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要旨

TLR-7アゴニストであるイミキモド外用薬の抗腫
蕩機序を解明するため マウスを用い実験的に誘導し

た紫外線誘発性皮膚癌の肥満細胞， MMP-2/9 の発現
を免疫組織学， R T -PCR で解析した イミキモド塗布

により日光角化症と有赫細抱癌の増殖率は腫蕩スコ
ア ・面積ともに有意に抑制された 腫場周囲の浸潤肥

満細胞数はイミキモド塗布により日光角化症と有赫細

胞癌で有意に増加し， IF N 『yの表出量はイミキモド

塗布により日光角化症と有林細胞癌ともに増加した
イミキモドは有赫細胞癌および日光角化症における肥
満細胞浸潤を促進し， IF N- yを誘導することで抗腫蕩
効果を発揮することを示した 一方， イミキモド塗布
によりMMP-2/9 は 間質細胞において抑制されたが，
腫蕩細胞では変化がみられず， イミキモドを介した腫

場免疫監視機構にMMP-2/9 の関与は弱いと考えた

Key words : imiquimod, actinic keratosis, squamous cell carcinoma, 
mast cell, MMP-9, MMP-2 

I. 緒 日
日光角化症， 基底細胞癌， 表皮 内悪性 黒色腫

などの表 在性皮膚癌の標準的な免疫治療薬とし

てイミキモド（Imiquim od ） が推奨されている．

Imidazochinol ine imiquimod は分 子 量 240.3 Da 

で、 化学式［Cl4瓦16 N4, 1-(2-methylpropyl)

JH-11wdazo-[4,5-c}quinolin-4-am1iw］の令鼠7ミ

ン分 子で， 5%クリームの外用薬として用いら

れ， 強力な抗ウイルス作用や抗腫蕩効果を持つ

とされる Tol l向 l ike receptorプ（TLR-7) agonist で

ある1）. 本邦では外陰部の尖圭コ ンジロ ーマお

よび日光角化症に対してすでに保険適応が認め

られている． イミキモドの抗腫蕩効果は腫蕩細

胞の caspase産生尤進および aden osine伝達系

の抑制による直接的アポトーシス惹起作用と真

皮の樹状細胞（dendritic cel l ） の TLR- 7にイミ

キモドが作用し in terferon 放出を誘導し2）， 間
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接的に自然免疫と獲得免疫の双方の経路を強化

する3） ことによって腫蕩細胞のアポトーシスを

誘導する 2 経路が知られている

日光角化症は日光の慢性紫外線照射によって

生じる表皮 内癌で， p 53遺伝子の変異を高率に

認め 4）， 変異を持つ細胞はアポトーシスの誘導

が傷害され， 紫外線によるDNA損傷を抱えた

まま生き 残り発癌へと進行することが知られて

いる5） . イミキモドは， 日光角化症の p 53遺伝

子の変異をもっ細胞のアポトーシスを誘導する

ことで病変部を改善させうると考えられ， その

完全消失率約 50 % 6, 7） あるいは 70 % S） とされて

いる．

最近， 腫蕩周囲に浸潤する肥満細胞の TLR-7

にイミキモドが作 用し 形質細胞様樹状細胞

(pl asm ac ytoid dendritic cel l ）を腫場周回に集

合 させ， これらの細胞から in terferon が放出
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紫外線照射
誘発性有税総胞癒モテールマウス｜ 薬剤塗布
作成 ｜ 6週間
(UVB照射14～22週間（42～621§)

大西正純，

休薬4週間

。週 14～22週 20～28週 24～32週

図1. 実験系の概略

され腫蕩細胞のアポトーシ スを惹起すること

が明らかになっている9）. 一 方， イミキモド

により 肥 満細胞の m onoc yte c hemoattractan t 

protein - l(M CP-1 / CCし2） 表出が充進するととも

にm atrix m etal l oproteinas e  (MMP) -2 / 9の産生

も充進し， 腫蕩の血管新生や増殖が充進すると

の相反する作用がある10). 日光角化症は有赫細

胞癌に進行する可能性があり山 また その周閤

に肥満細胞の浸潤がみられ 肥満細胞および腫

蕩から分 泌された 悶 MP-2 / 9は麗場周囲の組織

再生や腫蕩増生の制御に関与している12).

しかし 日光角化症は表在性の表皮 内癌にも

かかわらずイミキモドの効果がみられない場合

や日光角化症が一旦 浸潤癌である有林細胞癌

に進行すると腫蕩抑制効果がみられない理由は

明らかにされていない ． そ こで， 本研究ではマ

ウスを用いて紫外線照射により日光角化症と有

線細胞癌を実験的に発症させ イミキモド外用

の効果が無い場合の機序 および有線細胞癌に

進展するとイミキモド外用の効果が減弱する機

序を明らかにする目的で イミキモド外用後の

日光角化症の浸潤肥満細胞とMMP-2 / 9 が腫蕩

の消失あるいは増大に関与しているかを免疫組

織学的および RT-PCRを用いて解析した

II. 実験材料および方法
1 . 実験材料と日光角化症および紫外線誘発

有赫細胞癌モデルマウスの作成

本動物実験は岩手医科大学動物実験委員会に

よる動物実験規定に基づき 承認番号25-022

の承認を受けた ．

雌性ヘアレ ス マウス（ H OS:H R よ日本 エス エ

病変サイズ

>lmmm 

<lmmm 

表1. 腫蕩病変スコア

病変数

1個

O～l個

2～10個

11～20個

21個以上

スコア

1 

0 

0.5 

1.5 

ル シー）の 6週 齢を用いた ． 同マウスの背部に

紫外線照射 機（ ヤヨイ社）でUVB（ 波長315～

280nm ）を l 囲照射 量 80m]l cm2(5分 3 0秒）週

3 回の頻度で 14 - 22週間照射して日光角化症

を発症せしめ た日光角化症発症までに 要する

総照射量には個 体差があ り 角化性紅斑が目視

で きるまでUVBを照射した . UVB照射 中止

後も， 日光角化症は増大し一部は有練細胞癌に

進 行し これを紫外線誘発性有練細胞癌とした

2. 試験部位とイミキモドの使用方法（図1)

試験部位はUVBの照射部位である背部とし

た紫外線照射期間 終了後のマウスの背部にベ

セルナクリーム5 %引 一般名：イミキモド， 持

田製薬株式会社）を週3田（1 回／日， 80m g /

l回， 8cm2の範囲に単純塗布 ） で合 計 6週間

外用塗布し これをイミキモド塗布群とした

イミキモドの塗布部位は あらかじめ マーキン

グし同一部位に薬剤を塗布した ． また ， 外用薬

塗布 中止後も 4週間 種々の観察を行った対照

薬としてはベセルナク リーム5 %⑧の基剤と考

えられた 白色ワセリン（ 日興製薬社）を用い，

イミキモドと同様に塗布し これを白色ワセリ

ン塗布群とした ． さらに， 紫外線照射および外

用薬塗布が行われない両群の腹部を対照部位と

した

3腫蕩病変増殖の評価（ 表1)

紫外線誘発日光角化症および有椋細胞癌モデ

ルマウスをイミキモド塗布群 5例， 白色ワセリ

ン塗布群 8例を対象とした腫蕩病変の増殖

率の評価はマウス背部のデジタ ル画像を撮影
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し， イミキモド， 白色ワセリン外用薬塗布 開始

時 から塗布 中止後 4週までの 10週間に背部に

生じた 腫癌， 角化性紅斑のサイズと個数を表 1

の如くスコア化した ． また ， 画｛象解ネ斤ソフトは

Im ageJ13. 14） を用いてマウス背部に生じた 腫癌，

角化性紅斑の部位を境界化させ， その面積を腫

蕩面積として解析した

4 . 病理組織学的検索

イミキモド塗布 前後と塗布 1ヶ月後にマウス

背部の角化性紅斑， 腫癌と腹部正常皮膚よりデ

ルマパンチ 3 mm ⑧（ マルホ社）による皮膚生検

をマウス 1匹につきそれぞ れ 1箇所ずつ施行し

た ． 採取した 組織は 10 %ホ ルマリンにて 24時

間固定した 後 ， パラフイン包埋し， マイクロトー

ム（カール ツア イス製， ドイツ ）を用いて薄切

片を3µ m の厚さで作製し， 以下 の各種染色に

供した ．

1） 日光角化症と有線細胞癌の組織学的確認

UVB照射終了後とイミキモド 白色ワセリン

塗布 開始 6週自にマウス背部の角化性紅斑およ

び腫癌を生検した 組織を出m atoxyli n-eosi n染

色して， それぞ れ日光角化症および有娘細胞癌

であることが確認できた 皮膚組織を免疫染色，

RT-PCRによる検索に使用した

2） 腫蕩細胞および浸潤細胞の免疫 組織化学

的検索

免 疫 染 色 は Avidi n四bioti n-peroxidase

comp lex m ethod (ABC 法 ）で行った標 本は

脱パラフ インを行った 後に 3 %過酸化水素水

で 15分処理し内因性ペルオ キ シダーゼ の除去

を行った ． その後 PBS で充分洗浄した 後に沸

騰させた 1 mM EDT A(p H 9.0）の 中に標 本を入

れ， その後圧力鍋を用いて10分間 加熱し抗原

の賦活化を行った室温まで戻した 後にブロ ッ

キン グ 試薬として10%ヤギ正常血清を滴下 し

10分反応させたその後に一次抗体を滴下 し，

4℃ で一晩反応させた （MMP2のみ室温 ）． 二

次抗体は（ピオチン標識抗マウス IgG＋ウサギ

IgG抗体（ 動物種：ヤギ）（ヒストファイン SAB-

PO(MULTI） キ ット， ニチレ イ ）を用いた . 10 

分反応、させPBSで洗浄． その後ペルオ キ シター

ゼ標識ストレプトアピジンを 5分反応させ洗浄

後にDABで発色させた . 2%ギ ムザ希釈液で

核染した 後に封入， 検鏡 した一次抗体は肥満

細胞の同定にPolyc lonal antibody to tryptase 

(Clo ud-Clone Corp 社） を 50倍希 釈， MMP-9

の問定にMMP-9 polyc lonal antibody (Abnova 

社）を100倍希 釈， MMP- 2 の 同定 に MMP-2

polyc lonal antibody (Abno va社）を 200倍希釈

して用いた ．

3） 免疫染色陽性細胞数の計測

有林細胞癌は上皮癌であり 日光角化症はそ

の表皮 内癌であることから以下 の染色は上皮

腫蕩部分と間質に分けて計測した ． すなわち，

抗 tryptase染色， 抗MMP-9， 抗MMP-2染色

の計測は1標本につき無作為に 2箇所で， 表皮

基底層直下 から深さ約 100µm の真皮浅層まで

の範囲の 1画面視 野 （ 面積 40000µm2 ）の間

細胞における免疫染色陽性細胞数を算出し比

較検討したさらに腫蕩細胞の抗MMP-9， 抗

MMP-2染色計測 も同様に 1標本につ き無作

為に 2筒所で行い 顕微鏡倍率 200倍の一画面

視野で， 腫蕩細胞における免疫染色陽性細胞の

割合を計測した

5. RT 悶PCR

日光角化症および紫外線誘発有林細胞癌モデ

ルマウスをイミキモド 対照薬外用開始 6週目

にマウス脊部の角化性紅斑および腫癌， 腹部

常皮膚をデルマパンチ 3mm③でマウスl匹

につき 2箇所 生検した . RNeasy kit (QI AGE N 

社） を用 い て RNAを抽出 し， Agilent 2100 

Bioanalyzer (Agi lent Tec hnolo gies ネ土 ） で

RNA の品質 を検定 した . Transcriptor First 

Strand cDNA Synthesis Kit (Roche 社） に よ

り， c-DNAに逆転写し， PCRプ ラ イマ 一対，

加水分 解プロ ープはUni versal ProbeLibrary 

からの情報によ り デザ イン した ． そ のうえ

で， MMP-9, MMP-2， 。孔citn のDNA
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＆ 角化性紅斑
（日光角化症）

腫癌
（有林細胞癌）

図2. 紫外線誘発性有腺細胞癌モデルマウス 臨床像

a. b. c. 

図3. 紫外線誘発性有赫細胞癌モデルマウス 病理組織像（H.E染色，400倍）
a）日光角化症 b）有赫細胞癌 c）腹部正常皮膚

をLightCycl er TaqM an M aster (Roche社）を

用 い， Li ghtCycler に て RT-PCRを 千子い， fJ 
-Acitn遺伝子を内部標準と して 補正をかけた

PCRの施行 条件 は 酵素活性化を 95℃， 10分，

熱変性を95℃， 10秒 間， ア ニーリン グ， 伸長

反応を60℃， 30秒 間 シ グナ ル所得を 72℃， 1

秒 間， 冷却を 40℃， 30秒 で 45 サイクルとした ．

得 られた サンプ ルデータは Second Deri vati ve 

M axim um u に よる定 量分析を行った 各遺伝

子を 特異的に 検 出するプ ライマ一対， 加水分 解

プローブ は以下 の通 りである ．

MMP-9 Use probe #19 (cat . n o . 046 86926001) 

Left: acgacatagacggcatcca 

Right : gctgtggttcagttgtggtg 

MMP-2 Use probe #29(cat . n o .04687612001 ) 

Left: aactttgagaagga tggcaagt 

Right: tgccaccca tggtaacaa 

/J-Acitn Use probe #27 (cat . n o .04687582001)  

Left: gccaccctgtctga tgaact 

Ri ght : actttcagaggaggtcctggt 

6. 統計的解析

そ れぞ れのデータ は 平均 ± 標 準誤差 で

示 し た 統 計 的 解 析 は E x cel 2004 for M ac 

ver .11 .5.3 (Mi crosoft）と Statcel 3(0M S 出 版）を

用いて行った ． 結果はその分布が正規分布 して

いるかを解析 し 正規分布 しているときに は t

検定を行い， 正規分布 していないときはウイル

コクソ ン符号付順位和 検定で、行った p < 0.05 

を 統計学的に 有意の差と 判定 した ．

III. 結 果
1. 実験的 日光角化症お よび有林細胞癌モデ

ルマウス作成の検証

雌性ヘアレス マウスの背部に 紫外線照射機で

UVB（波長315～ 280nm ）を 1回 照 射量 80m J

/ cm2 (5分 30秒 ）で週3 回照射し 日光角化症

と 有赫細胞癌を発症せし め た日光角化症 発

症までに 要する総照射量に は個体差があり， 14

～ 22週間の照射時 間を要した . UVB照射中止

後も， 日光角化症は増大し一部は有線細胞癌に
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図4. B光角化症および有椋細胞癌の腫傷病変増殖率の変化
a）腫蕩スコア b）腫場面積

進行し これを紫外線誘発性有林細胞癌とした

（図2) .

日光角化症と有株細胞癌は H E標本でそれぞ、

れ表皮内癌と浸潤癌であることを病理組織学的

に観察して確認した （図3a,b,c ) . 日光角化症は

過角化と表皮肥厚を認め ， 表皮は基底層から 2

～ 3 層まで異型細胞が 占め ていた （図3a）. 有

株細胞癌は過角 化錯角化を認め 異型細胞が占

め る不規則な胞巣は真皮に向かい不規則塊状の

増殖を示した （図3b）. 正常腹部 皮膚の表皮は

正常角化を示していた （図3c ) .

2. イミキモド塗布による日光角化症および

有林細胞癌の腫蕩病変増殖率の変化

腫蕩病変増殖率は腫蕩スコア（図4a） および

腫蕩面積（図4b）の推移で示した ． 腫蕩スコア

は経過とともに増加するが イミキモド塗布 4

週から 6週まで対照である白色ワセリン塗布群

とで有意（p< 0.05）に差が生じ ， 塗布 6週でイミ

キモド塗布群 5.4 ± 1.219, 白色ワセリン塗布

群 9.5 ± 1.199 であった ． 特 にイミキモド塗布

4～ 6週に腫蕩スコアが減少し 以後 ， 休薬し

た 4週間は増加傾向のままイミキモド塗布群と

白色ワセリン塗布群の腫蕩スコアの差は平行に

推移した

腫蕩面積は経過とともに増加し， イミキモド

塗布 直後 から 6週まで対照である白色ワセリ

ン塗布群とで有意（p豆 0.05）に差が生じ， 塗布

6週でイミキモド塗布群 32.869mm2 土10.195,

白色ワセリン塗布群 71.894 ± 14.205 であった ．

以後 ， 休薬した 4週間はイミキモド塗布群と白

色ワセリン塗布群との腫蕩スコアの差はほぼ平

行に推移した ．

腫蕩スコアおよび腫蕩面積の推移からイミキ

モド塗布初期から日光角化症および有椋細胞癌

の腫蕩病変の増殖を抑制することが示された

3. 日光角化症 および有練細胞癌の腫蕩病変

の浸潤担満細胞数

有線細胞癌， 日光角化症および対照である腹

部 正常皮膚の浸潤肥細胞の tryptase染色を示

す． 日光角化症では真皮の表皮直下に tryptase

染色陽性細胞を散見した （図5a）. 有株細胞癌

では真皮の表皮直下 ， 腫蕩胞巣辺縁 に tryptase

染色陽性細胞をやや多くみた （図5b）. 腹部正

常皮膚では真皮浅層ごく僅かの肥満細胞を認め

るのみであった （図5c ) .

単位 面積あた りの腫蕩直下 の浸潤肥満細胞

数（図5d ）は対照である腹部正常皮膚に比較し

日光角化症の白色ワセリン塗布群で1.22 ± 0.41 

と有意差なく間程度であった有林細胞癌の

白色ワセリン塗布群で 6.45 ± 1.77と有意に多
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図6. 日光角化症および有赫細胞癌の腫蕩病変に
おけるIFN】y発現量の比較（RT-PCR)

く， 浸潤癌である有株細胞癌で浸潤肥満細胞数

が増加することが示された さらに， 日光角化

症のイミキモド塗布群で10.45 ± 1.39と白色ワ

セリン塗布群に比較し有意（p<0.01）に増加して

いた． また， 有林細胞癌のイミキモド塗布群で

19.70 ± 3.11と白色ワセリン塗布群に比較し有

意（p<0.01）に増加していた．

c. 

図5. 腫蕩病変の浸潤肥満細胞
a）日光角化症（抗tryptase染色，200倍）
b）背部：有赫細胞癌（抗tryptase染色，200倍）
c）腹部正常皮膚（抗tryptase染色，200倍）．
d） 日光角化症および有赫細胞癌の間質細胞における浸
潤肥満細胞数の比較

8000 l p=0.56 
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図7. 日光角化症および有林細胞癌の腫蕩病変にお
けるMMP-9発現量の比較（RT-PCR)

以上の結果から日光角化症の真皮上層の肥満

細胞浸潤は正常皮膚と同じく少数で， 有株細胞

癌では肥満細胞浸潤が多くみられた． さらに，

イミキモド塗布により腫蕩周囲の浸潤肥満細胞

数は日光角化症で約9倍に， 有林細胞癌では約

3倍に増数し， イミキモドが有赫細胞癌および

日光角化症の病巣に肥満細胞をリクルートする

ことが示された
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d. 

図8.

5日光角化症お よび有赫細胞癌の腫蕩病変

の M atrix m etal loprotein ase 9 ( MMP-9) 

の表出

PCR法 で検 出 し た MMP-9 量は正常腹部 皮

膚を lとして換算した 結果 日光角化症の白色

ワセリン塗布群で 300.98 ± 225 .55 ， 有赫細胞

癌の白色ワセリン塗布群で 3501. 64 ± 3257.72 

と正常皮膚に比 較 し著明に増加 し ていた

方， 日光角化症のイミキモド塗布群で 724.40

± 694. 61と白色ワセリン塗布群に比較し 増加（p

二0.59） していた ． また ， 有線細胞癌のイミキ

モド塗布群で 1470 .08 ± 95 6.21と白色ワセリン

塗布群に比較（p = 0.5 6） し 減少 していた （図7) .

抗MMP-9染色像を 示す（図8a-c ) . 日光角化

症は表皮基底層から 2～ 3層が陽性に染色され，

真皮上層にも肥満細胞， 血管内皮細胞， 線維芽

4日光角化症お よび有林細胞癌の腫蕩病変の

インタ ーフエロ ンy (IFN- y）の表出（図6)

PCR法で検 出 した IFN- y 量は正常腹部皮膚

を 1として換算した 結果 日光角化症の白色ワ

セリン塗布群で 1.32 士0 .57, 有線細胞癌の白

色ワセリン塗布群で 0.89 ± 0.35 と正常皮膚と

ほぼ同様に低値であった ． 一方， 日光角化症の

イミキモド塗布群 3 .39 ± 1.11と白色ワセリン

塗布群に比較（p = 0. 15） し 増加 していた ． また ，

有線細胞癌のイミキモド塗布群で 4.0 6 ± 1.72 

と白色ワセリン塗布群に比較（p = 0.14） し 増加

していた以上の結果から日光角化症と有線細

胞癌ともに IFN- yの表出は正常皮膚と同様に

低値であった ． し かし イミキモド塗布により

日光角化症と有線細胞癌ともに有意差はないも

ののIFN- yの表出量が著明に尤進した ．



20 

70 

60 

50 N 

主 40
::2: 

30 

平均値±標準誤差

201 T 綴綴幾綴議議 p=0.1 

10 
「一一一寸

有線細胞癌 日光角化症 対照（腹部正常皮膚）
対照薬塗布

（白色ワセリン）
n=5 n=10 n宗5 n=10 

図9 日光角化症および有株細抱癌の腫場病変にお
けるMMP-2 発現量の比較 （R T-PCR)

細胞などが陽性を示した （図 8a）. 有線細胞癌

では腫蕩胞巣全体が陽性を示し， 開質の陽性細

胞も散見した （図 8b) . 正常腹部 皮膚では表皮

のみ陽性で， 真 皮の陽性間質細胞が散見

した （図 8c ) .

腫蕩細胞あるいは表皮に限局し て 観察した

赫細胞癌の MMP-9染色陽性細胞はイミキモ

ド塗布群 49.45% ± 3.31， 白色ワセリン塗布群

48.29% ± 3.78 と陽性細胞割合に変化はみられ

ず（p =0.82), 日光角化症ではイミキモド塗布

55.83%土10.43 白色ワセリン群35.3% ± 

4.34(p =O. ll）とイミキモド塗布群で陽性細胞の

比 率が 高かった （図 8d ）. 一方， 単位面積あた

りの腫；廃あるいは表皮直下 の間質に限局した

MMP-9 陽性細胞は対照である腹部正常皮膚に

比較し 有赫細胞癌では白色ワセリン塗布群で

8.87 ± 3.48 と著増し て いるのに対し， イミキ

モド塗布群では 1.74土0.41と微増のみであっ

た （p 立0.07）. さらに， 日光角化症では白色ワセ

リン塗布群で3.83土1.42と増加し て いた が，

イミキモド塗布群は 1.7 ± 0.56 と微 増のみ で

あった （p =0.19）（図 8e ) .

以上の結果 より 日光角化症 病変で僅かの，

有線細胞癌では著明 な MMP-9 の表 出がみ ら

れた ． イミキモド塗布により 日光角化症で

MMP削9 の表出は腫蕩細胞で充進するが， 間

細胞におい ては逆に抑制され さらに有株細胞

では腫蕩細胞におい てはイミキモド塗布で

MMP-9 の産生に変化はみられないが， 開質細

胞におい ては日光角化症向様にMMP-9の表出

量が抑制される結果であった

6. 日光角化症 および有赫細胞癌の腫蕩病変

のM atrix m etal l oprotein ase 2 (MMP-2）の

表出

PCR法で検 出した MMP-2 量は正常腹部皮膚

を lとし て換算した 結果 巨光角化症の白色ワ

セリン塗布群で3.96土2.00 有棟細胞癌の白

色ワセリン塗布群で 40.62 ± 23.52と正常皮膚

に比較し双方ともに著明に増加して いた ． 一方，

自光角化症のイミキモド塗布群で 0.24 ± 0.08 

と白色ワセリン塗布群に比 較し減少（p = 0.1) 

し て いた ． また 有線細胞癌のイミキモド塗布

群で 11.05 ± 9.70と白色ワセリン塗布群に比較

(p ニ 0.27）し減少し て いた （図9) .

抗MMP-2染色像を示す（図 lOa-c ) . 日光角

化症は表皮 内の腫蕩細胞の一部が陽性に染色さ

れ， 真 皮上層にも肥満細胞， 血管内皮細胞， 線

維芽細胞などが陽性を示した （図 lOa）. 有線細

胞癌では腫蕩胞巣の一部で陽性を示し， 間質の

陽性細胞も散見した （図 lOb）. 正常腹部皮膚で

は表皮細胞は一部のみ陽性で、 真 皮の陽性間質

細胞が散見された （図 lOc ) .

有林細胞癌の腫蕩細胞における抗MMP-2染

色陽性細胞ではイミキモド塗布群 28.68%土

5.25， 白色ワセリン塗布群 24.9%土4.5 と陽性

細胞割合に変化はみられなかった が（p ニ0.59) ,

日 光 角 化 症に お い て はイ ミキ モ ド 塗 布 群

37.97% ± 3.63， 白色ワセリン群30ι1%土1.75

(p =0.19）とイミキモド塗布群では陽性細胞の

発現を多く認め た （国lOd ）. 一 方， 単位 面積

あたりの表皮ならびに腫蕩直下 の開質におけ

る MMP-2 陽性細胞は対照である腹部 正常皮

に比 較し日光角化症では白色ワセリン塗布

群で3.15土1.13と増加し て いた が， イミキモ

ド塗布群は 1.18 ± 0.51と変化がみられなかっ

た （p =0.14）. さらに有林細胞癌では白色ワセリ
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図10. 腫傷病変， 間質のMMP-2陽｜主細胞
a）日光角化症（抗MMP-2染色，200倍）
b）有赫細胞癌（抗MMP2染色，200倍）
c）腹部正常皮膚（抗MMP-2染色，200倍）
d）日光角化症および有赫細胞癌の腫蕩病変における比較
的間質細胞における陽性細胞の比較

ン塗布群で2.42± 0.6， イミキモド塗布群では

1.52 ± 0.7 5 とイミキモド塗布群と比較して白

色ワセリン群で増加傾向がみられた（ p=0.37 ）（図

lOe ) . 

以上の結果からMMP-2の表出は日光角化

症， 有林細胞癌で増加がみられたが， MMP9

と比較して軽度であり， 腫蕩からの表出はイミ

キモド塗布群， 白色ワセリン塗布群に大きな差

はなく， 発現量も少なかった． 間質細胞にお

いては有線細胞癌 日光角化症ともにイミキ

モド塗布群で白色ワセリン塗布群と比較して

MMP-2の表出が抑制された

IV. 考 案
日光角化症は， 慢性紫外線照射によって中高

年者， 特に白色人種の日光露出部位に好発する

多発性表皮内癌である15） . よって， 本研究でも

マウス背部に紫外線を照射し多発性の日光角化

症と有赫細胞癌を作成した

多因子解析によるl個の日光角化症が浸潤癌に

進展する可能性は年間0.25 %から20%16）とさ

れ， 残りの日光角化症は腫蕩免疫によって変化

せず現状のまま あるいは稀に自然消退するこ

とを意味している

一方， イミキモドは免疫調節薬であり， 流

賛ウイルス性病変の治療において局所への強

いIFN- yの誘導がみられ17）， さらに日光角化
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症を含む表在性の皮膚悪性腫蕩にもTLR- 7を

介して抗腫蕩効果を発現することが知られてい

る18, 19) . 真皮の形質細胞様樹状細胞のTLR-7

を介して nu clea rfactor畑kappaB ( NF KB）が活

性化されることで， こ れらの細胞からIL-12,

IFN- a, TNF－αなどの前炎症性サイトカイ

ン産生が充進し20, 21) このサイトカインにより

CD 4 , CDS陽性のTリンパ球の動員と活性化

が起こり， さらに活性化したT細胞からIFN-

yの産生が充進する． このIFN- yの働きによ

り活性化した NK細胞やkillerT 細胞によって

腫蕩細胞のアポトーシスなど抗臆蕩効果が惹起

される22).

本研究でもマウス背部の紫外線誘発性日光角

化症と有赫細胞癌がイミキモド外用で増殖が抑

制されることを示した しかし 腫蕩消槌まで

には至らなかった理由はすでに有株細胞癌が混

在し， イミキモドの効果がない腫揚があったた

めと考えられる． また， 低値であった腫蕩病巣

のIFN- yはイミキモド外用で有線細胞癌と日

光角化症ともに表出が著明に増加した 即ち，

イミキモド外用により真皮の形質細胞様樹状細

胞の動員と活性化が生じ さらにTリンパ球

が活性化し これらの細胞からIFN- yの分泌

が充進し抗腫蕩効果を示すことを確認した し
かし 実際はイミキモドが効果を示すのは表在

性の表皮内有赫細胞癌あるいは特殊例に限られ

る23） . また日光角化症の一部にイミキモド無効

例あること， 浸潤性有赫細胞癌に無効であるこ

と， イミキモドの抗腫場効果の先駆けとなる

皮の形質細胞様樹状細胞を動員するのは何か，

などの未解明な問題点がある．

IFNの分泌や後の免疫反応を誘導する腫蕩周

囲の浸潤形質細胞様樹状細胞数は本来少なく，

また形質細胞様樹状細胞数と癌患者の予後は相

関せず24）， さらにその活性程度も低いため続く

T細胞性免疫を誘導できない25） とされる， そ

こで本研究では抗腫蕩効果を含めた自然免疫に

重要で， なおかつTLR- 7を表出する肥満細胞9)

に注目し その浸潤細胞数を計測した その結

果， 浸潤肥満細胞数は日光角化症では少なく，

有練細胞癌で多くみられた． これらはイミキモ

ド外用で日光角化症， 有赫細胞癌ともに有意に

増加した． すなわち 本研究は塗布されたイミ

キモドが腫蕩周囲の真皮に浸透し肥満細胞の腫

蕩周囲への動員 即ち浸潤を促進することを明

らかにした． イミキモドがTLR-7 に結合して

活性化した浸潤肥満細胞がさらに ch em okine

(C -C m otif) ligand 2 (CCL2）を分泌し26）， 形質

細胞様樹状細胞を腫蕩周囲に集めると考えた

肥満細胞は炎症反応， 血管増生による免疫反応

の調整， 組織再生や修復および癌の増殖に関与

している27, 28） . すなわち， 腫蕩周囲に浸潤する

肥満細胞は炎症反応や腫蕩免疫を増強 させて抗

腫蕩効果を示す場合と血管増生を充進させ腫蕩

増殖効果を示す場合の生体にとって良悪の 2つ

の側面を有するmとされ， 実際， 食道の有線

細胞癌では浸潤肥満細胞数が多いほど予後不良

であるとの報告30） と逆に乳癌では肥満細胞浸

潤が多いほど予後が良い31） とされる 皮膚

性腫蕩の増殖や消謎に関しでも肥満細胞が関

与32） することが知られ 有赫細胞癌では浸潤

肥満細胞数が多いほど侵襲性が高 い33）， 浸潤肥

満細胞は正常皮膚と比較し口唇有練細胞癌で優

位に増加する34. 35）， などの報告がある． 一方，

口唇有赫細胞癌と白板症で浸潤肥満細胞数が減

少するとの報告36） もある． 加えて， 肥満細胞

浸潤は紫外線照射で誘発される37）ことが知ら

れている 本研究で用いた日光角化症と有糠細

胞癌はUVB照射で誘発したものであるが， 浸

潤肥満細胞数計測時期が紫外線照射中止後6週

間経過しているので 紫外線照射が浸潤肥満細

胞数への影響はないと考えた． イミキモド外用

が肥満細胞の腫蕩周囲への浸潤を動員し さら

に肥満細胞が形質細胞様樹状細胞を動員すると

考えた 従って もとより肥満細胞浸潤が少な

い場合はイミキモドの抗腫蕩効果が出現しない

可能性が示唆される． しかし もともと浸潤肥



Original：イミキモド治療における肥満細胞の関与 23 

満細胞数が多い有線細胞癌はイミキモド外用に

より浸潤肥満細胞数がさらに増数するにもかか

わらず， イミキモドの抗腫場効果が見られない

理由は明らかにできなかった． 浸潤肥満細胞の

働きは日光角化症と有線細胞癌では異なる可能

性がある．

皮膚に遊走した肥満細胞は表皮細胞， 線維芽

細胞， 血管内皮細胞などから分泌される stem

cell factor (S CF） や c -ki t tyrosine kina se III 

gro wth factor recep tor (CDll 7 ）によって浸：i関

誘導および分化38, 39）し TLR, c -kit, interle ukin 

(I L)-3 , I L-4, I L-9 , nerve gro wth factor ( NG F) 

などによって活性が制御される40）. また， 肥満

細胞の腫蕩周囲への遊走は腫蕩から分泌される

S CFの濃度と肥満細胞の c-kit表出程度に依存

する41）. 活性化した肥満細胞は種々の炎症性サ

イトカインの他， 血管新生や腫：康増殖に寄与す

るMMP-2とMMP-9 を分泌する42）. 本研究で

MMP-9 の表出は正常皮膚に比較し日光角化症

で3 00倍， 有赫細月包癌で3 5 00倍に増加していた．

イミキモド外用により日光角化症では 724倍に

その表出が増加し， 有林細胞癌では逆に 1470

倍に表出が抑制された 免疫染色では腫蕩細胞

のMMP9 陽性細胞数は有林細胞癌ではイミキ

モド塗布で変化なく， 日光角化症ではイミキモ
ド塗布でMMP-9 陽性細胞数の増加を認めた

一方， 間質細胞においては有林細胞癌と日光角

化症ともにMMP表出増加を認めたもののイミ

キモド塗布によるMMP-9 陽性細胞数に著変な

く， 有練細胞癌におけるMMP-9 増加の大部分

は腫蕩細胞からの表出に伴うものであるが， イ

ミキモド塗布により間質細胞からのMMP-9

生が抑制されたと考えた . MMP-2陽性細胞数

は有線細胞癌， 日光角化症ともに増加したが，

イミキモド塗布群によりともに陽性細胞数が著

明に減 少した 腫蕩細胞におけるMMP-2陽性

細胞数はイミキモド塗布群で増加していたが，

MMP-9 と比較してその増加率は乏しく， 間質

細胞からのMMP-2陽性細胞数は有林細胞癌，

日光角化症ともにイミキモド塗布群で減 少が見

られたこ とから 有株細胞癌， 日光角化症腫場

組織におけるMMP-2発現の差 は開質細胞から

の表出が主であり MMP-9 同様にイミキモド

塗布により抑制されると考えた．

MMPは亜鉛およびカルシウム依存性の蛋白

分解酵素で細胞外基質を分解する？ こ のう

ちはMP-9 とMMP-2は gela tina se で基底膜成

分である typ eII collagen など多くの基質成分

を分解し 血管新生や腫：易の増殖と転移

な成分である必） しかし こ れらのMはP分

泌は炎症病巣 の肥満細胞のみならず線維芽細

胞， マクロファージ， 血管内皮細胞からも分

泌45）され， 加えて上皮系腫蕩細胞からも分泌

される． 本研究では紫外線誘発による日光角化

症および有線細胞癌のMMP-9 とMMP-2の表

出が増加し， 特に有林細胞癌で著明な表出の増

加を明らかにした 日光角化症と有株細胞癌の

MMPの表出量の差 から悶MP-9 とMMP-2の

多くは腫場由来であったと考えられ， 同様の有

赫細胞癌でのMMP-9 とMMP-2の表出量の増

加の報告45）が散見される． 本研究で， 表出が

増加した有株細胞癌のMMP-9 とMMP-2はイ

ミキモド外用で表出が抑制された． その抑制の

機序は， 腫蕩周囲に放出されたI FN-yとTNF-

αはMMP-9 とMMP-2遺伝子の表出を抑制す

る46, 47）こ とが知られ 本研究のイミキモド外

用でI FN-y表出尤進と符合する． 本研究で日

光 角 化 症 のMMP-9 とMMP-2は正 常 皮 膚 に

比較し表出量が増加していたが， 有林細胞癌

に比較し表出量が少ない理由は， 日光角化症

は表皮内癌であるため腫場細胞の総量が少な

く， MMP-9 とMMP-2の表出も少ないと考え

られ， 肥満細胞を含め司光角化症周囲の炎症

反応が主なMMP-9 とMMP-2の表出源である

可能性がある． 一方， 日光角化症でイミキモ

ド外用によりMMP-2表出量は抑制されたが，

MMP-9 の表出量はむしろ増加していた． イミ

キモド外用によるはMP-9 とMMP-2 の
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差 異の理由は不明であるが， イミキモドそのも

のがMMP-9 とMMP-2のm RNA発現量を 抑

制するが， その抑制程度に差 がある48） と考え

られている． また 有林細胞癌のMMP-2はイ

ミキモドの抗腫蕩効果の結果表出が減弱し 乳

ではMMP-9 とMMP-2の表出量は腫：房の進

行度で異なり初期にMMP-9 の晩期にMMP-2

の表出が増すとされ49） さらにMMP-2は癌の

転移 に関与する50） などの報告もあることから，

MMP-9 とMMP-2の表出は平行したものでは

なく， また腫：房の進行度や腫蕩の種類によって

双方の表出量が異なる可能性がある 日光角化

症では炎症過程での真皮内細胞からのMMP-9

が少なく， イミキモド外用によって肥満細胞

などからのMMP-9 の表出 のみが増加したと

考えられる． また， 有林細胞癌のMMP-9 と

MMP-2の過剰表出がイミキモドで抑制されて

も実際にはこれらの腫揚が消退しない理由は，

有線細胞癌ではこれらの一連の反応が起こった

としても腫蕩細胞数が多いため腫蕩のMMP-9

とMMP-2の表出が減弱したとしても腫蕩縮小

につながらないと考えられた．

以上より， B光角化症における腫場開質の浸

潤肥満細胞数はイミキモド外用療法が効果を示

す予後の指標となり得る． 一方， 有線細胞癌で

はMMPの表出の充進と浸潤肥満細胞数増加が

予後不良の指標となると考えた．

利益相反：本研究は被験薬を販売している持田製薬株
式会社との共向研究として行った
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Abstr act 

To determine the role of infiltr ate d m ast cells in 
ultr aviolet r a di ation-in duce d actinic ker atosis in a 
mouse mo del tre ate d with imiquimo d, we an alyze d 
the density of m ast cells by immunost aining an d the 

expression of MMP - 2/ 9  by R T -PCR. The number 
of infiltr ate d m ast cells incre ase d after imiquimo d 
applic ation in actinic ker atosis an d squ amous cell 

c arcinom a, an d imiquimo d w as foun d to promote the 
infiltr ation of m ast cells. MMP - 2/9 w as expression 

27 

note d slightly in sol ar ker atosis. an d rem ark ably in the 
squ amous cell c arcinom a. However. after imiquimo d 

applic ation MMP - 2  I 9 ex pression decre ase d in 
squ amous cell c arcinom a, an d MMP - 9  expression 

incre ase d an d MMP- 2  decre ase d in actinic ker atosis. 

Imiquimo d m ay control MMP - 2/ 9  expression of m ast 
cells in actinic ker atosis. However, incre ase d MMP -
2 I 9 overexpression of the tumor m ay m ask the 

M羽P- 2/9 ex pression of m ast cells in inv asive c ancer. 
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