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研究成果の概要（和文）：筋層非浸潤性膀胱癌に対するBCG膀胱内注入療法は有効な治療法であるが、BCG抵抗性
と生菌感染による副作用の存在が重要な問題である。本研究では、BCG抵抗性のモデルとして細胞株とBCG生菌を
継続培養することによりBCG抵抗性細胞を樹立した。BCG抵抗性細胞に対してBCG菌株を交替すると有効である
が、継続すると短期でdouble抵抗性となった。このdouble耐性細胞株に対してもナノパーティクルBCGが有効で
あることが明らかとなった。臨床的に菌株交替療法からナノパーティクルBCGへのsequential療法の有用性が示
唆された。

研究成果の概要（英文）：Intravesical BCG therapy is effective treatment for non-muscle invasive 
bladder cancer, however, BCG failure and side effect through live bacterial infection are remaining.
 In this study, the model of BCG failure were developed by continuous co-culture of tumor cell lines
 with live BCG. The change of BCG strain (e.g. Tokyo 172 strain to Connaught strain) was effective 
against BCG resistant cells, however, cells  became double resistant shortly. Nanoparticle BCG was 
effective against BCG double resistant cells. These results suggested that the sequential therapy, 
the change of BCG strain, and then nanoparticle BCG, might be effective in clinical setting.

研究分野：泌尿器科学

キーワード： BCG　ナノパーティクルBCG　糖鎖構造解析　膀胱癌
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様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通） 

１．研究開始当初の背景
(1)関連研究動向
　BCGやマイコバクテリウムの菌体成分は、
国内ではBCG-CWS（BCG細胞壁成分）が肺
癌、白血病、前立腺癌D C療法などへの臨床
応用が行われ、さらにリポソーム化した製剤
の基礎研究が行われている。海外では
MCWE（M.  phlei  cell  wall  extract）や
mycobacterial  cell  wall-DNA complexがヒト膀
胱癌への臨床応用が試みられている。菌体成
分は広く免疫能活性化能があると報告されて
いるが、まだ充分に臨床応用されているとは
言えない。また、細胞壁成分以外の可溶性成
分についても充分な研究は行われていない。
　 core  2  N-acetylglucosaminyltransferase 
( C 2 G n T )（注１）は糖転移酵素の一つであ
り、C2GnTが発現する前立腺癌、膀胱癌は悪
性度が高いことが報告されている。膀胱癌に
おいては、C2GnT発現によりNK細胞が腫瘍
細胞を認識するリガンドであるMICAに糖鎖
を付加させることで、N K細胞の認識や活性
化を回避し、転移能を獲得することを明らか
にした（Tsuboi  S他、EMBO  J、2011）。
C2GnTは膀胱癌の悪性化においてキーとなる
分子であるが、BCG生菌やナノパーティクル
BCGの効果とメカニズムの関連は明らかでは
ない。

(2)着想経緯・研究状況
　 筋層非浸潤性膀胱癌に対するBCG療法は
有効な治療法であるが、B C G生菌感染に由
来する副作用の存在が依然残存している。申
請者はB C Gを物理的に破壊し菌体成分とす
ることにより、効果は生菌と同等で副作用の
少ない新たなBCGをつくることを目指してき
た。
　申請者は、平成２０年度～平成２３年度に
おいて科研費基盤研究 ( C )「ナノパーティク
ル B C Gによる副作用のない膀注療法の開
発」により研究を行った。その結果、ナノ
パーティクルBCGは、BCG生菌と異なる作
用機序で効果を発揮し、生菌無効例でも有効
であることが示され、正常細胞には影響しな
いことが明らかとなった。このことは臨床応

用上、再発例や無効例、他臓器腫瘍への応用
が可能であることを示唆し、副作用の低減も
示唆されることから、有効性を公汎に実証す
ることができた。
　さらに申請者は、C2GnTを発現する細胞で
はBCG生菌は効果がなく、一方ナノパーティ
クル B C Gは有効であることを明らかにし
た。腫瘍細胞は、C2GnTを発現することで細
胞表面の糖鎖構造を変化させ、B C G生菌の
接触や内在化を阻害し、B C G生菌の直接効
果を無効化すると考えられ、C2GnT発現は臨
床的にBCG  failureの原因の一つと示唆され
た。このことから、BCG膀注前にC2GnT発
現や糖鎖プロファイルを解析することで、事
前に抵抗性を判定することが期待される。一
方、ナノパーティクルBCGはナノメートルサ
イズとしたことにより接触や内在化が阻害さ
れず、直接効果を示すと考えられた。

注１：C 2 G n Tは現在、G l u c o s a m i n y l ( N -

Acetyl)Transferase, Core 2 (GCNT1）と表記さ
れている。

２．研究の目的
　 本研究では、GCNT1発現と糖鎖構造変化
の解析によるB C G抵抗性膀胱癌判定法の開
発と、ナノパーティクルBCGの生菌無効例へ
の治療薬としての開発を最終目的とし、本研
究で樹立したBCG failureモデルを用いた基礎
的検討を中心に行った。

３．研究の方法
(1)BCG failureモデルの作成
　 膀胱癌細胞株T24、5637を用いてBCG生菌
（日本株またはコンノート株）と継続的混合
培養を行った。継代時に生細胞数を測定し、
対照のB C G無添加と有意差がなくなった時
点を耐性化と判定した。図1に日本株を用い
た作成の概要を示す。 



図1.　日本株BCGを用いたBCG  failureモデル
作成の概要

(2)BCG菌株交替療法モデルの検討
　得られた耐性化細胞をBCGの菌株を交替し
て混合培養し、生細胞数を測定、チールネル
ゼン染色によりB C G生菌の接触率を測定し
た。

(3)ナノパーティクルBCGの効果検討
　 得られた耐性化細胞をナノパーティクル
BCGと混合培養し、生細胞数を測定した。

(4)double耐性株の作成
　 5637細胞を用いて日本株→コンノート株、
コンノート株→日本株の順に両株に耐性化し
た細胞を作成した。得られたdouble耐性化細
胞をナノパーティクルBCGと混合培養し、生
細胞数を測定した。

(5)KK47細胞を用いた遺伝子発現解析
　 KK47細胞を用いて耐性株を作成し、無添
加の対照と日本株耐性株を用いて遺伝子発現
解析に着手した。

４．研究成果
(1)BCG failureモデル細胞の樹立
　 図2に耐性化までの生細胞数の推移の一例
を示す。T24細胞では耐性化に45代、5637細
胞では2 0代を要した。耐性化する前にB C G

を一旦除去すると増殖は回復した。このこと
から、maintenance療法の必要性が示唆され
た。一方、耐性化後一旦B C Gを除去し再び
添加しても耐性化したままであり、臨床的に
BCG failureになった場合に同株の追加のBCG

療法は無効であることが示唆された。

図2.　 T24細胞及び5637細胞の耐性化までの
生細胞数の推移の一例

(2)BCG菌株交替療法モデルの有効性
　BCG  failureに対する治療optionとしてBCG

菌株交替療法が考えられる。T24細胞ではコ
ンノート株に耐性化すると日本株も無効とな
ることが明らかとなり、日本株は1st lineとし
て利用した方がいいと示唆された。5637細胞
ではいずれの向きでも有効であり、菌株交替
療法の有用性が示唆された。（注２）
　チールネルゼン染色の結果、耐性化すると
B C G生菌の接触率が低下することが明らか
となった（図3）。一方、菌株を交替すると
交替したB C G生菌の接触率は対照と同等で
あった。このことからB C G生菌が接触でき
なくなることが耐性化の一因であることが示
唆された。

注２：平成28年(2016年)末にコンノート株の
製造中止が決定された。BCG failureへの一つ
のoptionである菌株交替療法は、国内に新た
な株が導入されるまでは実現されない見通し
となった。国内にとどまらず、今回のB C G  

shortage（供給停止）は世界的に問題となっ
ており、今後は次世代BCGの開発が期待され
ている。 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図3. チールネルゼン染色による耐性細胞株で
の染色率(%)低下
bla1: 親株に1回だけ日本株BCGを添加
blaX:日本株BCG耐性細胞株に日本株BCGを
添加

(3)ナノパーティクルBCGの有効性
　 5637細胞では耐性株に対してナノパーティ
クルBCGが有効であり（図4）、BCG  failure

に対する治療薬としての可能性が示唆された。

図4 .　 5 6 3 7細胞に対するナノパーティクル
BCGの効果
cont:親株無添加培養
bla1:親株に1回だけ日本株BCGを添加
nano1:親株に1回だけナノパーティクルBCG

を添加
bc:日本株BCG耐性細胞株無添加培養
blaX:日本株BCG耐性細胞株に日本株BCGを
添加
b l a n a n o :日本株B C G耐性細胞株にナノパー
ティクルBCGを添加

(4)double耐性株の樹立
　BCG failureに対する菌株交替療法は一つの
optionであった（注２）が、菌株を交替して
もやがて耐性化するのか検討した。最初の耐
性化には約20代を要したが、菌株を交替した

double耐性株は日本株→コンノート株、コン
ノート株→日本株いずれも約10代で耐性化し
た。このことから、臨床的に交替療法は有効
ではあるものの、B C G注入を継続した場合
BCG failureは最初の株よりも早期に訪れる可
能性が示唆された。
　 ナノパーティクルBCGはいずれのdouble耐
性株でも生細胞数を有意に低下させた（図
5）。細胞は一部の視野でdrasticな細胞死を
示した。結果のまとめを表1に示す。今後、
経時的動画撮影により形態学的変化を捉える
予定である。

図5.　 5637double耐性株に対するナノパー
ティクルBCGの効果
cont:無添加培養
+cys:日本株→コンノート株の耐性状態
+bla:コンノート株→日本株の耐性状態
+nano:ナノパーティクルBCGを添加

　 表1.　5637double耐性株のまとめ

(5)KK47細胞を用いた遺伝子発現解析
　 KK47細胞では耐性化に日本株、コンノー
ト株いずれも約86代を要し、他の細胞株より
も長期であった。耐性化した細胞は菌株によ
り形態が異なり、異なるメカニズムで耐性化
したことが示唆された。耐性化するとB C G

生菌の接触率は低下したが、菌株を交替する
と接触率は対照と同等であった。いずれもナ
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ノパーティクルBCGは有効であった。（未発
表データ）
　 KK47細胞はGCNT1を発現させるとBCG生
菌に耐性化することを明らかにしている。こ
の点を証明するため、無添加の対照と日本株
B C G耐性細胞株を用いて遺伝子発現解析に
着手した。平成2 9年度現在、結果の解析を
行っているところである。　
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