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研究成果の概要（和文）：IL-18 は細胞障害活性をもつ T 細胞や NK 細胞を活性化することで抗

腫瘍効果をもつが、我々は更に、IL-18 が血清中に腫瘍細胞の遊走を抑制する因子を誘導し腫

瘍の転移を抑制することを見つけた。この研究はこの遊走抑制因子を同定する事を目的とした。

この研究において、①IL-18 は、血清だけでなく肝臓や肺の細胞溶解液中にも腫瘍細胞遊走抑

制活性を誘導すること、②遊走活性を持つ蛋白は、分子量約３万以下であることを明らかにし、

いくつかの遊走抑制因子の候補を見つけた。 

 

研究成果の概要（英文）：IL-18 shows an anti-tumor action through activation of T cells 

and natural killer cells. We found another action of IL-18, i.e., the inhibition of 

metastasis by inducing the factor(s) in serum which suppresses the tumor cell mobility. 

In this study, we aimed to identify the tumor-cell migration inhibitory factor(s). We 

have revealed that IL-18 induces the factor(s) in not only serum but also the cell lysate 

of the liver and lung and that the factor(s) is a protein of molecular weight of less 

than 30,000 daltons. We have also found several candidates for the factor(s). 
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１．研究開始当初の背景 
 悪性腫瘍の転移は患者の予後を左右する
ため、転移の抑制は悪性腫瘍の治療において
重要な課題である。Interleukin-18（IL-18）

は NK 細胞や T 細胞の細胞傷害活性を増強す
ることにより腫瘍増殖抑制作用を示すこと
が、我々を含む多くの研究により明らかにさ
れた。又、IL-18 は腫瘍の転移を抑制するこ
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とも報告されたが、それは IL-18 が転移の成
立ではなく、転移成立後の腫瘍増殖を抑制す
ることの報告であった。そこで我々は、IL-18
が腫瘍増殖抑制作用とは無関係に、転移の成
立自体を抑制することができるか否かにつ
いて検討し、その成果を報告した (Nakamura 
Y. et al., Cancer Immunol. Immunother, 
2006)。 
 この研究結果を簡単に述べる。IL-18 の腫
瘍増殖抑制作用を除くため、NK細胞を不活性
化する抗アシアロ GM1血清を投与した T細胞
を欠損するヌードマウスに腫瘍細胞（高肺転
移骨肉腫細胞；LM8）を尾静脈から注入（静
注）する実験的肺転移モデルを用いて、IL-18
の転移成立自体の抑制作用を検討した。LM8
は、IL-18 受容体を保有しておらず、IL-18
が LM8に直接作用する可能性はない。この転
移モデル系で IL-18を LM8静注後５日目より
毎日投与しても肺の転移数は IL-18を投与し
ない場合と変わらなかった。しかし、IL-18
を LM8静注の５日から１日前に毎日投与する
と肺の転移数は著しく減少した。この結果
IL-18 はその腫瘍増殖抑制作用とは無関係に
LM8 の肺転移成立を抑制する事が明らかにな
った。この肺転移抑制機構を解析するため、
IL-18 投与マウス血清の LM8 の遊走に及ぼす
影響を傷つけアッセイ（wound assay）で検
討したところ、血清は LM8の遊走を著しく抑
制した。このことから、血中の IL-18誘導性
LM8 遊走抑制因子の存在が示された。なおこ
の因子は B16 メラノーマ細胞、Lewis 肺癌細
胞の遊走も抑制した。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、IL-18 投与でマウスの血
中に増加する腫瘍細胞遊走抑制因子を同定
し、その因子の作用の分子機構を解明するこ
とである。 
今回行った研究項目は、以下の４項目である。 
（１）IL-18 投与後の血清中遊走抑制因子の
濃度が最大となる条件の決定 
（２）IL-18 投与マウスの血清以外の臓器に
おける遊走抑制因子の存在の検討 
（３）遊走抑制因子を産生する細胞の特定 
（４）IL-18 投与マウス血清又は臓器中の遊
走抑制因子の同定 
 
 
３．研究の方法 
（１）IL-18 投与後の血清中の遊走抑制因子
濃度が最大となる条件の決定 
 ①マウスの系統は、ICR ヌードマウスと
C57BL/6 マ ウ ス で 比 較 し た 。 ②
IL-18(2µg/mouse)の投与回数は、1 回と 4 回
で比較した。③IL-18(2µg/mouse)投与後の血
清回収時期は、5、16、24、30 時間後で比較

した。④内因性の IL-18の血中濃度を増加さ
せるために Propionibacterium acnes (P. 
acnes) で の 前 処 置 と LPS 
(Lipoplysaccharide)を投与し、血清回収時
期を LPS 投与後、0、2、2.5、3、3.5、4、5
時間で、LPS の投与量を 0.05、0.1、0.2、
0.5µg/mouse で比較した。この４条件で回収
した血清の腫瘍細胞遊走抑制活性は、高肺転
移骨肉腫細胞 （LM8）を用いて遊走抑制能ア
ッセイのために我々が改良したインベージ
ョンアッセイ法及び傷つけアッセイ法を用
いて評価した。 
 インベージョンアッセイ法： 24ウェル用
のトランスウェル (HTS FluoroBlock Insert, 
FALCON；励起光を透過しない膜を使用) の下
面にフィブロネクチンをコートする。LM8 細
胞をトランスウェル上室に入れ、培養液に
IL-18 投与及び非投与ヌードマウス血清等を
添加する。24 時間培養後細胞を蛍光標識し、
下方励起下方側光蛍光プレートリーダーで
測定すると、フィルター下面にインベージョ
ンした細胞の蛍光のみ測定できる。この蛍光
強度により LM8細胞遊走に及ぼす効果を定量
的に評価する。これまでの傷つけアッセイ法
に比べて、この方法は測定感度がかなり改良
されている。 
 
（２）IL-18 投与マウスの血清以外の臓器に
おける遊走抑制因子の存在の検討 
 T 細胞を欠損している ICR ヌードマウスに
NK細胞活性を抑制させるため抗アシアロ GM1
血 清 を 投 与 し た マ ウス に PBS ま た は
IL-18(2µg/mouse)を 1日目から 4日間連日投
与し、最終投与から 24 時間後に血清の回収
と肝臓、脾臓、胸腺、肺の摘出を行った。摘
出した各臓器はホモジェネート後、遠心機で
上清を分離した。分離した細胞溶解液中の腫
瘍細胞遊走抑制因子の活性はインベージョ
ンアッセイ法及び傷つけアッセイ法を用い
て評価した。 
 
（３）遊走抑制因子を産生する細胞の特定 
 C57BL/6 マウスにチオグリコレートを腹腔
内投与し、3 日後に腹腔内から侵出性マクロ
ファージを分離した。分離した腹腔内マクロ
ファージを IL-18添加または無添加の培養液
で 1週間培養し、培養液を回収した。回収し
た培養液中の遊走抑制活性はインベージョ
ンアッセイ法を用いて評価した。 
 
（４）IL-18 投与マウス血清又は臓器中の遊
走抑制因子の同定 
①遊走抑制因子の分子量の解析 
[1]遠心式フィルターを用いた分子量の解析 

IL-18 投与及び非投与マウスの血清ある
いは細胞溶解液を種々の分子量用遠心式フ
ィルターで各分子量に分画し、各分画の腫瘍



 

 

細胞遊走抑制活性はインベージョンアッセ
イ法及び傷つけアッセイ法を用いて評価し
た。遠心式フィルターは、タンパク質の分画
分子量 3 千、1 万、3 万、5 万、10 万のフィ
ルター（MICROCON, Millipore）を用いた。 
[2]液体クロマトグラフィーを用いた解析 

IL-18 投与及び非投与マウスの血清ある
いは細胞溶解液を高速液体クロマトグラフ
ィー（Smart System）で陰イオン交換カラム
（MonoQ）やゲル濾過カラム(Superdex)を用
いて分画し、各分画の遊走抑制活性はインベ
ージョンアッセイ法及び傷つけアッセイ法
を用いて評価した。陰イオン交換カラムによ
る分画は 10%ゲルで SDS-PAGE を行い、ゲルは
クマシーブルーによる染色、あるいはウェス
タンブロットを行った。 
②活性分画の２次元電気泳動法による解析 
IL-18 投与及び非投与マウスの血清あるい

は細胞溶解液またはその分画試料を用いて
２次元電気泳動を行った。1 次元目等電点電
気泳動には pH3-10 または pH4-7 のストリッ
プゲル、2 次元目 SDS-PAGE には 12％ゲルを
用いた。ゲルは蛍光染色液（ Flamingo, 
BioRad）で染色し、スキャナーで読み取った。
読み取ったデータから IL-18 処置、未処置試
料で発現に差のあるスポットを見つけ、各ス
ポットの分子量と等電点(pI)を割り出し、
Web上のデータベースで検索を行った。 
③質量分析装置を用いた解析 
２次元電気泳動を行い蛍光染色したゲル

上で IL-18投与及び非投与マウスの試料で発
現に差のあるスポットを見つけ、各スポット
を切り出し、トリプシンで各スポットのゲル
をゲル内消化した後、タンパク質を抽出した。
抽出した各タンパク質は、質量分析装置
（TOF-MS Voyager）を用いて質量分析を行っ
た。マトリックスには CHCA（α-シアノ-4-
ヒドロキシケイ皮酸）を用いた。得られた質
量値は Web上でデータベースを用いて検索し、
タンパク質の同定を行った。 
 
 
４．研究成果 
（１）IL-18 投与後の血清中遊走抑制因子の
濃度が最大となる条件の決定 
 ①マウスの系統、②IL-18 投与回数、③
IL-18 投与後回収時期、④P.acnes 及び LPS
を用いた場合の回収時期と LPS投与量の 4条
件に関して、各条件の血清を回収しインベー
ジョンアッセイ法を用いて LM8細胞の遊走抑
制活性を調べた。①マウスの系統は、ICR ヌ
ードマウスと C57BL/6 マウスの血清で共に
IL-18 誘導性遊走抑制活性が見られた。しか
し基本的な細胞遊走活性は C57BL/6マウスよ
り ICR ヌードマウスの血清のほうが高かく、
遊走抑制活性の差が大きかった。②ICR ヌー
ドマウスに 1 回あるいは 4 日連日 4 回 IL-18

を投与した血清の遊走抑制活性を比較する
と、1 回より 4 回投与血清のほうが遊走抑制
活性は高かった。③ICRヌードマウスに IL-18
を 4日連日 4回投与後 5、16、24、30時間の
血清の遊走抑制活性を比較すると、24 及び
30 時間後血清に高い遊走抑制活性が見られ
た。④LPS は 0.05、0.1、0.2、0.5µg/mouse
で投与し、LPS投与後 0、2、2.5、3、3.5、4、
5 時間の血清を回収し、遊走抑制活性を調べ
た。遊走抑制活性は LPSの投与量が多いほど、
また LPS投与後の時間が長いほど高かったが、
LPS より IL-18 投与のほうが遊走活性は高か
った。これらの IL-18 誘導性遊走抑制因子が
マウス内で高くなる条件を合わせ、抗アシア
ロ GM1 血清を投与した ICR ヌードマウスに、
4日連日 4回 IL-18を投与した 24時間後に採
材する事にした。 
 
（２）IL-18 投与マウスの血清以外の臓器に
おける遊走抑制因子の存在の検討 
 IL-18 投与あるいは非投与マウスの血清及
び肝臓、脾臓、胸腺、肺の細胞溶解液中での
遊走抑制活性をインベージョンアッセイ法
及び傷つけアッセイ法を用いて調べた。血清
ではインベージョンアッセイ法（図１）、傷
つけアッセイ法どちらでも IL-18誘導性遊走
抑制活性が見られた。しかし肝臓、肺の細胞
溶解液ではインベージョンアッセイ法での
み IL-18 誘導性遊走抑制活性が見られた。ま
た脾臓、胸腺はどちらのアッセイ法でも
IL-18 誘導性遊走抑制活性は見られなかった。
このことから血清以外にも肝臓、肺で IL-18
誘導性遊走抑制因子が存在する可能性が示
された。 
（３）遊走抑制因子を産生する細胞の特定 

 血清や肝臓、肺に共通する IL-18 誘導性遊
走抑制因子を産生する細胞の 1つとしてマク
ロファージである可能性を調べた。マウス腹
腔内マクロファージを IL-18添加または無添
加の培養液で 1週間培養した培養液を回収し
た。回収した培養液中の遊走抑制因子の活性
はインベージョンアッセイ法を用いて評価
した。血清に比べて回収した培養液を用いた
場合は基本的な腫瘍細胞遊走活性が低く、
IL-18 の添加と無添加による遊走抑制活性の
差は検出できなかった。改善策として①培養

図１ 



 

 

液の濃縮と透析を行う。②細胞数を増やすた
めマクロファージの培養細胞株 RAW264.7 を
用いる。③遊走抑制活性が見られた IL-18 投
与マウスの肝臓や肺のマクロファージを使
う。ことが考えられ、今後行う予定である。 
 
（４）IL-18 投与マウス血清又は臓器中の遊
走抑制因子の同定 
①遊走抑制因子の分子量の解析 
[1]遠心式フィルターを用いた分子量の解

析 
IL-18 投与及び非投与マウスの血清及び

肝臓細胞溶解液を遠心式フィルターで分画
し、各分画の遊走抑制活性をインベージョン
アッセイ法及び傷つけアッセイ法で調べた。
各フィルターの上層と下層の分画をそれぞ
れアッセイした結果、分子量 3万以下の分画
に大きな遊走抑制活性が見られた。また、2
つのフィルターを組み合わせた場合、分子量
５万～１０万の分画では遊走抑制活性は見
られないが、分子量 3 万～10 万の分画には遊
走抑制活性が見られた。またこれまでに血清
を熱処理やトリプシン処理することで抑制
活性が見られなくなることから IL-18誘導性
遊走抑制因子はタンパク質であると予想さ
れる。そこで IL-18 誘導性遊走抑制因子は 3
万以下あるいは 3万付近のタンパク質と考え
られる。 
[2]液体クロマトグラフィーを用いた解析 

IL-18 投与及び非投与マウスの血清ある
いは肝臓細胞溶解液を高速液体クロマトグ
ラフィーで分画し、各分画の遊走抑制活性を
インベージョンアッセイ法及び傷つけアッ
セイ法で調べた。ゲルろ過カラムで各血清を
30 個に分画し、傷つけアッセイ法を用いて遊
走抑制活性を調べた結果、第 20 と第 26分画
に遊走抑制活性が見られた。また陰イオン交
換カラムで各血清を 30 個に分画し、インベ
ージョンアッセイ法及び傷つけアッセイ法
で遊走抑制活性を調べたが、活性を検出でき
なかった。そこで SDS-PAGE を行い、クマシ
ーブルーで染色して比較したところ、第 9～
第 15 分画、第 15 分画、第 15～第 16 分画、
第 20～第 21 分画、第 25 分画、第 26～第 27
分画に IL-18投与、非投与間で差のあるバン
ドが見られた。そのうち第 9～第 15 分画の約
70kDaはウェスタンブロットにより mouseIgG 
heavy chain であることが分かったが、他の
バンドに関しては同定できていない。 
②活性分画の２次元電気泳動法による解析 
血清あるいは肝臓細胞溶解液または遠心

式フィルターによる分子量 3万以下の分画を
用いて２次元電気泳動を行い、発現に差のあ
るスポットを確認した。しかし、各スポット
のおおよその質量と等電点は分かったが、厳
密な質量と等電点を求めることはできなか
った。 

③質量分析装置を用いた解析 
２次元電気泳動を行い蛍光染色したゲル

上のスポットからタンパク質を抽出し、
TOF-MS 装置質量分析装置を用いて質量分析
を行った。泳動した試料は、IL-18 投与及び
非投与マウスの血清を遠心式フィルターで
分子量３万以下の分画を用いた。また１枚の
ゲル上の１つのスポットから抽出したタン
パク質の量では質量解析は困難だったため、
何枚かのゲルから同じスポットを回収して
からタンパク質を抽出した。TOF-MS装置を用
いて得られた質量値は Mascot 等 Web の解析
ソフトで検索を行った。これまでに４１個の
タンパク質の検索を行い、いくつかの候補を
見つけた。今後この中から IL-18 誘導性遊走
抑制因子の同定を行っていく予定である。 
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