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【原著 ・臨床 】

非小 細胞肺癌患 者 にお けるclarithromycinのTh 1, Th 2

サ イ トカイ ンに与え る影響
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(平成12年6月8日 受付 ・平成12年7月21円 受理)

14員 環 マ クロライ ド系抗菌薬clarithromycin (CAM)はbiological response modifer (BRM)作 用 を

有 し,非 小細 胞肺癌 患者への投与 によ り生存期 間の延長 ・quality oflife (QOL)の 改 善が得 られた。 今回.

臨床 的検 討 として抗痛 化学療法 ・放射線療法 を施行 しなか ったCAM投与 非小 細胞肺癌患 者 を対象 に末梢 血

単核球 中のcytokinemRNAの 変 動 を検討 した。その結果,CAM投 与 後 に1L-12, IFN-γ は 増強 し,IL-

10は 抑 制 され た。 また基礎 的検討 としてマ ウス肺癌 モデ ルにCAMを 経 口投 与 し脾細 胞のcytokine mRNA

の 変 動 を検討 した ところCAM投 与 後 に1L-12, IFN-γmRNAは 増 強 し,IL-6, 1L-10mRNAは 抑 制 さ

れた。以上 か らCAMの 投 与 は非小細 胞肺 癌の担 痛状 態 でのcytokineをTh 1優 位 に導 くこ とが 示唆 され

た。
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われわれはerythromycinやclarithromycin (CAM)な ど

の14員 環 マクロライ ド系抗菌薬の長期投与がびまん性汎細

気管支炎をはじめ とする慢性下気道感染症の予後を著明に改

善することを報告 してきた1～3)。そ の機序の1つ としてCAM

がbiological response modifier (BRM)作 用 を有すること

があげ られる4.5)。わ れわれはCAMのBRM作 用 に注 目し,

非 小細胞肺癌患者 におけるCAMの 投 与が生存期間を延長

し,quality of lifo (QOL)を 改 善することを報告 した6.7)。

今 回われわれはCAMの 非 小細胞肺癌 に対するBRM作 用

の機序検討のため臨床的検討では抗癌化学療法 ・放射線療法

などの他の治療法 を行っていない切除不能非小細胞肺癌患者

の末梢血単核球中cytokin emRNAに 与 えるCAMの 影響に

ついて検討 した。

基礎的検討ではマウス肺癌モデルにCAMを 経 口投与 し,

そ の脾細胞中のcytokine mRNAの 変動について検討 した。

またわれわれの検討ではIV期 ・P.S.不 良 といった進行例 に

はCAMの 投 与による予後の改善が認め られない症例が多

く8),癌 の 進行状況 とCAMのBRM作 用 の影響 の関連 につ

いて検討するためにマウス肺癌モデルをCAM早 期投与開始

群 と後期投与開始群にわけそれぞれのcytokine mRNAを 測

定 した。

I. 材 料 と 方 法

1) 臨 床 的検討

対象 は抗癌化学療 法や放射線療法 をなん らかの理由で

行 えなか った非小細 胞肺癌患者5例 であ る(Table 1)。

平 均年 齢 は75歳,男 性3例,女 性2例 で あ った。組 織

型 は腺癌3例,扁 平上皮癌2例 で病期 は3期2例,4期

3例 で あった。 また,performance status (P.S.)は1

が3例,2が1例,3が1例 であ った。診断 後十分 な イ

ンフ ォー ム ドコ ンセ ン トを受 けた 後CAM 200mgを1

日2回 投 与 し,投 与前,投 与1か 月後,3か 月 後 に末梢

静脈 よ りヘパ リン加採血 を行い,Ficol-Paque research

gradeR (Pharmacia Biotech, USA)を 用 いた比重遠心

法 で単核 球 を分離 しphosphate buffbred saline without

CaorMg[PBS(-)]に て 洗 浄 後,TRIzolR (GIBCO

BRL, USA)を 用 い たAGPC法 に て 末 梢 血 単 核 球 の

total RNAを 単 離 し,reverse transcriptage_assisted

polymerase chain reaction (RT-PCR)を 行 った。非小

細 胞肺癌患 者症 例で のRT-PCRで は よ り定 量性 を得 る

ためにPCR cycleを25回 と し,得 られたPCR産 物 を

1.5% agarosegelに て 電気泳動後,nylonmembrane

(HybondN*R, Amersham, Gemany)に 転 写 し,glyc-

ero1-3-phosphate dehydrogenase (G3PDH), inter-

leukin 10 (1L-10), interleukin 12 (IL-12), interferon

gamma (IFN-γ)に 特異 的なdigoxygenin labeled probe

にてsouthern blot hybridizationを 行 い,nitro blue

Table 1. Patient characteristics

Ad: Adenocarcinoma, Sq: Squamous cell carcinoma

* 奈良 県橿 原市 四条町840
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tetrazolium chloride/5-bromo-4-chlolo-3-indolyl

phosphate (NBT/BCIP)に て 発色 反応 を行 った。そ れ

ぞ れの発 色 をdensitometerに て 測 定 し,発 色 量 を数値

化 し,G3PDH量 に て補正 し,各cytokine mRNA発

現 量 とした。

2)基 礎 的ホ食言寸

マ ウ ス 肺 癌 モ デ ル と してC57BL/6マ ウ ス を用 い

た。C57BL/6マ ウ ス に ル イス肺 癌 細 胞1×106細 胞 を

腹壁 皮下接 種 した。CAMの 投 与 は10mg/kg/dayを 胃

管 ゾ ンデ を用 いて連 日経 口投 与 した。腫 瘍 接 種7日 後

か らCAM投 与 開始 した もの を早期投 与 開始群 と し,腫

瘍接種14日 後か らCAM投 与 開始 した群 を後 期投与 開

始群 と し,そ れぞ れCAM非 投 与 群 と比較 した(Table

2)。CAM早 期 投与 開始 群は投与 開始7日 後 であ る腫瘍

接種14日 後 に,CAM後 期 投 与 開始 群 は投 与 開始7日

後 であ る腫瘍 接種21日 後 にマ ウスを犠牲 死 させ,脾 細

胞 を採取 し脾細胞 中のtotalRNAをAGPC法 に て単離

し た。単 離 したtotalRNAをRT-PCR法 に てnter-

leukin6(IL-6),IL-10,IL-12mRNAを 検 出 し,den-

sitometerで 測 定 した もの を β-actinに て 比 較補 正,定

量化 した。 また定量 性をよ り正確 にす るためIFN-γ に

つい てはnorthern blot hybridization法 を用 いて測定

し た。方 法 は単 離 し たtotal RNA 10μgをBiodot(R)

(Biorad,USA)を 用 いてdotblottngをnylonmem-

brane (Hybond N+(R), Amersham, Germany)に 行 っ

た。IFN-γmRNAに 特 異 的 なdigoxygenin labeled

probeを 用 い てhybridizationを 行 い,NBT/BCIPに て

発 色 反 応 を 行 っ た。 同 様 にtotal RNA5μgをdot

blottingを 行 い,β-actin mRNAを 検 出 し た。

densitometerを 用 い て β-actin,IFN-γ の 発 色 を数 値

化 し,IFN一 γmRNAを β-actinmRNAで 比 較 補正 ・

定量化 した。 なお,そ れ ぞれの群 の比 較 にはManwhit-

neyのU検 定にて行った。

II.結 果

1)臨 床的検討

抗癌化学療法や放射線療法が施行できなかった非小細

胞肺癌患者のCAM投 与前後の末梢血単核球中cytokine

mRNAの 変動について代表例の結果をFig.1に 示す。

IL-10mRNAはCAM投 与 開始1か 月後 ・3か 月後 と

もにCAM投 与前に比較 して抑 制 されていた。IL-12

mRNAはCAM投 与開始1か 月後は投与前 とほぼ同様

の発現が認められていたがCAM投 与3か 月後には投与

前に比較 して増強 していた。IFN-γmRNAも 同様 に

CAM投 与開始1か 月後 は投与前とほぼ同様の発現が認

められていたがCAM投 与3か 月後には投与前に比較 し

て増強していた。比較定量の結果で もIL-10mRNAは

投与1か 月後に有意に抑制され,IL-12mRNAはCAM

投与1か 月後に有意に増強 し,IFN-γmRNAはCAM

投与3か 月後に有意に増強していた(Fig.2)。

2)基 礎的検言寸

脾細胞中のIL若6mRNAは 早期投与開始群ではCAM

投与後にCAM非 投与群に比較 して抑制 されたが,後 期

投与開始群では有意差は認められなかった(Fig.3)。IL-

10mRNAは 早期投与開始群 はCAM投 与後にCAM非

投与群に比較 して抑制され,腫 瘍接種14日 後からCAM

投与開始 した群でも同様 に抑制 された(Fig.4)。IL-12

mRNAは 早期投与 開始群はCAM投 与後にCAM非 投

与群に比較 して増強されたが,後 期投与開始群では有意

差は認め られなかった(Fig.5)。IFN-γmRNAは 腫瘍

接種7日 後か らCAM投 与 した群 ではCAM投 与後 に

IFN― γmRNAの 増強が認められた。また,後 期投与開

始 群で も有 意差 は認 め られ なか った もののIFN-γ

mRNAの 増強傾向が認められた(p=0.0686)(Fig.6)。

Table 2. Protocol for clarithromycin treatment in mice lung cancer models
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Fig. 1. Changes in cytokine mRNA of PBMC before and after clarithromycin treatment (Southern
Blot Hybridization).

Data presented as mean value; bars=S.E.
 *p<0.05

Fig. 2. Changes in cytokine mRNA levels of patients receiving clarithromycin

treatment.

Data presented as mean value; bars=S.E.

Fig. 3. Changes in IL-6 mRNA levels in mice spleen cells (RT-PCR).
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Fig. 4. Changes in IL-10 mRNA levels in mice spleen cells (RT—PCR) .

Fig. 5. Changes in IL-12 mRNA levels in mice spleen cells (RT—PCR) .

III.考 察

今回われわれは非小細胞肺癌 に対するCAMのBRM

作用機序解明のためCAMに よるcytoknemRNAの 変

動 について検討 した。その結果,臨 床的検討ではCAM

投与後にIL-12,IFN-γmRNAの 増強が認められ,IL-

10mRNAの 抑制が認められた。 さらに,基 礎的検討で

もCAM投 与後にIL-12,IFN-γmRNAが 増強され,

IL-6,IL-10mRNAが 抑制され,Th1優 位のcytokine

産生に変動 していた。また,CAM投 与の開始時期 を早

期 と後期にわけたが早期投与開始群に比較 して進行担癌

状態である後期投与開始群ではCAMに よるcytokine

mRNAの 変動は少なかった。

担癌状態では宿主は初期 には腫瘍局所や末梢血におい

て抗 腫瘍 免 疫 が活 性 化 し,IL-2,IL-12,IFN-γ な ど

のTh-1cytokneが 産 生 され るがそ の後 にIL-2,IL-

12,IFN若 γな どのTh-1 cytokineの 産 生は徐 々に低下

す る ようにな る。 これは腫瘍 の進行 に より細胞性免疫が

低下す る ことによる と考 えられ ている991%

抗 腫 瘍 活性 を有す るIL-12はT細 胞 か らのIFN-γ

のinducingfactor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 の重

要 な機 能 を有 して いる11'121。また,腫 瘍接 種動 物 を対 象

にrIL-12腹 腔 内投 与モ デルで は腫 瘍 の縮小 ・消 失効果

が得 られ,非 常 に強 い抗腫瘍 効果 を有す る ことが判 明 し

て いる。

腫瘍 の進行 と ともに抗 腫瘍活性が低 下す る一方 でIL-
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Fig. 6. Changes in IFN-y mRNA levels in mice spleen cells (Northern blot 
hybridization).

6,TNF-α などのTh2cytokineの 産生が腫瘍局所,全

身で増加 し,担 癌宿主に癌悪疫質を生 じさせる要因の1

つとされている13～15)。また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る16)。

われわれの検討ではCAM投 与後にIL-12やIFN-γ

といったThlcytokinemRNAは 増強し,IL-6,IL-10

mRNAと いったTh2cytokine mRNAは 抑制されてい

る。 したがってTh1/Th2のimbalanceな 状態 となっ

た担癌宿主はCAMの 投与 によりサ イ トカイン産生を

Th1優 位に導いてお りBRM療 法 としての機能を十分

に満たしているもの と考えた。

またCAMの 投与は副作用 も少なく,投 与手段 も経口

投与であることか ら現在の担癌宿主に対するBRM療 法

として望 ましいものであると考えられる。 しかし現在の

ところCAMの 投与によりcytokinemRNAが 制御され

る機序については不明であり,今 後さらに検討する必要

がある。

われわれの臨床的検討 において も6,7)基礎 的検討にお

いて も17)放射線療法や抗癌化学療法を行った上でCAM

を投与 しサイ トカインの変動を検討して きた。今回の検

討では抗癌化学療法や放射線療法 を受けることができな

い状態 でも臨床例ではcytokine mRNAの 産生がTh1

優位に誘導されることが示され,CAMの 投与は抗癌化

学療法や放射線療法を受けることができない患者でも容

易 に施行す る ことがで き,副 作用 も少 ないこ とか ら

BRM療 法 として優れた手段であると考えられる。

基礎 的 検討 で はCAM後 期 投 与 開始群 はcytokine

mRNAの 変動がCAM早 期投与 開始群 より少なか った

ことから担癌状態が続 き抗腫瘍免疫が低下した状態から

CAMを 投与開始 した場合では得 られる効果は担癌初期

か ら投 与 した場 合 と比較 して少 ない可 能性 があ るこ とが

示 され た。わ れわれ の検 討 ではIV期 やP.S.不 良 症 例 な

どではCAMに よる生存期 間延長 ・各種 臨床パ ラメー タ

ーの改善 ・血 清 中IL -6の 低 下が認 め られない症 例が 多

か った8)。 これ らの 臨床 的検 討 を背景 と し,基 礎 的検 討

で投 与 開始時期 を早 期 と後 期 にわ け,cytokinemRNA

の 変 動 を比較 ・検討 した。 その結果,早 期投 与開始群 と

後期投与 開始群 のcytokine mRNAの 変 動 は臨床で の検

討 と相 関 した。 しか しなが らIV期 ・P.S.不 良 な症 例 で

もCAMに よ るQOLの 改 善 や臨床 パ ラメー ターの 改善

が見 られる こと もあ り,今 後CAM投 与 に よ り得 られ る

cytokine mRNAの 変 動 の機序 やcytokine mRNAがTh

1優 位 に導かれ ない症 例 につ いての原 因の検 討 は生 存期

間 を含 む臨床 パ ラメー ター も加 え今後 さらに症 例 を重ね

検討 を行 うことが必要 であ ると考 える。
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Clarithromycin regulates cytokine mRNA in non-small cell lung cancer
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Clarithromycin (CAM), a fourteen-membered macrolide, has some effects as a biological response

modifier in addition to its antibiotic effects. Long-term CAM treatment improves the prognosis and quality

of life of patients with inoperable non-small cell lung cancer. In the present study, we evaluated the

expression of cytokine mRNA in peripheral blood mononuclear cells taken from these patients treated with

CAM and in spleen cells from an experimental mouse model. The mice were inoculated subcutaneously

with Lewis lung cancer cells and treated with or without CAM. Two weeks after the inoculation, the mice

were sacrificed and the spleen cells were examined. The expression of both IL-12 and IFN-ƒÁmRNA were

increased in humans after CAM treatment (1-3months). On the contrary, the expression of IL-10mRNA

decreased. As in the human study, the expression of both IL-12 and IFN-ƒÁmRNA increased in mice, while

the expression of both IL-6 and IL-10mRNA decreased. These results suggest that CAM treatment

regulates the Th1/Th2 balance (stimulation of Th 1 type response and suppression of Th 2 type response)

in both cancer-bearing patients and an experimental animal model.




