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【原著 ・臨床 】

非 小 細 胞 肺 癌 患 者 の末 梢 血 単 核 球 に お け る サ イ トカ イ ンmRNAに

対 す るclarithromycinの 影 響
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切 除不 能非小細胞肺 癌患 者15例 を対象 に14員 環 マ クロ ライ ド系 抗菌 薬clarithromycin(CAM)を400

mg/日 投 与 し,サ イ トカ インmRNAの 変 動 を検討 した。投 与後 にIL-12,IFN-γm RNAは 有 意 に増 強 し,

IL-10は 抑 制 される傾向 であ った。CAMはBiological response modifier(BRM)作 用 を有 し,非 小細 胞

肺癌患者 をTh1優 位 な状態へ 誘導 してい るこ とが示唆 された。 しか し一部 の症例 で はCAM投 与 でサ イ ト

カイ ンm RNAの 変 動 はみ られず,そ れ らは病期 がIV期 の症 例が多 く,CAMのBRM作 用 は宿 主状 態 に影

響 される ことも示唆 された。
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14員 環 マ ク ロ ラ イ ド系 抗 菌 薬 がBiological response

modifier(BRM)作 用 を有す ることは最近の さまざまな研

究で明 らかになって きた1,2)。わ れわれはそのBRM作 用 を期

待し,切 除不能非小細胞肺癌患者に対 してCAMの 長 期投与

を試みた ところ,生 存期 間の有意な延長が得 られた3,4)。作

用機序として,臨 床的検討ではCAM投 与 でInterleukin 12

(IL-12)mRNAの 発現増強5),NK活 性 の上昇6),Interleukin

6(IL-6),Tumor necrosin.gfactorα(TNF-α)の 産生抑

制が認められ7),こ れ らの関与が示唆 された。 また,基 礎的

検討ではマウス肺癌モデルで腫瘍増殖抑制 ・肺転移抑制 も認

められ1),こ れ らもCAMのBRM作 用 に関与 してい ると考

えられた。特 にIL-12はNatural killer cell stimulatory

factor(NKSF)と してIFN-γ,NK活 性 の上昇の機序に強

くかかわるもの として,抗 腫瘍活性である細胞性免疫に関与

すると推察 された8～10)。

一方
,Interleukin 10(IL-10)はT細 胞か らのIFN-γ

産生を抑制 し,NK活 性 を抑制す る作用があ り11),わ れ われ

の現在 まで の検 討 か らCAM投 与 後 に も1L-12,IFN-γm

RNAの 増 強が認められなか った症例に何 らかの抑制機序が

関与 している可能性が考えられる。今 回,わ れわれはCAM

投与 によるIL-12,IL-10,IFN-γmRNAの 変 動 を測 定 し,

BRMと しての作用 を検討 したので報告する。

I.　 材 料 と 方 法

1.対 象(Table 1)

対 象 は切 除不能 原発性 非小 細胞肺 癌患 者15例(男 性

10例,女 性5例,平 均 年 齢65歳),臨 床 病 期 はII期1

例,III期8例,IV期6例,組 織型 は扁 平 上皮 癌10例,

腺 癌5例 で あ る.抗 癌 治 療 は化学 療 法 ・放 射 線療 法 併

用 は8例,放 射 線 単 独 治療2例,化 学 療 法 単 独 治療3

例,無 治療2例 で あ る。抗 癌 治療 の 効 果 はpartial re-

sponse(PR)7例,nochange(NC)5例,progressive

disease(PD)1例 で ある。抗癌 治療 を行 った 例 は治 療

終 了約4週 後 に イ ンフ ォー ム ドコ ンセ ン トを得 た 後,

無 治療 の患 者 は イ ン フ ォー ム ドコ ンセ ン トを得 た 後,

CAM200mgを1日2回 投与 す る。 なお,投 与 期 間中

に肺 炎な どの感染性疾患 を合併 した ものは症例 中 に含 ま

れ ていな い。

2.方 法

方 法 はCAM投 与 前,投 与1か 月後,3か 月 後 に患 者

肘静脈 か らヘパ リン加採血 を行 い,比 重遠 心法 で単核 球

を単離 した。単 離 した単核 球 か らTRIZol(GIBCOBRL)

を用 いたAGPC法 でtotal RNAを 抽 出 した。抽 出 した

RNAは 各 検 体あ た り1μgを 逆転写 酵素反応 緩衝 液(20

mMTris-HCI(pH8.4),50mMKCl,2 .5mMMgCl2,

10mMDTT)と 各1mMのdATP,dCTP,dGTP ,dTTP,

0.25μg/μlOligo(dT)12-18primer(GIBCO BRL)
,10

単 位Ribonuclease inhibitor(東 洋 紡)と50単 位Re-

verse transcriptase(GIBCOBRL)と に 混合 し,43℃

90分 の 反 応 でcDNAに 変 換 した。 そ のcDNAをPCR

緩 衝 液(10mMTris-HCl(pH8 .4),25mMKC1,2.5

mMMgCl2)と 各2.5mMの(dATP ,dCTP,dGTP,

dTTP),0.25単 位TaqDNApolymerase(GIBCOBRL)

と 各 サ イ トカイ ンに特 異 的 なprimer(1μM)(Table 2)

と に混合 し,ミ ネラル オ イル を重層 した。 この 反応液 を

Themlal Cyclerで94℃1分 ,60℃1分,72℃1分 を30

cycle行 い,得 られたPCR産 物 を1 .0%ア ガ ロー スゲ ル

*  奈良県橿原市四条町840
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電 気 泳動 し,エ チ ジ ウムブロマ イ ド染 色で,IL-10,IL-

12p40,IFN-γ お よびhousekeeping geneで あ るG3

PDHmRNAを 検 出 した。 各サ イ トカ イン値 をDensi-

tometerで 測 定 し,G3PDHで 比 較補正 した。

なお,IL-12に は35kdのP35と40kdのP40と の

2つ のsubunitか らな り,そ れ らがdisulfide binding

した 異 形2量 体 の糖 蛋 白で両subunitの 発 現 で 生物 活

性 を示す とされ てい るが'2,以 前 のわれ われの報 告5で

IL-12p35mRNAの 発現 はCAM投 与 ・非投与 にかか

わ らず肺癌 全症 例で認め られてお り,今 回は測定を省略

した。

Table 1. Patient characteristics

Ad:Adenocarcinoma,Sq:Squamous cell carcinoma

MVP:MMC+VDS+CDDP,RT: radiationtherapy ,NT:no

therapy

PR:Partial Response,NC: No Change ,PD:Progressive

Disease

II.結 果

全症 例 で はIL-12P40はCAM投 与 前 に比 較 して,

投 与 後に有意 にmRNAの 発 現 の増 強が 認め られ(p<

0.05),IFN-γ で も投与3か 月後 には有意 にmRNAの

発 現の増強が 認め られた(P<0.05)。IL-10で は投 与後

に抑 制傾 向が 認め られ た(Fig.1)。IL-12P40の 発 現

が 増 強 した11例 の う ち9例 でIFN-γ の 発 現 が 増 強

し,IL-10の 発 現 は10例 で 抑 制 され た。IL-12の 増 強

が認め られた症 例 はIFN-γ も増 強 し,IL-10は 抑 制 し

てい る(p<0.05)。

一 方
,IL-12p40の 発 現が増 強 しなか った4例 で は3

例 でIFN-γ の 発現 増強 は認 め られず.全 症例 でIL-10

の 発 現抑制が認め られなか った(Table3)。

ま たIL-12が 増 強 され なか った症 例 は3例 がIV期 で

あった。 なお組織型 ・治療 効果で は一定 の傾向 は認め な

かった。

症例1と 症 例13と を 例 示す る と,症 例1で はCAM

投 与 前 でG3PDH.1L-10,お よ びIFN-γ の 発 現 が 認

め られ,CAM投 与 後1か 月に はIL-10の 発 現が抑 制 さ

れ,IL-12p40の 発 現が認 め られた。CAM投 与3か 月

Fig.1.Changes in cytokine m RNA levels inpatients

during clarithromycin(CAM)treatment.*p<0.05
compared with before CAM treatment

Table2.Primer for PCR



VOL47 NO.6 CAM投 与非小細胞肺癌のサ イ トカイン変動 347

後 にはIL-12p40,IFN-γ の 発現が さらに増 強 された。

症例13で はCAM投 与 前 でG3PDH,IL-10,お よ び

IFN-ン の 発現が認め られ,CAM投 与 後1か 月 には1L-

10の 発 現 は増 強 され,IFN-γ の 発現 はCAM投 与 前 と

変わらなかった、,CAM投 与3か 月後にはIL-10の 発 現

は増強 され,IFN-γ の 発現 もCAM投 与前 に比較 して

抑制された(Fig.2)。

III.考 察

非小細胞肺癌患者にCAMを 投 与す る とcytokine m

RNAは,CAM投 与 後にIL-12とIFN-γ と に有意 な増

強が,IL-10は 抑 制傾向が認め られた。IL-12の 増 強が

認め られた症例 はIFN-γ も増 強 し,IL-10は 抑 制 して

いる(p<0.05)。

IL-12はT細 胞か らのIFN-γ のInducing factorで

あるとともにT細 胞 の分 化をTh1表 現 型へ と誘導す る

機能を有 してお り,細 胞性免疫の鍵 として注 目されてい

Table 3. Comparison of cytokine m RNA with or without 

enhancement of IL-12 m RNA

る8～10)。特 に抗腫 瘍免疫 で も,担 癌状態 では抗腫瘍 効 果

を持つInterleukin 2(IL-2)やIFN-γ とい った サ イ

トカインが 抑制 されT細 胞 の機 能 も抑 制 されて い るこ

とが報告 され てお り13),IL-12は こ うした抗腫瘍 免疫 を

活性 化す る と考 え られ てい る.今 回の結 果 もIL-12m

RNAの 増 強で,IFN-γmRNAが 増 強 して いる ことが

示唆 され る.ま た,IL-10が 抑 制 され る傾 向にあったが

T細 胞 か らのIFN-γ 産 生 を抑 制 し,NK活 性 を抑制 す

る作 用 があ り[1,以 前 われ われ はCAM投 与 でIL-6,

TNF-α が 抑制 されるこ とを報告 したが,こ れ らの こと

か ら非小細 胞肺癌患 者に対す るCAMの 投 与はサ イ トカ

インmRNAをTh1優 位 に導いている と考え られ る。

またIL-12 p40の 発 現が増 強 しなか った4例 で は3

例 でIFN-γ の 発現増強 は認め られず,全 症 例でIL-10

の 発 現抑制が認 め られなかった。IL-12が 増 強 され なか

った症例 は3例 がIV期 で あ った。組 織型 ・治療 効 果 で

は一定の傾向は認めなか ったことか ら,IV期 の ように進

行 した宿主ではCAM投 与 による免疫応答が1一分に行 わ

れ ない か,IL-10等 の いわ ゆるTh2系 の サ イ トカ イ ン

を抑 制 で きないた め,IL-12,IFN-γ の 発現 が 抑制 さ

れ てい る可能性 も考 え られ るが今後 の検 討が必 要 であ

る。

以 上か らCAMは 担 癌 宿主 をTh1優 位 の状 態へ 誘導

してい ると考え られ るが,CAM投 与 が どの よ うな機序

でTh1優 位 の状態へ 誘導 してい るか は今後検討す る必

要がある。
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Changes of cytokine mRNA in peripheral blood mononuclear cells from unresectable

non- small cell lung cancer patients before and after clarithromycin therapy
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We have reported that long term clarithromycin (CAM) therapy improves the survival time of patients

with non- small cell lung cancer. In the present study, we examined peripheral blood mononuclear cells for

changes in cytokine mRNA by RT—PCR before and after CAM therapy. The study included 15 patients with

unresectable non- small cell lung cancer. Before CAM therapy, 13 patients received basic therapy

consisting of chemotherapy, radiotherapy or both. Two patients received no basic therapy. Interleukin- 10

(IL-10), Interleuikin-12 (11-12), Interferon- gamma (IFN-ƒÁ) mRNA were measured before and at one

and three months after starting CAM therapy. IL-12 and IFN-ƒÁ mRNA were significantly increased, and

IL- 10 m RNA was decreased. The results suggest that CAM exhibits an antitumor effect that promotes Th-

lymphocytes shows a Th 1-like cytokine production.


