ 2は 6ク 口 ― ン ， 検 出 限 界 以 下 ～

12．5units／ml，【FN‐Yは5ク口一ン，検出限界以下～100units／mlであった．

親株QRpP泉‖胞およびNco′遺伝子導入細I胞では，いずれのサイトカインも

mRNAでの発現は言忍められず，培養上みi中の活1－：は検出限界以下であった．

2．PGE2の産生量

  培養上f苛巾のPGE2の産生量は，親株QRpP荊‖胞では約8，0（jopg／mI，サイ

卜カイン遺伝子導入知I胞では検fむ限界以下～24，00（）pg／mIと「｜Jがあった．

これらのク口一ンの中からPGE2の産生量およびinvit「oにおける増殖能



が，親株QRpP泉‖胞と同程度のものを選択し，以下の実駿に門1しヽた．

3.in viv0における腫瘍原性およびワクチン効果

  親株QRpP細胞およびQRpP-Nco細胞を移植されたマウスは，全例腫瘍

死レた．レかレ，QRpP-IL-2細胞を移植されたマウスでは，12例中11

例，QRpP-IFN--細胞を移植されたマウスでは12例中11例，QRpP－TN F-Q

細胞を移植されたマウスでは10例中4例，QRpP-IL-2/IFN．Y細胞を移植さ

れたマウスでは12例全例が腫瘍を拒絶した．さらに，QRpP -IL-2細胞を拒

絶したマウスの11例中8例（72.7％），QRpP－IFN－Y細胞を拒絶したマウス

の11例中3例（27.3％），ならびにQRpP-IL―2／I'FNーY細胞を拒絶レたマウス

の12例中5例Iく41．7％）は親株QRpP細胞の再移植に対して抵抗性を示した

が，QRpP-TNF-a細胞を拒絶したマウスでは4例とも全て抵抗性を示さな

かった．

  また，ヌードマウスでの増殖性をみると，親株QRpP細胞，QRpP-Neo細

胞 ，QRpP-IL-2細胞，QRpP-TNF-a細胞の全例が生着したのに対し

て，QR pP -IF N-Y細胞，QRpP -IL-2／IFN‐Y細胞は全例が拒絶された．

4．サイトカイン産生腫瘍細胞の免疫原性

  照射された細胞の免疫原性は，いずれのサイ卜カイン産生腫瘍細胞にお

いても親株QRpP細胞と比較して上昇しておらず，逆にIFN．Y産生腫瘍細

胞では免疫原性は低下レていた．

5・サイトカイン産生腫瘍細胞担癌マウスのT細胞の抗腫瘍応答性

  QRpP／【L-2細胞以外のサイトカイン産生腫瘍細胞を皮下に移植された

マウスの脾細胞から誘導された細胞傷害性T細胞（CTL）は，親株QRpP細胞

のそれと同程度の活性しか示さなかった．しかレ，QRpP／IL-2細胞を移植

されたマウスの牌細胞から誘，導されたCTLの活性は有意に高かった，

［考察］

  PGEつーを大量に産生し，局所におしヽて宿主の抗腫瘍免疫反応を抑fおl亅する

Q RpP細I胞に，遺伝子導入により【1-2，IFN -YおよびTNF-aのサイ卜カイン

を産生させると，宿主の抗腫瘍免疫反応が増強され，サイトカイン産生

Q RpP荊‖胞は同系マウスで拒絶されることがin  viv0の移植実験より｜リ］ら

かになった．レかレ，ワクチン効果は，各サイ卜カイン産生JJ亜瘍翁‖胞におい

て効果に差がみられた．これは，おのおのの腫瘍泉‖胞において翁‖胞傷害1生 T

荊‖胞（CTL）の誘導能が興なるためと考えられ，in  vivoの移植実駿の結果か

ら，IFN-y産生腫瘍細1胞，11- 2/IFN‐Y産生腫瘍荊‖胞では，主としてNK縄1胞



やマクロファージにより拒絶され，T泉‖胞が関与しないと推察された．ま

た，inVIV0の移植実験ならびにCTL誘導能の結果から，TN F-a産生腫瘍細
胞は，腫瘍局所に大量のPGE2が存在すると，TNF．Qが産生されてもCTLを

誘導できないと推察された．再移植抵抗性ならびにCTL誘導能の結果から，
ワクチン効果を増強するには，IL-2の存在が最も重要であることが示唆さ
れた．

［結語］
  P GE2，高産生マウス線維肉腫QRpP細胞にIL-2，【FN-Y，TN F-aの遺伝子を導
入レ以下の結果を得た．

1．免疫抑制因子PGE2を大量に産生する癌細胞の腫瘍原性は各サイトカイン
  遺伝子導入により低下した。

2．親株腫瘍細胞に対する移植抵抗性はIL-2遺伝子導入細胞退縮マウスで有
  意に増強された。
3．【L-2遺伝子導入腫瘍細胞担癌マウスにおいて強いCTL前駆細胞が検出さ
  れた。

  以上より免疫抑制物質，P GE2を大量に産生する腫瘍細胞に対するサイトカ
インの免疫遺伝子治療には、IL-2が最も有効であることが示唆された。



学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

サイトカイン遺伝子導入によるPGE2産生腫瘍細胞のワクチン効果の増強

  審査は、審査員全員の出席のもとに、申請者に対し、口頭試問により、提出

論 文 の 内 容 と そ れ に 関 連 し た 学 科 目 に つ い て 行 わ れ た 。
  近年、腫瘍細胞への遺伝子導入による腫瘍原性の減弱やワクチン効果の増強
に関連した研究が広く行われているが、それらの詳細については未だ不明な点
が少なくない。本研究は、サイ卜カインが抗腫瘍免疫の増強やワクチン効果の

成立にどのような影響を与えるかを明らかにする目的で、免疫抑制物質である
プロスタグランジン邑(PGE2)を大量に産生し、局所におけるTリンパ球の増殖
を抑制することにより同系マウスにおいて致死的に増殖するマウス線維肉腫
QRpP細胞に、生体の抗腫瘍免疫の増強に関与することが知られているサイ卜カ

イン（IL-2、IFN-Y、IL-2/｜FN-yならびにTNF-Q）を遺伝子導入し、抗腫瘍
免 疫反 応な ら びに ワク チ ン効 果の 発 現を 検討 した ものである。
  研究に先立ち、QRpP細胞に各サイ卜カイン遺伝子を導入して、mRNAの発現
ならびに培養上清中のサイ卜カインの活性を確認した。次いで、各サイ卜カイ
ン遺伝子導入腫瘍細胞から得られたク口一ンの中から、mRNAの発現と培養上

清中の活性が認められ、かつPGE2の産生量およびin vitroにおける増殖能が、
親 株QRpP細 胞と 同程 度 のも のを 選 択し 、以 下 の実験に用い た。
  同系マウスならびにヌードマウスの右背部皮下に各サイ卜カイン産生腫瘍細
胞を移植して、増殖性（腫瘍原性）を観察し、親株QRpP細胞およびQRpP-Neo細

胞移植マウスは全例が腫瘍死するが、QRpP-IL-2細胞移植マウスは12例中11
例、QRpP-IFN-Y細胞移植マウスは12例中11例、QRpP-TNF-a細胞移植マウ
スは10例中4例、QRpP-IL-2/IFN-Y細胞移植マウスは12例全例が腫瘍を拒絶
することを確認した。また、ヌードマウスでは、親株QRpP細胞、QRpP-Neo細
胞、QRpP-IL-2細胞、QRpP-TNF-a細胞は全例が生着し、QRpP-IFN-Y細胞
とQRpP-IL-2/IFN-Y細胞は全例が拒絶されることを示し、遺伝子導入により
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腫瘍細胞にIL-2などのサイトカインを産生させると宿主の抗腫瘍免疫反応が増

強されること、ならびにその際抗腫瘍免疫反応の担当細胞はサイトカインによ

り異なっていることを明らかにした。

  次いで、各サイ卜カイン産生腫瘍細胞のワクチン効果を確認するため、サイ

卜カイン産生腫瘍を拒絶したマウスの左背部皮下に、サイトカイン産生腫瘍細

胞移植後21日目に親株QRpP細胞を移植して再移植抵抗性を観察し、QRpP-IL-

2細胞拒絶マウスの11例中8例(72.7％）、QRpP-IFN-Y細胞拒絶マウスの11例

中3例(27.3％）ならびにQRpP-IL-2/IFN-Y細胞拒絶マウスの12例中5例

(41.7％）が親株QRpP細胞の再移植に対して抵抗性を示すことを明らかにレた。

  6，0Co処理した各サイトカイン産生腫瘍細胞の免疫原性は親株QRpP細胞に比

べて上昇していないことを確認した後、各サイトカイン産生腫瘍細胞を皮下移

植したマウスの抗腫瘍応答性を、細胞傷害性T前駆細胞(pre-CTL)の誘導能に

より検討し、QRpP-IL-2細胞移植マウスの脾細胞から誘導された細胞傷害性T

細胞(CTL)の活性のみが有意に高く、他の細胞移植々ウスでは、CTLの活性は親

株QRpP細胞の場合と同程度であることを認め、PGE2が局所に大量に存在して

も、IL-2が十分に産生される場合は、腫瘍細胞を傷害するばかりでなく、ワク

チン効果も成立させうることを明らかにした。その成立機序については、IL-2

産生腫瘍細胞では遺伝子導入により多量に産生されたIL-2がpre-CTLを活性化

させたことによりヮクチン効果が成立し、一方IFN-YならびにTNF-Q産生腫瘍

細胞においては、大量のPGE2存在下では、pre-CTLを十分に誘導できず、ワク

チン効果が十分に成立しなかったものと考察し、免疫抑制物質，PGE2を大量に

産生する腫瘍細胞のワクチン効果の増強には、IL-2が最も重要であると結論レ

ている。

  論文の審査にあたって、論文申請者による研究の要旨の説明後、本研究なら

びに関連する研究について、主査および副査より質問が行われた。いずれの質

問についても、論文申請者から明快な回答が得られ、また将来の研究の方向性

についても具体的・に示された。本研究は、免疫抑制物質PGE2を大量に産生する

腫瘍細胞に遺伝子導入を行うことによルワクチン効果を誘導できること、なら

びにその増強には11-2によるpre- CTLの活性化が最も重要であることを明らか

にしたことが高く評価された。本研究の業績は、口腔外科の分野はもとより、

関連領域にも寄与するところ大であり、博士（歯学）の学位授与に値するものと

認められた。


