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研究成果の概要（和文）：IL-23は口腔癌細胞において構成的に発現していた．p53変異株にIL-23 mRNAの発現亢進を認
めたが，p53野生株のSAS細胞ではIL-23 mRNAが減少した．p53ノックダウンしたSAS細胞をTNF-α刺激した時，明らかに
時間依存的なIL-23発現量の増大を認めた．口腔癌症例の生検材料を用いてp53とIL-23の局在について免疫組織化学的
検索を行った．p53陽性口腔扁平上皮癌22例のうち10例（45.5%）にIL-23陽性所見を認めた．以上の結果から，p53遺伝
子変異はIL-23の発現を亢進することで口腔癌の増殖と進展を引き起こすことが示唆された．

研究成果の概要（英文）：IL-23 was constitutively expressed in oral cancer cells. The up-regulation of IL-2
3 expression was observed, especially in p53 mutant cells. In contrast, the reduced expression of IL-23 wa
s observed in SAS cells of p53 wild type. p53 knockdown in SAS cells led to increase IL-23 mRNA expression
. However, there was no significant difference in IL-23 protein level in the transfected-control siRNA cel
ls. Then, when the p53 knockdowned-SAS cells were stimulated with TNF-alpha, a time-dependent increase in 
the IL-23 protein expression was observed. These data indicate a possibility that IL-23 expression is regu
lated by p53. In addition, the localization of p53 and IL-23 in the biopsy samples of oral cancer was exam
ined using an immunohistochemical method. The positive reaction for IL-23 was observed in 10 of 22 (p53 po
sitive) cases (45.5%) of SCC. These data suggest that p53 gene alteration leads the growth and proliferati
on of oral cancer by the enhanced IL-23 expression.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

近年の分子生物学ならびに免疫学的手法の

目覚ましい発達は，癌の発生・増殖・進展

に関係した様々な分子の発見とその機能解

析に貢献してきた．なかでも多様なサイト

カインとそのレセプターならびに接着分子

の同定は，癌の病態を知る上で非常に重要

であり，新しい治療法の開発における鍵と

して期待されている．一方，慢性炎症は悪

性腫瘍の発生率の増加と関連すると長い間

考えられており、また慢性炎症と悪性腫瘍

の制御機構の類似性は 100年以上前から示

唆されてきた．例えば，自然免疫系の細胞

の浸潤，マトリックスメタロプロテアーゼ

（MMP）活性の上昇，および血管新生や脈

管系の密度の増加などは，慢性炎症と腫瘍

関連炎症との類似点の例として挙げられる．

こうした炎症局所の細胞間情報伝達におい

て中心的な役割を演じている分子の一つが

サイトカインである．近年，インターロイ

キン(IL)-23はヒトの腫瘍で増加し，MMP9

の発現上昇などの炎症反応を促進し，血管

新生を増加させるが，CD8T 細胞の浸潤は

抑制する（Nature 442, 2006）．また IL-23の

除去により，形質転換した組織への細胞障

害性 T細胞の浸潤が増加し，化学物質によ

る発癌に対し抑制効果が示された（Nature 

442, 2006）．しかしながら，頭頸部悪性腫瘍

の発生・増殖・進展メカニズムにおいて

IL-23 が関与しているという報告はまだな

い．そこで申請者は，サイトカイン IL-23

をターゲットとした頭頸部悪性腫瘍の増

殖・進展メカニズムの解析および腫瘍内の

NF-B 活性解析に基づく治療戦略を提案

し，その研究開発のために本研究課題を申

請する． 

２．研究の目的 

特に腫瘍の増殖・進展に関与するサイトカ

インとして IL-12と IL-23が知られている．

両者は共にヘテロダイマーを形成する炎症

性サイトカインであり，IL-23の発現はヒト
の腫瘍で増加するが，その近縁にあたる

IL-12の発現は増加しない．またこれらのサ

イトカインの発現は，腫瘍の微小環境にお

ける局所の炎症反応や上皮内リンパ球の浸

潤を拮抗的に抑制している（Nature 442, 

2006）．このことから，頭頸部悪性腫瘍にお
いても腫瘍細胞自身の産生する IL-23 が，

宿主の免疫監視機構に直接的あるいは間接

的に抑制性に作用し，その結果，腫瘍細胞

が増殖・進展していくことが考えられる．

以上の仮説を証明すべく，多数の頭頸部悪

性腫瘍の試料を用いて IL-23 およびそのレ
セプター蛋白の発現検索を行い，その局在

と組織学的悪性度，予後との相関性を解析

する． 

IL-23 は，その特異レセプターとの結合に

よって細胞内情報伝達経路を活性化するた

め，抗 IL-23 抗体あるいは抗 IL-23 レセプ
ター抗体の作用でこの経路が阻止されるは

ずである．そこで頭頸部悪性腫瘍の培養細

胞株における IL-23 の発現状況を検索し，
IL-23陽性腫瘍細胞に抗 IL-23抗体あるいは

抗 IL-23 レセプター抗体を作用させた際の

細胞増殖阻害効果を検討する．IL-23 陽性

腫瘍細胞とヒト正常血管内皮細胞を共培養

した上で，抗 IL-23 抗体を介した細胞浸潤

および血管新生阻害実験を行うことで腫瘍

浸潤における IL-23 の関与を明らかにする．

また，ヌードマウスを用い同様の腫瘍細胞

浸潤・血管新生阻害実験を行い，抗 IL-23

抗体の抗腫瘍効果における有効性を検討す

る．さらに，頭頸部悪性腫瘍においては圧

倒的に扁平上皮癌が多いことで知られてい

るが，近年，扁平上皮癌において NF-Bの

活性増加が起こっていることが報告されて

いる（Cancer Res., 64, 2004, Gan To Kagaku 
Ryoho, 32, 2005）．そこに NF-B活性の阻害

剤であるアスピリンを作用させると，腫瘍

の増殖に対して抑制的に働き，アポトーシ

スを導くことが示された（ANZ J Surg., 75, 

2005）．一方，H-2ブロッカーであるシメチ

ジンは，消化管の悪性腫瘍（特に腺癌）に

おいて転写因子 NF-B の活性を阻害する

ことで増殖・転移抑制することが報告され

ている（Cancer Res., 55, 1995）．また，IL-23
はNF-Bの抑制因子 IBと会合して間接的

に NF-B の活性化をコントロールしてい

ることが確認されるとともに，NF-Bの活
性化が IL-23 の発現誘導においても重要で



あることが示された（J immunol., 176, 2006），

さらに，NF-B活性抑制によるアポトーシ
スの誘導は IL-23 産生の減少をもたらすこ

とがわかった（Immunity, 22, 2005）． 

そこで，頭頸部扁平上皮癌培養細胞株お

よび扁平上皮癌組織における IL-23 陽性腫

瘍の NF-B活性動態を解析し，シメチジン

やアスピリンを作用させた際の IL-23 およ
び NF-B 活性も検索して比較検討を行う．

また，この際のアポトーシスを解析する．

さらにヌードマウスを用い，同様の IL-23
および NF-B活性動態を解析し，シメチジ

ンやアスピリンを作用させた際のアポトー

シスを検索する．以上の研究から，IL-23
を標的として口腔癌の増殖・進展メカニズ

ムを解析すると共に NF-B のシグナル伝

達制御を介した腫瘍の増殖・浸潤メカニズ

ムを明らかにすることで，効果的治療法の

開発を目的とする． 

３．研究の方法 

当大学病院口腔外科に受診したすべての口

腔癌患者の生検組織材料を用いて以下の実

験を行う． 
① すべての試料において，ホルマリン固

定パラフィン包埋材料を作製し，HE染
色標本にて病理診断を行う．さらに抗

IL-23抗体，抗IL-23レセプター抗体およ
び抗NF-B抗体を用いた免疫組織化学
的検索を行い，その発現強度および局

在を確認する．これらの結果と個々の

症例の臨床病理学的諸因子との相関関

係について解析を行う． 
② 前述した各ヒト口腔癌由来細胞株を

用い，in vitroの系で研究を行う．まず
IL-23の遺伝子レベルでの発現状況を
解析する．各腫瘍細胞株を25 cm2のフ

ラスコにconfulent（1x106個）になるま

で培養し，AGPC法にてトータルRNA
抽出後，Real time qRT-PCR法により
IL-23 mRNAを定量する．次に各腫瘍細
胞株におけるIL-23のタンパク質レベ
ルでの発現状況を検索する．各腫瘍細

胞株よりタンパク質抽出・濃度測定後，

Western blot法により定量する． 
＜腫瘍細胞の増殖阻害効果の検索＞

IL-23発現が認められた培養株に対し
て抗IL-23抗体を時間と濃度を変えて
作用させ，またIL-23 small interfere (si) 
RNAのトランスフェクトによりIL-23
をノックダウンさせた状態で，腫瘍細

胞の増殖阻害効果を細胞増殖活性測定

法にて検索する．  
＜細胞浸潤および血管新生阻害実験＞

IL-23陽性腫瘍細胞に対してIL-23をノ
ックダウンさせた状態で，ヒト正常血

管内皮細胞を共培養した上で，共焦点

レーザー顕微鏡にて形態学的変化を観

察し，細胞浸潤および血管新生阻害実

験を行うことで腫瘍浸潤における

IL-23の関与を明らかにする．次に上述
した各種抗癌剤を作用させる．IL-23の
活性阻害が起これば腫瘍の増殖抑制が

起こるため，それぞれCaspase-Glo assay，
Western blot法によるcaspaseの活性化測
定によりアポトーシスの状態を確認す

る（福田）． 
＜NF-B活性化の解析＞TNF-は NF-B

の発現を増強させるサイトカインである

との報告があることから（Oncogene 18, 

1999）， IL-23 陽性を示した細胞株に

TNF-を作用させた上で，同様にして
Real time qRT-PCR 法により NF-B 

mRNA を定量する．さらに ProteoExtract 

kitを用いて細胞質・細胞膜・核の分画に
分けてそれぞれタンパク質抽出を行い，

NF-Bタンパク質の細胞質から核への移

行動態をWestern blot法により解析する. 
これにより実際に NF-B の活性化が起

こって細胞質から核に移行した結果，

IL-23 タンパク質が発現増強しているこ
とが証明できる．さらに DNA と結合し

た NF-B が活性化して機能しているか

否か証明するために Luciferase reporter 
assay（現有設備）を行う． 

③ このようにしてTNFを作用させた
時にNFBの活性化が証明された培養
株に，シメチジンお よびアスピリン

あるいは抗IL-23抗体をそれぞれ濃度
と時間を変えて作用させたときの

NF-Bの活性動態を同様にして解析す



る．さらにシメチジン，アスピリンお

よび抗IL-23抗体の作用でNF-Bの活性
阻害が起これば，アポトーシスが誘導

されるため，caspase3，7，8，9の活性
化を介したアポトーシスの状態を

Caspase-Glo assay，Western blot法にてそ
れぞれ検討する．  
④ ヌードマウスに IL-23 陽性腫瘍細胞を
播種・腫瘍形成した後，抗 IL-23 抗体を

濃度と時間をそれぞれかえて直接作用さ

せた際の腫瘍浸潤・血管新生阻害実験を

行うとともに，シメチジン，アスピリン

および抗 IL-23 抗体を濃度と時間をそれ

ぞれかえて直接作用させた際の NF-B
の活性動態を同様に解析し，アポトーシ

スの検索と副作用の有無を形態的および

組織学的に行う． 
当該年度に必要な備品はなく，実験試薬，

器具，実験動物のみ必要額申請した． 

４．研究成果 

 ①5 種類のヒト口腔扁平上皮癌培養株

HSC-2，HSC-3，HSC-4，Ca9-22（p53

変異株），KB（p53野生型, HPV感染株）

および SAS 細胞（p53 野生株）におけ

る，IL-23 遺伝子ならびにタンパク質の

発現状況を RT-PCR 法および Western 

blot法にて確認したところ，各細胞株に

おいて IL-23 mRNAおよび IL-23タン

パク質の自発的な発現を確認した．さら

に各細胞株を用いて Real time RT-PCR 

(qRT-PCR)法により IL-23遺伝子の発現

量の検索を行ったところ，p53野生株の
KB ，SAS細胞に比べ，p53変異株であ

る HSC-2, HSC-3, HSC-4 お よ び

Ca9-22 に発現亢進が認められた．この
ことから，HSC-3細胞（p53遺伝子変異

株）を用いて，TNF-（10 ng/ml）にて

経時的に刺激した際の IL-23 mRNA の
発現量を qRT-PCRにて検索したところ，

時間依存的な IL-23 mRNA の発現増強

を確認した．次に，各細胞株における

IL-23 タンパク質の培養上清中の分泌量

を ELISA にて測定したところ，無刺激

下ではいずれの細胞株も極微量（1 
pg/ml）であったが，HSC-3細胞におい

て TNF-刺激（10 ng/ml）により時間

依存的な IL-23タンパク質の分泌を観察
し，8時間で 3 pg/mlであった．HSC-3

および HSC-4 細胞を用いて，TNF-ま
たは IL-23（10 ng/ml）にて経時的に刺
激した際の NF-B 発現動態をルシフェ

ラーゼレポーターアッセイにて検索し

たところ，時間依存的な NF-B 活性増
強を確認した．抗 IL-23抗体（0.8µg/ml）

による中和または IL-23 siRNA による

IL-23ノックダウンを行った際のNF-B
の活性動態は，顕著に抑制された．さら

に NF-B の活性阻害剤として知られる

シメチジンを作用させた場合，NF-B活
性低下とともにアポトーシスに陥った．

また，抗 IL-23 抗体を作用させた際，

NF-B の活性は低下したがアポトーシ
スには至らなかった．次に p53野生株で

ある KB 細胞に IL-23 を作用させた際，

NF-B 活性は刺激後 4 時間でピークに

達したものの，その後減少に転じた．以

上のことから，IL-23 は樹状細胞やマク

ロファージだけでなく，口腔扁平上皮癌

細胞自身も分泌していることが明らか

となった．このことは，口腔扁平上皮癌

における IL-23の発現増強は腫瘍の増殖

促進に関与しているかもしれない．すな

わち TNF-刺激により腫瘍自身が
IL-23を発現することでautocrine的に，
腫瘍の増殖活性を増強させている可能

性が示唆された．さらに，p53 が IL-23 

mRNA の発現量を調節している可能性
が示唆されたことから，p53野生株であ

る SAS 細胞に p53 siRNA を導入して

p53発現抑制した際の IL-23の発現につ
いて定量性 RT-PCR法にて検索した．そ

の結果，p53 mRNA 発現量は明らかに

減少し，また IL-23 mRNA レベルはコ
ントロールと比べて増大傾向を示した

ものの，IL-23 タンパク質の発現量に変

化は認められなかった．多くの腫瘍にお

いて腫瘍細胞自身が TNF-を産生して
NF-B の活性化を誘導することによっ

て，悪性腫瘍の増殖・進展においても重

要な役割を担っていることが知られて



いる．そこで，口腔癌における局所免疫

応答を擬似的に再現する目的で，p53野
生型の口腔扁平上皮癌由来株化細胞

SASの p53発現を抑制した上で，NF-B

を活性化させるべく TNF-を添加して
IL-23の発現動態を検索した．その結果，

IL-23 の発現が TNF-刺激後時間経過
とともに増強した．このことから in 
vitro の実験において，p53 によって

IL-23 は制御されていることが示唆され

た． 
 ②明海大学病院にて治療を受けた 52 例の口腔

扁平上皮癌患者の生検組織のホルマリ

ン固定パラフィン包埋材料を用い， 
IL-23， p53 および NF-B に対する免

疫組織化学的検索を行い，その発現強度

および局在を確認した．その結果，20
例（38%）の腫瘍細胞膜に IL-23の弱陽

性反応を認めた．また 39 例（75％）の

腫瘍細胞の核に NF-B 発現を認め，

IL-23陽性サンプルにおいて特にNF-B

発現の強陽性所見が認められた．さらに，

21例（40 %）の腫瘍細胞の核に p53陽

性所見を認めた．さらに，最終年度にお

いては口腔扁平上皮癌 55 例における

p53 の発現を検索したところ，22 例

（40%）の生検組織材料に陽性所見を認

めたため，この 22 例中の IL-23 の陽性

率について検索を行った．その結果，p53
陽性口腔扁平上皮癌 22 例のうち 10 例

（45.5%）の，主に腫瘍細胞の細胞膜を

主として細胞質にも弱いながら IL-23陽
性所見を示し，また炎症性浸潤細胞にも

陽性反応を認めた．ちなみに，33 例の

p53陰性例中に IL-23陽性所見はわずか
に 6 例（18.2 %）のみであった．特に

p53タンパク質の強陽性所見を示す症例

において IL-23陽性所見が多く認められ
た．なお IL-23，NF-Bおよび p53発現

と臨床病理学的因子との間に特別な相

関関係は認められなかった． 
また免疫組織化学的検索においても，

口腔扁平上皮癌の p53 変異を示唆する

症例に IL-23 の発現傾向を認めたこと
から，IL-23 の発現および機能は p53

によって制御されている可能性が示唆

された．以上のことから最終的に，p53
変異を伴う口腔扁平上皮癌において，

腫瘍の増大に伴い IL-23 の発現が亢進

することにより腫瘍の増殖・進展に重

要な役割を担っていることが示唆され

た．以上のことから，IL-23は口腔癌の

患者における予後因子として有用であ

ると共に，ここに発生している情報伝

達経路を解析することは口腔癌の増殖，

進展メカニズムを解明するために重要

であると考えられ，また IL-23 を基盤

とした治療戦略の確立が期待される．  
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