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IκBα 過剰発現による肺癌細胞の増殖抑制効果

緒方じゅん1・高山浩一1・倪 健1,2・猪島尚子1・内野順治1・

原田聡子1・南 貴博1・原田大志1・中西洋一1

要旨━━目的．肺癌細胞に Iκ Bα 遺伝子を導入して転写因子 NFκ Bの機能を阻害し，癌細胞の増殖および腫瘍形成に

おける抑制効果について in vitro 及び in vivo で検討する．方法．肺癌細胞株として野生型 p53遺伝子を有する NCI-

H460細胞を用いた．アデノウィルスベクターにより Iκ Bα 遺伝子を同細胞へ導入し，細胞増殖の抑制効果をMTSアッ

セイによって評価した．また同細胞をヌードマウス皮下に移植して腫瘍を形成させ，Iκ Bα 遺伝子導入による腫瘍形成
の阻害効果および腫瘍縮小効果について検討した．結果．Iκ Bα 遺伝子導入により H460細胞の増殖抑制効果がみら

れたが，その機序として caspase 3の活性増強によるアポトーシスの誘導が考えられた．また，Iκ Bα 遺伝子を導入し
た H460細胞はヌードマウスに腫瘍を形成できず，腫瘍形成後に Iκ Bα 遺伝子を導入した場合でも有意に腫瘍の増大が
抑制された．治療後の腫瘍組織の免疫染色では VEGFの有意な発現低下が認められた．結論．Iκ Bα 遺伝子は癌細胞
にアポトーシスを誘導するだけでなく VEGFの産生抑制を介して腫瘍血管の新生を阻害し，抗腫瘍効果を発揮するも

のと考えられた．（肺癌．2005;45:13-18）
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Overexpression of Iκ Bα Suppresses Lung Cancer Growth

Through Reduced VEGF Production
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ABSTRACT ━━ Objective. In this experiment, we investigated the effects of overexpressed Iκ Bα on human lung

cancer cell line H460 proliferation in vitro and in vivo . Methods. The Iκ Bα gene was transferred by recombinant ade-

novirus, AdIκ Bα .Cell growth suppression was evaluated by MTS assay in vitro and tumor growth suppression was

evaluated by direct measurement of tumor size established on nude mice. Results. The results suggested that the infec-

tion of AdIκ Bα blocked NFκB activity in H460 cells and significantly inhibited cell proliferation by inducing apoptosis,

which was confirmed by increased activity of caspase 3 in transfected cells. An in vivo study showed the tumor inci-

dence to be significantly lower in mice implanted with H460 cells infected with AdIκ Bα than those with control virus

（P＝0.012）. For established H460 tumor, the intratumoral injection of AdIκ Bα also inhibited the tumor growth signifi-

cantly. Immunohistochemical staining of treated tumor showed the suppressed VEGF expression. Conclusion. Overex-

pressed Iκ Bα inhibited tumorigenesis significantly partly due to antiangiogenesis through the suppression of VEGF pro-

duction.（JJLC. 2005;45:13-18）
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Table 1.　Tumorigenesis Induced by Adenovirus Infected 
H460 Cells

Tumorigenesis/total planted numbersH460 cells planted

12/12Uninfected

 2/9 ＊， †AdI κB α 30 moi infected

 7/8AdLacz 30 moi infected

 6/6AdI κB α 10 moi infected

 6/6AdLacz 10 moi infected

 6/6AdI κB α 3 moi infected

 6/6AdLacz 3 moi infected

The experiment was repeated 2 times with similar results. The 

data shown here represent the data of two experiments. χ2 test,  
＊  compared with the uninfected group, P＜0.005; † compared with 

the control virus infected group, P＜ 0.05.

緒 言

NFκ Bは転写因子の一つであり，通常細胞質に

Iκ Bα，Iκ Bβ，Iκ Bε，p105，p100など，NFκ Bを不活化

させる因子とともに存在している．1 様々な因子により

Iκ B familyがリン酸化されると，NFκ B-Iκ B複合体が分

解され，遊離した NFκ Bは核内に移動して細胞の増殖に

関わる遺伝子群の発現を活性化させる．1,2 NFκ Bの発現

とアポトーシスの関連については数多くの研究がなさ

れ，NFκ B は inhibitors of apoptosis（IAPs）や Bcl-xl

の発現を誘導し，その結果 caspaseの活性を抑制するこ

とで抗アポトーシス効果を発揮すると考えられている．1

また，NFκ Bは癌抑制遺伝子である p53遺伝子の発現を

抑制することによりアポトーシスを阻害している可能性

も示唆されている．1 実際に Tergaonkarらや Ryanらは

in vitro 実験系で p53依存性のアポトーシス誘導と

NFκ B活性に相関があることを報告している．3,4 非小細

胞肺癌以外にも膵癌，乳癌，膀胱癌で NFκ Bの活性や発

現の増加が認められ，1,5 NFκ Bの発現は多くの腫瘍に共

通した腫瘍増殖促進の機序と考えられている．また

NFκ Bは腫瘍の転移や血管新生においても重要な役割を

担っていると考えられており，Fujiokaらは膵癌におい

て NFκ Bの活性を阻害したところ，vascular endothelial

growth factor（VEGF）の発現や肝転移が抑制されたと報

告している．6 これまでに我々はアデノウィルスベク

ターを用いて Iκ Bα 遺伝子の肺癌細胞への導入実験を行

い，その結果 Iκ Bα の強制発現によって明らかに癌細胞

における NFκ Bの機能は抑制され，in vitro で caspase

活性の亢進や抗癌剤に対する感受性の増強が認められる

ことを報告してきた．7 今回の研究では in vivo におけ

る Iκ Bα 遺伝子の抗腫瘍効果についても検討を加えた．

対 象

培養細胞株

ヒト肺癌由来培養細胞株 NCI-H460．5％FCS添加

RPMI1640培地を用い，5％CO2，37℃で培養した．

アデノウィルスベクター

CMVプロモーター下流に Iκ Bα cDNAおよびコント

ロールとして LacZcDNAを連結した発現カセットを作

成し，同発現カセットを，相同組み換えにより E1領域を

除去した血清型 5型アデノウィルスベクターに挿入して

作成した（Ad Iκ Bα および AdLacZ）．7

方 法

導入遺伝子の発現確認

遺伝子導入効率は AdLacZ感染 H460細胞を X-gal染

色し，陽性細胞の割合によって評価した．また遺伝子導

入後の Iκ Bα の発現は抗 Iκ Bα 抗体（sc-371, Santa Cruz

Biotechnology, Santa Cruz, CA）を一次抗体として用い

ウェスタンブロット法によって確認した．

細胞増殖の定量的評価

96穴プレートに 5×103 個の H460細胞を培養し，遺

伝子導入 3日後に発色基質である TetraColorOne（Seika-

gaku, Japan）を 10µ l添加後，波長 490 nmの吸光度を測

定して定量化した．

アポトーシス細胞の定量

1×106�mlの 細 胞 を Annexin-V fluorescein（Roche,

Germany）および propidium iodide（PI）にて染色し，フ

ローサイトメーターで定量化した．

Caspase 3 活性の定量

CaspACE assay system（Promega, Madison, WI）を用い

て caspase3の活性を測定した．

in vivo における抗腫瘍効果の定量

可移植性に関する検討は Table 1に示すとおり，

AdIκ Bα または AdLacZをmoi 0から 30の範囲で感染

させた 6×106 個の H460細胞をヌードマウス 6～12匹

の皮下に移植し 28日後まで観察した．治療実験において

は H460細胞を移植して形成した腫瘍径が 5 mmに達し

た時点より AdIκ Bα または AdLacZを腫瘍内に直接注

入して 3日毎に腫瘍径を測定し，従来の報告にしたがっ

て腫瘍面積を定量化した．8 各群 3匹のヌードマウスを

使用し，その平均値を求めた．

腫瘍組織の免疫染色

腫瘍組織における p65および VEGFの発現を SAB法

による免疫染色により確認した．用いた一次抗体は次の

とおり．Anti-p65 rabbit polyclonal antibody（sc-109, di-

luted 1:50; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA）お

よび，anti-VEGF rabbit polyclonal antibody（sc-507, Santa

Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA）．p65蛋白の発現に

ついては腫瘍組織の最大割面における全腫瘍細胞数に対
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する染色陽性細胞数比を求めて定量化した．VEGF発現

の強度はMatternらの報告に準じ，9,10 以下基準により

scale aと scale bの総和を発現スコアとした．scale a（染

色濃度）：陰性；0，軽度陽性；1，中等度陽性；2，強陽

性；3． scale b（陽性細胞率）：0％；0，1～25％；1，

26～50％；2，51％以上；3．

統計学的解析

有意差検定には two-tailed Student’s t testまたは χ2

test，Fisher’s exact testを用いた．P value＜0.05をもっ

て統計学的に有意であるとした．

結 果

NCI-H460 に対するアデノウィルスベクターの感染効率

H460細胞に対するアデノウィルスの親和性を調べる

ために AdLacZ感染後の LacZ発現細胞を定量した．H

460細胞に AdLacZを 0.3，3，10，30，100 moiで感染

させた場合の X-Gal染色陽性細胞は平均値でそれぞれ

5.1，18.0，50.0，65.0，92.0％であった．よって以下の

実験は 0～100 moiの範囲で実施した．

AdIκBα 感染によるアポトーシスの誘導と細胞増殖抑制

H460細胞に AdIκ Bα を感染させたところ，Figure 1

に示すとおりmoi依存性に細胞増殖の抑制が認められ，

この抑制効果は過剰発現した Iκ Bα 蛋白によるものと考

えられた．これまでの野生型 p53遺伝子を用いた実験と

の比較では，この Iκ Bα による増殖抑制効果は H460細

胞株に対する p53遺伝子導入効果とはほぼ同等であっ

たが，変異型 p53肺癌細胞株への p53遺伝子導入による

殺細胞効果よりはかなり減弱していた．11 AdIκ Bα によ

る細胞増殖抑制がアポトーシスの誘導によるものである

ことを確認するために感染細胞の Annexin-V染色，

Propidinum Iodide（PI）染色を行った．Figure 2に示さ

れるように，低moiでも AdIκ Bα 感染 H460細胞は

Annexin-V陽性細胞が増加していた（P＜0.05）．これらの

結果から Iκ Bα 蛋白の過剰発現により NFκ Bが阻害さ

れることで腫瘍細胞のアポトーシスが誘導されるものと

考えられた．さらに，アポトーシスの誘導経路を明らか

にするために，AdIκ Bα 感染後の H460細胞の caspase

3活性を測定したところ，Figure 3に示すとおり AdLacZ

感染 H460と比較して caspase 3活性の増加が認められ

た．

Figure 1. Effect of AdIκ Bα infection on H460 cell growth.
The result was the mean value of four separate experiments.
The cell growth number was blotted as ％ optical density
（OD）（Student’s t test, ＊P＜0.05）.

Figure 2. The ratio of apoptotic H460 cells infected by
AdIκ Bα or AdLacZ at various moi. The results were derived
from the mean value of four separate experiments（Student’s
t test, ＊P＜0.05）.

Figure 3. The ratio of caspase 3 activity in H460 cell ex-
tract infected by AdIκ Bα or AdLacZ at various moi. The re-
sults represent the mean value of three separate experiments
（Student’s t test, ＊P＜0.05）.
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AdIκBα 感染H460 細胞移植後の腫瘍径測定

および腫瘍形成阻害

次に in vivo における AdIκ Bα 感染による腫瘍形成抑

制効果を検討した．Table 1に示すように，AdIκ Bα 30

moiをあらかじめ感染させた H460細胞をヌードマウス

皮下に移植すると 6週の観察期間中に 9匹のうち 2匹の

み腫瘍形成を認めた．一方，AdLacZ 30 moiを感染させた

ヌードマウスでは 8匹のうち 7匹で腫瘍形成が認められ

た．これらの結果から Iκ Bα の過剰発現は H460細胞の

腫瘍形成能を著しく阻害することがわかった．次に，我々

はあらかじめヌードマウスに H460細胞による腫瘍を形

成し，その後 AdIκ Bα を投与することにより，AdIκ Bα

の抗腫瘍効果について検討した．腫瘍面積が約 16 mm2

となった day 4から週 2回腫瘍内に 3種類の濃度（1.8×

108PFU，3×107PFU，1.8×107PFU）の AdIκ Bα と Ad-

LacZを投与したところ，Figure 4に示すとおり高濃度の

AdIκ Bα 投与により H460の腫瘍増大は著しく抑制され

た．

VEGFの発現抑制による腫瘍血管新生阻害

上述したとおり in vitro の結果から予測された以上に

in vivo で強い抗腫瘍効果が認められたことから，腫瘍細

胞に対するアポトーシス誘導効果に加えて異なる機序の

抗腫瘍効果が働いている可能性が示唆された．そこで，

腫瘍血管新生に対する Iκ Bα の効果を検討した．あらか

じめ AdIκ Bα を感染させた H460細胞によって形成され

た腫瘍組織において NFκB（p65 subunit）および VEGF

の発現を免疫染色に基づいて定量化した．その結果，Fig-

ure 5に示すとおり，NFκBについてはコントロールと比

較し，Iκ Bα 遺伝子の導入により発現が有意に低下して

いた．また，VEGFに関しては AdLacZを感染させた腫瘍

では細胞質が広範囲に強陽性に染色され，染色スコアが

5.8±1.4であったのに対し，AdIκ Bα を感染させた腫瘍

では 2.2±1.3と有意に低下しており，Iκ Bα の過剰発現

によって VEGFの産生が抑制されたものと考えられた．

この VEGF産生抑制は NFκBの発現量の低下と相関が

みられた．

考 察

NFκ Bは，Bcl-2，Bcl-xl，survivin，cyclin D1，adhe-

sion molecules（AMs），vascular endothelial growth fac-

tor（VEGF），MMP-9等，腫瘍の形成や増殖に重要な分子

の発現調節に関与しており，1,2 実際に多くの癌細胞株で

NFκ B活性の阻害により細胞の増殖が抑制されることが

Figure 5. A semiquantitative analysis of the VEGF expres-
sion（closed bar）and p65 expression ratio（open bar）in
xenografts infected with AdIκ Bα or AdLacZ at various moi
（Fisher’s exact test, ＊P＜0.05）.

Figure 4. Growth suppressive effect of AdIκ Bα on an established H460 tumor. The results
were representative of two separate experiments（N＝3 in each treatment group）. The mean
tumor area was plotted after transplantation on nude mice subcutaneously（Student’s t test,
＊P＜0.05）.
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報告されている．12-14 Iκ Bα は異なるサブユニットから

なる全ての NFκ Bの転写活性を抑制することが知られ

ており，15 癌治療に有用な分子であると考えられてい

る．そこで本研究ではアデノウィルスベクターを用いて

Iκ Bα 遺伝子を肺癌細胞株 H460に導入しその抗腫瘍効

果を検討した．in vitro の実験では Iκ Bα 蛋白の過剰発

現は明らかにアポトーシスの誘導に促進的に働き，その

機序としては caspaseの活性誘導によることが示唆され

た．NFκ Bの阻害によるアポトーシス誘導の経路に関し

てはこれまで p53蛋白との関与が示唆されていたが，今

回の実験では野生型 p53遺伝子を有する H460細胞にお

いても p53蛋白発現に変化はみられず p53蛋白を介さ

ない経路によるものと考えられた．しかしながら詳細に

ついては今後定量的な解析が必要と考えられる．

一方，ヌードマウスを用いた in vivo の実験では肺癌

細胞株 H460細胞の腫瘍形成は AdIκ Bα の感染によって

著しく抑制された．従来の実験結果から 1.8×107PFU

のアデノウィルスでは本実験系において in vivo におけ

る遺伝子導入率は全腫瘍細胞の 30％以下であると推測

されること，および Figure 1に示したとおり in vitro

でのアポトーシス誘導効果はそれほど強くないことから

in vivo における抗腫瘍効果は腫瘍細胞自身への障害以

外に VEGFの産生抑制を介する血管新生阻害効果が加

わっていると考えられた．これまでの研究から NFκ B

は VEGFの発現を調節している因子であることがわ

かっており，悪性黒色腫細胞，16 前立腺癌細胞，17 卵巣癌

細胞，18 などの細胞株においても，NFκ Bの阻害によっ

て VEGFや IL-8など血管新生に関与する分子の発現低

下が確認されている．これらの報告は今回の in vivo の

実験結果を支持するものと考えられる．腫瘍血管新生を

阻害するために従来より我々は可溶型 VEGF受容体を

用いた VEGF機能の中和を試みてきた．しかしながら，

VEGF機能の阻害という点で本実験系においては可溶型

VEGF受容体蛋白を用いるよりも Iκ Bα を過剰発現させ

ることで NFκ Bの機能を抑制する方がより有効であっ

た．これらの事実から NFκ Bを介する VEGF発現のシグ

ナル伝達経路については治療標的となり得る可能性があ

り，今後も検討を続ける予定である．また，現在肺癌遺

伝子治療に用いられている p53遺伝子との比較におい

ては，これまでに報告したとおり H460細胞は野生型

p53遺伝子を有することもあり，p53遺伝子導入に対し

in vitro，in vivo の実験において強い抵抗性を示した．

今回の検討では両者を直接比較した訳ではないが，少な

くとも in vivo の実験においては Iκ Bα 遺伝子導入の方

が腫瘍増殖を強く抑制する傾向にあった．p53蛋白のよ

うに強力な殺細胞効果を有する分子をもってしても

in vivo で効果を発揮することは容易ではない．現在のベ

クターシステムの限界を考えると，今後は殺細胞性を有

する分子の探索とともに，Bystander effectや血管新生阻

害効果を強く発揮する分子の研究も一つの重要な方向性

ではないかと考える．
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