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研究成果の概要： 

悪性黒色腫細胞において、STAT3 は IL-8 遺伝子のプロモーター領域の-245 to -237 bp に存

在する STAT3 結合 sequence TTCACCAAA に結合することにより、IL-8 発現を gene 

transcription レベルで促進することができる可能性を示した。悪性黒色腫細胞では恒常的に

STAT3 が活性化されているため、上記メカニズムで IL-8 発現が恒常的に起こっていると考えら

れた。 
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１．研究開始当初の背景 

 

 悪性黒色腫細胞は多種のサイトカイン・増

殖因子を恒常的に産生し、これらは黒色腫の

癌化進展過程に影響を及ぼすことが明らか

になっているが、産生されるサイトカイン・

増殖因子の種類は細胞によって異なってい

る (J. Invest. Dermatol. 100 (Suppl 2), 

196S-203S, 1993; Semin. Oncol. 23, 673-681, 

1996)。Interleukin-8（IL-8）は、ほとんど

すべての黒色腫細胞株および黒色腫患者組

織から産生されることが明らかとなってい

るサイトカインで、その普遍的発現から黒色

腫の病態における重要性が推測され、私共を

含めた研究者により、黒色腫細胞の増殖や転

移に重要な役割を担っていることが明らか



に さ れ て い る  (Cancer Res. 54, 

3242-3247,1994; Cancer Res. 55, 3669-3674, 

1995; Int. J. Cancer 103, 335-343, 2003)。

よって、IL-8 の産生制御機構の解明は悪性黒

色腫の治療戦略上重要な課題である。しかし

ながら、黒色腫細胞の恒常的 IL-8 産生機序

についての解析は、Fidler らのグル−プが

NF-・B の関与を指摘した論文 (Cytokines 

Cellular Molecular Therapy 6, 9-17, 2000) 

が１報存在するのみである。彼等は NF-・B

が黒色腫細胞の恒常的 IL-8 産生を転写レベ

ルで制御することを示しているが、彼等の報

告以後、一般的に IL-8 の転写には NF-・B 以

外に別の転写因子が同時に必要であること

が明らかにされていることから、黒色腫細胞

における IL-8 の転写因子解析としては彼等

の検討のみでは不十分である。 

 

２．研究の目的 

 

 私共は種々の悪性度由来のヒト黒色腫細

胞株を用いてこれら細胞株の IL-8 産生機序

を検討中に、転写因子の一つである signal 

transducer and activator of transcription 

3 (STAT3) の活性化程度と IL-8 産生能が非

常によく相関することを見い出した。そこで、

黒色腫細胞において STAT3活性化は何らかの

機序で恒常的 IL-8 産生を誘導するという仮

説をたて、本研究においてはこの仮説を検証

することを目的とする。一方私共は従来、腫

瘍 プ ロ モ − タ − 

12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate 

(TPA) が黒色腫細胞に及ぼす種々の作用に

ついて検討してきた (Biochem. Biophys. 

Res. Commun. 294, 1109-1113, 2002; FEBS 

Letters 554, 179-183, 2003; J. Biol. Chem. 

279, 27774-27780, 2004) が、最近 TPA が黒

色腫細胞の STAT3 活性化を STAT3 分子のチロ

シン脱燐酸化により抑制することを見い出

し、黒色腫細胞内の STAT3 活性が、TPA で活

性化されるチロシンホスファタ−ゼにより調

節されうる可能性を考えた。先に述べた

STAT3 による IL-8 産生制御の可能性と、TPA

の細胞内の主要タ−ゲットは protein kinase 

C（PKC）と考えられていることを合わせ、私

共は現在のところ、TPA → PKC 活性化→ 

STAT3 脱燐酸化酵素（チロシンホスファタ−

ゼ）活性化→ STAT3 脱燐酸化（＝STAT3 活性

抑制）→ IL-8 産生抑制という図式を想定し

ている。本研究では、この仮説の妥当性も検

討する。 

 

３．研究の方法 

（１） IL-8 が STAT3 により制御されている

可能性の検討 

 黒色腫細胞中のSTAT3の活性化程度とIL-8

産生能が非常によく相関するという知見を

もとに、黒色腫細胞内の STAT3 活性を人為的

に変化させた場合の IL-8産生変動解析から、

IL-8産生がSTAT3により制御されているか否

かを検討する。IL-8 産生が STAT3 により制御

されていることが確認された場合、その制御

が転写レベルで行われているかどうかを、

IL-8遺伝子について luciferase アッセイを

行い検討する。 

 

（２） TPA による STAT3 脱燐酸化機序の検討

および STAT3 脱燐酸化チロシンホスファタ−

ゼの同定 

 私共が見い出した TPA による STAT3 脱燐酸

化の機序として次の２つが考えられる。 

 (A) TPA により活性化されたチロシンホ

スファタ−ゼが STAT3 の脱燐酸化を起こす。 

 (B) 恒常的に STAT3 の燐酸化をおこして

いるチロシンキナ−ゼが TPA により活性を阻

害される。 



(A)については、チロシンホスファタ−ゼ阻害

剤である Na3VO4 存在の有無で、黒色腫細胞に

おける TPA による STAT3 脱燐酸化に変化がみ

られるかどうかで検討する。(A)の可能性が示

された場合、種々のチロシンホスファタ−ゼの

発現をノックダウン法で抑えた細胞での TPA

による STAT3 脱燐酸化の検討から、STAT3 脱

燐酸化チロシンホスファタ−ゼの同定をめざ

す。また、TPA による STAT3 脱燐酸化チロシ

ンホスファタ−ゼの活性化への PKC の関与を

PKC阻害剤およびPKCアデノウイルスベクタ−

を用いた過剰発現の系を用いて検討する。(B)

については、現在までのところ恒常的に

STAT3 の燐酸化をおこしている唯一の候補と

して挙げられている c-Src 活性に着目し、

c-Src 活性が TPA により阻害されるかどうか

で判定する。 

 

（３） TPA が IL-8 産生におよぼす影響の解

析 

 IL-8 産生が STAT3 により制御されており、

かつ、STAT3 が TPA により脱燐酸化をうけそ

の活性が低下するのであれば、TPA は黒色腫

細胞の IL-8 産生を抑制するはずである。こ

の可能性を黒色腫細胞を TPA処理したあとの

上清中の IL-8 を ELISA で定量することによ

り検討する。 

 

４．研究成果 

（１） IL-8 が STAT3 により制御されている

可能性 

 siRNA により STAT3 発現を減少させると黒

色腫細胞の IL-8産生は抑制されたため、IL-8

が STAT3により制御されることが明らかとな

った。さらに、その制御が転写レベルで行わ

れているかどうかを、IL-8 遺伝子について

luciferase アッセイを行い検討したところ、

STAT3 は IL-8 遺伝子のプロモーター領域の

-245 to -237 bp に存在する STAT3 結合

sequence TTCACCAAA に結合することにより、

IL-8 発現を gene transcription レベルで促

進することができることが示された。 

 

（２） TPA による STAT3 脱燐酸化機序の検討 

 

チロシンホスファタ−ゼ阻害剤である

Na3VO4 存在の有無で、黒色腫細胞における

TPA による STAT3 脱燐酸化に変化がみられる

かどうかをみたところ、Na3VO4 存在下では

TPA による STAT3 脱燐酸化はほぼ完全に抑制

された。この結果より、TPA による STAT3 脱

燐酸化にはチロシンホスファタ−ゼが関与し

ていることが明らかとなった。TPA の細胞内

ターゲットは PKC であることから TPA による

STAT3 脱燐酸化チロシンホスファタ−ゼの活

性化への PKC の関与を PKC 阻害剤を用いて検

討したところ、PKC 阻害剤存在下では TPA に

よる STAT3脱燐酸化はほぼ完全に抑制された。

以上より、TPA による STAT3 脱燐酸化は PKC

で活性化される何らかのチロシンホスファ

タ−ゼによるものと考えられた。 

 c-Src 阻害剤は黒色腫細胞の STAT3 活性化

を部分的に阻害したため、c-Src は STAT3 を

正に制御していることが確認された。しかし

ながら、TPA は c-Src 活性に影響を及ぼさな

かったため、TPA による STAT3 脱燐酸化には

c-Src は無関係であると考えられた。 

 

（３） TPA が IL-8 産生におよぼす影響の解

析 

TPA 処理により黒色腫細胞の STAT3 活性は

低下したが、IL-8 産生は予想と逆に増加した。

これは IL-8 産生が STAT3 以外の因子でも調

節されており、これらの因子が TPA 処理によ

り影響をうけて IL-8 産生を低下させたもの

と考えられた。 
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