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研究成果の概要（和文）：IL-27が抗腫瘍効果を示す報告が多いが、一方で、小児白血病細胞株などは、IL-27依
存的に細胞増殖を誘導することも報告されている。また、我々は、IL-27が造血幹細胞（HSC）に直接作用するこ
とも報告した。そこで、本研究では、慢性骨髄性白血病（CML）の原因融合遺伝子BCR-ABLをHSCに導入し、放射
線照射したマウスに移植し、CMLを発症させるマウスCMLモデルを用いて検討した。その結果、外来性IL-27は、
CD8+T細胞を活性化しBCR-ABL+CML幹細胞のアポトーシスを増強し、一方、内在性IL-27は、直接HSCに作用して細
胞増殖を抑制していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：A number of evidence reveled that IL-27 exerts antitumor effects through 
multiple mechanism, while it was also reported that IL-27 promotes proliferation of human leukemic 
cell lines. In addition, we previously demonstrated that IL-27 directly acts on hematopoietic stem 
cells (HSCs). Herein, we investigated the effects of exogenous IL-27 on the development of chronic 
myeloid leukemia (CML) using its mouse model, that is established by transferring causative gene 
BCR-ABL-transduced HSCs into irradiated mice. The results suggest that exogenous IL-27 activated CD8
+ T cells and induced apoptosis of BCR-ABL+CML stem cells, which were shown using IL-27-transgenic 
mice. We also investigated the effects of endogenous IL-27 on the development of CM by transferring 
WSX-1－BCR-ABL+HSCs into wild-type mice. The results suggest that endogenous IL-27 directly acted on
 BCR-ABL+CML stem cells and inhibited their proliferation. These results may suggest its inhibitory 
effect on CML stem cells. 

研究分野：がん免疫
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
がんは、今や国民の半数が罹患し、死因の1/3を占める深刻な病気となっている。今日、免疫チェックポイント
阻害薬やキメラ抗原受容体T細胞（CAR-T）療法などのがん免疫療法が注目されているが、治療効果に個人差があ
ることや特定のがんにしか効かないなど、改善が迫られている。そこで、これらのがん免疫療法と、がんワクチ
ン療法、サイトカイン療法などと併用し最善の治療方法を確立することが必要である。サイトカイン療法は、そ
の副作用が大きいことが臨床応用への大きな妨げになっている。IL-12ファミリーサイトカインの1つIL-27は、
比較的副作用が少なく強い抗腫瘍活性を示す報告が我々の報告を含め多数ある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

がんは、今や国民の半数が罹患し、死因の 1/3 を占める深刻な病気となっている。今日、免疫

チェックポイント阻害薬やキメラ抗原受容体 T 細胞（CAR-T）療法などのがん免疫療法が注目

されているが、治療効果に個人差があることや特定のがんにしか効かないなど、改善が迫られて

いる。そこで、これらのがん免疫療法と、がんワクチン療法、サイトカイン療法などと併用し最

善の治療方法を確立することが必要である。サイトカイン療法は、その副作用が大きいことが臨

床応用への大きな妨げになっている。  

我々は、これまでに IL-12 ファミリーサイトカインの 1 つ IL-27 が強い抗腫瘍活性を有してい

ることを世界で初めて報告して以来、IL-27 が腫瘍の性質により複数の作用機序により強い抗腫

瘍効果を示すが、副作用は少ないことなどを明らかにしてきた(1, 2)。さらに、造血幹細胞（HSC）
からミエロイド系前駆細胞への分化増殖を強く誘導することなども明らかにしてきた(3)。一方、

IL-27 が血液系のがん細胞の増殖を誘導するという報告もある。さらに、IL-27 は、がん治療の妨

げに繋がると懸念される免疫チェックポイント分子 PD-L1 や Tim-3、制御性 T 細胞（Treg）、抑

制性サイトカイン IL-10 などの抑制性分子の発現を増強することも知られている。また、IL-27
が HSC に作用するなら、同様にがん幹細胞にも作用してがん細胞を増やさないかなども懸念さ

れる。 

 

２．研究の目的 

本研究では、IL-27 を用いた新しいがん治療法の確立を目指し、種々の条件下で前臨床試験研

究を行い、臨床応用に懸念される問題点を解決し、最適な治療方法を明らかにすることが目的で

ある。まず、慢性骨髄性白血病（CML）の原因融合遺伝子 BCR-ABL を GFP とバイシストロニ

ックに骨髄造血幹細胞にレトロウイルスで感染・発現させ、放射線照射したマウスに移植し発症

させる CML マウスモデルを用いて、内在性および外来性の IL-27 のがん幹細胞への効果を明ら

かにする。さらに、in vitro でマウス骨髄細胞を GM-CSF と M-CSF、IL-13 で培養して MDSCヘ
分化誘導する系を用いて、骨髄由来抑制細胞（MDSC）ヘの IL-27 の効果をなどについて検討す

る。 

 

３．研究の方法 

（１）BCR-ABL/GFP+LSK がん幹細胞移植による CMLモデルマウスの作製 

CML の原因遺伝子 BCR-ABL-IRES-GFP のレトロウイルス発現ベクターおよびそのコントロ

ールベクターMSCV-IRES-GFP（いずれも現広島大学仲先生より分与）を、エコトロピックレト

ロウイルスパッケージング細胞株 PLAT-E（東京大学北村先生より分与）に Fugene 6（プロメガ
社）を用いて遺伝子導入し、3 日後その培養上清を回収した。これらの培養上清を、マウス骨髄

細胞からソーティングにより精製した HSC を高濃度含む骨髄 Lineage−Sca-1+c-Kit+（LSK）細胞

に加え、ポリブレン存在下で 90 分間プレート遠心し感染させた。そして次の日に、放射線照射

した C57BL/6 マウスに少量の骨髄細胞と共に静注した。1週間ごとに、尾静脈より採血し、FACS
解析により、白血球の数や各種細胞分布の割合、GFP+細胞や CD11b+細胞の割合を調べる。4週
間後、脾臓を取り出し、その重量を測定し、脾臓および骨髄細胞の各種細胞分布の割合を FACS
で調べた。マウスとして、野生型 C57BL/6 マウスの他、IL-27 を肝臓特異的 Serum amyloid protein 
P のプロモーターの下流に一本鎖 IL-27 を繋いだトランスジェニックマウス（IL-27-Tg）、IL-27
のレセプターサブユニットの 1 つ WSX-1 の遺伝子欠損マウスを用いた。まず、野生型 C57BL/6
マウスの骨髄より精製した LSK 細胞に BCR-ABL-IRES-GFP を遺伝子導入し、野生型マウスと

IL-27-Tg マウスに移植し、外来性 IL-27 の CML 発症への効果を調べた。次に、野生型マウスと

WSX-1 遺伝子欠損マウスの骨髄より精製した LSK 細胞に BCR-ABL-IRES-GFP を遺伝子導入し、

野生型マウスに移植し、がん幹細胞への直接の IL-27 の効果を調べた。 

（２）BCR-ABL/GFP+Ba/F3 細胞を用いたがん幹細胞モデルの作製 

CML がん幹細胞モデルとして、IL-3依存性に増殖するマウス pro-B 細胞株 Ba/F3 細胞に、上
述の白血病の原因遺伝子 BCR-ABL-IRES-GFP の発現ベクターとコントロールベクターMSCV-
IRES-GFP をレトロウイルスを用いて感染させ遺伝子導入し、１週間後に GFP+細胞をソーティ
ングした。Ba/F3 細胞は、IL-27 のレセプターサブユニットの１つ WSX-1 は内在性に発現してい

るが、gp130 は発現していない。そこで、gp130 発現ベクターを遺伝子導入し G418 で選択した

Ba/F3-gp130 細胞を入手し（北海道大学村上先生より供与）、この細胞に同様にレトロウイルスを

用いて BCR-ABL-IRES-GFPおよびその空ベクターを遺伝子導入して、GFP+細胞をソーティング
した。即ち、Ba/F3-gp130-Vector と Ba/F3-gp130-BCR-ABL 細胞を作製し、それぞれの IL-27刺激
による、細胞増殖誘導とアポトーシスの誘導を、それぞれ、ATP 量を発光で測定する CellTiter-
Glo® 2.0 Cell Viability Assay（プロメガ社）と FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit with 7-ADD
（Biolegend社）で測定した。 



 

 

（３）抑制性細胞 MDSC の関与について 

マウス骨髄細胞を GM-CSF と M-CSF、IL-13 で 1週間培養して MDSCヘ分化誘導する系に、

IL-27 の存在下および非存在下で MDSC を分化誘導する。次に、抗 CD11b 抗体ビーズと

AutoMACS Pro を用いて CD11b+MDSC 細胞を精製する。さらに、H-2Kb 拘束性卵白アルブミン

（OVA）特異的 T 細胞受容体トランスジェニックマウス（OT-I）由来脾臓細胞を、OVA 蛋白質

で刺激して増殖を誘導する際、IL-27存在下で分化誘導した MDSC 細胞を加え、増殖への影響を
3H-thymidine の取り込みで定量した。また、MDSC へ分化誘導する際、RNA を抽出し、MDSC 分

化制御に関わる分子の発現をリアルタイム RT-PCR により調べ、それらの関与と作用機序を検討
する。 

 

４．研究成果 

（１）野生型 BCR-ABL/GFP+LSK がん幹細胞の IL-27-Tg マウスへの移植の検討 

野生型 C57BL/6 マウスの骨髄より精製した LSK 細胞に BCR-ABL-IRES-GFP またはコントロ

ールベクターをレトロウイルを用いて遺伝子導入し、野生型マウスおよび IL-27-Tg マウスに移

植し、外来性 IL-27 の CML 発症への効果を検討した。コントロールの GFP+LSK 細胞を野生型
マウスに移植すると、血中の白血球数は、1週間目は低下したがその後は上昇し、2〜3週間目で

元の数に戻った。IL-27-Tg マウスに移植して同様であった。一方、BCR-ABL/GFP+LSK 細胞を野
生型マウスに移植すると、血中の白血球数は早くから増え続け 4 週間目で約 2 倍ぐらいまでに

増えた。ところが、IL-27-Tg マウスに移植すると、コントロール GFP+LSK 細胞を移植した時と

同様に白血球数の上昇が抑えられた。4週間後、脾臓の重量を測定すると、白血球数の増加と同

様に、BCR-ABL/GFP+LSK 細胞を野生型マウスに移植すると、約 2倍に脾臓が大きくなっていた

が、IL-27-Tg マウスへの移植では、それが抑制されていた。FACS 解析により、野生型マウスの

脾臓では、CD11b+Gr-1+のミエロイド細胞の数が増えていたが、IL-27-Tg マウスの脾臓では、そ

の増加が抑制されていた。さらに、IL-27-Tg マウスの脾臓では、活性化した CD107a+CD8+ T 細

胞の割合が増加し、GFP+PI+Annexin V+細胞死が誘導された細胞の割合も増えていた。さらに、こ

の時の脾臓での種々のサイトカイン等の mRNA 発現をリアルタイム RT-PCR で調べると、IL-27-
Tg マウスでは、IL-6 の発現が減少傾向にあった。 
（２）WSX-1欠損 BCR-ABL/GFP+LSK がん幹細胞の野生型マウスへの移植の検討 

次に、野生型および WSX-1 欠損マウスの骨髄より精製した LSK 細胞に BCR-ABL-IRES-GFP
をレトロウイルを用いて遺伝子導入し、野生型マウスに移植し、内在性 IL-27 の CML 発症への

効果を検討した。WSX-1欠損 LSK 細胞の移植では、白血球数が著明に増加し、4週間後には、

脾腫もより大きく、脾臓での CD11b+Gr-1+のミエロイド細胞の数も増えていた。 

（３）BCR-ABL/GFP+Ba/F3 細胞を用いたがん幹細胞モデルでの検討 

（２）の結果より内在性 IL-27 が LSK 細胞に直接作用し、がん幹細胞の増殖を抑制している

可能性が示唆された。そこで、このことを in vitro の再構成で証明するために、Ba/F3-gp130-Vector
と Ba/F3-gp130-BCR-ABL 細胞を作製し、それぞれを IL-27 で刺激し、細胞増殖への影響を検討
した。Ba/F3-gp130-Vector 細胞では、増殖が見られないが、Ba/F3-gp130-BCR-ABL 細胞では、強

い増殖が見られた。そこへ IL-27 を加えていくと、Ba/F3-gp130-Vector 細胞では、IL-27濃度依存
的に細胞増殖が誘導された。一方、Ba/F3-gp130-BCR-ABL 細胞では、既に強い細胞増殖が誘導さ

れているので、IL-27 を加えてもさらに強い増殖は見られなかった。そこで、細胞数を少なくし

て同様な実験を行うと、高濃度の IL-27 では、むしろ増殖が抑制される傾向が見られた。 

以上の結果より、BCR-ABL/GFP+LSK のがん幹細胞モデルを用いて、IL-27 はがん幹細胞に直
接作用し増殖を抑制する可能性が示唆された。 

（４）抑制性細胞 MDSC の関与について 

IL-27 を加えると、骨髄系 G-MDSC への分化の割合は殆ど変わらなかったが、単球系 M-MDSC
への分化が減少する傾向にあった。さらに、IL-27 存在下で分化誘導した MDSC は、OVA 特異
的 CD8+T 細胞の増殖の抑制活性が減弱していた。 
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