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腎細胞癌における癌遺伝子の研究と臨床応用:

腎細胞癌の抗インターロイキン6療 法の試み
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   Interleukin-6  (IL-6) has been demonstrated to be an autocrine growth factor of renal cell 
carcinoma in vitro and released IL-6 has been thought to elicit the acute phase response in vivo. 
We investigated the possibility of anti-IL-6 therapy of IL-6-producing renal cell carcinoma. There 
was a dose-dependent decrease in the number of colonies formed in vitro of NC65 renal cell carci-
noma cell line in the presence of dexamethasone which is known toi nhibit the induction of IL-6 
messenger RNA. IL-6 receptor antisense oligonucleotide and anti-IL-6 receptor antibody also 
showed growth inhibition of NC65 cells. IL-6 antisense oligonucleotide and anti-IL-6 antibody did 
not alter the proliferation of NC65 cells. These findings suggest that inhibitors of IL-6 production 
or IL-6 function may be useful for some renal call carcinoma patients. 

                                                 (Acta Urol. Jpn. 38: 1333-1336, 1992) 
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緒 言

invitroに お い て イ ン ター ロイ キ ソ6(以 下IL-6)

が 腎細 胞 癌 のautocrinegrowthfactorと して 作 用

して い る こ とが 報 告 され て い る1).わ れわ れはNC65

を 含め ほ とん どの ヒ ト腎細 胞 癌細 胞 株 がIL-6,IL-6

レセ プタ ー.お よび レセ プ タ ーか らの シ グナ ル を伝 達

す る糖 蛋 白gpl30を 発 現 して い る こ とを 示 した2).

さ らに臨 床 例 に お い て もIL・6お よびIL-6レ セ プ

タ ーを 同 時 に 発現 して い る腎 癌 が 存 在 して お り,IL-6

が 腎 細 胞 癌 の 発 生,増 殖,お よ びparaneoplastic

syndromeに 関与 して い る可 能 性 を 示 唆 した2).IL-6

遺 伝 子 の転 写 は デ キ サ メサ ゾ ンな どの ス テ ロイ ドに よ

り抑制 を 受 け る こ とが 知 られ て い る3-5>.ま たIL-6

のアンチセソスオ リゴヌクレオチ ドを投与しIL-6メ

ッセンジャーRNA(以 下mRNA)の 翻 訳を阻害

する と,IL-6を 増殖因子としている骨髄 腫細 胞株

で増殖 抑制がかかることが報告されている6).そ こ

で今回IL-6あ るいはIL-6レ セプターの産生や機能

を抑制することにより腎細胞癌の増殖抑制が可能かど

うかをヒト腎細胞癌細胞株NC65を 用いて検討を加

えた.

材 料 と 方 法

(1)細 胞

Schroederら に よ り樹立 され た ヒ ト腎細胞癌株

NC65を 用 いた7).培 養液は2%ウ シ胎児血清(FCS)

を加えたRPMI1640(ニ ッスイ)を 用いた.
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(2)デ キ サ メ サ ゾ ソ,オ リゴ ヌ ク レオ チ ド,お よび

抗体

デ キサ メサ ゾ ン(Sigma)は 培 養 液 に10-4Mの 濃

度 にな る よ うに 溶解 し4℃ で 保存,使 用直 前 に 各 濃

度 に 調 整 した.1レ6ア ソチ セ ンス オ リ ゴ ヌ ク レオ チ

ドと してIL-6遺 伝 子 の 第2エ クソ ンの5コ ドンに 相

補 的 な15ヌ ク レオ チ ド(TCCTGGGGGTACTGG),

IL.6レ セ プ タ ー ア ンチ セ ソス オ リゴ ヌ ク レオ チ ド と

してIL・6レ セ プ タ ーmRNAの 開 始 コ ドン よ りの5

コ ドンに 相補 的 な15ヌ ク レオチ ド(GCCGAGGGC-

CAGCAT),コ ン トロー ル としてIL-6遺 伝 子 の セ ン

ス オ リゴ ヌ ク レオ チ ド(AGGACCCCCATGACC)

をDNA合 成 装 置(GeneAssemblerPlus,Pharm-

acia)で 作 成 し てTE緩 衝 液(pH75)に 溶 解,-

30℃ で 保存 し た.抗 ヒ トIL-6モ ノ ク ローナ ル 抗体

(MH166)お よび 抗 ヒ トIL-6レ セ プ タ ー モ ノ ク ロー

ナ ル抗 体(PMI)は 中 外 製 薬 株式 会社 よ り提 供 を 受け

た.コ ン トロール と して マ ウス抗 ヒ トIgGを 使 用 し

た.

(3)コ ロニ ー形成 ア ッセ イ法

Im1の 培養 液 を 入 れ た35mm培 養 皿 を 一 晩37℃,

5%CO2イ ンキ ェベ ー ター で 保 存 し,こ れ に0.25%

トリプ シ ソ処 理 とp五pettingに よ り単 一 細 胞 に した

NC65細 胞 を1×102個 ず つ 加 えた.24時 間 後 各薬 剤

を含 んだlmlの 培 養 液 と交 換 し,さ らに4日 間 培養

した.16個 以 上 の細 胞 塊 を ク ラス タ ー(cluster),30個

以上 の細 胞 塊 を コ ロニ ー(colony)と 定 義 し,倒 立 顕

微鏡 下 でそ れ ぞ れ の個 数 を 数 え た,

結 果

(1)デ キ サ メサ ゾン

デ キ サ メサ ゾ ンはIL-6遺 伝 子 の転 写 を 抑 制 す る こ

とが 知 られ て い る3-5》.そ こ で1×10一5M,2.5×10"'s

M,5×lO-5M,1×10-4Mの 濃 度 の デ キ サ メサ ゾンを

含 む 培 養 液 を 作成 しNC65細 胞 で コ ロ ニー形 成 法 を

行 った と ころ,Fig.1に 示 す よ うに 濃 度依 存 的 な増 殖

抑 制 が 認 め られ た.

(2)ア ンチ セ ソス オ リゴ ヌ ク レオ チ ド

IL-6の ア ソチ セ ソス オ リゴ ヌ ク レオ チ ドはIL-6

mRNAと ・・イ ブ リッ ドを形 成 し,mRNAの タ ソバ

ク質 へ の翻 訳 を 抑 制 す る,骨 髄 腫 で有 効 と報 告 され て

い る もの と同 一 の 塩 基 配 列 を 用 い た が5),NC65細 胞

では 増 殖 抑 制 効果 は認 め られ な か った.一 方IL・6レ

セ プタ ー の ア ンチ セ ソス オ リゴ ヌ ク レオ チ ドで は コ ロ

ニ ーの 形 成 に対 す る抑 制 効 果 が 認 め られ た(Fig.2)・
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antiIL-6

antilL-6R

34±4(7±2)韓 ホ
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且6± 且(3±0)

置oo(loo)

79(57)

48(43)

寧≧16cd且s帥 ≧30cens韓.mean±SD
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(3)抗 体

産生されたIL-6が 増殖因子 として機能するために

は細胞表面のレセプターと結合しなければならないが,

この結合を阻害する抗IL-6抗 体,抗IL-6レ セプタ

ー抗体はともにNG65細 胞の増殖を抑制した(Table

1).

考 察

IL・6はB細 胞 の 抗 体 産 生 細 胞 へ の 最終 段 階 の 分 化

を誘 導す る因 子 と して ク ロー ニ ソグ され た サ イ トカ イ

ンで あ るが9),現 在 で は肝 臓 に おけ る急 性 期 蛋 白の誘

導な どさ ま ざま な 作 用 を 持 つ こ とが 知 られ て い る9).

またIL-6は リ ンパ系 細 胞 の み に か ぎ らず,線 維 芽 細

胞,血 管 内皮 細 胞,膀 胱 癌細 胞 株T24や グ リオ ブ ラ

ス トーマ な どに お い て も産 生 され てい る こ とが報 告 さ

れ3・10),標 的細 胞 も 多種 類 に わ た って い る9).骨 髄 腫

で はautocrinegrowthfactorと し て 機 能 し て お

り11),近 年 腎 細 胞 癌 に お い て もtnvitroでautocrine

growthfactorと して 働 く こ とが報 告 され た1).実 際

にわ れわ れ は 腎 摘 除 術 の 施 行 され た 症 例 の23%で 癌 組

織 のIL-6mRNA発 現 が 尤 進 して い た こ と,IL-6レ

セ プ ターmRNAの 発 現 も26%の 症 例 に認 め られ た

こ と,さ らに はIL-6発 現 充進 例 では 血 清CRP値,

リソパ節 転 移 の 頻 度 が有 意 に 高 い こ とを 報 告 した2).

IL-6が 産 生,分 泌 され,細 胞 表 面 の レセ プ ター に

結合 し細 胞 内 に 増 殖 シ グナ ル を 伝 達 す る ま で に は

Fig.3に 示 す よ うな ス テ ップ が存 在 す る.IL-6遺 伝

子 の 転 写 は グル コ コル チ コイ ドや 癌 抑 制遺 伝 子 産 物

p53で 抑 制 され る こ とが 報 告 さ れ て い る3-5・12).今

回,デ キサ メサ ゾ ソを 培 養液 に加 えた と ころ濃 度依 存
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的 に増 殖 抑 制効 果 が 認 め られ た(Fig.1).し か しな が

ら,こ の増 殖抑 制 が1レ6産 生 低 下 を 介 して い る もの

な の か,あ るい は グル コ コル チ コイ ドの 別 の機 能 に よ

る もの な のか は さ らに 検 討 を必 要 とす る.

ア ンチ セ ンス オ リゴ ヌ ク レオ チ ドはmRNAと ハ

イ ブ リッ ドを形 成 し,蛋 白が発 現 す るの 阻害 す る.そ

の機 序 と してハ イ ブ リ ッ ド形成 部 のmRNAの リボ ヌ

ク レア ー ゼHに よる分 解 な どが報 告 され て い る13).そ

こでIL-6ア ソチ セ ンス オ リゴ ヌク レオ チ ドを 培 養液

に 加 え てNC65細 胞 株 の増 殖 に対 す る 影 響 を 検 討 し

た が 効果 は認 め られ なか った.骨 髄腫 培 養株 で 増 殖抑

制 効 果 が報 告 され てい る もの と同一 の塩 基 配 列 を 用 い

た が6),NC65細 胞 株 で は 効果 が 認 め られ なか った理

由 と して,培 養 液 に 含 まれ る ヌ ク レアー ゼに よ るオ リ

ゴ ヌ ク レオチ ドの分 解NC65細 胞 株 は 骨髄 腫 細 胞株

よ りもIL-6依 存 性が 低 い こ とが考 え られ るが,よ り高

濃 度 の オ リゴ ヌ ク レオ チ ドで よ り徹底 的 なIL-6発 現

の 阻 害 が必 要 と思 われ る.一 方1し6レ セ プ タ ーア ン

チ セ ンス オ リゴ ヌ ク レオ チ ドを 加 えた 場 合 はNC65

細 胞 株 の増 殖 抑 制 が認 め られた(Fig.2).IL-6レ セ プ

タ ーの発 現 量 は1細 胞 あ た り100な い し1,000個 と少 な

い た めmRNA発 現 量 も 少 な くld),比 較 的低 濃 度 の

IL-6レ セ プ ター ア ンチ セ ンス オ リゴ ヌ ク レオチ ドで

十 分 なIL-6レ セ プ タ ー発 現 の抑 制 が もた ら され た と

思 わ れ る.よ り効果 的 な 増 殖抑 制 のた め には ア ンチ セ

ンス オ リゴ ヌ ク レオチ ドの ヌ ク レアー ゼ抵 抗 性 を 増強

した り,ハ イ ブ リッ ドの リボ ヌ ク レアー ゼHへ の 感受

性 を増 強 す る化学 的 修 飾 が必 要 と考 え られ る15).

産 生 され たIL-6が 増 殖 因子 と して機 能 す るた め に

は細 胞 表 面 の レセ プ タ ー と結 合 しな け れ ばな らな い 。

この 過 程 を 抗IL-6モ ノ クP一 ナ ル抗 体,ま た は 抗

IL-6レ セ プ タ ー抗体 で 阻 害 す る こ とに よ りNC65細

胞 の増 殖 に 影 響 が 見 られ るか ど うか を検 討 した と こ

ろ,と もに 増 殖 抑制 が 認 め られ た(Table1).抗IL-6

レセ プ タ ー抗 体 の方 で よ り強 い 抑 制 効 果 が 認 め られ

た 理 由 と して は,ア ンチ セ ソス オ リゴ ヌ ク レオチ ドの

場 合 と同様 にIL-bとlL-6レ セ プ タ ーの発 現 量 の差

に よる と考 え られ る.IL-6が レセ プ ター と結 合 す る

と,1レ6と 結 合 した レセ プ タ ーが 細 胞表 面 に 存 在す

る糖 蛋 白gpl30と 結 合 し,こ のgpl30を 介 して シ グ

ナル が 伝 達 され る16・17).抗IL-6レ セ プ タ ー 抗 体 は

IL-6と レセ プ タ ーの結 合 を 阻 害 す る の みで は な く レ

セ プ ター とgpl30の 結 合 も 阻 害 し,NC65細 胞 の増

殖 抑 制 を もた らす 可能 性 もあ る.ま たgpl30に 対す

る抗 体 もIL-6の シグナ ル伝 達 阻 害 を 期 待 で き る.

IL-6の シ グナ ル伝 達 経 路 の ブ ロ ッ クに 伴 うinvitro
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でのNC65細 胞 のコロニー形成の抑制が今回認めら

れた,し かしながらinvivoで の 腎細胞癌における

IL・6の 役割は評価が定まっていない.ま たIL-6の

産生や標的細胞へのIL-6の 作用の阻害が免疫系をは

じめとして生体にどの様な影響を与えるか解っていな

い.今 後動物実験を通じて抗IL-6療 法の副作用検討

とともに,腎 細胞癌増殖抑制効果やparaneoPlastic

syndromeの 緩和効果を調べていく予定である.

結 語

1)デ キ サ メサ ゾ ンはIL・6産 生 腎 細 胞 株NC65

の増 殖 を 濃 度依 存 的 に 抑 制 した.

2)IL-6レ セ プ タ ーmRNAの ア ンチ セ ンス オ リ

ゴ ヌ ク レオチ ドお よび 抗IL-6レ セ プ タ ー 抗 体 は

NC65の 増 殖 を抑 制 した が,IL-6mRNAの ア ソチ セ

ンス オ リゴ ヌ ク レオ チ ドお よび 抗IL-6抗 体 で は 増 殖

抑 制 は 認 め られ なか った.

3)IL-6の 産 生 や 機 能 を 抑制 す る物 質 に よ るIL-6

産 生 腎細 胞 癌 治療 の可 能 性 が示 唆 され た.

文 献

1)MikiS,IwanoM,MikiY,etaLlInterleukin-

6(IL-6)functionsasaninvltroautocr三ne

growthfactorinrenalcellcarcinomas.

FEBSLett250=607-610,1989

2)TakenawaJ,KanekoY,FukumotoM,etal.=

Enhancedexpressionofintcrleukin-6in

primaryhumanrenalcellcarc玉nomas.I

NatlCancerInst83=1668-1672,1991

3)KohaseM,Henriksen-DestefanoD,Sehgal

PB,etaL:Dexamethasoneinhibitsfeedback

regulatlonofthemitogenicactivityoftumor

necrosisfactor,interleukin-1,andepidermaI

growthfactorinhumanfibroblasts・JCell

Physio1132:271-278,1978

4)NishidaT,NakaiS,KawakamiT,eta1.:

Dexamethasoneregulationoftheexpression

ofcytokinemR.NAsinducedbyinterleukin-

lintheastrocytomacelllineU373MG.FEBS

Lett243:25-29,1989

5)RayA,LaForgeKSandSehgalPB:On

themechanismforefficientrepressionofthe

interleukin-6promoterbyglucocorticoids:

Enhancer,TATAbox,andRNAstartsite

(正nrmotif)occlusion.MolCellBio110:

5736-5746,三990

6)LcvyY,TsapisAandBrouetJC二lnterleu・

k量n・6antisenseoligonucleotidesinhibitthe

growthofhumanmyelomace1Hines・Jclin

Invest88=696-699,1991

7)H6ehnWandSchroederFH:Renalcell

carcinoma;Twonewcelllinesandaserially

transplantablenudemousetumor(NC65).

Preliminaryreport・InvestUrol16:106-

ll2,1978

8)HiranoT,YasukawaK,HaradaH,etal.:

ComplementaryDNAfbranovelhuman

lnterleukin(BSF-2)thatinducesBIympho-

cytestoproduceimmunoglobulin.Nature

324:73-76,1986

9)KishimotoT=Thebiologyofinterlcukin.6.

Blood74:1-10,1989

10)MeirEV,SawamuraY,DiserensAC,eta1.:

HumanglioblastQmace韮1sreleaseinterleukin

6invivoandinvitro.CancerRes50:6683

-6688
,1990

11)KawanoM,HiranoT,MatsudaT,etal.三

Autocrinegenerationandrequirementof

BsF-2/1L-6f{)rhumanmultiplemyelomas.

Nature332:83-85,1988

12)SanthanamU,RayAa且dSehgalPB:Re.

press三 〇noftheinterlcukin6genepromoter

byp53andtheretinoblastomasusceptibility

geneproduct.ProcNatlAcadSciUSA88:

7605-7609,1991

13)Hさ16neC:Rationaldesignofsequence.

spccificoncogeneinhibitorsbasedonanti-

senseandantigeneoligonucleotides,EurJ

Cancer27:1466-147星,1991

14)YamasakiK,TagaT,HirataY,etal.:

Cloningandexpressionofthehumaninter-

1eukin-6(BSF-2/IFNβ2)receptor.Sc量ence

241=825-828,1988

15)Dego互sG,LeonettiJp,MechtiN,etal.:

Antiproliferativeeffectsofantisenseoligo卿

nucleotidesdirectedtotheRNAofc-myc

oncogene.NucleicAcidsRes19:945-948,

1991

16)TagaT,HibiM,HirataY,eta!.lInter-

leukinr6tr玉99erstheassociationofitsrecep噛

torwithapossiblesignaltransducer,gpl30.

Cell58:573-581,1989

17)HibiM,MurakamiM,SaitoM,etaL:

Molecularcloni駄gandexpressionofanIレ

6signaltransducer,gp130.Cell68:ll49-

1157,1990

(ReceivedonAugustl9,1992AcceptedonAugust24,1992)




