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研究成果の概要： 
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１．研究開始当初の背景 

 転移性骨病変は骨破壊からの疼痛や病的

骨折による機能障害をもたらし，また時に高

カルシウム血症により生命を脅かす．転移局

所での病変の進展機構として，最近では癌細

胞がその生存・増殖のため骨髄・骨微小環境

を巧みに利用する機構が明らかとされつつ

ある．病変部での骨破壊は腫瘍そのものが直

接的に骨を破壊するのではなく，腫瘍により

分化誘導された破骨細胞が骨吸収を営んだ

後，空隙に腫瘍塊を置換する様に進むと考え

られるようになった．この骨転移の成立過程

には，微小環境を形成する骨髄細胞，骨の細

胞系や免疫細胞，基質などが様々に関与する

と想定されるが，詳細は十分に解明されてい

ない． 

 本講座の小野らはこれまでに，癌細胞と骨

髄間質細胞との共存実験で，多様な癌細胞が

cyclooxygenase (COX) -2 発現を導き，局所で

産生された PGE2 が破骨細胞分化を誘導し，

癌進展に寄与する事実を遺伝子改変動物な

どを用いて示してきた（1-3）．一連の研究過

程で，マウス乳癌細胞4T1とBALB/c-MCを，

それぞれ野生型マウスとヌードマウスに心

腔内投与したところ，癌細胞の骨への転移

（生着）を観察し得たのは，4T1 では野生型

マウスの 40%，ヌードマウスでは 5%であっ

た（未発表データ）．また BALB/c-MC は野生
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型マウスの 20-40%に転移したが，ヌードマウ

スでの転移は認められなかった．一般に T 細

胞系を欠如するヌードマウスでは免疫機構

が正常に働かず転移効率が高いと考えられ

るが，尐なくとも我々の成績は一般常識と異

なる結果であった． 

 T 細胞系に着目すると，最近癌患者での

CD4
+
CD25

+制御性 T 細胞(Treg)の増加による

癌免疫応答低下が報告されている(4)．Treg は

Th1 及び Th2 細胞の活性化・増殖を制御し，

Treg の除去は様々な自己免疫疾患を惹起す

る．Treg 機能の調節は，癌免疫，局所の癌進

展，更にはアレルギーを制御する可能性を持

つ．Treg 機能を増強する因子として，プロス

タノイドの重要性を示す一連の事実も明ら

かとなってきた(5)．また，申請者（研究代表

者）らが研究を進めてきた新規 IL-12 ファミ

リーに属する IL-27 に関しては，その受容体

である WSX-1, gp130 ヘテロダイマーが Treg

で発現していること，WSX-1 欠損マウスが過

剰免疫に関与すること，更に抗腫瘍作用につ

いても示されている(6-8)．一方で，癌の骨転

移過程におけるプロスタノイドと Treg の関

与を検討した成績は我々の知る限りはない． 

 これまでの実験成果より，骨転移の成立・

進展過程における癌免疫と免疫寛容という

課題が提起された．骨転移癌と宿主細胞系の

相互作用の過程で癌細胞によりT細胞系が機

能不全に陥っている可能性も推測でき，更に

最近の報告では Treg が B 細胞及びマクロフ

ァージに直接作用し，それらの機能を抑制す

るとの成績も示されている．従って申請者

（研究代表者）は，癌細胞から T 細胞系への

影響が骨転移の成立に関与し，その中で Treg

が必須な役割を担っている可能性を考えて

いる． 
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２．研究の目的 

 本研究の目的は，腫瘍あるいは炎症性骨・

関節疾患における骨破壊メカニズムへの免

疫系細胞の関与という点に着目し，局所免疫

と骨破壊の関係を解析することである． 

 

 

３．研究の方法 

①マウス乳癌細胞株 BALB/c-MC／骨随細胞

共存培養上清中の PGE2濃度測定：培養上清中

の PGE2濃度を ELISA にて測定した． 

②活性化T細胞のサイトカイン産生に及ぼ

す PGE2の影響： 抗 CD3抗体により活性化さ

せた T細胞からのサイトカイン（IFN, IL-4, 

GM-CSF, IL-10, TNF）産生を ELISA にて測

定した． 

③IL-12 関連新規サイトカイン IL-27 の骨芽

細胞および破骨細胞形成に対する影響： 

1)骨芽細胞への影響：骨芽細胞培養系に

IL-27 を添加し，骨芽細胞における表現型

（ALP 活性，mRNA(type I collagen, ALP, 

Runx2, Osteocalcin)発現）を常法により測定

した． 

2)破骨細胞分化への影響：M-CSF/Receptor 

activator of nuclear factor kappaB 

ligand(RANKL)存在下，破骨細胞前駆細胞か

ら破骨細胞を誘導する系に，活性化 T 細胞，

IL-27 を添加し，多核破骨細胞（酒石酸耐性

酸フォスファターゼ(TRAP)染色陽性細胞）の

分化を観察した． 

④活性化 T 細胞のサイトカイン産生に及ぼ

す IL-27 の影響：破骨細胞分化抑制性サイ

トカイン（IFN, IL-4, GM-CSF, IL-10）、お

よび促進性サイトカイン(TNF，RANKL)の産

生を ELISA にて測定した． 

⑤活性化 T細胞の可溶性及び膜型 RANKL発

現に及ぼす IL-27の影響：活性化 T 細胞よ

り産生された可溶性及び膜型 RANKL を

ELISA 及びフローサイトメーターにてそ

れぞれ測定した． 

⑥未感作 CD4+T 細胞より，Th17 細胞を分化

誘導し，破骨細胞前駆細胞と共存培養し，破

骨細胞形成を試みた．また，このときの

IL-27 の影響を観察した． 

 

４．研究成果 

 はじめに，マウス乳癌細胞株 BALB/c-MC

細胞および骨髄細胞の共存培養上清中にお

ける PGE2濃度測定を行った結果，培養上清中

の PGE2濃度はコントロールの 3〜5倍に上昇

した．また PGE2は、活性化 T細胞における IFN, 

IL-4, GM-CSF, IL-10，TNFの産生をいずれ

も抑制した[未発表データ]．PGE2 は骨芽細胞

からの HGF 産生を約 3 倍上昇させ，HGF が

BALB/c-MC 乳癌細胞のマトリゲルへの浸潤を



 

 

有意に増大させることが明らかとなってい

る[1]．これらの知見より、乳癌細胞の骨転

移局所では、産生された PGE2が免疫機能を抑

制し，かつ HGF産生を増大させ癌細胞の浸潤

を促すことにより骨転移の成立・進展に寄与

している可能性が示唆された． 

 一方、I 型ヘルパーT（Th1）細胞の分化に

関与する IL-27 は，骨芽細胞の表現型（ALP

活性，mRNA(type I collagen, ALP, Runx2, 

Osteocalcin)発現），IL-6 誘導性の RANKL 発

現には何等影響を及ぼさなかったが，活性化

T 細胞存在下および非存在下，破骨細胞前駆

細胞からの破骨細胞分化を対照に比し有意

に抑制した[2]．IL-27による T細胞を介した

破骨細胞形成抑制機構を解明する目的で，活

性化 T細胞からの破骨細胞分化に影響を及ぼ

すサイトカインの産生に対する IL-27の作用

を観察したところ，IL-27 は、活性化 T 細胞

からの IL-10 の産生を対照の約 2〜3 倍に増

大させ、逆に可溶性 RANKL を 1/10 に減尐さ

せた。以上の結果より，IL-27 は活性化 T 細

胞を介し破骨細胞分化を抑制することが明

らかとなり、また免疫抑制性サイトカインで

ある IL-10産生を促進させることにより免疫

抑制的にも作用する可能性が示唆された。さ

らに興味深いことは，IL-27 が活性化 T 細胞

での RANKLの発現を顕著に抑制することであ

る．RANKL は，活性化 T 細胞上に発現し，樹

状細胞の生存に関与する分子として見出さ

れ，その後破骨細胞分化因子として同定され

た分子である．このため現在では骨代謝学と

免疫学を繋ぐ重要な分子であると認識され

ており，従って研究代表者は次に，IL-27 の

RANKL 発現抑制作用に着目し，更なる解析を

行った． 

 IL-27 の T 細胞における RANKL 発現抑制作

用は，同様の作用が報告されている IL-10 に

非依存的な作用であることが，IL-10 欠損マ

ウス由来の T 細胞を用いた実験で判明した

[論文投稿中]．次に，磁気ビーズを用い未感

作 CD4+T 細胞を分離し，Th1，Th2，および Th17

細胞誘導条件にて誘導した Th 細胞サブクラ

スの RANKL発現に対する IL-27の影響を観察

した結果，いずれのサブクラスにおいても可

溶性および膜結合型 RANKLの発現が誘導され，

IL-27はこれらの発現を抑制した．次に IL-27

のシグナル伝達分子である STAT1 または

STAT3 を欠損した T 細胞サブクラスを用いて

検討した結果，IL-27 の RANKL 発現抑制作用

は，部分的に STAT3 に依存していることが明

らかとなった[論文投稿中]．一方，破骨細胞

前駆細胞と Th17 細胞との共存培養にて破骨

細胞に特徴的な TRAP 陽性の細胞が，単核の

細胞ではあるが，形成され，IL-27 および

RANKL 阻害分子である osteoprotegerin はこ

の作用を抑制した[論文投稿中]．  

 以上の結果より，IL-27 は RANKL 産生を抑

制し，TRAP陽性細胞形成を抑制することから，

悪性腫瘍，関節リウマチなどの炎症性疾患局

所における骨破壊を抑制できる可能性が考

えられた。 

 今後，疾患局所における IL-27 の発現，

IL-27 の治療薬としての可能性，RANKL 発現

抑制作用の免疫学的意義，また転移性乳癌細

胞が T 細胞サブクラスに与える影響や RANKL

発現，破骨細胞形成に及ぼす影響について解

析していきたいと考えている． 
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