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研究成果の概要（和文）：作製した抗IL-18活性化断端抗体を用いて、膵がん細胞株におけるヒトIL-18活性化機
構を検討した結果、膵がん細胞の低栄養微小環境と抗腫瘍薬5-FUによる処理の両方が、炎症性細胞死であるパイ
ロトーシスを介して、IL-18活性化による炎症を誘導している可能性を突き止めた。抗腫瘍薬とIL-18 機能阻害
抗体の併用による新しい膵がん治療の可能性を導き出すことができた。

研究成果の概要（英文）：We have generated and patented a monoclonal antibody that recognizes only "
active IL-18" and has a strong inhibitory effect on the function of IL-18. Using this antibody, we 
investigated the mechanism of human IL-18 activation in pancreatic cancer cell lines and found that 
both the hypotrophic microenvironment of pancreatic cancer cells and treatment with the anti-tumor 
drug 5-FU may induce inflammation through IL-18 activation via pyroptosis, which is inflammatory 
cell death. The combination of anti-tumor drugs and the antibody that inhibits IL-18 function could 
lead to a new therapeutic approach for pancreatic cancer.

研究分野： 消化器外科

キーワード： インターロイキン-18（IL-18）　膵がん　機能阻害抗体　５ーフルオロウラシル（5-FU）　炎症性細胞
死（パイロトーシス）

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
「活性型 IL-18」のみを認識し、強い機能阻害効果を持つモノクローナル抗体を作製・報告し特許を取得した。
この抗体を作製・保有していたことで、膵がんや大腸がんなどでも使用される抗腫瘍薬 5-FU が膵がん細胞の低
栄養微小環境と相まって活性型 IL-18 を誘導させることを初めて確認できた。活性型 IL-18 を対象にした新規
治療法や診断応用の確立に向けた研究を独自に進められる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景   
 2019 年の我が国における死因の第 1 位は悪性新生物（腫瘍）であり、がん治療成績の向上は

国民の安心・健康を確保する上で極めて重要である。なかでも膵がんは、他のがんと比べて薬物

治療の効果が乏しく、予後不良であることから新規の治療法が求められている。 
飲酒や喫煙等を起因とする慢性的な炎症は、膵がん以外でも、肝がんや肺がんといったさまざ

まな組織での発がんを促進することはよく知られている。特に最近では、間質細胞や免疫細胞な

どにより、がんの周囲で形成される「がん微小環境」が注目されている。このがん微小環境は免

疫によるがん細胞排除を阻害し、また血管新生誘導因子が血管形成を促進するなど、がんにとっ

て有利に働く。また、がん微小環境内にはマクロファージやリンパ球など、炎症性サイトカイン

を放出する細胞が集まっており、炎症の増大はがん細胞の増殖、あるいは浸潤・転移などに寄与

する。このように、炎症とがんは密接に関連しており、がん周囲の炎症を抑制することが、がん

治療に繋がる。生体内で炎症を調節している因子は、総称して「炎症性サイトカイン」と呼ばれ、

なかでもインターロイキン（IL）-18」が今回の研究対象である。 
IL-18 は、IL-1 ファミリーの

一つであり、活性のない「前駆
体」として細胞内に存在するが、

炎症性シグナルが入ることで活

性化されたカスパーゼにより切

断され「活性型 IL-18」となる

（図１）。同時に、細胞外に放出

され、IL-18 受容体と結合する 
ことで機能する。IL-18 の前駆体はがん細胞も含めてさまざまな細胞で発現していることが知ら

れているが、免疫系細胞以外での働きや役割についてはいまだ不明な点が多い。 
IL-18 と膵がんとの関連についてもいくつか報告されている。膵がん患者において、健常人と

比べて血清中の IL-18 値が高く、がん局所の IL-18 値が高いほど予後が悪くなるという興味深

いデータが示されている（Xingjun et al., Clin Cancer Res. 22: 5939-5950, 2016）。また、免疫チ

ェックポイント分子 PD-1/PD-L1 の阻害薬と IL-18 の機能を阻害する IL-18 binding protein（IL-
18BP）を併用することで、マウス膵がんモデルにおける腫瘍増大の抑制および転移能の低下も

報告されている（Zhao et al., Oncotarget 19: 14803-14814, 2017）。 
現在膵がんの化学療法には、奏効率が比較的良いことから「FOLFIRINOX 療法」と呼ばれる

多剤併用治療が選択されることが多い。これは抗がん剤の「5-FU」「イリノテカン」「オキサリプ

ラチン」および「レボホリナート」の４剤併用療法である。大腸がんなどの化学療法で使われる 
5-FU をヒト膵がん細胞株 Capan-2 に処理すると、細胞内の IL-18 が増加するという報告があ

る（Carbone et al., Cancer Biol Ther. 4: 231-241, 2005）。申請者らもヒト膵がん細胞株 MIA 
PaCa-2 を用いて追試をおこなったところ、「5-FU」「イリノテカン」「オキサリプラチン」およ

び「レボホリナート」の４剤のうち、「5-FU」のみが前駆体  IL-18 の高発現とともに活性型 IL-
18 を増加させることを初めて確認できた（図１）。 

5-FU によって誘導される活性型 IL-18 は、細胞自身あるいは周りの環境に炎症を生じさせ、

膵がんにとって有利な微小環境を形成することが予想される。そのため 5-FU 治療と同時に IL-
18 阻害抗体を投与することで IL-18 の作用を阻害し、炎症を抑制することができれば、治療効
果の増強につながり、新規のがん治療法になり得ると考えた。 
 
２．研究の目的   
 本研究の目的は、5-FU と IL-18 阻害抗体との併用療法による膵がん治療効果への影響を明

図１ 5-FU は活性型 IL-18 を誘導する 



らかにすること、また膵がん組織における IL-18 発現を詳細に解析し、診断に応用することで

ある。これまで膵がん進展における IL-18 の関与が客観的に示されているものの、IL-18 阻害の

影響については一切調べられていない。がん局所における IL-18 阻害が抗がん治療のサポート

に重要であることを、担がんマウスを使った実験で明らかにする。また膵がん組織における IL-
18 発現を詳細に調べることで膵がんと IL-18 の関係をより明らかにし、新たな治療法・診断法

の開発に貢献する。 
 
３．研究の方法    

① IL-18 を欠損した膵がん細胞株の増殖能および造腫瘍性への影響評価 

IL-18 の発現と、膵がん細胞の増殖能・造腫瘍性への影響を明らかにするため、遺伝子編集技

術を利用して IL-18 タンパク質を持たない MIA PaCa-2 膵がん細胞株（IL-18 KO/MIA PaCa-2）
を数種類樹立する。樹立した細胞の増殖能あるいは造腫瘍性への影響を in vitro・in vivo の実験
で確認する。in vitro においては生細胞数の検出に汎用されている MTT アッセイを用い、IL-18 
KO 細胞の増殖を経時的に測定することで、増殖能の差異を評価する。in vivo においてはヌー

ドマウスに MIA PaCa-2（親株）ならびに IL-18 KO 細胞を皮下移植し、経時的な測定による腫

瘍の増大および担がんマウスの全生存率を比較する。 

② 担がんマウスモデルによる、膵がん組織での活性型 IL-18 の評価（I） 
申請者らが現有している「ヒト活性型 IL-18」のみを認識するモノクローナル抗体は、活性化

断端配列が異なるため、「マウス活性型 IL-18」を認識することができない。担がんマウスでの

がん微小環境を確認するため、「マウス活性型 IL-18」を特異的に認識するモノクローナル抗体

を作製する必要がある。「ヒト活性型 IL-18」のみを認識するモノクローナル抗体を作製した時

と同様に、「マウス活性型 IL-18」断端ペプチドを用いて、常法に従って、「マウス活性型 IL-18」
を特異的に認識するモノクローナル抗体を作製する。さらに、血清中の「マウス活性型 IL-18」
を検出できるサンドイッチ ELISA 測定法を樹立する。 

③ 担がんマウスモデルによる、膵がん組織での活性型 IL-18 の評価（II） 
MIA PaCa-2（親株）ならびに IL-18 KO 細胞を用いた担がんマウスを作製し、5-FU 投与によ

りがん組織内外でのヒト活性型 IL-18 の発現が増加するかどうかを検討する。申請者らが作製

した抗体は免疫組織化学染色にも使用できるため、がん組織内での「ヒト活性型 IL-18」を検出

が可能である。担がんマウスに 5-FU を投与し、抗活性型 IL-18 抗体を用いた免疫組織化学染

色をおこなう。プラセボ群と比較し、がん組織内での活性型 IL-18 の増加および局在を確認す

る。また、活性型 IL-18 を検出できるサンドイッチ ELISA 測定法も当研究室で構築しており、

マウス血清中のヒト活性型 IL-18 量を測定することが可能である。5-FU 投与群および非投与

群の担がんマウスから採血をおこない、ヒト活性型 IL-18 量を測定・比較する。同様に、マウス

活性型 IL-18 の挙動についても、② で作製した「マウス活性型 IL-18」を特異的に認識するモ

ノクローナル抗体を用いて、検討する。 

④ 担がんマウスモデルによる、抗がん剤と IL-18 阻害抗体の併用治療効果の評価 
活性型 IL-18 による炎症が膵がんの増殖に対し有利に働くとすれば、腫瘍内外の活性型 IL-18 

を抗体で阻害することが効果的な膵がん治療になると考えられる。MIA PaCa-2 を用いた担がん

マウスについて、5-FU 投与とともに IL-18 阻害抗体を腫瘍に局所注入あるいは腹腔内投与す

ることで、治療への影響を検討する。また、5-FU の単剤投与以外に、先述の「FOLFIRINOX」
投与や、膵がん治療に使われる抗がん剤である「ジェムシタビン」投与をおこない、IL-18 阻害

抗体との併用による治療効果を検証する。経時的な腫瘍径の測定による腫瘍縮小効果、また担が

んマウスの全生存率を、化学療法単独群と抗体併用群とで比較する。 

⑤「活性型 IL-18」認識抗体をもちいたヒト膵がん組織における免疫組織化学染色 
これまでがん組織における IL-18 発現を調べた報告はあるが、既存の抗体では「前駆体 IL-18」



と「活性型 IL-18」が同時に検出されるため、本当に IL-18 の生理的機能を反映しているかどう

かについては疑問が残る。そこで「活性型 IL-18」認識抗体をもちいて膵がん組織（100例程度）

の免疫染色をおこない、細胞内外の発現と局在について精査する。また、患者情報と照らし合わ

せ、予後との相関性を検討する。抗がん剤治療がおこなわれた症例については、5-FU 使用の有

無と発現量の変化を追跡する。包括的な解析により、これまでにない IL-18 発現情報を提供で

き、あらたな治療や診断の糸口になる可能性がある。 
 

４．研究成果  

① IL-18 を欠損した膵がん細胞株の増殖能および造腫瘍性への影響評価 
IL-18 の発現と、膵がん細胞の増殖能・造腫瘍性への影響を明らかにするため、遺伝子編集技

術を利用して IL-18 タンパク質を持たない MIA PaCa-2ヒト膵がん細胞株（IL-18 KO/MIA PaCa-
2）を数種類樹立した。IL-18 KO/MIA PaCa-2 細胞の増殖を経時的に測定評価したが、親株との

間に増殖能の差異は認めなかった。また、IL-18 KO/MIA PaCa-2 細胞の造腫瘍性への影響につい

てヌードマウスを用いた in vivo の実験で確認したが、in vitro 同様に親株との間に腫瘍の増大

には差を認めなかった。 

② 担がんマウスモデルによる、膵がん組織での活性型 IL-18 の評価（I） 
「マウス活性型 IL-18」断端ペプチドを用いて、常法に従って、「マウス活性型 IL-18」を特異

的に認識し、機能阻害効果を持つモノクローナル抗体を２種類作製した（図２）。 

 

さらに、血清中の「マウス活性型 IL-18」を検出できるサンドイッチ ELISA 測定法を樹立す

るため、マウス活性型 IL-18 に対するポリクローナル抗体及び樹立した５種類のモノクローナ

ル抗体の組み合わせを検討し、一番感度の高い組み合わせを選択できたが、ヒト血清中の正常濃

度に匹敵する 50 – 250 ng/mL というオーダーの感度には到達できなかった。今後、さらに検討

を進める。 

③ 担がんマウスモデルによる、膵がん組織での活性型 IL-18 の評価（II） 
MIA PaCa-2ヒト膵がん細胞株をヌードマウスの皮下に移植し、腫瘍形成後に 5-FU の腹腔内



投与を行なった。72 時間後に血清を採取し、市販の ELISA キットにより IL-18 測定を行った

ところ、5-FU 投与の有無に関わらずヒト IL-18 を検出した。一方、我々が作製したヒト活性型 
IL-18 検出 ELISA キットではシグナルを検出できなかった。この結果はヒト腫瘍からヒト前駆

体 IL-18 の漏出が起きたことを示唆する結果である。 

④ 担がんマウスモデルによる、抗がん剤と IL-18 阻害抗体の併用治療効果の評価 
MIA PaCa-2ヒト膵がん細胞株及び ① で作製した IL-18 タンパク質を持たない MIA PaCa-2

（IL-18 KO/MIA PaCa-2）担がんマウスモデルを用いて、ヒト活性型 IL-18 のみを認識し機能阻

害効果を持つ抗体 9-10.2 による治療実験を行ったが、治療効果は認められなかった。 
作製した活性型マウス IL-18 に対する抗体を治療実験に使用するため、担がんマウス実験に

使えるマウス膵がん細胞株を検討したが、IL-18 を発現する細胞株は見つからなかった。そこで

マウス膵がん細胞株である「mT3」にマウス IL-18 を恒常的に発現させた細胞株を樹立した。

この細胞株では in vitro において 5-FU 添加による活性型 IL-18 誘導が確認できなかった。ま

た、この細胞株をマウス皮下への移植・腫瘍形成後の阻害抗体投与による治療実験をおこなった

が、腫瘍縮小など腫瘍に対する明らかな影響は確認できなかった。ヒトとマウスでは 5-FU に
対する反応が異なる可能性が示唆された。 

⑤「活性型 IL-18」認識抗体をもちいたヒト膵がん組織における免疫組織化学染色 
我々が樹立したヒト IL-18 を認識する抗体「11-4.1」とヒト活性型 IL-18 のみを認識する抗体

「9-19.2」を用いて、ヒト膵がん検体の免疫組織染色を実施した。膵がん細胞における IL-18 の
染色は比較的高頻度に見られた（図３）。一方、活性型 IL-18 は膵がん細胞での発現はほとんど

観察されなかったが、ランゲルハンス島の細胞では高頻度に強染色が観察されている。  

 

⑥ 5-FU によるヒト膵がん細胞株からの活性型 IL-18 誘導のメカニズム解析 
がん局所は栄養状態が悪いことが知られているため、低栄養培地で培養した２種類の膵がん

細胞株に 5-FU 処理したところ、活性型 IL-18 の誘導が確認された。その際、培養皿中で浮遊

した細胞と接着したままの細胞が混在していることに気づき、それぞれ分離して解析したとこ

ろ、特に浮遊した細胞で活性型 IL-18 が誘導されていることが明らかとなった。また、5-FU を
添加していないコントロール群でもわずかながら浮遊している細胞を集めて解析したところ、

やはり活性型 IL-18 が確認された。膵がん細胞は栄養飢餓状態で 5-FU に暴露されると、より

強く活性型 IL-18 誘導が引き起こされることを発見した。さらなる実験から、この現象は一般

的な IL-18 活性化経路に関わるカスパーゼ 1/4 ではなく、カスパーゼ 8 が関与しており、また

炎症性細胞死であるパイロトーシスに重要と言われているガスダーミン D の活性化が関与して

いることを明らかにした。 
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