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慶慮医学 ・81(4):T245～T259,2004

学 位 論 文

Interleukin-6に 誘 導 され る腎 細 胞 癌 の増 殖 にお け る

活性化型STAT3の 役割

慶慮義塾大学医学部泌尿器科学教室

　　　(指導=村 井　勝教授)

　 　 　 ロゆ　　　ぐち　　　あき　　　　ぬ

　　　 堀　ロ　明　男

(平成is年3月23日 受 付)

Key　 Words:renal　 cell　carcinoma,　 interleukin-6,　 signal　 transducer　 and　 activator　 of　transcription　 3,

　 　 　 　 　 　 extracellu且ar　 signaトregulated　 kinases,　 apoptosis

　 Interleukin-6(IL・6}は 様 々 な 種 類 の 細 胞 に対 して 分

化 誘 導 や増 殖 の 制 御 な どの 多 彩 な 生 物 学 的 機 能 を 有 す る

多 機 能 性 サ イ トカ イ ンで あ る1'Yl.　IL・6の 受 容 体 シス テ

ムは リガ ン ド結 合能 を有 す るgp80と 細 胞 内 情 報 伝 逮 を

担 うgp130か ら構 成 さ れ るsu.　 IL・6はgp80と 結 合 す

る こ と に よ りgp130の ホ モ ニ 量 体 形 成 を 誘 導 し,

gp130に 恒 常 的 に 会 合 して い る1anus　 kinase(Jak}を

近 接 させ る こ と に よ りJak同 士 の リ ン酸 化 を 促 す61.次

い で,活 性 化 さ れ たJakはgp130の 細 胞 内 領域 に 存 在

す る チ ロ シ ン残 基 を リ ン酸 化 す る5,.こ れ らの リ ン酸 化

さ れ た チ ロ シ ン残 基 は 細 胞 内 に 存 在 して い るSrc　 ho・

mology　 2(SH2)ド メイ ンを 有 す るSignal　 transducers

and　 activators　 of　transcription(STAT1とSTAT3)

やSH2　 domain　 containing　 phosphatase　 2(SHP2)な

どの ア ダ プ ター 分 子 と 会合 し,こ れ らの ア ダプ ター分 子

は リ ン酸 化 され 活性 化 す る5・61。

　 リ ン酸 化 され たSTAT3は ホ モニ 量 体 ま た はSTATI

とヘ テ ロニ量 体 を形 成 後 に核 内 へ移 行 し,特 定 の 遺 伝 子

発 現 を調 節 す る 転 写 因 子 と して 機 能 す る",STAT3は

特 にcyclin　 Dlな どの 細 胞 周 期 関 連 タ ンパ クやbcl・2な

どの ア ポ トー シ ス開連 タ ンパ クの 発 現 を制 御 す る6,&9).

STAT3はIL・6の 刺 激 に よ っ て チ ロ シ ンの リ ン酸 化

(Tyr705の リン酸 化)と セ リンの7ン 酸 化(Ser727の

リ ン酸 化)を 受 け るim.　 STAT3に お け る チ ロ シ ンの リ

ン酸 化 はSTAT3の 二 量 体 形 成,さ ら に 核 内 移 行 お よ

びDNAへ の結 合 に 不 可 欠 で あ るが,セ リンの リ ン酸 化

の 機 能 的意 義 に つ い て は議 論 が 分 か れ て い る臥Io『監a.一

方,1」 ン酸 化 さ れ たSHP2はmitogen-activated　 pro・

tein　kinase(MAPK)familyの 中 で 古 典 的MAPKと も

よ ば れ るextracellular　 signal-regulated　 kinases

{ERKs〕 を リン酸 化 し,活 性 化 す る6).

　 王L・6の 細 胞 内 シ グ ナ ル 伝 遠 に お い てJak-STAT3経

路 とSHP2・ERKs経 路 が 主 要 な 役 割 を 果 た して い る こ

と は論 を待 た な いが,最 近 の知 見 で は,そ れ ら以 外 に も,

STAT　 familyの 一 亜 型 で あ るSTAT5や,　 MAPK

fami且yの 一 亜 型 で あ るp38がIL-6の 刺 激 に よ っ て 活

性 化 され る と い う報 告 も散 見 され,他 の シ グナ ル 伝 達 経

路 の 関連 性 も示 唆 され て い る1亀is,こ れ らの 報 告 はIL・6

の刺 激 に よ る細 胞 内 シ グナ ル伝 達 経 路 が 細 胞 の種 類,由

来 臓 器,細 胞 環 境 な ど に よ り多種 多様 で あ る こ とを 示 し

て い る,ま たERKsの 活 性 に は 様 々 な 機 序 に よ り

STAT3の 活 性 を制 御 す る ク ロス トー クが 存 在 す る こ と

も報 告 さ れ て い る 旧xixim.

　 【L・6は 血 液 系,免 疫 系 な ど 様 々 な疾 患 の 病 態 形 成 に

深 く関 与 して お り,特 に 悪 性 腫 瘍 で は増 殖 因 子 と して 働

くこ とが 知 られ て い る2瀞 軸2瞠,.泌尿 器 科 領 域 の 悪 性 腫 瘍

　 本 論 文 はHoriguchi　 A,　 Oya　 M,　 Marumo　 K.　 and　 Murai　 M:STAT3,　 but　 not　 ERKs,　 mediates　 the　 IL-B-induced　 prolitera-

lion　 of　renal　 cancer　 cells,　ACHN　 and　 769P.　 Kidney　 Int　61:926・938.2002の 一 部.ま た,　 HoriBUChi　 A　 Oya　 M,　 Shimada　 T
,

Uchida　 A,　 Marumo　 K,　and　 Murai　 M:Activation　 of　signal　 transducer　 and　 activator　 of　 transcription　 3　in　 renal　 cell　 car

cinoma:astudy　 of　incidence　 and　 ils　association　 with　 pathological　 features　 and　 c1inical　 outcome .　J　Urol　 isa:962-765,

2002の 一.部 を,許 可 を1尋 て 引 用 し た.
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慶慮医学　81巻4号(平 成16年12月)

では前立腺癌 と腎細胞癌において1レ6が 増殖因子であ

ることが指摘 されて きた161W.特 に腎細胞癌においては

腫瘍組織でIL・6お よびIL・6受 容体の強発現が認められ

る点,さ らに腎癌細胞がIL・6の 刺激により増殖し,抗

IL-6抗 体によって増殖が抑制される点からIL・6が 腎細

胞癌のautocrine　 growth　 factorで あることが以前か ら

示唆されてきf.19・22〕.また,腎 細胞癌患者はしばしば発

熱や白血球増加症などの腫瘍随停症候群を呈するが,

IL・6は病態生理学的に腫瘍随俘症候群の原因の一つで

あると考え られているm.さ らに進行性腎細胞癌患者の

多 くは血清IL・6が 高値を示 し,血 清IL-6が 高値の症例

は低値の症例に比べ予後不良であることが報告されてい

るIT)。このような背景から1レ6に 誘導されるautocrine

growthを 抑制する治療が腎細胞癌の新たな治療戦略と

なる可能姓が示唆される.し か しなが ら,IL・6に 誘導

される腎細胞癌の増殖に関する細胞内シグナル伝達経路

を含めた機序の詳細はいまだに解明されていない.

　 このような背景か ら,本 研究では1レ6に より誘導さ

れる腎細胞癌の増殖に関与 している細胞内シグナル伝達

経路を解析 し,シ グナル阻害剤による細胞内シグナルの

変化および増殖の抑制効果を検討 した,ま た,1L・6が

autocrine　growth　 factorで ある悪性腫瘍において,し

ばしば腫瘍組織内にSTAT3の 活性化が認め られる圓,,

腎細胞癌においても同様にSTAT3の 活性化が認め ら

れる可能性があると考え,1L・6の 細胞内 シグナルの解

析 に引き続 き,腎 細胞癌組織内のSTAT3の 活性化を

免疫組織学的に解折し,そ の臨床的意義につ き検討 した.

材料と方法

1.細 胞 株

　 4種 の ヒ ト腎 癌 細 胞 株Caki-1細 胞(以 下Caki-1),

ACHN細 胞(以 下ACHN),769P細 胞(以 下769P),

A498細 胞(以 下A498)をAmerican　 Type　 Culture

Collection(ATCC;Rockvitle,　 MD,　 USA)よ り 購 入 し

た.こ れ ら の 細 胞 を501U/mlのpenicillin(Gibco

BRL,　 Rockville,　 MD、 　USA),50　 N8/mlのstreptomy・

cin(Gibco　 BRL),10%ウ シ胎 児 血 湾 を 含 むRPM11640

培 地(Gibco　 BRL)で5%co2下,37℃ で 培 養 し た,

2,試 薬

　 ヒ ト リ コ ン ビ ナ ン トIL・6はPepratech(Rocky　 Hil],

NJ,　USA)よ り 購 入 し,20　 ng/mlの 濃 度 で 使 用 した.

抗 ヒ ト1L-6モ ノ ク ロ ー ナ ル 中 和 抗 体(以 下 抗1L・6　 Ab)

はR&Dsystems(Minneapolis,　 MN,　 USA)よ り購 入 し

た.Jak阻 害 剤AG490とMEK　 1阻 害 剤PD98059は

Ca且biochem(LaJolla,　 CA,　 USA)よ り購 入 し,　dimethyl-

sulfoxide(DMSOJを 溶 媒 と して50　 mMに 溶 解 し,暗

所 で 一70℃ に 保 存 し た.Phorbol　 12・myristate　 13　ace-

tate〔PMA)はCalbiochemよ り 購 入 し た,抗total

STATIポ リ クv一 ナ ル 抗 体,抗1」 ン 酸 化STATI(p・

STATI(Tyr701))ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体,抗total

STAT3ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体,抗 リ ン 酸 化STAT3(p・

STAT3(Tyr705))ポ9ク ロ ー ナ ル 抗 体,抗7ン 酸 化

STAT5〔p・STAT5(Tyr694〕)ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体,抗

total　 p38ポ1」 ク ロ ー ナ ル 抗 体,抗 リ ン酸 化p38(p-p38

{Thrl80/Tyr182》}ポ1」 ク ロ ー ナ ル 抗 体,抗total

ERKsポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体,抗 リ ン酸 化ERKs(p-ERKs

(Thr202/Tyr204))ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 はNew

England　 Biolabs(Beverly,　 MA,　 USA)よ り 購 入 した.

抗total　 STAT5モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体,抗bc1・2モ ノ ク

ロ ー ナ ル 抗 体,抗bcl-xLモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体,抗bax

モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体,抗mc1・1モ ノ クo一 ナ ル 抗 体 は

BD　 Transduction　 Laboratories,　 Inc.(Franklin　 Lake,

NJ,　 USA)よ り,抗 β一actinモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は

DAKO]APAN(Tokyo,　 Japan)よ り購 入 し た.

3.培 獲 細 胞 上 清 中のIL・6濃 度 の 測 定

　 6well　 plateを 用 い て1we】 】にi×10'個 の細 胞 を,

10%ウ シ胎 児 血 清 を 含 むRPM11640培 地 中 で24時 間

前 培 養 した.そ の 後,各wellを 無 血清 培 地 で洗 浄 し,

培 地 をlm1の 無 血 清 培 地 に交 換 し,さ らに24時 間 培

養 し た,培 養 上清 を 回 収 し,3000gで 遠 心 分離 した後

にIL・6濃 度 をHS　 human　 IL-6　 immunoassay　 kil

(R&Dsystems)を 用 い たEL【SA法 に て 測 定 した.

4.RNAの 抽 出 とIL・6受 容 体(gp80,　 gp　130)のRT・

PCR解 折

　 1×10'個 の 細 胞 か らTrizol(Gibco　 BRL)を 用 い て

total　 RNAを 抽 出 し た.1ｵ8のRNAをMolony

murine　 leukemia　 virus(MMLV)reverse[rans-

criptase　 (Boehringer　 Mannheim,　 Mannheim,

Germany)と ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー を用 い て 逆 転 写 反 応

を 起 こ し た,得 ら れ た2μ1のcDNAを2UのTaq

polymerase(Bceringer　 Mannheim)を 用 い てPCR法

を 施 行 した.35サ イ クル の 反 応 後,15ｵ1のPCR産 物

をL5%agarose　 ge1で 泳動 し,　ethidium　 bromideで

染 色 した.PCRに 使 用 した各primerの 塩 基 配 列 と予

想 さ れ るPCR産 物 の 分 子量 は以 下 の通 りで あ る.
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堀 口:IL・6に よる腎癌量曽殖におけ るSTAT3

1)Sp130(product　 size　720　 bp)

　 　 50・ACC　 TAT　 GAA　 GAT　 AGA　 CCA　 TCT　 AAA・

　 　3'(sense)

　 　5'・GGT　 TCT　 ATA　 AAA　 TAT　 AGT　 ATA　 ATT・

　 　3'(antisensel

2)　 gp80(product　 size　T68　 bpi

　 　5'・ATG　 CTG　 GCC　 GTC　 GGC　 TGC　 GCG　 CTG・3'

　 　(sense)

　 　5'一TCT　 GAG　 CTC　 AAA　 CCG　 TAG　 TCT-3'

　 　(antisense)

3)GAPDH(product　 size　983　 bp)

　 　5'一TGA　 AGG　 TCG　 GAG　 TCA　 ACG　 GAT　 TTG

　 　GT・3'(sense}

　 　5㌧CAT　 GTG　 GGC　 CAT　 GAG　 GTC　 CAC　 CAC・

　 　3'(antisense)

5.ウiス タ ンブ ロ ッ ト解 析

　 細 胞 を無 血 清RPMl　 1640培 地 で24時 間 前 培 養 した

後 に:L・6で 刺 激 し た.刺 激 後 に 細 胞 を 且00ｵM

Na,VOAを 添 加 したphosphate・buffered-saline(PBS)

で 洗 浄 し,lysis　 buffer(20　 mM　 Tris　pH　 7.4,150　 mM

NaCI,2mM　 EDTA.1%NP-40,50　 mM　 NaF,10

mg/ml　 aprotinin,10　 mg/ml　 leupeptin,1mM　 PMSF,

1mM　 Na,VO,)を 加 え,細 胞 溶 解 液 を抽 出 した.サ ン

プ ル をSDS・PAGE後 。 ニ トロセ ル ロ ー ス膜(Bio・Rad

Laboratory,　 Hercules,　 CA。　USA)に 転 写 した.次 いで,

5%ス キ ム ミル ク を 含 むTris・buffered　 saline(TBS)で

非 特 異 的 な抗 体 の結 合 に対 す る ブ ロ ッキ ングを行 った 後,

一 次 抗 体 と反 応 さ せ た
.Amplified　 alkaline　 phospha・

case　system(BiaRad)を 用 い て 目的 とす るバ ン ドを 可

視 化 し た.Jak阻 害 剤AG490とMEK1阻 害 剤

PD98059の 細 胞 内 シ グ ナ ル に対 す る影 響 を 解 析 す る場

合 は1L・6に よ る 刺 激 前 にAG490と16時 間 ま た は

PD98059と1時 間 前 培 養 した.ア ポ トー シ ス関 連 タ ン

パ クの 変 化 を解 析 す る場 合 は細 胞 を100ｵMAG490と

IL・6を 加 え48時 間 か ら96時 間 培 養 した後 に4 .ン パ ク

を 抽 出 し,同 様 の方 法 で ウSス タ ンブ ロ ッ ト解 析 を行 っ

た.そ の 後 に バ ン ドを イ メ ー ジ スキ ャ ナ ーで 取 り込 み,

NIH　 Image　 1.52　program(NIH,　 Be[hesda,　 MD,　 USA)

を用 い て定 量 化 した.

6.Electrophoretic　 mobility　 shift　assay(EMSA)

　 核 内 抽 出 液 をlysis　 buffer(20　 mM　 HEPES　 pH7.9,

A20　 mM　 NaCI,1mM　 EDTA,1mM　 EGTA,20%glyc-

erol,20　 mM　 NaF,1mM　 Na3VO4,1mM　 Na,P:O, ,]

mM　 DTT.0.5　 mM　 PMSF,1mg/ml　 aprotinin,1

mg/ml　 leupeptin)に よ り抽 出 し た.20　 usの 核 抽 出 液

を2pgのpolydeoxyinosinic・polydeoxycytidylicacid

〔po且y　 dl・dC　 :Amersham　 Pharmacia　 Biotech,

Buckinghamshire,　 UK}と 聰Pで ラ ベ ル さ れ たsis・

inducible-element(SIE;5'一GTG　 CAT　 TTC　 CCG　 TAA

ATC　 TTG　 TCT　 AGA-3')に 相 同 の 場 基 配 列 を 有 す る

double-strand　 oligonucleotidesと と も にbinding

buffer(]O　 mM　 HEPES　 pH　 8.0,80　 mM　 NaCI,　 l　mM

EDTA.10%glycerol,1mM　 DTT}に 室 温 で20分 反

応 さ せ た.サ ン プ ル を4%polyacrylamide　 gelで 泳 動

分 離 し,乾 燥 媛 に 解 折 し た.

7.細 胞 母 の 判 定

　 平 底96well　 p且ateの 各we11で,200μ1の10%ウ シ

胎 児 血 清 を 含 むRPMn640培 地 中 で1×10`個 の 細 胞

を24時 間 前 培 鐘 後,試 薬 を 含 む 無 血 清RPMI　 1640培

地 に 交 換 し た,培 養 後 にplateを 洗 浄 し,2%エ タ ノー

ル を 含 む0.2%ク リス タ ル バ イ オ レ ッ ト溶 液 で 細 胞 を 染

色 し,細 胞 量 を 判 定 した.

8,ア ポ トー シ ス

　 ア ポ トー シ ス を 核 染 色 に よ る 形 態 学 的 観 察 と フv一 サ

イ ト メ　ト リ ー を 用 い たterminal　 deoxynucleolide

transferase-mediated　 nick・end　 labeling(TUNEL)法

に よ り判 定 した.核 染 色 で は,細 胞 を4%パ ラ ホ ル ム ア

ル デ ヒ ド に て 室 温 で30分 固 定 し,lmMのHoechst

33258(Sigma,　 St.　Louis,　 MO.　 USA)で37℃,10分 間

染 色 した.細 胞 の 形 態 を365nmに 励 起 し た 蛍 光 顕 微

鏡 で 観 察 し た,TUNEL法 で は,1×106個 の 細 胞 をi

%パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド で 固 定 し た 後,断 片 化 し た

DNAをApotag　 Plus　 Fluorescein〔FITC}kil〔Oncor ,

Gaithersburg,　 MD,　 USA)で 検 出 し た24}.　 FITCで ラ ベ

ル さ れ た 細 胞 をPropidium　 iodide(PI:Sigma)で 対 比

染 色 し,EPICS　 ALTRA　 flow　 cytometer〔Beckman

Coulter,　 Fullerton,　 CA,　 USA)で 解 析 し た .

9.腎 細胞瑚組織の免疫組織染色

　 1989年10月 か ら2001年8月 の期間に国立埼玉病

院において外科的治療を施行 した腎細胞癌48例(男 性

39例.女 性9例)か ら得た腫瘍組織 と周囲の正常腎組

織を対象とした.手 術検体の免疫組織染色にっいては施

設内の了承を律て施行した.手 術日を観察開始日,最 終

観察 日を観察終了日として観察期間を計算 した.観 察期

間は2ヶ 月からll6ヶ 月(平 均40ヶ 月)で あった.ホ
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ル マ リ ン固 定 後 の パ ラ フ ィ ン包 埋 切 片 を5ｵmの 厚 さに

薄 切 した.切 片 を キ シ レ ンで脱 パ ラフ ィ ン,エ タ ノー ル

で親 水 化 した 後,抗 原 賦 活 の 目的 でis　 mM、 　pH　6.0の

クエ ン酸 バ ッフ ァー に浸 しマ イ ク ロ ウ ェ ー ブ に よ り60

分 間 加 熱 したnssi.内 因 性 ペ ルオ キ シ ダー ゼ 活 性 を不 活

性 化 す るた め に切 片 に0.3%HzO:を 滴 下 し30分 間 反 応

させ た.次 いで 非 特 異 的 な抗 体 の 結 合 を阻 止 す る た め に

10%正 常 ヤ ギ血 清 を 滴下 し室 温 で60分 閻 反 応 させ た後,

1:25に 希 釈 したfin　STAT3ポ リク ロー ナ ル 抗 体 ま た

は 抗p-STAT3ポ リク ロ ー ナ ル抗 体 と4℃ で 一 晩反 応 さ

せ た.そ してSimple　 stain　Max　 PO(Nichirei　 Corp.,

Tokyo,　 Japan)を 簡 下 し,室 温 に て60分 間 反 応 させ,

diaminobenzidinetetrahydrochloride(DAB)を 滴下 し.

室 温 で10分 間 反 応 させ 発 色 さ せ た.TBSに て 洗浄 した

蟹 に ヘ マ トキ シ リ ンで 対比 染 色 した.切 片 全 体 を観 察 し

p・STAT3の 陽 性 細 胞 率 を 判定 した.腫 捌 の 病 理 組 織 学

的 診 断 はWHO分 類 お よ びTNM分 類 に した が った.
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10,統 計 学 的 解 析

　 相 対 的 細 胞 量 の 差 はunpaired　 t　testに て 判 定 した.

p・STAT3の 発 現 と 病 理 組 織 学 的 所 見 との 関 連 はchi・

square　 testに て 検 討 した.低 発 現 群 とrN発 現 群 の 疾 患

特 異 的 生 存率 に関 す るKaplan-Meier生 存 曲線 を 作成 し,

log・rank　 testに て 有 意 差 を 検 定 した.多 変 量 解 析 に は

多変 最Cox比 例 ハ ザ ー ドモ デ ル を 用 い た.　IL・6濃 度,

相 対 的 細 胞 量 は 平 均 値 ± 漂 準 偏 差 で 表 示 し た.P〈0.05

を統 計 学 的 に有 意 差 あ りと判 定 した,

結　　果

1.腎 癌 細 胞 に お け るIL-6の 産 生 と1L-6受 容 体 の 発現

　 腎癌 細 胞 が 培 養 上 滴 中 に産 生 す るlL・6濃 度 をELISA

法 に よ り測定 した,培 養一ヒ清 中 のIL・6濃 度 はCaki-1が

35.3±13.8pg/m且,　 ACHNが16.3±9.3　 PS/ml.769P

が42±2.O　 pg/ml,　 A498が219±37　 pg/m1で あ った

(第1図A).ま た,IL・6受 容 体(gp80とgp130)の

mRNAの 発現 をRT・PCR法 で 解 折 した,　gp80の 発 現

(768by)は 全 て の細 胞 に認 め られ た が,　gp130の 発 現

(720bp)はACHN,769P,　 A498で 詔 め られ たが,

Caki・1で は認 め られ な か った(第1図B).

2.外 因 性 に 添 加 され たIL-6と 抗IL・6　Abの 腎癌 細 胞

の増 殖 に 与 え る 影響

　 外 因 性 に添 加 され たlL・6と 抗1L・6　 Abの 腎 癌 細胞 の

増 殖 に 与 え る影 響 を ク9ス タルパ イオ レッ ト法 にて 検 討

　 　 　 　 　 　 　 　 幽
　 　 Calri-1　 AC

C
zoa

蒙ね
8150

饗

ξ

2　　且00

50

769Y 轟498

Cald-1　 ACFQV　 764P　 　A698

第1図 　 (A)腎 儲 細 胞 が 培 置 上 滴 中 に 産 生 す るIL・6濃 度

　 の測 定,6well　 plateの 各wemに1xIO'個 の 細 胞 を 前

　培 養 し.無 血 清 培 地 に 交 換 し た24時 間 後 に 上 清 を回 収

　 しELISA法 に よ り測 定 した.結 果 は 独 立 し た3回 の 測

　定 結 果 のi<均 値 ± 標 準 偏 差 で 衷 示 した.(B)RT・PCR法

　 に よ る 腎 癌 細 胞 に お け るIL-6受 容 体(BPBQとgpl30)

　mRNA発 現 の 解 析,　 gp80,　 gp130,　 GAPDHのprod。

　uct　sizeは そ れ ぞれ720　 by,768　 bp,983　 byで あ った.

　GAPDHはinternal　 controlと して 用 い た.(C)lL・6添

　 加 に よ る細 胞 増 魅.無 治 療 群(口),20ng/ml　 iL・6を 添

　加 した 群(■).1.5μg/mlの1n　 lL-6　Abと20　 ngi/ml　 IL・

　6を 添 加 した 群(團)を それ ぞ れ96時 間培 養 し,細 胞 生

　 存率 を ク1∫ス タル バ イ オ レ ッ ト染 色 に て 判 定 した.給 果

　 は独 立 した3回 の測 定 桔 果 の,F均 値 ±標 準 婦 差 で 表 示 し

　 た,'艇 治 療 群 に 比 べ 有 意 な変 化(pくo.os),● ●1レ6添 加

　群 に比 べ 有 意 な 変 化(P《0。05)(Horiguchi　 A　et　al:Kid

　ney　Int　6]:926-938,2002のFis.　 iを 許可 を;aて 転 載)
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堀 口:1L-6に よ る腎癌増殖にお けるSTAT3

した.抗1L-6　 Abは20　 ng/mlのIL・6の 生 物 学 的 活 性

を完 全 に 中 和 可 能 と さ れ て い る1,5NS/m】 の 濃 度 で 使

用 した.96時 間 の1L-6と の 培 養 に よ りIL-6非 添 加 群

に 比 べACHN(154.6±6.7%〕 と769P〔122.8±7.1%}

で有 意 な増 殖 の促 進 が 認 め られ た(p<0.05,第 且図C).

ま た,そ の増 殖 促 進 効 果 は 抗IL・6　Abの 添 加 に よ って

有 意 に抑 制 され た(p<0.05,第1図C).A498で は1L-

6の 添 加 に よ る有 意 な増 殖 促 進 効 果 は認 め な か ったが,

IL・6非 添 加 群 に比 べ 抗IL-6　 Abの 添 加 に よ っ て増 殖 は

有 意 に 抑 制 さ れ た(p<0.05,第1図C),gp130の

mRNAの 発 現 が 認 め られ なか っ>r　Caki-1で はIL・6,

抗IL・6　Abと もに 増 殖 に 有意 な影 響 を与 え な か った(第

1図C).

3.腎 癌 細 胞 に お け るIL-6刺 激 に よ る細 胞 内 シ グ ナ ル

の 解 析

　 腎 癌 細 胞 に お け るIL・6刺 激 に よ る細 胞 内 シ グナ ル を

抗 リ ン酸 化 特 異 的 抗 体 に よ る ウ ェス タ ンブ ロ ッ ト法 に よ

り 解 析 し た,ま ず,IL-6に よ るSTAT1,　 STAT3,

STAT5の チ ロ シ ン リ ン酸 化 を 検 討 した.無 血 清 培 地 中

で 飢 餓 状 態 に あ る 細 胞 を コ ン トロ ー ル と して.1レ6で

15分 刺 激 した 細 胞 とSTATの リ ン酸 化 レベ ル を比 較 し

た.活 性 化 型,非 活 性 化 型 を 含 むtotal　 STAT1,　 total

STAT3,　 total　STAT5の 発現 は全 て の細 胞 で 認 め られ,

そ の 発現 レベ ル はIL-6刺 激 に よ り変 化 しな か っ た(第2

図A).gpl30の 発 現 を 認 め な か っ たCaki一!以 外 で

STAT1とSTAT3の チ ロ シ ン リ ン酸 化 が 認 め ら れ た

(第2図A).一 方,全 て の細 胞 でSTAT5の チ ロ シ ン
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第2図 腎癌 細 胞 に お け るIL・6刺 激 に よ る細 胞 内 シ グナ ル経 路 の解 析.無 血 清 培 地 中 の 細 胞 を20　 ng/m!のIL・6で15

　 分 間 刺 激 した.STAT1,　 STAT3,　 STAT5の リ ン酸 化(A),　 ERKsとp38の リ ン酸 化(B)を 活 性 化 型 の み を詔 識

　 す る リ ン酸 化 特 異 的 抗 体 を用 い た ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト法 に よ って 解 折 した.(C)無 血 測 培 地 中 の 細 胞 を無 治 療,ま

　 た は100ng/mlのPMAで 刺 激 し,　ERKsの リ ン酸 化 レベ ル を ウ ニス タ ン ブOッ ト法 に よ り解 析 した,(D)IL・6で

　刺 激 したACHN　 i.5け るSTAT1,　 STAT3,　 ERKsの リ ン酸 化 の経 時 的 変 化 。 無 血 清 培 地 中 の細 胞 を 且5分 か ら60

　 分閥IL・6で 刺 激 し.ウsス タ ンブ ロ ッ ト法 に よ り解 析 した.(Horiguchi　 A　et　al　l　Kidney　 Int　61:szs-ssa,　 zooz

　 のFig.2を 許 可 を 衛 て転 載)
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リ ン酸 化 は 認 め られ な か った(第2図A) .

　 次 い で.IL-6刺 激 に よ るERKsとp38の リ ン酸 化 を

検 討 した.活 性 化 型,非 活 性 化 型 を 含むtotal　 ERKs,

total　p38,の 発 現 は 全 て の細 胞 で 認 め ら れ,そ の 発 現

レベ ル はIL・6刺 激 に よ り変 化 しな か っ た(第2図B) .

ERKsはiL・6の 刺 激 前 か ら全 て の 細 胞 で 恒 常 的 に リ ン

酸 化 さ れ て お り,そ の レベ ル は 外 因 性 に添 加 され た1L・

6に よ り上 昇 しな か っ た(第2図B).p・ERKsの 陽 性

コ ン ト ロ ー ル と して,ERKsの 強 い 刺 激 物 質 で あ る

PMAを 加 えERKsの リ ン酸化 レベ ルの 変 化 を 観 察 した

と こ ろ,Caki・1と769Pで はERKsの1」 ン酸 化 レベ ル

の 上 昇 が 認 め られ た(第2図C).一 方,全 て の細 胞 で

p38の リ ン酸 化 は認 め られ なか った(第2図B),

　 さ ら に,ACHNに お け るIL・6刺 激 後15分 か ら60

分 のSTATI,　 STAT3,　 ERKsの 経 時 的 な リ ン酸 化 の

変 化 を 検 討 した.STAT且 とSTAT3の リン酸 化 は一 過

性 で,IL・6刺 激 後is分 以 内 に リ ン酸 化 の 上 昇 が認 め ら

れ,60分 後 に は非 刺 激時 の レベ ル に 戻 っ た(第2図D).

しか しERKsの り ン酸 化 レベ ル は 終 始 変 化 しな か うた

(第2図D).

4.恒 常的なERKsの9ン 酸化 と腎癌細胞が産生する

内因性lL・6の 関連

　ERKsがIL・6の 主要なシグナル伝達経路である点6261,

腎魑細胞が検出可能なレベルの1L・6を 培養上清中に藍

生 している点(第1図A)か ら,腎 癌細胞が産生 してい

る内因性IL・6が 恒常的なERKsの7ン 酸化の原因であ

る可能性を考え,抗1L・6　Abと の培養による内因性IL・

6活 性の抑制を介 したERKsの リン酸化 レベルの変化

を検 討 し た.ACHN,769Pの 無 治 療 群,15分 閻 外 因

性 のIL・6で 刺 激 を した群,24時 間 抗lL・6　Abと 培 養 し

た群,24時 間 抗IL・6　Abと 培 養 した後 にIL・6で15分

間 刺 激 し た 群 でERKsの リ ン酸 化 レベ ル を ウZス タ ン

ブ ロ ッ ト法 で 比 較 検 討 した.ACHN,769Pの 両 者 と も

抗IL・6　Abに よ るERKsの1,ン 酸 化 レベ ル の 低 下 は認

め ず,ま た引 き続 くIL・6刺 激 で も リン酸 化 レベ ル の 上

昇 は認 め ら れ な か っ た(第3図).Caki・i,　 A498で も

同 様 の結 果 で あ っ た.

5.Jak阻 害 剤AG490のSTAT3とERKsの リ ン酸 化

へ の 影 響

　 !L・6刺 激 はgp130の 二 罰 体 形 成 を 促 し,]akl,　 Jak

2,Tyk2を1」 ン酸 化 し,引 き 続 きSHP2,　 STAT3が

活 性 化 す るasi.腎 癌 細 胞 のIL・6の 細 胞 内 シ グナ ルに お

け るJakの 役 割 を検 討 す る た め に,　Jak阻 害 剤AG490

に よ るSTAT3とERKsの リ ン酸 化 へ の 影 響 を 検 討 し

た.ACHNと769Pを16時 間AG490と 前 培 養 した 後

にIL・6で 刺 激 した サ ンプ ル で ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト法 を

施 行 した,ACHNで は25　 uMのAG490で,769Pで

は100ｵMのAG490でIL・6刺 激 に よ るSTAT3の リ

ン酸 化 が 抑 制 さ れ た(第4図).し か しな が ら,ERKs

の 恒 常 的 リ ン酸 化 は100pMのAG490で も抑 制 され な

か っ た(第4図).

6.垣 常的 なERKsの リン酸化の抑制によるSTAT3

の リン酸化への影響

　ERKs活 性とSTAT3活 性のクロス トークは細胞の種

類や活性の状態により多岐にわたることが報告されてい

769P ACHN
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第3図 　 内 因 性1L・6のoh#[1に よ るERKsの リ ン酸 化 レベ

　 ルの 変 化.無 血 碍 培 地 中 の769PとACHNの 無 治 療 群,

　 lL・6で15分 刺 激 した 群,抗IL・6　 Abと24時IL9培 養 し

　 た 群,抗IL-6　 Abとzn時 間 培 養 阪 に1レ6で15分 聞 刺

　 激 した 群 か ら得 た サ ンプ ル を 用 い て ウ ニ ス タ ン ブ ロ ッ ト

　 法 で解 析 し た.ERKsの リ ン酸 化 レベ ル に 変 化 は課 め!j

　 か った.(Horiguehi　 A　et　a1;Kidney　 Int　si:926-938,

　 2002のFig.3を 許 可 を御 て 転 載)

第4図 　 1レ6で 刺 激 し た 腎 絡 細 胞 に お け るJak　 gHv剤

　 AG490のSTAT3とERKsの リ ン酸 化 へ の 影 響.無 血

　 滑 培 地 中 の769PとACHNの 無 治 醸群,　 IL・6で15分 間

　 刺 激 した群,様 々 な濃 度 のAG490と16時 聞 漉 合 培 養 し

　 た後 にIL・6でis分 聞 刺 激 した 群 か ら碍 た サ ンプ ル を用

　 い て ウ ェ ス タ ン ブ 回 ッ ト法 で 解 桁 した.(Horiguchi　 A

　 et　al=Kidney　 Int　61:926-938,2DO2のFig,4を 許 可

　 を得 て 転 載)
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堀 口=】L・6に よる胃縮増殖 におけるSTAT3

769P ACHN ACHN 769P
■IL4 ◆1レ6
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卜皿拘一 　　一一 謙齋一・・
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PD98059

AG490

皿..6

㎜

第5図 　 1L・6で 刺 激 し た胃 癌 細 胞 に お け るMEKIB@　 剤

　 PD98059のSTAT3とERKsの1,ン 酸 化 へ の 影 響.無

　 血 清 培 地 申 の769PとACHNの 無 治療 群,　iL・6で15分

　 間 刺 激 した 群,繊 々 な濃 度 のPD98059と 且時 間 混 合 培

　 養 した後 に1レ6で15分 間 刺 激 した 群 か ら褐 た サ ンプ ル

　 を用 いて ウSス タ ンブ ロ ッ ト法 で 解 折 した,(Horiguchi

　 Aet　 a1:Kidney　 lnt　61;926-938.20D2のFig.5を 許

　 可 を得 て 転 載)
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る11.li　161fil.　ERKsがSTAT3の セ7ン の リ ン酸 化 を

通 じてSTAT3の 活 性 を 上 昇 さ せ る と い う報 告 が あ る

一 方 で
,ERKsがSTAT3の チ ロ シ ン リ ン酸 化 よ り も上

流 レベ ル でSTAT3の 活 性 を 抑 制 す る と い う報 告 も存

在 す るll.16).我 々 が 検 討 した 全 て の 腎 癌 細 胞 でERKs

の 恒 常 的 リ ン酸 化 が 認 め られ た た め,ERKsがSTAT3

の 活 性 に 何 らか の 影 響 を与 え て い る可 能 性 が あ る と考 え

た.ACNHと769Pを1時 間MEK1阻 害 剤PD98059

と培 養 し た後 にIL-6の 刺 激 を加 え た サ ン プ ル でERKs

とSTAT3の リ ン酸 化 を比 較検 討 した.　ERKsのiン 酸

化 はACNH,769Pと も に25ｵMのPD98059で 抑 制

さ れ た が,STAT3の チ ロ シ ン リ ン酸 化 はiaaｵMの

PD98059で も変 化 しなか った(第5図).

7.AG490とPD98059に よ るSTATとDNAの 結 合

能 に与 え る影 響

　 次 い で,IL-6に よ るSTATの チ ロ シ ン リ ン酸 化 に 加

え,STATとDNAの 結 合 能 の 上 昇 とAG490ま た は

PD98059に よ る抑 制 の 有 無 を 検 討 した.32Pで ラベ ル

した,活 性 化 したSTAT1とSTAT3が 高 い親 和 性 で

結 合 す る こ と が 自 明 で あ るSIEプ ロ ー べ を 用 い た

EMSAを 施 行 した.　ACHNと769Pで はIL-6刺 激 に よ

り速 や か にSIEプ ロ ー ペ に 結 合 す るSTAT・DNAの 複

合 体 が 確 認 され,そ の結 合能 はAG490に よ って 著 明 に

抑 制 され たが,PD98059に 影響 され なか った(第6図).

8.AG490に よるIL・6誘 導性の腎癌細胞の増殖抑制

　これまでの結果か ら腎瘤細胞ACHNお よび769Pに

皿

s丁3β 一ゆ

STll3一 ●

srin■ 騨

第6図 　 IL・6刺 激 に よ り充 進 したSTAT・DNA結 合 能 の

AG490とPD98059に よ る 影 騨.無 血 清 培 地 中 の

ACHNと769Pの 無 治 療 群,1L・6で15分 問 刺 激 した 群,

100NMのAG490口6時 間1ま た はPD98059(1時NN1

と混 合 培 費 した 険 にIL・6で15分 間 刺 激 し た 群 か ら得 た

核 柚 出 液 を,活 性 化 したSTATIとSTAT3に 結 合 す る

ssPで ラ ベ ル したSIE　 oligonucleotideプ ロ ーペ と反 応 さ

せ,EMSAで 解rrし た.左 にSTAT3の ホ モ ニ 量 体

(ST3/3と 表 示),　 STATlとSTAT3の ヘ テ ロ ニ 量 体

(STI/3と 表 示),　 STATlの ホ モニ 量 体(STI/1と 表 示)

をoLす.(Horiguchi　 A　et　al:Kidney　 Int　61:926-938,

2002のFig.6を 許 可 を 得 て 転 載)

お い て1L・6は 主 にSTAT3を 活 性 化 す る こ と で増 殖 傾

向 を 示 し,Jak阻 害 剤AG490はIL・6の 誘 導 す る

STAT3の チ ロ シ ン リ ン酸 化 と核 内 で のDNA結 合 能 を

抑 制 す る こ とが 示 さ れ た.次 い で,1レ6に よ る細 胞 内

シ グ ナ ル をJak阻 害 剤AG490で 抑 制 し た桔 果,　 lL・6

の誘 導 す る細 胞 増 殖 に どの よ うな影 響 を 与 え るか を 検 討

した.ACHNと769Pを1L・6と 様 々 な 濃 度 のAG490

の存 在 下 で96時 間 培 養 した と こ ろ,両 者 で 濃 度 依 存性

の増 殖 抑 制 効 果 が 認 め られ た(第7図).ACHNで は1

ｵMの 濃 度 か ら有 意 な 増 殖 抑 制 効 果 が 認 め られ,そ の

1C"埴 は0.5ｵMで あ った.769Pで は1pMの 濃 度 か

ら 有 意 な増 殖 抑 制 効 果 が 認 め ら れ,そ のICs。 埴 は3.5

ｵMで あ った,AG990の 溶 媒 で あ るDMSOに よ る細 胞

瞳 害 は.検 討 したAG490の 最 高 濃 度 で あ る100ｵM　 Po

液 を 作成 す る の に要 したDMSOと の 混 合 培 養 で 全 く細

胞 障 害 が 認 め られ な い こ とか ら除 外 可 能 と考 え られ た.

AG490の 非 特.異的 反 応 を 検 討 す る た め に,　IL-6非 刺 激

下 でAG490を 反 応 さ せ た と こ ろ.　ACHN,769Pと も

有 意 な増 殖 抑 制 が 認 め られ た.し か し,増 殖 抑 制 に要 し

た濃 度t31L-6刺 激 下 で の 濃 度 に 比 べ 高 減 度 で,両 者 と

もICS値 は10.0ｵMで あ　 i..さ ら に,　IL・6に 反 応 を

示 さな か っ たCaki・1で もAG490に よ る増 殖 抑 制 が 認

め られ た が,増 殖 抑 制 に 要 した 濃 度 はlL-6刺 激 下 で の
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9.AG490に よ る ア ポ トー シスの 誘 導

　 STAT3の 活 性 化 は ア ポh一 シス を抑 制 す る こ とが 報

告 さ れ て い る0.9.111.IL・6刺 激 に よ る細 胞 内 シ グナ ル を

AG490に よ り抑 制 す る こ とで ア ポ トー シ ス が誘 導 可 能

か をHoechst　 33258を 用 い た核 染 色 に よ る 形態 学 的 観

察 と フ ロー サ イ トメ ト リー を 用 い たTUNEL法 に よ り

検討 した.ACHNの 無 治 療 群,1レ6刺 激 を した群,100

NMのAG490添 加 後 にIL-6刺 激 を した 群 を そ れ ぞ れ

96時 間 培 養 した.そ れ ぞれ の 細 胞 をHoechst　 33258を

用 い て核 染 色 した と こ ろAG490添 加 後 にIL・6刺 激 を

した群 で は ア ポ トー シ スの典 型 的 な所 見 で あ る,核 の 断

片 化 と ク ロ マ チ ンの 濃 縮 が認 め られ た(第8図A).ま

た,フ ロ ー サ イ トメ トi一 を 用 い たTUNEL法 で は ア

ポ トー シ ス が 認 め られ た細 胞 の 割 合 は無 治 療 群,1L・6

刺 激 を した 群 で そ れ ぞ れo.8%,o.4%で あ った の に 対 し

て,AG490添 加 後 にIL-6刺 激 を した 群 で は34.9%に

認 め られ た(第8図B).769Pで も同 様 の ア ポ トー シ ス

誘 導 が 確認 され た.

+--.一6

第7図 　 1レ6刺 激 に 騰 導 さnる 腎 癌 細 胞 増 殖 に 対 す る

　 AG490の 効 果.96　 welt　 plateに 夏xio'偶 のACHN

　 (A)ま た は769P(B)を200　 plのw%ウ シ胎 児血 清 を

　 含 むRPMI　 lfi40培 地 に て 前 培 養 した.24時 間 後 に簸 血

　 湾 培 地.ま た はIL・6を 含 む 無 血 清 培 地,ま た は 様 々 な 濃

　 度 のAG990とIL・6を 含 む 無 血 清 培 地 に 交 換 し,96時

　 間 後 に 細 胞 量 を ク リス タル パ イ オ レ ッ ト法 にて 判 定 し た,

　 結 果 は 独 立 し た3回 の 測 定 結 果 の 平 均 値 ±標 準 偏 差 で:浅

　 示 し た..無 治 療 群 に 比 べ 有 意 な 変 化(pく0.05).●'無 治

　 療 群 に比 べ 有 　 r,;変化(pくo.oi),(Noriguchi　 A　el　al

　 Kidney　 lnt　61:926-938,2002のFig.7を 許 可 を 得 て

　 転 載)

10.AGA901:よ る ア ポ トー シ ス関 連 タ ンパ クの 発 現 変

化

　 腎 癌 細 胞 でAG490に 誘 導 され る ア ポ トー シ スの 機 序

を検 討 す る た め,ア ポ トー シス関 連 タ ンパ クで あ るbcl-

2,bcl・xL,　 mcl一],　 UaxのAG490に よ る 発 現 の 変 化

を ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト法 で検 討 した.ACHNを 用 い て

100ｵMのAG990添 加 後 に1L・6で 刺 激 し,48時 間 か

ら96時 間 ま での 変 化 を 観 察 した.治 療 開 始 前 の 発 現 レ

ベ ル で はbc1・2 ,　baxの 発 現 は認 め られ た が.　bcl・xLの

発現 は低 く,mcl-1の 発 現 は 認 め られ な か っ た.治 療 優

96時 間 でbc1・2の 発 現 は治療 開 始 前 の66.9%に 低 下 し,

baxの 発 現 は153,5%に 増 加 した が,　 bcl-xLの 発 現 は

変 化 しな か った(第9図).

n。 腎 細 胞 癌 組 織 に お け るp-STAT3とtotal　 STAT3

の 発 現

　 1L・6が 腎 細 胞 癌 のautocrine　 growth　 factorで あ る

点,腎 細 胞 癌 患 者 の 血 清 中 及 び 腫 瘍組 織 中 に は 有 意 な 量

のIL・6が 存 在 して い る点,ま た これ ま で の 結 果 か ら腎

癌 細 胞 に お け る1L・6の 細 胞 内 シ グ ナ ル が 主 にJak。

STAT3経 路 を 介 し て い る 点 か ら,腎 癌 組 織 中 に

STAT3の 活 性 化 が 認 め られ る可 能性 が考 え られ た。48

例 の 腎 細 胞 癌 組 織 の パ ラ フ ィ ン包 埋 切 片 を 対 象 にp・ST
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慶厄医学　si巻4y(平 成16年12月)

A
Incubationtime,　 hours

0 48 72 96
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第io図 　 腎 細 胞 癌 組 織 お よ び 腫 癖 周 囲 の 正 常 腎 組 織 に お

　 け るp-STAT3お よ びtotal　 STAT3の 免 疫 組 織 染 邑 像

　 (400倍).(A)p-STAT3高 発 現 例 のp・STAT3染 邑 像.

　 腿 鰯 細 胞 核 内 に 著 明 な染 色 像 を 認 め る.(B}p・STAT3

　 低 発 現 例 のp・STAT3染 色 像,(C)高 発 現 例(A)の 正

　 常 腎 組 織 のp-STAT3染 色 像,(D)高 発 現 例(A)と 同

　 部 位 のtotal　 STAT3染 色像,(E)低 発 現 例(B)と 同 部

　 位 のtotal　 STAT3染 色 像,(F)正 常 腎 組織(C)と 同 部

　 位 のtotal　 STAT3染 色 像 を 示 す.(Horiguchi　 A　et　al:

　 」Urol　 168:762-765,2002のFig.且 を 許 可 を 得 て転 載)

第9図 　(A)ウ ェ ス タ ンブ ロ ッ ト法 に よ る ア ポ トー シ ス関

　 辿 ク ンパ クbc1・2,　 bd・xL,　 baxの 発現 変 化 の解 析.100

　 NMのAG490とIL・6を 投 与 したACHNを48時 間 か ら

　 96時 間 培 養 した サ ンプ ル を 用 い て 解 折 した.β ・actinは

　 internal　 controlと して 用い た.(B)バ ン ドの定X54の

　 変 化 を 治 療 開 始 直 後 を100%と した 棚 対 値 で 表示 した,

　 はbcl-2,◇ はbci・xL,○ はbax,△ はp-actinを 示 す.

　 (Horiguchi　 A　et　al:Kidney　 Inl　61:926-938,2002

　 のFig.9を 許可 を碍 て転 載)

AT3,　 total　STAT3の 発現 を 免疫 組 織 学 的 に検 討 した.

pSTAT3の 発 現 に は腫 鰯 圏 の 差 が 認 め られ た が.発 現

例 で は腫 瘍 細 胞 の 核 内 に強 いp-STAT3の 染 色 像 が 認 め

られ た(第10図A,B).　 STAT3は 細 胞 質 内 で 非 活 性

化 型 の状 態 で存 在 し,刺 激 が 加 わ る こ と によ りチ ロ シ ン

リ ン酸 化 が 起 こ り,二 肚 体 を 形 成 し核 内 へ移 行 す る51

した が って,核 内 にp・STAT3の 染 色 像 が 認 め られ た こ

と は 腎 癌 組 織 中 でSTAT3の 活 性 化 が 認 め られ る有 力

な根 拠 に な る と考 え られ た.し た が って,p・STAT3の

陽 牲 像 をSTAT3の 活 性 化 と考 え た.　p-STAT3の 陽性

細 胞 率 は腫 鰯 に よっ て 両 極 端 で あ り,10%以 下 の 陽性

準 を 示 す 群 と,90%以 上 の 陽 性 率 を 示 す 群 に 分 か れ た

た め,そ れ ぞ れ を低 発 現 群,高 発現 群 と定 義 した.低 発

現 欝,高 発 現 群 は そ れ ぞ れ24例(50%)で あ った.腫

娚 周囲 のiE常 腎組 織 で はp・STAT3の 発 現 は ほ とん ど認

め られ な か った(第10図C).一 方,total　 STAT3は

p・STAT3の 発 現 の レベ ル に 関 係 な く,ま た 正常 腎 組 織

に お い て も,ほ ぼ 同 レベ ルの 発現 が 認 め られ た(第io

図D～F),

且2.p・STAT3の 発現 と病 理 組 織 学 的 所 見 との 関連

　 p・STAT3の 発 現 と進 展 度(T分 類),異 型 度,手 術

時 の遠 隔 転 移 の 有 無,組 織 型 と の関 連 を 第 且表 に 示 す.
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堀口1IL・6に よる腎癌増殖 におけるSTAT3

　 　 　 　 　 第1表 　p・STAT3の 発 現 レ ベ ル と膚 理 組 織 学 的 所 見 と の 関 漣

Lowは 低 発 現 例,　Highは 高 発 現 例 を 示 す.有 意 差 はchi-square　 test　i二よ り判 定 した.

(Horiguchi　 A　et　al:JUrol　 168:762-765.2002のTable　 lを 許 可 をt7て 転 載)

No.　 Pts p-STAT3　 staining pValue

LOW High

Pathological　 stage

　 T且 ・T2

　 T3-T4

MetasUtic　 disease

　 MO

　 Ml

His巳oコogical　 9Tade

　 G且

　 G2・G3

Histological　 subtype

　 Clear　 cell

　 Gran叫1ar

　 Papi闘ary

　 Sarcomatoid
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　　　　　　　　　 卜

p・STAT3と 病理学的進展度,異 型度,組 織型の間に脊

意な関連は認めなかった.一 方,手 術時に遠隔転移を有

する7例 は全てp・STAT3高 発現群であったが,遠 隔転

移のない41例 ではp・STAT3高 発現群は17例 のみと

有意差を認めた(p冨0.0094,第1表).

a 2a 40　 　　60　 　　80　 　　100

Surv童v朗(mo論tN4)

第11図 　p・STAT3発 現 レペル別 のKaplan・Meier疾 患

特異的生存曲線.低 発現群　対 　高発現群 で比較 し,log-

rank検 定 に よ り有 意 差 あ り と判 定 した(p=0 .0117).

(Horiguchi　 A　et　al:JUrol　 1681762-765 ,2002のFig.

2を 許 可 を 褐 て 転 載)

　　 　 13.p・STAT3の 発 現 と予 後 の 関連

　　 　 　 p-STAT3　 nv発 現 群 と 低 発 現 群 の 疾 患 特 異 的 生 存 率 を

　　 　 単 変量 解 折 に て 比 較 した と こ ろ,高 発現 群 は 低 発 現 群 に

　　 　 比 べ 有 意 に予 後 不 良 で あ っ た(p=0.Ol17、 第U図).
120
　　 　 単 変量 解 折 に て 判 明 した 有 意 な予 後 因 子 はp-STAT3の

　　 　 高 発現,手 術 時 の 遠 隔 転 移 の 存 在(pくo.oooi),異 型 度

　　 　 がgrade　 2ま た はgrade　 3(p=0.0181),進 展 度 がT3

　　 　 ま た はT4(P=O..0272),　 clear　cell　carcinoma以 外 の

　　 　 組 織 型(p=0.0371)で あ った.多 変fit　Cox比 例 ハ ザ ー

　　 　 　ドモ デ ル に よ る解 析 で は手 術 時 の 遠 隔 転 移 の 存 在(p;

　 　 　 　 　 　 第2表 　 多 変$Cox比 例 ハ ザ ー ドモ デ ルに よ る独 立 予後 因 子 の解 折

Hazard　 Ratioは ハ ザ ー ド比,95%C1は95%信 頼区 間 を 示 す.(Horiguchi　 A　et　al:JUrol　 l68:

762-765.2002のTable　 2　rc許 可 を 得 て 転 載)

Variable Hazard　 Ratio 95%CI pValue

Pathological　 stage{T3・41

Metastatic　 disease(MII

Histolo8ical　 Srade(G2-3)

Histological　 subtype(other　 than　 clear　 cell)

p・STAT3　 staining〔high}

3.749

7.463

5.804

issss

9.293

0.840-16.728

1.345-41.417

0.505-66.656

2.396-159.b77

1.345-41.417

0.0833

0.0215

0.且579

0.ooss

O.0439
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0.0215),clear　 cell　carcinoma以 外 の組 織 型(p=o.oa

55)。 そ してp・STAT3の 高 発 現(p=a.0439)が 独 立

した予 後 予 測 因 子 で あ っ た(第2表).

考　　察

　 lL・6が 腎 細 胞 癌 の増 憩 に 重 要 な 役 割 を 果 た して い る

こ と は以 前 よ り指 摘 さ れ て い た がli.19.131,そ の 細 胞 内

シ グナ ル な ど の 詳細to　 i序は検 討 され て いな い.本 研 究

で はIL・6に よ る細 胞 内 シ グ ナ ル の 解 析 に 先 立 って,4

種 の 腎 絶 細 胞 株Caki・1,　 ACHN,7figP,　 A498を 用 い

て培 養上 清 中 へ の1L・6の 産 生 およ び1L・6受 容 体 の 発現,

外 因 性1レ6に よ る増 殖 促 進 効 果 に っ い て 確 認 した.

ACHNと769Pに お い て 外 因 性IL・6に よ る 有 意 な 増 殖

促 進 効 果 が 認 め られ たが,他 の細 胞 株 よ り高 いIL-6産

生 能 を 有 し,1L・6受 容 体 の 発 現 が 認 め られ たA498で

は増 憩 促 進 効 果 は認 め られ なか った.し か し なが ら,

A498で 無 治 療 群 お よ び外 因性IL・6投 与 群 に比 し,抗

IL-6　Ab投 与 群 の 増 殖 に 有 意 な抑 制 が認 め られ た こ とか

ら,A498の 増 殖 に少 な くと も部 分 的 に はIL・6が 関 与

して い る と考 え られ た.Caki4が 外 因 性IL-6,抗IL・6

Abと も に反 応 を示 さ なか った の はIL・6に よ る細 胞 内

シグ ナ ル伝 逮 に 不可 欠 なgp130の 発現 が 認 め られ なか っ

た た め と考 え られ る1遭'.こ れ らの 結 果 か ら過 去 の 報 告

と同 様 に,IL・6が 腎 癌 細 胞 に対 してautocrineあ る い

はparacrine　 growth　 factorと して 働 いて い る こ と を確

認 した甑n.

　 腎 癌 細 胞 に お け るIL・6の 細 胞 内 シ グ ナ ル を 解 析 す る

に あ た り,IL・6が 腎 細 胞 癌 以 外 の 様 々 な悪 性 腫 瘍 の

growth　 factorで あ る点 に 着 目 した1駐'zi,　zu　zr:.　IL-6に

よ る増 殖 を 介 す る シ グナ ル経 路 は 細 胞 によ っぞ 大 き く異

な る.例 え ば,IL・6依 存性hybridomaで あ るB9細 胞

や い くつ か の 多 発 性 骨 髄 腫 由 来 の 細 胞 株 で はSTAT3

の 活 性 化 は1L・6に よ る増 殖 に無 関 係 で あ り.　ERKsの

活 性 化 に依 存 して い る矧,一 方,前 立 腺 癌 細 胞 株 や 骨 髄

腫 細 胞 抹U266で はIL-6に よ る 増 殖 はSTAT3の 活 性

化 に 依 存 して い るzi.　ni.本 研 究 で は,　gp130の 発 現 が

認 め ら れ な いCaki・1以 外 の 細 胞 でIL-6刺 激 に よ る

STAT3と,わ ず か なが らSTATIの チ ロ シ ン リ ン酸 化

とDNA結 合 能 の 上 昇 が 認 め られ た.　 STAT1がIL-6

に よ る増 殖 に関 与 して い る可能 性 を 否 定 し きれ な いが.

最 近 の 知 見 で はSTATIはSTAT3と 相 反 す る作 用 が

あ り,腫 煽 の 婚 殖 に抑 制 的 で あ る と考 え られて い るza-ao。

今 回 の 桔 果 か ら はlL-6刺 激 に よ るSTAT3の 活 性 が

STATIの 活 性 を.r.回 った 結 果.細 胞 増 殖 に傾 い た 可能

性 が 考 え られ る。 一 方,STAT3以 外 の 主 要 なIL-6の

シ グ ナ ル 伝達 経 路 で あ るERKsは,検 討 した 全 て の 細

胞株 で恒 常 的 に 活性 化 され て い た.ERKsの 活 性 化 レベ

ル は外 因 性 の1L・6刺 激 に よ って も,抗IL-6　 Abに よ る

内 因 性 のIL・6の 中 和 に よ って も変 化 し なか った.ま た.

Jak阻 害 剤AG490に よ るJakレ ベ ルで のIL・6の シ グ

ナ ル 抑 制 に よ って もERKsの 活 性 は 変 化 しなか っ た.

ま たERKsとSTAT3の 間 の ク ロ ス トー ク も認 め られ

な か った.こ れ らの 結 樂 か ら1L・6に 誘 導 され る 腎 癌 細

胞 の増 殖 はSTAT3を 介 して お り,　ERKsに 非 依 存 的 で

あ る と結 論 した,

　 腎 癌 細 胞 に お け るERKsの 恒 常 的 活 性 化 の 原 因 は現

在 の と ころ 明 らか で は な い,過 去 の 報告 で は 腎細 胞 癌 の

大 部 分 でERKsの 恒 常 的 活 性 化 が あ り,活 性 化 の レベ

ル は腫 傷 の 異 型 度 と進 展 度 に比 例 し上昇 す る と され て い

るm.ERKsはIL・6以 外 のepidermal　 growth　 factor

/EGF)やtransforming　 growth　 factor〔TGF〕 ・aな ど

の増 殖 因 子 に よ って も活 挫 化 す る ことが知 られて お り鋤,

そ れ らは腎 細 胞 癌 のautocrine　 growth　 factorで あ る と

報 告 され て い る鵡1.し た が って,そ れ ら のgrowth　 fac-

forの シ グ ナ ルがERKsの 恒 常 的 活 性 化 に 関 与 して い る

可 能 性 が 予 想 され る,

　 本 研 究 で 使 用 し たJak阻 害 剤AG490は 恒 常 的 な

Jak2のrSIN:化 を有 す るc　 リ ンパ 芽 球 姓 白 血 病 由 来 の

細 胞 に対 す る増 殖 抑 制 作 用 を 有 し,ア ポF一 シスを 誘 導

す る こ とが 最 初 に報 告 され たx'..過 去 の報 告 に述 べ られ

て い る よ う にAG490はJak　 family〔Jakl,　 Jak2,

Jak3)以 外 の チ ロ シ ンキ ナ ー ゼ を 抑 制 し な い と い う こ

と3!x]6'.,Jakを 発現 して い な いJurkat細 胞 な ど の 増 殖

を抑 制 しな い こ と な どか らAG490のJakへ の特 異 性 は

高 い と考 え られY15・311,ま た,最 近 の 報 告 で はAG490

がSTAT5やERKsの 活 性 を 抑 制 す る こ と が 知 られ て

い るがas.'asi,今 回 の精 果 で はSTAT5は 無 刺 激 の状 態 で

も,IL・6刺 激 下 で も活 性 化 が 認 め られ な か った 点,ま

たERKsの 恒 常 的 活 性 化 は100ｵMのAG490で も抑

制 さ れ な か った 点 か ら考 え て,少 な く と もAG49aが

STAT5やERKsの 活 性 を抑 制 した 可能 性 は除 外 で き る

と考 え られ る.AG490は 無 刺 激 の 細 胞 に 対 して も有 意

な 増 殖 抑 制 効 果 を 示 した が,1レ6刺 激 ドの 細 胞 に比 べ

高 い濃 度 を 要 した。 我 々の 桔 果 と同 様 に.サ イ トカ イ ン

刺 激 下 と非 刺 激.ドでAG490に 対 す る感 受 性 が 異 な る例

が 過 去 の 論 文 で 細 告 さ れ て い る節.AG490のJakに 対

す る特 異 牲 か ら考 え て,IL-6刺 激 下 と非 刺 激 下 で増 殖

抑 制 に 要 す るAG490の 濃 度 の 差 は1L・6刺 激 下 と非 刺

激 下 にお け るJakの 活 性 の 差 が 原因 で あ る と考 え る.
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堀 口:【L・6に よる胃屈増殖におけ るSTAT3

　 最 近 の 研 究 でAG490は 種 々 の 癌 細 胞 に お け る

STAT3の 活性 を 抑制 し,ア ポ トー シ ス を誘 導 す る こ と

で増 殖 を抑 え る こ とが 報 告 され て い るxi'3'.　Jfl',,その ため

本 研 究 で はAG490がIL・6に よ るSTAT3の 活 性 を 抑

制 す る こ とが ア ポ トー シ ス関 連 タ ンパ クbc1・2,　 bcl・xL,

mcl・1,　 baxの 発 現 を制 御 し,ア ポ トー シス を 誘 導 す る

か 検 討 し た.過 去 の 研 究 結 果 と 同 様 にAG490は

ACHNと769Pに お い てIL-6に よ るSTAT3の 活 性 化

を 抑 制 し,bc1・2のdown　 regulationとbaxのupregu・

lationを 伴 うア ボ トー シ ス を 誘 導 した.ア ポ トー シ ス

関 連 タ ンパ クの 中 でbcト2は 腎細 胞 癌 で 高 頻 度 に 発 現 し

て い る と報 告 され て お り,腎 細 胞 癌 に お け るbc1・2の 過

剰 発 現 は賢 細 胞 癌 が 通 常 の 化学 療 法 や放 射 線 療 法 に耐 性

を示 す 一 因 と 考 え られ て い るas'o}.　AG490がbc]一2の

down　 regulationを 起 こ した こ と は,腎 細 胞 癌 に お け

るbc1・2の 発 現 にSTAT3が 関 与 して い る可 能 性 を 示 唆

す る.

　 最 近 の研 究 で は,IL-6に よ るautocrine　 growthが 指

摘 さ れ て い る悪 性 腫 瘍 に お い て,し ば し ばSTAT3の

恒常 的活 性 化 が 報 告 されて い る.泌 尿 器 科 領 域 の悪 性 疾

患 で は前 立 腺 癌 組 織 中 に高 頻 度 のSTAT3の 活 性 化 が

認 め られ て お り,IL・6に よ るau[ocrine　 growthが 原 因

と考 え られ て い る231.本 研究 で我 々 は 腎 細 胞 癌 組 織 中 の

STAT3の 活 性 化 をp・STAT3の 免 疫 組 織 学 的 に評 価 し

た と ころ,高 頻 度(50%)に 活 性 化 が 認 め られ た.さ ら

に,STAT3の 活性 化 は 手 術時 の遠 隔 転 移 の 存 在 と有 意

に 関連 し,多 変 量解 折 にお いて有 意 な予 後 予 測 因 子 であ っ

た.こ の 結 果 はSTAT3の 活 性 化 が 腎 細 胞 癌 の 増 殖 進

展 に 深 く関 わ うて い る こ と を示 唆 して い る.STAT3の

活 性 化 の 原 因 と し てtota且STAT3の 過 剰 発 現 と

STAT3へ の 慢 性 的 な刺 激 の 存 在 が 考 え られ る411,し か

し第10図 に示 す通 り,total　 STAT3の 発 現 はSTAT3

の 活 性 化 の レベ ル とは 無 関係 で あ り,正 常 腎組 織 にお い

て も腫 郷 と同 レベ ルの 発 現 が認 め られ る こ とか ら前 者 の

可 能 性 は否 定 的 で あ り,後 者 の可 能 性 が 強 い と考 え る.

STAT3に 対 し慢 性 的 な 刺 激 を 与 え る 可 能 性 が あ る

cytokine,　 growth　 factorはIL・6以 外 に もEGFや

TGF-aな どが 考 え られ る,こ れ ら は 全 て 腎 細 胞 癌 の

autocrine　 growth　 factorで あ る こ とか ら,腎 細 胞 癌 組

織 に お け るSTAT3の 活 性 化 はIL-6シ グ ナ ル の み に 由

来 す る もの で は ない可 能 性 も考 え られ る.し か し,本 研

究 にお け るIL-6とSTAT3の 関 係 や 血 清IL・6濃 度 が 高

値 の 例 に進 行 例 が 多 く,予 後 不 良 で あ る点iri　ljどSTAT

3の 高 活 性 化 例 と臨 床 的,病 理 学 的 側 面 と の 関 係 に 共 通

した関 述 も認 め られ る た め,少 な くと も部 分 的 に はIL・

6は 腎細胞癌組織中のSTAT3の 活性化に関与 している

ものと予想 される.こ の点については今後検討すべ き問

題と考える.

　臓器限局性の腎細胞癌の主たる治療法はいまだに外科

的治療であり,転 移性腎細胞癌は通常の化学療法や放射

線療法に耐性を示し予後不良である.v.転 移性腎細胞癌

に対 して現在,イ ンターフェロンaやIL・2な どを中心

とした免疫療法が行われているが,そ の有効率は約15

%前 後と決 して満足できるものではなく,新 たな有効な

治療法の開発が待たれるところである.z;.本研究は腎細

胞癌における1L・6に よるSTAT3の 活性化を抑制する

治療が腫瘍の増殖を抑制する効果があるのみならず,

bcl-2な どのアポ トーシス関連 タンパクの発現を抑制 し

通常の化学療法や放射線療法に対する感受性を充進する

ことで,進 行性腎細胞癌の新たfJ　t`n療戦略への応用の可

能性を示唆すると考える.

総　　括

　IL・6に誘導 される腎細胞癌の増殖の機序を,細 胞内

シグナルを中心に解析 し,細 胞内 シグナルの蜘制による

増殖抑制効果を検討した.さ らに,腎 細胞癌組織におけ

るSTAT3の 活性化を免疫組織学的に解析 し,病 理組

織学的所見および臨床経過との関連を検討 し,以 下の結

果を得た.

i.腎 癌細胞株におけるIL・6の 細胞内 シグナルは主に

　　Jak・STAT3経 路を介 していることが示 された.

　　ERKsは1L・6の 刺激 と無関係に恒常的活惟化を示

　　 した.

2.MEKI阻 害剤PD98059に よるERKs活 性の抑制

　　がSTAT3の 活性に変化を与えなか ったことか ら,

　　腎細胞癌の1L・6刺 激下ではERKsに よるSTAT3

　　の活性制御は存在 しないと考えられた。

3.Iak阻 害剤AG490は1L・6刺 激 によるSTAT3の

　　rd性 化を抑制 し,　IL・6の誘導する細胞増殖を抑制

　　 した.細 胞増殖の抑制はbcl・2のdownregulation,

　　baxのupregulationを 伴 うアポ トーシスの誘導に

　　よるものであった.

4.腎 細胞細組織にお いて高頻度のSTAT3の 活性化

　　が認められた.STAT3の 活性化は手術時に遠隔転

　　移を有する例に有意に多 く認められ,多 変量解析で

　　有意な予後予測因子であった.

　これ らの桔果か ら腎細胞癌 においてIL・6誘 導性の

STAT3の 活性化を抑制する治療が進行性腎細胞癌の新

たな治療戦略に応用できる可能性が考えられた.
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