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    学位論文題名

Inteleukin(IL)-6 asaPancreas Carcinoma-Derived

    Vascular Permeability Regulator in vitro

    （膵癌細胞培養株産生IL-6による血管透過性亢進能の検討）

学位論文内容の要旨

    ［目的］

  癌細胞と癌宿主細胞との相互作用は、癌の臨床経過の大きな鍵を握っており、特に血管との相互作用

は癌の進展増殖に大きく関与していると思われる。

  そこで、その相互作用を媒介する物質の―っとして微量で顕著な作用を発揮するサイ卜カイン、IL-6に

注目し膵癌細胞と血管内皮細胞の相互作用を血管透過性を指標に検討した。

    ［材料と方法］

1．膵癌産生可溶性物質の血管透過性調節活性の検討

  0.4 5,ctmpores江 eの filter付 き の 内 筒 を 持 っ た tra ns wellを 使 用 し 実 験 を 行 っ た 。

  内筒内にHUVEC単層培養し、そこにPCI-6，10，24，35の細胞培養上清とEva ns blue alb uminを添

  加した培 養液を加える。12時間培養した後、620 n_mの吸光度を測定することにより外筒に漏出し

    たEva ns  blue alb uminを定量した。HUVECは出産当日の臍帯より酵素灌流法を用いて採取した内

  皮細胞を5日間培養し使用した。

  膵癌細胞培養上清はPCI-6，10，24，35 (lx107個）をconfluentの状態で2日間培養したものを使用した。

PermeabilityIndex (%) =

（豊墓ロ£五皿en土&l_cleararKe -Spontaneous crearaILc.ej_xlQD

 ( clearance of  filter alone - spontaneous clearance)

2.膵 癌 培 養 上 清 の 透 過 性 亢 進 の 蛋 白 ｜ jン 酸 化 阻 害 剤 に よ る 抑 制 効 果 の 検 討 。

    実験1にて透過性亢進を示したP CI-10の細胞培養上清にW7，H7，HA1004をそれそれ30uM加え12時

    間 培 養 し た 後 培 養 上 清 を 採 取 、 実 験 1と 同 様 の 実 験 系 に て 透 過 性 の 変 化 を 検 討 した 。

3.膵癌細胞のサイ卜カイン産生性の検討。

    Northem blot法にてIL-la，IL-1ロ，IL-6，TNF-a，bFGF’TGF-ロのサイ卜カインメッセージの発現

    を検討し、細胞株間でメッセージ発現の差が見られたIL-6の蛋白量をELISA法にてを測定した。

4.ヒ卜IL-6の血管透過性亢進活性と実験系の精度の検討

    リコ ンビナン 卜ヒト IL-6のHUVECに 対する 血管透過性亢進活性と実験系の鋭敏性を検討した。
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    実験1と同様にHUVECを内筒内に単層培養し内筒内の培養液にりコンビナン卜IL-6を

  25，50，100，250，500，lOOOU/mlの濃度で添加し12時間後に外筒に漏出してきたEva ns  blue

    alb uminを測定した。また、mouse IgGをコント口―ルにとり，、抗IL．6抗体が直接特異的にIL．6

    を吸収するか否かを検討した。実験は凡・6（500／ml）を抗凡．6抗体（1000neutrauzingumt′ml）で

    吸収することにより行った。

5．ヒ ト ｜ L‐ 6に よ る透 過性亢 進の 蛋白 リン 酸化阻 害剤 によ る抑制 効果 の検 討。

    リコンビナントヒ卜IL．6く500U／m1）に30弘MのW7，H7，HA1004Nを単独及ぴ複合し加え12時間培養

    し た 後 上 清 を 採 取 、 実 験 1と 同 様 の 実 験 系 に て 透 過 性 の変 化 を 検 討 し た 。

6．ヒトIL．6の透過性亢進作用の抗IL6抗体による吸収

    リコンビナントヒ卜IL・6Q00U/mDに過剰量の抗凡．6抗体（5000U′ml）を加え12時間培養。上清を採

    取し透過性を検討した。コント口一ルとしてマウスIgGを使用した。

7．膵癌培養上清中のrL・6の透過性亢進活性の抗凡・6抗体による吸収

    PCI・10細胞培養上清に抗IL‐6抗体を過剰量（5000U/m1）加えIL・6を吸収し実験1と同様の実験系で

  透過性の変化を検討した。

    ［結果］

（1）PCI-6，10の細胞培養上清はHUVECに対し血管透過性亢進活性を示し、PCI-24，43では透過性

    亢進活性を示さなかった（pく0.05）。また500 U/mlのりコンビナント11-6は透過性を亢進させた。

（2）P CI-10細胞培養上清の透過性亢進はW7にて抑制され、H7，HA1004では抑制されなかった。

（3）northern blot法にてIL-6 mRNAはPCI-6，10，19，35においてのみ発現しPCI-24，43ではみられ

    なかった。ELISAにてPCI-6，10，19，35の細胞培養上清に多量の11-6を認めた。

    PCI-6，10，19，24，35，43の全ての株においてIL- la、TGF -pメッセージ発現を認め、―方何れの

    株 に 於 い て も 株 で IL-1ロ 、 TNF -a、 bFGFの mRNA発現 は認 められ なか った 。

（4）リコンビナントIL・6は500 U/ml以上にて有意にHUVECの透過性を亢進させ、濃度依存性に透

    過性は亢進した。

（5）ヒトリコンビナン卜IL-6の透過性亢進作用はW7，H7，HA1004何れにも抑制された。

（6）マウスモノク□－ナル抗体である抗IL-6抗体自身やコン卜□―ルとして用いたmouse IgGは血管

    内皮透過性に影響を殆ど与えず、抗IL-6抗体は実験条件の中でりコンビナントIL-6の血管透過性

    亢進を特異的に抑制することが示された。

（7）膵癌細胞培養上清の血管透過性亢進活性は抗IL-6抗体にてほぼ完全に吸収され、膵癌の産生する

    IL-6は膵癌細胞培養上清中の血管透過性亢進物質の主成分であることが示された。

    ［まとめ］

一部の膵癌培養上清アCI-6，10)にて血管内皮細胞透過性の亢進を認めた。この透過性の亢進はnorthem

blotおよびELISAの検討により、IL-6の産生と一致していた。

この透過性の亢進は、抗IL-6抗体により抑制され、透過性亢進の主体がIL-6であることが示唆された。

また、この透過性亢進は蛋白リン酸化阻害剤であるW7により抑制され、IL-6レセプタ―を介した反応

であることが予測されたが、リコンビナン卜IL-6による実験結果ではW7のみならずH7，HA100甜こて

も抑制されており両者に違いが見られた。

この違いは膵癌産生IL-6の構造上の変化、膵癌培養上清中にH7，HA1004を抑制する何らかの物質が含

まれるためと考えられるが今後更なる検討が必要である。
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学位論文審査の要旨

    学位論文題名

Inteleukin(工 L)-6 asaPancreas Carcinoma-Derived

    Vascular Permeability Regulator in vitro

    （膵癌細胞培養株産生IL-6による血管透過性亢進能の検討）

  癌細胞と血管内皮細胞との相互作用は癌の進展増殖に大き〈関与していると思われる。

  本実験は相互作用を媒介する物質のひとっとしてサイトカインに注目し、膵癌細胞の

産生するIL-6の作用を血管透過性を指標に検討した。

  実験は膵癌細胞株(PCI-6，10，19，24，35，43)と酵素灌流法にて採取したヒト臍帯静脈内皮

細胞を用いて行った。血管内皮細胞透過性の実験はぉlter付きの内筒を持ったtrans well

を使用し、アルブミンの透過性をアルプミンに結合させたEvans blueの吸光度を測定す

ることにより定量した。

  検 討 は 下 に 示 す Permeabiliヅ Indexを 算 出 す る こ と に よ り 行 っ た 。

  Permeability Index（％）〓

    （ exp_erimental clearance - spontaneous clearance_) x100

    （clearance of fIlter alone - spontaneous clearance）

  実験にてー部の膵癌培養上清で血管内皮細胞透過性の亢進を認めた。この透過性亢進

は Northern blotおよびELISAによる 検討にて、IL-6の産 生と一致して いた。

  リコンビナン卜IL-6を用いた実験にて、IL-6は500U/ml以上にて有意に血管透過性を亢

進させ濃度依存性に透過性を亢進させた。

  またマウスモノク□一ナル抗体である抗IL-6抗体自身やコント□一ルとして用いた

mouselgGは血管内皮透過性に影響を殆ど与えず、抗IL-6抗体は実験条件の中でりコン

ビナントIL-6の血管透過性亢進を特異的に抑制することを確認したのち、膵癌細胞培養

上清にこの抗IL-6抗体を加えたところ透過性の亢進が抑制され、透過性亢進の主体がIL-6

であることが示唆された。

  またこの透過性亢進はcalmodulin antagonistであるW7により抑制され、IL-6レセプ夕

一を介したタンパク燐酸化に関与する反応であることが推測されたが、リコンビナント
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  IL-6による実験結果ではW7のみならずprotein kinase inhibitorであるH7，HA1004にても

抑制されており両者に違いが見られた。この相違は膵癌産生IL-6の構造上の変化、膵癌培

養上清中にprotein kinase inhibitorであるH7，HA1004を抑制する何らかの物質が含まれる

こ と な ど に 由 来 す る と が 考 え ら れ る が 今 後 更 な る 検 討 を 要 す る 。

  口頭発表に於いて、加藤紘之教授より膵癌細胞株間のIL-6産生能の違いの理由、癌細胞

自体のIL-6産生能の多様性と治療への展望、in vivoにおける検討の有無について質問が

あった。吉木敬教授よルヒト膵癌患者におけるIL-6産生の報告と他のIL-6産生腫瘍患者

に見られる病態の有無及び構造異常を有するIL-6産生の可能性について質問があった。今

村雅寛教授より膵癌の産生するIL-6とrIL-6におけるタンパク燐酸化阻害剤による抑制の違

いを説明する機序及びそれとin vivoにおける両者の透過性亢進の差との相関性について

の質間があった。

  また池田仁講師よりIL-6産生膵癌と非産生膵癌における組織型の差、臨床経過の差、

血中のIL-6濃度における差について、薮中宗之助手より膵癌産生IL-6の糖鎖の変化につい

て質問があった。

  以上の質問に対し申請者は概ね妥当と思われる回答をした。

  この実験系を用いることにより、癌細胞の産生するサイ卜カインのin vivoにおける役

割をさらに解明することが期待される。

  膵癌細胞が産生するIL-6が血管内皮細胞透過性を亢進させることを明らかにした本実験

の意義は癌の進展増殖を理解する上で大き〈、審査員ー同は申請者が博士（医学）の学位を

受けるのに十分な資格を有するものと判定した。


