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研究成果の概要（和文）：本研究はメラノーマ自然発症モデルマウスであるRETトランスジェニックマウスを用い、IL-
9の抗腫瘍効果の検証とその作動性因子を見出すことを目的として行った。メラノーマ移植モデルにおいてはIL-9のin 
vivo投与により、腫瘍増殖抑制作用が報告されていた。RETトランスジェニックマウスでは、IL-9によりメラノーマの
発症、進展を抑制することはなかったが、腫瘍周辺での顆粒球浸潤亢進を認めた。さらにヌードマウス移植モデルでも
IL-9の抗腫瘍効果は認められなかった。本研究からIL-9の抗腫瘍効果は少なくともT細胞依存性であること、顆粒球を
介する免疫応答亢進の活性化に寄与しうる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We investigated whether IL-9 play an anti-melanoma activity in a RET-transgenic 
mouse, a spontaneous melanoma model. Previous study reported that IL-9 mediates tumor immunity to 
melanoma using a B16F10 mouse melanoma model. Our results indicated that in vivo administration of IL-9 
did not suppress the spontaneous melanoma, though intratumoral accumulation of some granulocytes were 
observed. In addition, IL-9 also did not exert anti-tumor activity in a nude mice transplanted with 
B16F10. We concluded that administration of IL-9 failed to prevent a spontaneous melanoma progression in 
RET-transgenic mice, but IL-9 may potentiate anti-tumor activity mediated by T cell and granulocytes 
function.

研究分野：分子免疫学

キーワード： メラノーマ　IL-9
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１．研究開始当初の背景 
受容体型チロシンキナーゼ RET は多発性
内分泌腺腫症 (MEN)2A 型や甲状腺乳頭癌
の原因遺伝子として知られる原癌遺伝子で
あるが、申請者の所属研究室では RET を強
発現する RET トランスジェニックマウスを
独自に保有しており、その解析が進められて
きた。メタロチオネインプロモーターで発現
誘導される本 RET トランスジェニックマウ
スは、生誕直後から全身の皮膚色が黒く、約
15週齢以降、皮膚良性腫瘍をほぼ 100％の確
率で発症し、その後、高確率（約 70％）で高
度な転移所見が認められるメラノーマを自
然発症する特徴を持つ  (Kato M. et al, 
Oncogene, 1998)。 
腫瘍排除において CD4 陽性ヘルパーT 細
胞は重要な役割を担っており、少なくとも動
物実験レベルでは腫瘍特異的 CD4 陽性細胞
の移植によりメラノーマが抑制されること
が確認されている。CD4陽性ヘルパーT細胞
は、未熟なナイーブ T 細胞(Th0)から種々の
サイトカイン刺激を受け、そのサイトカイン
プロファイルによって Th1,Th,2,Th17 等の
サブセットに分化する。近年、ナイーブ T細
胞が IL-4とTGF-で刺激を受け分化し、IL-9
を分泌する新しいサブセットの CD4 陽性細
胞、Th9細胞が報告された。その役割につい
ては大部分が不明であるが、ごく最近、Th9
細胞は驚くべきことにリンパ球ではなくマ
スト細胞の活性化を介し、メラノーマおよび
肺癌の腫瘍増殖を強く抑制する、との報告が
なされた(Purwar R. et al, Nat Med, 2012)。
しかし、株化癌細胞を用いた移植実験では明
確な結果が得られているが、自然発症する腫
瘍に対する Th9や IL-9の効果の検討はなさ
れていない。癌の自然発症モデルを用いた解
析は、ヒトとの比較、治療応用に向けたアプ
ローチには必須と考える。 
 
２．研究の目的 

IL-9は、直接メラノーマ細胞を殺すことは
できない。また、T細胞や B細胞が欠損した
Rag1 ノックアウトマウスを用いた解析から、
IL-9 は T 細胞や B 細胞が無くても、メラノ
ーマを抑制できる。このことは、T細胞や B
細胞以外の細胞が IL-9 のエフェクターとな
り、そこから何らかの（真の）抗腫瘍因子が
発現することを強く示唆する。その候補とな
る細胞は、c-Kit 陽性かつ IL9 受容体陽性細
胞、すなわち、マスト細胞であることが分か
っている。本研究では、前述の研究背景、お
よびこれまでの研究成果・予備知見をもとに、
IL-9作動性の真の抗腫瘍性因子を同定し、そ
れを用いた全く新しい治療薬、診断法の確立
の基盤となる研究を行うため、下記研究方法
を計画した。 
 
３．研究の方法 
(1). In vitro において、IL-9 添加マスト細
胞から放出されるメラノーマ細胞増殖抑制

因子の探索を行う。 
(2). メラノーマ自然発症モデルでのIL-9の
抗腫瘍効果を調べるため、RET トランスジェ
ニックマウスにおいて、Th9 細胞の養子移植
またはレコンビナント IL-9 の導入を行い、
抗腫瘍効果を確かめる。 
(3). マウスメラノーマ培養細胞株（RET トラ
ンスジェニックマウスの腫瘍より独自に樹
立した細胞株：Mel-ret 細胞）を用い、上記
(1)で同定した因子による抗腫瘍効果のメカ
ニズムを解明する。 
(4). 本研究はヒトへの応用が究極の目的で
ある。そこで、ヒトのメラノーマ細胞株のみ
ならず、他の株化癌細胞を可能な限り用い、
上記(1)で得られた因子による増殖抑制効果
について、癌細胞に対する作用特異性がある
か調べる。 
 
４．研究成果 
 マウス骨髄細胞より IL-3 にて分化させた
肥満細胞（BMMC）を取得し、IL-9 にて賦活し
た BMMC 馴化培地は、マウスメラノーマ細胞
株に対して増殖抑制効果を有するか否か検
討した。実験の結果、馴化培地によるメラノ
ーマ細胞株の増殖抑制効果は見られなかっ
た。このことから、IL-9 処理された BMMC の
馴化培地には、直接メラノーマ細胞の増殖・
生死に寄与する因子は存在しない可能性が
示唆された。また、メラノーマ自然発症トラ
ンスジェニックマウスである RET-Tg マウス
に、IL-9 を投与し、腫瘍周辺の浸潤細胞につ
いて組織切片標本を作成し調べた。検討の結
果、IL-9 投与群では、ギムザ染色陽性（青紫）
の顆粒球が多く浸潤している知見が得られ、
マスト細胞もしくは好塩基球の腫瘍組織へ
の浸潤促進作用が示唆された。IL-9 は腫瘍組
織でのマスト細胞の浸潤または活性化を促
し、何らかの抗腫瘍作用に寄与している可能
性が考えられた。 
 腫瘍を発症したRET-Tgマウス(1年齢)に対
し、IL-9 を腹腔内投与し（2日おき、4週間）、
抗腫瘍効果に関する影響の有無について検
討を行った。まず、脾臓、胸腺におけるリン
パ球への影響について調べたところ、胸腺に
おける CD4，CD8 マーカー解析においては顕
著な差は見られなかったが、脾臓において、
IL-9投与マウスではCD3陰性CD45R陽性細胞、
および CD8陽性 T細胞の割合がそれぞれ増加
したことが分かった。次に、リンパ節、脾臓
の薄切組織切片を作製し、HE 染色およびマッ
ソン・フォンタナ染色にて調べたところ、
IL-9 投与マウスではメラニン含有細胞が顕
著に増加した。これは F4/80 陰性であったこ
とから単球・マクロファージではなく、メラ
ノサイトもしくは何らかのメラニンを貪食
した細胞である可能性が考えられた。脾臓に
おいて、IL-9 投与により c-Kit 陽性 FcRI 陽
性のマスト細胞の割合が増加した。IL-9 によ
る NK 細胞の賦活が考えられたが、腫瘍組織
でのNK細胞の有意な増加は見られなかった。



一方、IL-9 投与により脾臓、リンパ節重量が
大きく低下したが、この意義についてはさら
に検討を進める必要がある。ここまでの結果
から、メラノーマ自然発症モデルを用いた本
実験により、IL-9 はマスト細胞や他の細胞か
ら分泌される何らかの IL-9 応答物質が、貪
食細胞や CD8 陽性 T細胞を活性化させ、抗腫
瘍に寄与する可能性が考えられた。 
 腫瘍未発症のヘアレス RET-Tg マウスに、
３ヶ月間定期的に IL-9 を腹腔内投与し、そ
の後の腫瘍発症への影響を調べた。またヌー
ドマウスに浸透圧ポンプを用い、持続的な
IL-9投与条件における移植B16メラノーマ細
胞の増大の抑制について検討した。腫瘍発症
した RET-Tg マウスには、IL-9 を腹腔内投与
し、リンパ組織や腫瘍周辺の浸潤細胞につい
て組織切片標本を作成し、免疫組織学的染色
法により、各種免疫系細胞について調べた。 
ヘアレス RET-Tg マウスにおいて、IL-9 投与
による腫瘍抑制効果は認められず、本モデル
では IL-9 の抗腫瘍効果は得られないとの結
論に至った。また、ヌードマウスへのメラノ
ーマ移植モデルにおいても、IL-9 の抗腫瘍効
果は認められなかったことから、T 細胞の存
在が必須である可能性が示唆された。IL-9 を
投与した RET-Tg マウスにおいて、脾臓およ
びリンパ節でメラノファージ様細胞の増加
が見られ、二次リンパ組織における免疫応答
の活性化が示唆された。また、腫瘍周辺に顆
粒球が多く浸潤している知見が得られ、マス
ト細胞もしくは好塩基球の腫瘍組織への浸
潤促進作用が示唆された。以上、IL-9 は T細
胞の存在下において二次リンパ組織での免
疫応答の亢進活性化を促し、顆粒球を介する
抗腫瘍作用に寄与している可能性が考えら
れるが、少なくとも自発腫瘍モデルに対して
の抗腫瘍効果は得られなかったため、他の自
発的腫瘍モデルでの精査が必要と考える。 
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