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【原著 ・臨床】

Clarithromycin投 与 非小細胞肺癌 患者 末梢血単核 球 にお け る

interleukin-12mRNAの 発 現
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我 々 は手 術 不 能 原 発 性 肺 癌 患 者 にclarithromycin(CAM)を 投 与 し,生 存 期 閥 の 延 長 を 報 告 し.そ

の 機 序 と して 宿 主要 因 と癌 悪 液 質 改 善 とを 報 告 して い る。 今 回 は 非 小 細 胞 癌 患 者 にCAMを 投 与 し末 梢

血 単 核 球 中interleukin(IL)-12mRNA発 現 の 推 移 をRevers Transcriptase-assisted Polymerase

Chain Reaction(RT-PCR)法 を用 い,非 投 与 症 例 と比 較 検 討 した 。 対 象 は 当 科 に入 院 した 初 回 治療 の

非 小 細 胞 肺 癌 者11例(CAM投 与 例9例,非 投 与 例2例)でCAM投 与 例9例 の 平 均 年 齢 は65.7士

10.4歳,性 別 は男 性7例,女 性2例 で,CAM非 投 与2例 の 年 齢 は77歳 と56歳,男 性2例 で あ る。

結 果 は末 梢 血 単 核 球 中IL-12subunitp40mRNAの 発 現 がCAM投 与 で 増 強 傾 向 を 示 し.生 存 期 閥 延

長 の 機 序 の1つ と考 え られ た 。
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マ クロ ライ ド薬 は生体 内のサ イ トカイ ン産 生能調 節作用 を

有 す る こ とが知 られて い る')。我 々はす で に原発性 肺癌 患 者

にclarithromycin(CAM)投 与 を試 み,非 小細 胞肺 癌患 者

で生 存期 間が 有 意 に延長 す る こ とを報告 し2),CAM投 与 患

者 の癌 悪液 質の 改善 と種 々の 臨床 指標 の 改善副 を も報告 し

て い る。 近 年 サ イ トカ イ ンの なか で もinterleukin(IL)

.12の 抗腫 瘍効 果が注 目されてお り,肺 癌 患者 のCAM投 与

がIL-12の 産 生促 進 に 関与 してい る可 能性 が推 察 され る。

そ こで,CAM投 与 原発性 非小 細胞肺 癌患 者か ら分離 した末

梢 血 単核 球 中 のIL-12mRNA発 現 をReverse Transcri-

ptase-assisted Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)を

用 い非投 与症 例 と比較 検討 を行 った。 本研究 か ら,CAM投

与 で末梢 血単核 球総RNA中IL-12mRNAの 発現 が増強 し,

投 与 患 者 の生 存期 間延 長 に寄 与 して い る可 能性 が推 察 され

た。

1.対 象 と 方 法

1.対 象

対 象 は 当科 に入 院 した 切 除 不 能 の 初 回 治 療 の 原 発 性

非 小 細 胞 肺 癌 患 者11例(CAM投 与 例9例,非 投 与 例

2例)で,CAM投 与 例9例 の 平 均 年 齢 は65.7±10。4

歳,性 別 は 男 性6例,女 性3例,組 織 型 は腺 癌2例,

扁 平 上 皮 癌5例,大 細 胞 癌2例,臨 床 病 期 はmB期4

例,IV期5例,前 治療 は 放 射 線 療 法 併 用 化 学 療 法5例,

化 学 療 法 単 独3例,放 射 線 療 法 単 独1例,治 療 効 果 は

Partial Response(PR)3例,NoChange(NC)5例,

Progresive Disease(PD)1例 で あ っ た 。CAM非 投 与

2例 は 年 齢77歳 と56歳,性 別 は 男性2例,組 織 型 は

腺 癌1例,扁 平 上 皮 癌1例,臨 床 病 気 はIIIB期1例,

IV1期1例,前 治 療 は放 射 線 療 法 単 独1例,放 射 線 療 法

併 用 化 学 療 法1例,治 療 効 果 はNC1例,PR1例 で あ

っ た(Table1)。 化 学 療 法 は 全 例MVP療 法

(Mytomycin C 8mglm2 day 1,Vinde8ine 3 mg/m2 day

2and 8,Cisplatin 100mg/m2day1),放 射 線 療 法 は2

Gy1日 を週5回 毎 日で 総 線 量40～60Gyと し,化 学 療

法 同 時 併 用 また は単 独 で 照 射 した 。CAMの 投 与 は退 院

2週 後 の 初 回 外 来 受 診 日か ら200mg×2回1日 の経 口投

与 を 開 始 した 。

ま た 臨 床 病 期,腫 瘍 縮 小 効 果 判 定 は 日本 肺 癌 学 会 の

肺 癌 取 り扱 い 規 約5)に 準 拠 した 。

2.方 法

CAM投 与 前 と投 与3か 月時 とに 患 者 か ら採 血 した ヘ

パ リ ン加 静 脈 血 か ら比 重 遠 心 法 で 単 核 球 分 画 を 分 離 し,

1x106個 の 単 核 球 か らTRIZOL(GIBKOBRL,

Gathersburg,MD USA)を 用 い たAdd Guanidinium

Thiocyanate-Phenol-Chloroform (AGPC)法6)で 総

RNAを 抽 出 した。0.1μgのRNAを 逆 転 写 酵 素 反 応 緩

衝 液(20mMTris-HCl(pH8.4),50mKC1,2.5mM

MgC12,10mMDTT,各1mMのdATP,dCTP,

dGTP,dTTP,0.25μg Oligo(dT)m8Pmmer,10単

位RNAasin(TOYOBO,大 阪))と50単 位Reverse

Transcriptase(GIBKOBR正,Gathersburg,MD

USA)と を混 合 し43℃90分 の 反 応 でRNAをcDNA

*奈良県橿原市四条町840
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Table 1. Patients charaeteristic

MVP=mitomycin C+vindesine+cisplatin

PD: progresive disease, NC: no change, PR: partial response

CAM: clarithromycin

に変 換 した 。4μlのcDNAをPCR緩 衝 衝 液(25mM

KCL,10mM Tris-HCl(pH8.4),2.5mM dATP,

dCTP,dGTP,dTTP,1μM Primers,0.25単 位Taq

DNA polymerase(GIBKO BRL,Gathersburg,MD

USA)に 混 合 し ミ ネ ラ ル オ イ ル を 重 層 した 。 この 反 応

液 をThermal cycler(日 本 ジ ェ ネ テ ィ ク ス,東 京)で

94℃1分,60℃1分,72℃1分 を35 cycle行 い,得

られ たPCR産 物 を1.0%ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動

(100V,35分)し,エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド染 色 で

IL-12mRNAの 発現 を確 認 した 。IL-12 p35の 検 出 に

はsense primer GACCACTCAGTTTGGCCAGとanti一

sense primer: GGCCAGGCAACTCCCATTAGと を 用 い,

IL-12 p40の 検 出 に はsense primer:CCAAGAA-

CTTGOAGCTGAAGとantisense primer:TGGGTCTA-

TTCCGTTGTGTCと を用 いた 。 な お コ ン トロー ルのG3

PDHの 検 出 に はsense primer:TGAAGGTCGGAGT-

CAACGGATTGGTとantisense primer:CATGTGG一

GCCATGAGGTCCACCACと を用 い,同 時 に 検 出 した。

な お,123bp DNA Ladderを 用 い,各PCR産 物 の

分 子 量 を 算 出 しサ イ トカ イ ンの 同 定 を 行 っ た 。

11.成 績

1.電 気 泳 動 結 果

1)IL-12p35とp40mRNA

CAM投 与 例 の 症 例1の 電 気 泳 動 結 果 で は初 回外 来受

診 日のCAM投 与前 はIL-12p35mRNAの 発 現 は認

め,p40mRNAの 発 現 は認 め な か っ た。 しか しCAM

投 与3か 月時 で はp35とp40と の 両 方 の発 現 を認 め た

(Fig.1)。 一 方,CAM非 投 与 例 症 例10の 電 気 泳 動 結

果 で は 初 回 外 来 受 診 日,3か 月 時 と もIL-12p35

mRNAの 発 現 は 認 め た が,p40mRNAの 発 現 は 認 め

な か った(Fig.2)。

Fig. 1. Induction of IL-12 mRNA in RNAs of peripheral

blood mononuclear cells by clarithromycin.

Fig. 2. Induction of IL-12 mRNA in RNAs of peripheral

blood mononuclear cells by non clarithromycin.
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Table 2. Expression of mRNA for IL-12 p 35 and p 40 in RNAs of

peripheral blood mononuclear cells of clarithromycin-treat-

ed patients

2)IL-12mRNA発 現のまとめ

IL-12p35mRNAの 発現はCAM投 与患者,非 投与

患者全例で投与前 と投与3か 月時 とに認めた。一方,

IL-12p 40mRNAの 発現はCAM投 与前で9例 中2例

(22.2%)に 発現を認め,投 与3か 月時で全例(100%)

に発現を認めた。しか しCAM非 投与2例 は初回外来

受診日と3か 月時 ともIL-12P40mRNAの 発現は認

められなかった(Table 2)。

III.考 察

我々は慢性下気道感染症患者のマ クロライ ド薬長期

投与が患者末梢血単核球のNatural Killer(NK)細 胞

活性の増強7)やIL-2・4産 生能の増強8)を誘導すること

を見 いだ した。そこでマ クロライ ド薬のBiological

Response Modifier(BRM)活 性に注目し,原 発性非小

細胞肺癌患者へのCAM長 期投与がCAM投 与患者の生

存期間を延長することを明 らかにした1)。今回はBRM

活性の中の抗腫瘍効果をCAM投 与患者末梢血単核球中

IL-12mRNAの 発現をRT-PCR法 を用い,非 投与症

例と比較検討 した。

IL-12は 分子量35kDのsubumit p35と 分子量40

kDのsubunitp 40と が分子内ジスルフィド結合 した

異型二量体の糖蛋白で,両 方の発現で活性 を示す とさ

れている9)。IL-12は 主にマクロファージか ら産生され

NK細 胞の活性化やT-helper 1細 胞か らのIFN-γ 産

生を誘導することで抗腫瘍結果を示す と報告 されてい

る10,11)。

今回の検討か らCAM投 与症例で末梢血単核球中

IL-12P40mRNAの 発現がCAM投 与前と比較して増

強 したので,CAMが 非小細胞肺癌患者の末梢血単核球

のIL-12産 生を誘導する可能性が示唆された。

マ クロライ ド薬がサイ トカイ ン産生におよぼす影響

はこれまで種々報告されてお り,喜 多 ら1)はCAM投 与

マ ウス脾細胞 でRT-PCR法 を用いてサイ トカイ ン

mRNAの 発現変化を調べ,各 種サイ トカインmRNA

合成 は一定の閥隔で亢進 ・抑制が起 こっていること,

βactin m RNAに は変化が認められないことか ら誘導

性蛋白の合成のみをマクロライ ド薬が調節する可能性

を報告している。今回の検討から,CAM投 与前に比べ

投与3か 月時に末梢血単核球中IL-12P40mRNAの

発現が増強 したことから,CAM投 与が末梢血単核球の

IL-12産 生 を誘導 し抗腫瘍効果を示す可能性が示唆 さ

れた。さらに症例数を増加 して検討す るとともに,定

重的PCR法 を用いたIL-12mRNAの 定量と癌病巣局

所 におけるIL-12mRNAの 発現の検討とが必要と考え

られる。

IV.結 語

CAM投 与非小細胞肺癌患者末梢血単核球のIL-12

mRNAの 発現をRT-PCRを 用いて検討した。

CAM投 与が末硝血単核球中IL-12p40mRNAの 発

現を増強することが明 らかになった。

CAMが 末梢血単核球のIL。12産 生を誘導 し抗腫瘍効

果を示す可能性が示唆された。

この論文は第44回 日本化学療法学会総会において,

編集委員会よ り学会訪 に投稿す るよう推薦 を受けたも

のである。
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Expression of IL-12 mRNA in peripheral blood mononuclear cells from

inoperable non-small cell lung cancer patients treated

with clarithromycin
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We found that long-term treatment with clarithromycin (CAM) prolonged the survival time of

patients with inoperable primary non-small-cell lung cancer. In the present study, we examined
peripheral blood mononuclear cells for changes in the expression of mRNA IL-12 subunit p 35
and p 40 by RT-PCR. The study included 11 patients with inoperable primary non-small-cell
lung cancer. They received basic therapy consisting of chemotherapy, radiotherapy or both. After
discharge, 9 patients were assigned to CAM treatment and 2 were assigned to a non-CAM group
as controls. The expression of IL-12 subunit p 40 mRNA was elevated 3 months after the initia-
tion of CAM treatment. These results indicate that CAM may exhibit anti-tumor effect by induc-
ing the expression of IL-12 in peripheral blood mononuclear cells.


