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研究成果の概要（和文）：非生菌BCG 製剤を用いた転移がんの治療：Mycobacteriuma bovis bacillus Calmette-Gueri
n (BCG)膀胱内注入（膀注）療法は最も臨床的有用性が確立した癌免疫療法であるが、生菌を用いることによる副作用
のため扱いが困難である。我々はBCG 菌細胞壁骨格（BCG-CWS）をリポソーム化することによって生菌を用いないBCG 
製剤を開発するとともに、これを用いた進行がん、転移がんの新規BCG 免疫治療の基礎的検討を行う。

研究成果の概要（英文）：Mycobacteriuma bovis bacillus Calmette-Guerin (BCG) intravesical  therapy is a can
cer immunotherapy which has been established. However, it is not applicable to metastatic lesion because o
f side effects caused by live bacteria. We have developed a small-diameter particles of liposome BCG-CWS (
cell wall skeleton) with a view to industrialization.
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１．研究開始当初の背景 
 
BCG の進行がん、転移がんへの応用は悪性
黒色腫に対する局所注入療法をはじめとし
て 1960-70 年代に精力的に行われた。しかし
ながらウシ型結核菌の生菌を使用している
ことから、全身への BCG 播種の危険性を回
避することができないことが BCG 免疫療法
の開発の大きな障害となった。最近では加熱
処理された Mycobacterium vaccae を用い
た臨床試験が進行非小細胞肺がん（Eur J 
Cancer 44:224-227,2008）及び転移腎がん
（Eur J Cancer 44:216-223,2008）を対象に
行われ、有効性を示唆する結果が得られたも
のの十分な生存期間の延長は得られなかっ
た。この点で、今後の最も重要な課題は BCG 
の高い免疫活性効果を有する成分を利用し
た、安定かつ安全な非生菌製剤を開発するこ
とにあると考えられる。これまでの基礎研究
から BCG による免疫反応は、菌の細胞壁の
特徴的な物質によって惹起されることが知
られている。BCG 菌体から抽出した細胞壁 
(BCGCW)は cell wall skelton（BCGCWS）、
Mycolic acid 、 Lipomannan 、
lipoarabinomannan といった多数のワック
ス様脂質からなり、BCG が樹状細胞に貪食
されても長期間細胞質内に生存し、宿主 
の免疫を刺激し続けるといった BCG 特有の
性質に寄与している。これらの中で BCG の
細胞壁成分(cell wall)を抽出した BCGCW 
は高い生物学的活性を有する物質として注
目されている。しかしながら、BCGCW は大
きい分子であり、かつ難溶性、負表面電荷と
いう特性を持つため、BCGCW そのものを生
体に投与しても抗腫瘍効果を発揮しない。こ
の点に関して、我々は細胞親和性を高め、細 
胞質内に BCGCW を効率的に輸送できるよ
うな vector に着目した。この vector は北海
道大学大学院薬学研究院、薬剤分子設計学研
究 室 で 研 究 開 発 さ れ た も の で 、
octaarginine(R8)を liposome 表面に結合さ
せることで通常の liposome と比べて飛躍的
に細胞質内への物質輸送を高めている（多機
能 性 エ ン ベ ロ ー プ 型 ナ ノ 構 造 体
（  Multifunctional Envelope-type Nano 
Device: MEND（R8-MEND））。我々は、こ
の octaarginin liposome vector 
(R8-liposome) に BCGCW を搭載した、
“R8-liposome-BCGCW”を BCG 生菌に代
る製剤として北海道大学、日本 BCG 研究所
との共同研究により開発した。 
【これまでの研究成果】 
R8-liposome-BCGCW は径 200nm と小さ

く 表 面 電 荷 は 正 で あ っ た 。
R8-liposome-BCGCW は in vitro で膀胱癌
細胞と接触させると、細胞表面に接着した後
に癌細胞質内へ輸送されることが確認され 
た。より重要なポイントとして細胞質へ内在
化した BCGCW が lysosome へ分布するこ
とが確認された。Lysosome は抗原提示細胞
が外来抗原を表面抗原として提示する際に
中心的な役割を果たしているが、尿路上皮細
胞もノンプロフェッショナルな抗原提示細
胞として機能することが知られている。この
BCGCW の 細 胞 内 挙 動 は
R8-liposome-BCGCW が免疫効果を発揮す
る際に有利な条件と考えられる。以上の検討
を踏まえて、我々は R8-liposome-BCGCW 
による抗腫瘍効果を膀胱腫瘍 MBT-2 と同種
マウス C3H/HeN を用いた膀胱腫瘍皮下

接 種 モ デ ル を 用 い て 検 討 し た 。
R8-liposome-BCGCWはMBT-2 細胞と同時
に接種すると MBT-2 腫瘍の増殖を有意に抑
制した。 
 
２．研究の目的 
 BCG-CW は単一な抽出物質ではなく、成分
の安定したリポソーム化製剤を作成する観
点からは問題があった。この点に関して日本
BCG 研究所で結核菌細胞壁の抽出物質をさ
らに高度に分離精製し、単一物質である BCG 
cell wall skeleton（BCG-CWS）を単離する
ことが可能になったことをふまえて、本研究
では我々はBCG-CWS とvector を組み合わ
せた R8-liposome-BCGCWS を作成し、抗腫
瘍効果を検討することとした。本研究により
生菌を用いない次世代 BCG 製剤の有用性を
明らかにできれば、これまでの BCG 療法の
限界を根本的に克服することができ臨床的
には進行がん、転移がんを対象とした新規免
疫療法が可能となる。このため本研究では膀
胱がん細胞及び腎がん細胞を用いて進行が
ん 、 転 移 が ん の マ ウ ス モ デ ル 系 で
R8-liposome-BCGCWS の抗腫瘍効果を明
らかにする。 
 



 

 

 
３．研究の方法 
 (1) R8-liposome BCG cell wall skelton
（R8-liposome-BCG-CWS）の腫瘍に対する 
直接効果の検討 
我 々 の こ れ ま で の 検 討 で は
R8-liposome-BCGCW は MBT-2 細胞と混
合接種した場合に有意な腫瘍増殖抑制効果
を示した。本研究では MBT-2 細胞と皮下接 
種 し 形 成 さ れ た 腫 瘍 に 対 し て
R8-liposome-BCGCWS を同時に直接投与
することにより抗腫瘍効果を検討する。 
 
(2) 正所性モデルの作成 
皮下接種モデル以外に、実際の人での薬剤投
与経路と同じ膀胱内注入での抗腫瘍効果評
価のため、正所性モデルの作成を行った。 
 
(3) 肺転移モデルの作成 
皮下接種モデルおよび正所性モデル以外に、
転移性病変への抗腫瘍効果を検討するため
に、肺転移モデルを作成し、in vivo imaging 
system での評価系を作成した。 
 
 
４．研究成果 
 
R8-liposome-BCG-CWS を in vitro で細胞に
添加すると lysosome に取り込まれているこ
とが確認できた。 
 
皮下接種モデルによる抗腫瘍効果判定では
抗腫瘍効果を認めた。 
 

 
上図 
コントロールマウスに比べて腫瘍径が著明
に抑制された。 
 
 
皮下注マウスの腫瘍径を経時的に計測する
と、R8-liposome-BCG-CWS を投与した群が
有意に腫瘍径が小さかった。腫瘍の増殖を抑
制していることがわかった 
 
 

 
 
 
 
 
(4) 正所性モデルの作成を行った。マウス
C57BL/6 系の膀胱癌細胞株 MB49 細胞にル
シフェラーゼ遺伝子を導入。マウス膀胱を
Poly-L-lysine で前処置後 2x10 /50ul の細胞
数を膀胱内投与し一時間把持したところ、約
90%以上の生着率が得られることが分かった。
また、Ivis Spectrum®（IVIS）を用いて腫瘍
細胞投与後から検討し、マウス膀胱に腫瘍が
生着していることが確認できた。今後はこの
系を用いて膀胱内注入療法下での抗腫瘍効
果を検討する予定である。 

上図 
正所性モデルが IVIS で確認することが出来
た。 
 
 
正所性モデルにおいて、経時的に膀胱を Ivis 
Spectrum で経過を見ることで、 
徐々に腫瘍が大きくなっていく様子が観察
された。 
腫瘍は膀胱内接種後 Day３から増大してい
くことが判明した。 
 
 
 
 
 



 

 

 
 
 

 
上図 
膀胱腫瘍の増大を経時的に観察した。 
Day3 から確実に腫瘍は増大している。 
 
 
 
(5) 同じ膀胱癌細胞である MB49 細胞をマ
ウス尾静注することで肺転移モデルの作成
を行った。肺転移を Ivis Spectrum®で評価
することが可能であったため、MA リポソ
ーム製剤による転移モデルの抗腫瘍効果検
定に使う予定である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
上図 
肺転移を起こしたマウスモデル 
肺転移を IVIS で確認することが出来た。 
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