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研究成果の概要（和文）：p16の機能異常は膀胱癌の進展に重要である。今回、マウス肺転移モデルにおいてp16ペプチ
ド導入の転移抑制と毒性について検討した。6週齢の雌マウスにマウス膀胱癌細胞MBT-2を100,000個/100mL尾静注して
マウス肺転移を作成し、P16ペプチドの単回、3回投与による肺転移抑制と毒性を検討した。
肺転移は、対照群12/12例、単回群5/12例、3回群3/10例で、数、大きさともにペプチド群で有意に減少した。毒性は高
容量ペプチド群で白血球増加が認められたが有意ではなく、他の血液異常、臓器の組織学的変化は認めなかった。以上
、p16ペプチド全身投与は明かな毒性なくマウス膀胱癌の肺転移を抑制した。

研究成果の概要（英文）：P16 is a key molecule of bladder tumor (BT) development. Here, we evaluate the 
efficacy and toxicity of p16 peptide administration on mouse lung metastasis model for BT. Mouse lung 
metastases were developed by tail vein injection of MBT-2 cell line and single or triple times of p16 
peptide were also injected (10 to 12 mice in each group). The toxicity was also evaluated after p16 
peptide administration by blood test and histological examination.
The lung metastases were observed in 100% (12/12), 41.7% (5/12), and 30% (3/10) in above three groups, 
respectively. Size and number of lung metastatic tumor were significantly different between control and 
treatment groups. In high dose peptide group, leukocytosis was observed but not statistically 
significant. No remarkable change was also observed histologically in bone marrow of treatment groups. In 
conclusion, Systemic p16 delivery could prevent lung tumor development on mouse BT metastatic model 
without severe adverse events.

研究分野：腫瘍学
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１． 研究開始当初の背景 
(1)泌尿器癌は固形癌としては抗癌剤治療の
有効例が多い癌であるが、転移を有する膀胱
癌の根治は困難で、また腎細胞癌（以下腎癌）
も主に血管新生を標的とした分子標的治療
が有効なものの完全奏効は非常に少ないこ
とがわかってきた。従って術後補助治療を考
慮する時は、有害事象が強いため、施行でき
ない、あるいは中止を余儀なくされることも
少なくない。 
(2)基礎的にはこれらの癌の分子機構は比較
的よく研究されており、膀胱癌、腎癌ともに
p16 (9 番染色体)は初期の遺伝子変化として
報告（Cancer Res 1994;54:784）され、たと
えば膀胱癌では約 70%に p16 の発現異常が
認められるという報告がある（Eur Urol 
2005;47:463）。 
(3)本研究では我々が基礎的に研究を行って
きたp16機能性ペプチドの転移抑制効果や全
身投与時の有害事象の評価を目的に研究計
画を展開してきた。癌抑制遺伝子とそのシグ
ナ ル 経 路 と し て 、 p53 遺 伝 子 、
Retinoblastoma(Rb)遺伝子がほとんどの癌
に関わるとされるが、 p16 は cyclin 
dependent kinase 4, 6、cyclin Dを制御する
ことで Rb 蛋白のリン酸化を抑えている。
我々はこれまでに、p16分子の機能性ペプチ
ド (r9-p16 Minimal Inhibitory sequence 
(MIS)(Oncogene 1998;16:587))(以下、p16(機
能性)ペプチド)とトランスポーターペプチド
(Wr-T：Mol Cancer Ther 2004;3:1623)を用
いた p16ペプチド導入システムの膀胱癌、腎
癌に対する腫瘍抑制効果を in vitro、in vivo
の系で検討してきた。その成果として、両者
とも p16 の発現低下、欠損例、Rb のリン酸
化亢進例が 80～100%あり、p16 ペプチドの
導入により Rb リン酸化を抑制し、腫瘍増殖
の抑制効果を確認した。また、動物の皮下移
植腫瘍モデルを用いた検討では、膀胱癌、腎
癌とも局所投与により p16 ペプチド+Wr-T
群で腫瘍の増殖抑制を認めた。さらにこの腫
瘍抑制効果は血中への全身投与によっても
著明に認められ、治療群の腫瘍では組織学的
に Rb リン酸化の抑制、アポトーシスの亢進
がみられ、全身投与による腫瘍抑制に妥当性
があると考えられた。 
 
２．研究の目的 
(1)p16 機能性ペプチドの導入システムは泌
尿器癌の少なくとも膀胱癌、腎癌において全
身投与で抗腫瘍効果を発揮することが期待
でき、今回、転移モデルに対しての全身治療
による転移抑制に関する有効性、臨床応用を
視野にいれた場合の毒性の検討を動物モデ
ルにて計画した。 
(2)膀胱癌の発癌・進展には多くの遺伝子変異

が関わっているが、中でも p53と p16の異常
は筋層非浸潤性の腫瘍から進行癌に至るま
での重要な分子・遺伝子機構である(Int J 
Cancer 116:643, 2005)。P16は CDKsを制
御し、Rb 蛋白のリン酸化を抑えることで機
能を維持している  (Hum Pathol 35:817, 
2004 )。Wu, et al. (1996)は p16遺伝子導入
により膀胱癌細胞株の増殖と造腫瘍性が抑
制されることを報告しており、p16の機能回
復は膀胱癌を抑制することが知られている 
(Int J Cancer 65:840, 1996)。我々は、P16
腫瘍抑制性ペプチドが血液腫瘍において劇
的に増殖を抑制すること (Mol Cancer Ther 
3:1623, 2004)をふまえて、前述のWr-Tペプ
チド導入システムを用いてこのp16ペプチド
がマウス膀胱癌皮下移植腫瘍を抑制するこ
とを報告した (Int J Oncol 42:543, 2013)。 
(3)膀胱癌の進行期の治療を行うことを視野
に、マウス膀胱癌の肺転移モデルを用いて、
肺転移に対する p16ペプチドの効果、中期治
療後の毒性について検討することとした。 

 
３．研究の方法 
(1)細胞培養：ヒト膀胱癌細胞株 10 株、マウス
膀 胱 癌 細 胞 株 (MBT-2) を 10%FCS 加
RPMI1640培地にて培養した。 
(2)マウス肺転移モデル：6週齢の雌 C3H/He
マウスに対し、105個/100mLPBS の MBT-2
細胞株を尾静注し、その 2週間後に安楽死の
上、屠殺し、肺を組織学的に解析した。 
ペプチド合成：ペプチド導入用トランスポ
ーターペプチド Wr-T (アミノ酸配列
KETWWETWWTEWWTEWSQGPGrrrrrrr
rr (r:D 体アルギニン) (Mol Cancer Ther 
2004;3:1623)、FITC標識 r9-p16 MISペプチ
ドは BioGate(株) (山形)にて合成し、r9-p16 
MIS は ヒ ト 型 、 マ ウ ス 型 は 各 々
FLDTLVVLHR、FLDTLVVLHG (Fahraeus, et 
al. Oncogne 1998)とした。 
(3)ペプチド導入：Wr-T と p16 ペプチドを室
温で 60 分間混合させた後、ペプチド導入を
行った。肺転移抑制実験では、各々50nmol、
80nmolとし、尾静注を行った。また毒性試験
では低用量として各々5nmol、20nmol を、高
用量として 25nmol、100nmolを投与した。 
(3)免疫組織化学染色と TUNEL染色：動物実
験における腫瘍あるいは臓器組織を 10%中
性緩衝ホルマリンに over night で固定、通常
のパラフィン包埋の上、4mm厚で薄切し、組
織学的観察は HE染色で行った。免疫染色は、
各抗体を一次抗体とし、SAB 法ついて DAB
で発色、各染色はヘマトキシリンで行った。
ま た ア ポ ト ー シ ス を TUNEL 染 色
(CHEMICON)で行った。 
(4)P16ペプチド投与後の効果と毒性：5週齢
の雌雄のマウスを使用し、P16ペプチドを異



なる用量で単回、あるいは複数回投与し、短
期・中期(12週目の特性)の毒性を血液検査と
各臓器の顕微鏡システムが発見された。 
 
４．研究成果 
(1)P16ペプチド全身投与による肺転移：HE
染色切片では対照群では明かな肺転移巣が
観察されたが、p16ペプチド投与群では数の
減少がみられ、大きさも一部のマウスを除き
小さくなっていた(Fig. 1A-C)。 

(2)またHE染色切片において両側の肺の転
移の数、大きさの和 (面積)を計測、定量的に
評価した。肺転移の数、大きさともに p16ペ
プチド投与群で有意に減少した(数：単回 p16 
vs 対照: p=0.0014; 3p16 vs 対照: 
p=0.0007) (Fig. 2A (大きさ：単回 p16 vs 対
照: p=0.0183; 3回 p16 vs 対照: p=0.0296) 
(Fig. 2B)。一方、P16ペプチドの投与回数に
よる統計学的有意差は見られなかった。 

(3)転移巣の免疫染色による p16、リン酸化
Rbの発現、TUNEL染色： 3回ペプチド投
与群のp16発現は対照群に比較して明かな差
がなく、リン酸化 Rbの発現は低下していた。
TUNEL染色では、3回ペプチド投与群はア
ポトーシスの亢進が示唆された(Fig. 3)。 

(4)毒性の検討：血算、生化学検査の結果、早
期毒性については性別、用量による差はなく、
いずれも対照群と有意差を認めなかった
(Table 1)。一方、晩期毒性においては、高用
量反復投与群で、白血球数が増加する傾向が
見られたが、有意差はなかった(Table 2、
Fig.4)。また、主要臓器の組織学的検討では
用量、投与回数にかかわらず明かな変化は認
められず、骨髄の組織学的所見も差を認めな
かった(Fig.5)。 
 

 
 
 
 
 
 
 

(5)考察：膀胱癌の進展には p16-Rbリン酸化
は重要な機序であるが、p53の機能異常も特
に進行癌では重要である。P16ペプチド投与



群の肺転移抑制は有意差を認めたが、奏効率
はさらに改善が望ましい。この点で、p53の
シグナルを制御し、p53機能を回復させると
される p14ペプチドが報告されており、次の
戦略として p16/p14ペプチドの同時導入
(Mol Cancer Ther 7: 1461, 2008)が期待され
る。 
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