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研究成果の概要（和文）：　本研究では、IL-27を用いた癌免疫療法への応用を目指して、以下の3点について明らかに
した。(1) IL-27がLPSと共にマクロファージを活性化しSTAT1/NF-κB/MAPKsを介して一酸化酸素産生を増強すること、
(2) IL-27がpoly(I:C)と協調的にSTAT1/IRF-1を介し腫瘍細胞でのTLR3とTRAIL発現を増強し腫瘍増殖を抑制すること、
(3) IL-27とSCFで造血幹細胞から分化増殖したミエロイド系前駆細胞から分化誘導した樹状細胞を用いて癌ワクチン療
法への応用の可能性を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：   In the present study, we have elucidated following three new things aiming at a
pplication for cancer immunotherapy with IL-27; (1) IL-27 together with LPS augments nitric oxide producti
on in macrophages through STAT1/NF-kB/MAPKs, (2) IL-27 enhances the expression of TRAIL and TLR3 in tumors
 through STAT1/IRF-1 and inhibits their tumor growth in cooperation with poly(I:C), partly in a TRAIL-depe
ndent manner, (3) dendritic cells generated from myeloid progenitor cells differentiated and expanded by I
L-27 and SCF can be potentially applied for dendritic-based therapeutic cancer vaccines.
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１．研究開始当初の背景 
	 我々は、2004年に IL-27の抗腫瘍効果を最
初に報告（Hisada et al. Cancer Res. 64, 1152-6, 
2004）して以後、その作用機序等について検
討を行ってきた。その結果、IL-27 は腫瘍の
性質により、CD8+T 細胞を介する機構、NK
細胞による抗体依存性の細胞傷害活性を介
する機構、血管新生阻害活性を有するケモカ
イン（IP-10、MIGなど）を介する機構、直接
腫瘍細胞に作用し細胞増殖を抑制機構など
複数の機構を介していることを明らかにし
てきた。また、我々は、IL-27 が直接造血幹
細胞に作用し分化増殖を促進する能力を有
していることも明らかにした（Seita et al. 
Blood 111, 1903-12, 2008）。 
 
２．研究の目的 
	 本研究では、IL-27 の抗腫瘍効果の作用機
序に関する基礎的研究をさらに進めると共
に、IL-27 によるミエロイド系前駆細胞への
分化増殖の誘導機構やその効果について明
らかにし、さらに、これを用いた癌治療を目
指した新しい免疫細胞療法を開発すること
を目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)	 マウス腹腔滲出性マクロファージの調
製と IL-27の反応性の解析 
	 野生型 C57BL/6 マウスおよび STAT1 遺伝
子欠損マウスに 3％チオグリコレート培地 1 
mlを腹腔内投与した 4日後、腹腔内に滲出し
たマクロファージを PBSで回収し、10%FBS
存在下で 1時間培養しディッシュに接着した
細胞をマクロファージとして用いた。このマ
クロファージを各種阻害剤非存在下および
存在下で IL-27および LPSで刺激し、その形
態変化を写真にとり、培養上清を用いて市販
の Griess試薬で一酸化酸素（NO）量を定量、
細胞から RNA を抽出しリアルタイム
RT-PCRで誘導型一酸化窒素合成酵素（iNOS）
mRNAを定量した。 
 
(2)	 ヒトメラノーマ腫瘍の IL-27 に対する
感受性の解析と in vivoでの抗腫瘍効果解析 
	 3 種類のヒトメラノーマ腫瘍 SK-MEL-13, 
-28, -37（米国 Memorial Sloan-Kettering癌セン
ターOld博士より分与）を、IL-27と poly(I:C)
単独および両方で、抗 TRAIL抗体非存在下お
よび存在下で刺激し、写真により形態変化、
3Hチミジンの取り込みにより細胞増殖、細胞
より RNA を抽出し定性およびリアルタイム
RT-PCRにより mRNA発現、細胞可溶液を調
製しウエスタンブロットにより蛋白レベル
での発現解析、FACS を用いて細胞表面分子
の発現解析と細胞死解析を行った。また、標
的分子を特異的な siRNA を用いてノックダ
ウンし機能解析を行った。さらに、
SK-MEL-37 細胞を NOD/SCID マウスの皮下
に植え、1 週間後から毎週 IL-27 と poly(I:C)
の単独および両者一緒に投与し、腫瘍の大き

さを測定した。 
 
(3)	 IL-27 による骨髄造血幹細胞の分化増殖
と機能解析 
	 マウス骨髄細胞を IL-27と SCF単独および
両者で培養し、経時的に増えた細胞数を測定
し、FACSによる cellularity解析を行った。次
に、分化増殖した細胞を、さらに通常の樹状
細胞（DC）へ分化誘導する GM-CSF+IL-4で
1 週間培養し未熟 DC に分化し、卵白アルブ
ミン（OVA）非存在下および存在下 LPSで成
熟化して細胞表面分子の発現を FACS 解析、
抗原提示能力を OVA 特異的な OT-II 由来
CD4+T 細胞の増殖を 3H チミジンの取り込み
で測定した。さらに、この OVA パルスした
成熟 DCをマウス皮下投与し、その 4週間後
に EG7（OVA 遺伝子を導入した EL-4）胸腺
腫を植え腫瘍の大きさを経時的に測定した。 
	 
４．研究成果	 
(1)	 IL-27と LPSによる相乗的マクロファー
ジの活性化と NO産生増強 
	 マクロファージへの IL-27 の作用は炎症性
サイトカイン産生を抑制するという報告も
あり、抗腫瘍効果との関連がはっきりしない。
そこで、3％チオグリコレート培地を腹腔内
投与し調製した腹腔侵出性マクロファージ
を用いて、IL-27の効果を調べた。その結果、
IL-27 は LPS と相乗的に誘導型一酸化窒素合
成酵素（iNOS）mRNA発現および NO産生を
増強した。この時、LPSの受容体 TLR4 mRNA
発現を増強し、STAT1 欠損マウスや NF-κB
の阻害剤、p38, ERK, JNKなどの MAPKの阻
害剤により NO産生が低下した。以上より、
IL-27 は腫瘍内浸潤したマクロファージから
STAT1および NF-κB、MAPKsを介して抗腫
瘍作用を有する NO産生を誘導することが明
らかになった（Shimizu et al. Immunobiology 
218, 628-634, 2013）。 
 
(2)	 IL-27 と poly(I:C)による TLR3 と TRAIL
発現誘導を介した協調的抗腫瘍効果の増強 
 3種類のヒトメラノーマ細胞を IL-27で刺激
すると細胞増殖が抑制され、その際 TRAIL
発現が mRNAレベルで増強された。細胞表面
上での発現程度は、3 種類の細胞で異なって
いたが、TRAILの中和抗体によりいずれの細
胞でも増殖抑制がキャンセルされた。次に、
抗腫瘍作用を有することが報告されている
poly(I:C)を IL-27 と一緒に加えると、さらに
強い増殖抑制作用を示した。この時、poly(I:C)
の受容体である TLR3 発現も IL-27 で誘導さ
れ、さらに poly(I:C)と協調的に増強され、こ
の効果も TRAIL の中和抗体によりキャンセ
ルされた。最後に、NOD/SCIDマウスにヒト
メラノーマを接種した 1 週間後から毎週
IL-27 と poly(I:C)単独、または両方を投与す
ると、poly(I:C)の高用量では、poly(I:C)単独で
も強い腫瘍増殖抑制効果を示したが、低用量
では IL-27 をさらに加えることにより増殖抑



制効果が増強された。以上より、IL-27 が、
poly(I:C)と協調的に STAT1/IRF-1を介し腫瘍
細胞でのTLR3とTRAIL発現を促進し抗腫瘍
効果を増強することが明らかになった（Chiba 
et al. PLoS One 2013; 8(10):e76159）。 
 
(3)	 IL-27 で分化増殖したミエロイド系前駆
細胞から分化誘導した DCを用いた癌ワクチ
ン療法 
 マウス骨髄細胞を IL-27 および SCF 単独と
IL-27+SCF で培養すると、両方を入れた時の
み骨髄細胞の増殖が強く見られ 2ヶ月に渡り
細胞が増えてきた。この時、細胞表面マーカ
ー の FACS 解 析 を 行 っ た と こ ろ 、
c-Kit++CD11b+/−の集団と c-Kit+/−CD11b++の集
団の大きく 2つの細胞集団が増えてきていた。
そこで、in vitroで 1ヶ月以上培養し増幅した
細胞を、通常の DCへ分化誘導する条件であ
る GM-CSF+IL-4 で培養すると、骨髄細胞か
ら取って直ぐ分化誘導した DCと同様に、強
い抗原提示能力を有する DCに分化した。さ
らに、OVAをパルスした DCをマウスに免疫
した 1ヶ月後、EG7胸腺腫を植えると強い抗
腫瘍ワクチン作用を示した。以上より、IL-27
を用いて DC前駆細胞を長期間に渡り分化増
殖させ、必要に応じて DCに分化誘導しワク
チン療法と用いる新しい免疫細胞療法の可
能性が示唆された。 
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