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研究成果の概要（和文）：近年炎症とがん悪性進展との関連が注目されている。本研究では炎症性サイトカインIL-1α
を高発現している高転移能肺癌細胞株と同じ親株より樹立された低転移株の比較検討により、IL-1がマクロファージの
浸潤とがん促進マクロファージへの分化誘導を介してがん血管・リンパ管新生を誘導し、がん細胞のリンパ節転移を促
進することを明らかにした。さらにIL-1/IL-1Rシグナルを標的とした薬剤が高転移能肺癌細胞株のがん血管・リンパ管
新生及びリンパ節転移を著明に抑制することを示した。以上の結果よりがん微小環境におけるIL-1/IL-1Rシグナルは、
がん血管・リンパ管新生及び転移の有用な治療標的となることを示した。

研究成果の概要（英文）：Recently it is highlighted that inflammation is closely linked to tumor progressio
n. In this study we demonstrate that IL-1 promotes tumor angiogenesis and lymphangiogenesis through infilt
ration of tumor supporting macrophages expressing anigogenic and lymphangiogenic factors, resulting in lym
ph node metastasis of lung cancer cells by comparing highly metastatic human lung cancer cell line express
ing higher IL-1alpha with its low metastatic counterpart expressing lower IL-1alpha. Furthermore, we also 
demonstrate that IL-1/IL-1R-targeted drug significantly suppresses tumor angiogenesis, lymphangiogenesis, 
and lymph node metastasis. IL-1/IL-1R may thus play crucial roles in malignant progression by lung cancer 
cells, and the therapeutic efficacy of IL-1R-targeted drugs may lead to an alternative novel strategy to t
reat lymph node metastasis.
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１．研究開始当初の背景 
 炎症は胃癌、子宮頸癌、肝癌などをはじめ
多くのがんの発症から進展に深く関与し、さ
らにがん血管新生と深く関与することが多
大の注目を集めている。世界中でがんと炎症
に関する研究が活発に行われているが、未だ
炎症を標的とした有効ながん治療法は確立
されていない。そのため炎症のがん悪性進展
への関与機序を解明し、治療標的を創出する
ことは重要な課題となっている。 
インターロイキン-1（IL-1）はがんの増大や
浸潤/転移に深く関与する代表的な炎症性サ
イトカインである。我々はこれまでに世界に
先駆けて IL-1 をはじめとした炎症が血管・
リンパ管新生を誘導することを報告してい
る。さらに IL-1 ががん間質にマクロファー
ジや好中球を集積させ、がんの悪性進展に最
適な微小環境を形成することを報告してい
る。以上の背景より、IL-1 とその受容体
（IL-1R）のがん転移に深く関連するがん血
管・リンパ管新生への関与機序を明らかにし、
新規のがん血管・リンパ管新生を標的とした
がん治療の基盤を創出することが重要であ
ると考えた。 
 
２．研究の目的 
(1) がんの血管・リンパ管新生や高転移能の
獲得における代表的な炎症性サイトカイ
ン IL-1/IL-1R シグナルの関与機序を明
らかにする。 

(2) IL-1/IL-1Rシグナルやそれに関連する因
子の中から、がん血管・リンパ管新生や
がん転移に関与するメカニズムを基盤に
した新規血管・リンパ管新生阻害薬の開
発を進める。 

 
３．研究の方法 
(1) 高転移性肺癌細胞株と低転移性肺癌細胞
株の樹立：高転移性肺癌細胞株と低転移
性肺癌細胞株は名古屋大学高橋隆教授よ
りご提供いただいた。樹立方法は、ヒト
肺癌細胞をマウスの皮下に移植し、肺・
リンパ節へと転移しなかった細胞株を低
転移性肺癌細胞株とした。肺へと転移し
た転移巣からがん細胞を採取することを
2 回繰り返し、その後その細胞を皮下移
植しリンパ節へと転移した転移巣から採
取した細胞を高転移性肺癌細胞株とした。 
 
(2) 皮下移植実験：1.0×106個の細胞株を100
μL の無血清 RPMI 1640 培地に懸濁し、
KSN ヌードマウスの右腹壁部の皮下に移
植した。IL-1R アンタゴニスト（IL-1Ra）
は移植初日より連日皮下投与を行った。
移植後は、週２回、測径器で腫瘍径を測
定し、次のような計算式にて腫瘍体積を
算出した；体積＝長径×短径 2×0.5。35
日後に腫瘍、リンパ節を回収した。 
 
(3) 腫瘍内マクロファージの単離：コラゲナ

ーゼにより皮下移植腫瘍を細胞ごとに分
離し、磁気ビーズ標識 CD11b 抗体により
腫瘍内よりマクロファージを単離した。
単離した細胞はマクロファージ特異的マ
ーカーであるF4/80抗体を用いたFACSに
より70％以上がマクロファージであるこ
とを確認した。 
 
(4) ヒト肺癌細胞株とマウス腹腔内マクロフ
ァージの共培養実験：マウス腹腔内マク
ロファージを回収後、通常培養条件下で
24 時間培養し、ヒト肺癌細胞株 2.5×104

個とマクロファージ 2.0×105 個を 10% 
FBS RPMI 1640 培地中、35mm dish に播種
した。翌日、IL-1Ra 50ng/mL の入った培
地に置換し、さらに 72 時間培養した。そ
の後、RNA を回収し、real time RT-PCR
法を用いて mRNA の発現量を測定した。 
 
４．研究成果 
(1) 高転移性肺癌細胞株と低転移性肺癌細胞
株間で遺伝子発現やタンパク質発現を対
比したところ、高転移性肺癌細胞株で
IL-1 の発現亢進が観察された（図 1）。さ
らにマクロファージ走化性因子である
CXC ケ モ カ イ ン （ CXCL1/Gro α 、
CXCL5/ENA78、CXCL8/IL-8）の発現亢進が
みられた（図 1）。細胞内シグナルにおい
ては、炎症性シグナルであるCOX-2や NF-
κB シグナルの亢進を観察した。しかし
ながら血管・リンパ管新生因子である
VEGF-A や VEGF-C の発現量に大きな差は
見られなかった（図 1）。 

(2) in vivo の系で高転移株腫瘍では腫瘍体
積や腫瘍内血管・リンパ管新生密度、マ
クロファージ浸潤数、リンパ節転移が低
転移株腫瘍に比べ有意に増加していた。
また腫瘍内における間質細胞由来VEGF-A
や VEGF-C の発現上昇が観察された。しか
し、がん細胞由来の VEGF-A や VEGF-C の
著明な発現上昇は観察されなかった。 
 
(3) 間質細胞由来の VEGF-A や VEGF-C がどの
細胞により産生されているかを検討する
ため、抗ヒト及びマウス VEGF-A 及び
VEGF-C抗体を用いて腫瘍組織切片の免疫
染色を行ったところ、高転移株腫瘍内に
おける VEGF-A 及び VEGF-C はマクロファ



ージ特異的なマーカーである F4/80 と共
染された（図 2A）。 
 
(4) 磁気ビーズを用いて腫瘍内よりマクロフ
ァージを精製し、腫瘍内マクロファージ
における VEGF-A 及び VEGF-C の発現を
qRT-PCR 法により比較したところ、高転
移株腫瘍由来のマクロファージでこれら
の因子の発現の増加が観察された（図2B）。
さらにこのマクロファージはがん促進マ
クロファージ特異的な因子（Arginase, 
IL-10）の発現が増加しており、がん抑制
的マクロファージ特異的な因子（iNOS, 
IL-12）の発現が減少していた（図 2C）。 

 
(5) in vitro 系で高転移株とマクロファージ
の共培養により、マクロファージからの
VEGF-A 及び VEGF-C の有意な発現量の増
加が観察された。この時 IL-1R アンタゴ
ニスト（IL-1Ra）の投薬によりこれらの
発現増加が有意に抑制された（図 3）。 

 
(6) in vitro 系で高転移株誘導のマクロファ
ージの遊走能は IL-1Ra 投薬により有意
に抑制された。この時 IL-1Ra の投薬によ
り高転移株のマクロファージ走化性因子
である CXC ケモカイン（CXCL1/Groα、
CXCL5/ENA78、CXCL8/IL-8）の発現が有意
に抑制された（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(7) IL-Ra 処理により高転移株の腫瘍増殖と
リンパ節転移（図 5）、腫瘍内血管・リン
パ管密度、マクロファージ浸潤数（図 6）
が著明に抑制された。さらにがん間質細
胞由来の VEGFA、VEGF-C の発現抑制も観
察された（図 7）。 

 
以上の結果よりがん微小環境における
IL-1/IL-1R シグナルを標的とした治療戦略
は、マクロファージによる血管・リンパ管新
生因子の産生とがん促進的な性質の獲得を
抑制し、腫瘍内血管・リンパ管新生さらにリ
ンパ節転移を抑制するために有用であるこ



とを示した。 
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