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研究成果の概要（和文）：卵巣癌患者の腹水から採取した TAM から IL-6 の分泌を認めた。

卵巣癌細胞株はこの細胞との共培養により増殖能・浸潤能が著明に亢進したが、それは抗

ヒト IL-6 受容体抗体により抑制された。各種卵巣癌細胞株で IL-6 受容体が正常卵巣上皮

と比べて強発現していることを確認した。免疫不全マウスに SKOV3ip1 細胞を投与して作

成した腹膜播種モデルに、抗ヒト IL-6 受容体抗体を投与したところ、腹膜播種病変、腫瘍

重量、腹水産生が有意に抑制された。抗ヒト IL-6 抗体治療は卵巣癌治療の新たな選択肢と

なりうる可能性が示唆された。  

 
研究成果の概要（英文）：Ascites were collected aseptically, and CD11b positive cells 
(TAMs) were purified by positive selection using magnetic-activate cell sorting (MACS) 
technology. Co-culture of ovarian cancer cell line, SKOV3ip1 cells, with TAMs 
significantly enhanced the invasive activity of cancer cells in Matrigel Boyden chamber 
assay. This enhancement was partially blolcked by the treatment of anti-interleukin 
(IL)-6 receptor antibody (Tocilizumab). Since SKOV3ip1 cells did not express IL-6 in 
mRNA and protein level, IL-6 secreted by TAMs were considered to play a key role in 
ovarian cancer invasion. In vivo ovarian cancer xenografts, i.p. treatment of 
Tocilizumab significantly reduced peritoneal dissemination and ascites formation. 
Those results suggested targeting IL-6 produced by TAMs could be a promising 
therapy for a subset of ovarian cancer patients.  
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１．研究開始当初の背景 

(1) 卵巣癌は最新の抗癌剤治療をもってし
ても、5年生存率 40％程度と極めて予後不良
である。卵巣癌患者の最大の死因は癌細胞の

腹腔内臓器への浸潤、すなわち多量の腹水産
生を伴う腹膜播種であり、そのメカニズムの
解析とそれに基づく新しい治療薬の開発は、
卵巣癌に対する新しい分子標的治療となり
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うる。 

我々は、これまでに代表的な骨粗鬆症治療薬
であるビスフォスフォネート製剤が卵巣癌
の播種病変の形成を抑制すること、及び血管
新生を抑制することを証明してきた。近年、
ビスフォスフォネート製剤の使用が乳癌患
者の予後を有意に改善することが報告され、
この薬剤の作用機序が注目されている。そこ
で我々は、C14でラベルした Alendronateを卵
巣癌腹膜播種モデルマウスに腹腔内投与し、
その薬物動態を調べたところ、Alendronate
は薬剤の主要な排泄器官である腎臓のほか
に腹水中に分布し、時間の経過とともに骨へ
移行するが、腫瘍そのものには殆ど移行しな
かったことが判明した。このことから、ビス
フォスフォネート製剤の抗腫瘍効果は腫瘍
以外、特に腹水中に標的が存在することが示
唆された。 

癌患者腹水中には、癌細胞のほか、多くの
間質系細胞、血球が含まれている。その中で
も、腫瘍周辺に存在するマクロファージは腫
瘍随伴マクロファージ（tumor-associated 
macrophage:以下 TAM）と呼ばれ、様々な癌種
で予後との相関が指摘されている。本来、免
疫細胞の一種であるマクロファージは血球
細胞である単球から分化するが、サイトカイ
ンや増殖因子など分化条件の違いにより性
質の異なる２種類のマクロファージに分け
られる。１つは免疫を活性化する M1 マクロ
ファージであり、もう一つは免疫を抑制する
M2 マクロファージである。TAM は M2 マクロ
ファージとされている。卵巣癌においても、
進行病変はマクロファージの集簇を伴い、そ
の数が予後と相関すること、また腹水中の
TAM が血管新生を促進する可能性などが報告
されているが、卵巣癌の進展における TAMの
役割はまだまだ解明されていない。 
以上の知見に基づき、今回我々は腹水中に存
在する TAMが卵巣癌の進展に与える影響を図
1 に示したように腫瘍の増殖能、浸潤接着能、
血管新生能に焦点をあてて解析を行う計画
を立案した。 

(2) 腹水中の TAMを治療標的と考えたときに
単球からマクロファージへの分化を誘導す
るサイトカインに焦点を当てることは全く
新規の分子標的治療になりうる。サイトカイ
ンの中でも IL-6 は当初、活性化 B 細胞を抗
体産生細胞に分化させる因子として同定さ
れたが、現在さまざまな細胞から産生される

ことが明らかになり、多彩な生理活性が報告
されている。卵巣癌においても血清 IL-6 値
が卵巣癌の予後因子であること、卵巣癌細胞
から産生される IL-6 が腫瘍の増殖や血管新
生を強力に促進すること（が報告されている。
2007年にDulucらが健常者の血中から単離し
た単球を IL-6 により分化誘導したマクロフ
ァージが、卵巣癌患者の腹水から採取したマ
クロファージと極めて似た性質を示すこと
を報告しており、卵巣癌患者腹水中の IL-6
が TAMの産生を通じて、卵巣癌の浸潤に促進
的な役割を果たしていることが示唆されて
いる。以上の知見に基づき、我々は大阪大学
と中外製薬が共同開発し、2008年に市販され
た国産初の抗体医薬である抗 IL-6 受容体抗
体（tocilizumab）に着目し、これを用いて、
卵巣癌における IL-6 の役割を TAM を中心に
解析し、さらに卵巣癌モデルマウスでその治
療効果を検討する計画を立案した。 
 
２．研究の目的 
(1) 卵巣癌腹膜播種における TAM の役割の
解明 
腹水を有する卵巣癌患者から、文書による

同意を得た上で術中に腹水を採取し、それよ
り抗 CD11b抗体を用いてマクロファージを抽
出し、これを用いて、以下の課題を検証する。 
① TAMが卵巣癌に与える影響の検証 

Boyden  
Chamber を用
いて図 2 に示
したように卵
巣 癌 細 胞 と
TAM の共培養
を行う。この
系を用いて癌
細胞の増殖能、
浸潤接着能について検討を加える。 
②TAMが血管新生に与える影響の検証 
我々は既に臍帯より血管内皮細胞 HUVEC 

を採取培養する系を確立している。Matrigel 
上の HUVEC が TAM との共培養により、tube 
formation をおこすか検討する。 

 
(2) 卵巣癌腹膜播種における IL-6 の役割
の解明 
① 卵巣癌組織検体における IL-6 及び IL-6
受容体の発現の検討 
卵巣癌における IL-6の役割を検討すべく、

組織検体における IL-6 及び IL-6 受容体の
発現部位の検討を行う。我々は卵巣癌細胞そ
のものが IL-6 の産生源である想定しており、
その IL-6 が Autocrine に腫瘍の増殖浸潤を
促進し、 さらに Paracrine として、単球の
TAM への誘導や血管新生を誘導していると
想定している（図 3）。 
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図2 腹水中の TAM が卵巣癌進展
に与える影響（仮説）
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それを検証するべく、IL-6 と予後との関係
のみならず、IL-6 と TAM や血管新生との相
関関係および腫瘍における STAT3のチロシン
リン酸化などの検討を行う。 
② 抗 IL-6抗体による卵巣癌腹膜播種抑制効
果の検討 

Tocilizumab は大阪大学と中外製薬が共
同開発した IL-6 受容体に対するヒトキメラ
化抗体で、2008年に市販された国産初の抗体
医薬である。現在は関節リウマチおよびキャ
スルマン病にのみ適応がある。我々は中外製
薬に卵巣癌腹膜播種モデルマウスへの実験
への使用申請を行い、受理された。この
Tocilizumab をヒト卵巣癌細胞を腹腔内移植
した腹膜播種モデルマウスに投与すること
により、Tocilizumab の卵巣癌細胞に対する
直接的な影響を検討する。 
 
３．研究の方法 
(1) 卵巣癌患者腹水よりマクロファージの
分離抽出 
卵巣癌患者の文書による同意を得た上で

手術時に腹水を採取し、遠心分離後、Ficoll 
で赤血球、血漿の除去を行い、 Miltenyi 
Biotec 社の MACS Cell Separation Columns 
を用いて単球マーカーである CD11bでマクロ
ファージを分離する。 
 
(2) TAMが卵巣癌細胞に与える影響の解析 
①  TAMが卵巣癌細胞の浸潤能に与える影響

の解析 
図 2 の模式図で示した 24 ウェルの Boyden 

Chamber を用いた共培養系を用いる。卵巣癌
細胞株を上層にマクロファージを下層にま
き、Filter を通過する卵巣癌細胞株の細胞
数を評価する。この条件下で、後述する抗
IL-6 受容体抗体などをマクロファージに前
投与する抑制実験を行うことにより、抗 IL-6
受容体抗体の作用点及びマクロファージの
役割の検討を行う。 
②  TAM が卵巣癌細胞の増殖能に与える影

響の解析 
本検討では、図 2の模式図とは逆に、下層

に卵巣癌細胞株、上層の Chamber にマクロフ
ァージを撒いた共培養系を用いる。我々が所
有する組織型の異なるいくつかの細胞株を

使用する。増殖能は MTSアッセイで評価する。 
③TAM が血管新生に与える影響の解析 
当院での分娩症例の胎盤臍帯より、患者の

文書による同意を得た上で血管内皮細胞
HUVEC の初代培養を行う。これをマトリゲル
でコートした 96 ウェルプレート上に 2.5x10
４個撒く。これに TAM のみを培養した上清を
添加し、腹水による血管新生促進が TAM によ
るものなのかを検討する。さらに我々が所有
する抗 VEGF 抗体(Bevacizumab)や抗 IL-6 受
容体抗体などによる抑制試験を行うことに
より、TAM の血管新生に与える役割の解析を
行う。 
 
④ 卵巣癌組織検体における TAM の発現と 
血管新生の相関関係の検討 
卵巣癌組織検体を血管内皮細胞のマーカ

ーである抗 CD31抗体で染色することにより、
TAM が血管新生を誘導しているかの検討を行
う。 

⑤ 卵巣癌組織検体における IL-6 及び受容 
体の発現の検討 
卵巣癌組織における IL-6 の産生源および

作用部位を同定するべく、抗 IL-6 及びその
受容体抗体を用いて、IL-6の発現と卵巣癌の
病期、予後との関連を検討する。さらに前述
した TAM や血管新生との相関性を検討する
ことにより、卵巣癌における IL-6 の果たし
ている役割を網羅的に検討する。 
 
(4) 抗 IL-6受容体抗体(Tocilizumab)による
卵巣癌に対する治療効果の可能性の検討 
(in vivo) 
前述の in vitro の研究により、IL-6 抑制に
よる TAM の機能抑制および卵巣癌細胞の浸
潤・増殖抑制効果が明らかになれば、in vivo
における抗 IL-6 受容体抗体による卵巣癌腹
膜播種の治療の可能性について検討する。
我々はヒト卵巣癌細胞株をヌードマウスに
腹腔内投与する卵巣癌腹膜播種モデルマウ
スの実験系を既に確立している。 
①  腫瘍への直接効果に焦点をあてた
Tocilizumab単独投与試験 
1x106 個の SKOV3ip1 細胞をヌードマウスに
腹腔内投与し、1 週間後より、Tocilizumab 
5mg/kg の週 2 回静脈投与による治療を 4 週
間行う。対照として、コントロール IgG を用
いる。SKOV3ip1 移植マウスは通常、移植後
35日前後で2ml以上の血性腹水を伴った卵巣
癌末期症状を呈する。よって、その時期にマ
ウスを安楽死させた後、腫瘍重量、腹水量、
播種病変数を両群において比較検討する。
Tocilizumab 治療群 10 匹、Control 群 10 匹
を予定している。Tocilizumab の効果が不十
分であれば、投与量を 15mg/kg まで増量し、
濃度依存による治療効果判定を検討する。ま
た、摘出病変をホルマリン固定後、パラフィ



 

 

ン切片とし、腫瘍における直接効果として、
IL-6の下流シグナルであるSTAT3のチロシン
リン酸化、増殖能のマーカーとして Ki67, 血
管新生のマーカーとして、VEGF及び CD31 の
免疫組織染色を行い、薬剤の作用点について
の検討を加える。 
 
４．研究成果 
(1) TAMが卵巣癌細胞株に与える影響の解析 
卵巣癌患者より採取した腹水から CD11bで分
離したマクロファージ（TAM）は、卵巣癌予
後因子の一つであるインターロイキン 6
（IL-6）を分泌していることを ELISA法にて
確認した。 
種々の卵巣癌細胞株において IL-6 および
IL-6 受容体（IL-6R）が発現していることを
western blotting 法ならびに real time 
RT-PCR法にて確認した(図 4)。 

① TAM が卵巣癌細胞の増殖能・浸潤能に与
える影響 
MTS assay にて検討するに、SKOV3ip1 は TAM
との共培養により増殖能が約 1.3倍に亢進し
た。SKOV3ip1 は TAM のない状態で IL-6 刺激
を加えても増殖能が約 1.5倍に亢進した。 
Invasion assay にて検討するに、SKOV3ip1
は TAMとの共培養により浸潤能が約 8.4倍に
亢進した(図 5)。SKOV3ip1は TAMのない状態
で IL-6 刺激を加えても浸潤能が約 3.8 倍に
亢進した。 

Tocilizumabにより、増殖能は約 7%、浸潤能
は約 33%抑制された。 
TAM の分泌する IL-6 が SKOV3ip1 の増殖能・
浸潤能を亢進し、tocilizumab がこれを抑制

する可能性が示唆された。 
② TAM が血管新生に与える影響の解析 
血管新生促進因子であるVEGFの発現をELISA
法にて検討するに、SKOV3ip1 は TAM より約
10 倍以上高濃度に VEGF を発現していた。ま
た、SKOV3ip1は TAMのない状態で 
IL-6 刺激を加えるに用量依存的に VEGF の発
現が最高で約 3倍に亢進した。また、SKOV3ip1
は TAM との共培養によっても VEGF の発現が
約 2 倍に亢進し、tocilizumab により約 15%
抑制された。 
TAMの分泌する IL-6が SKOV3ip1の VEGF分泌
能を亢進し、tocilizumab がこれを抑制する
可能性が示唆された。 
 
 (2) 抗 IL-6R 抗体による卵巣癌に対する治
療効果の検討（in vivo） 
SKOV3ip1 をヌードマウスに腹腔内投与した
卵巣癌腹膜播種モデルに tocilizumabを 
投与し、治療効果を腫瘍重量・播種病変数・
腹水産生量で検討した。tocilizumab を投与
したマウス（治療群）はコントロール（非治
療群）に比して、腫瘍重量・播種病変数はそ
れぞれ約 30%に抑制され、腹水産生量はほぼ 
0となった(図 6)。 

 
 
tocilizumabはIL-6を標的とした卵巣癌の治
療薬となる可能性が示唆された。 
これらのマウスより摘出した標本を用いて
免疫組織染色を行なった。コントロール群に
おいて、Il-6 シグナリングの下流にある
Stat3 のリン酸化が高レベルに生じているの
に対し、治療群では Stat3のリン酸化はほぼ
完全に抑制された(図 7)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
また、同じ標本を用いて、増殖能の指標であ
る Ki-67 と血管新生の指標となる CD31 の発
現を免疫組織染色でそれぞれ検討するに、コ
ントロール群に比して治療群では、Ki-67 の
発現が約 30%、CD31 の発現が約 70%抑制され
た(図 8, 図 9)。 
 

 

tocilizumabはIL-6を標的とした卵巣癌の治
療薬となる可能性が示唆された。 
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