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研究成果の概要（和文）：BCG生菌の抗膀胱がん作用を模倣したナノ粒子の構築に関する研究を行った。基盤技
術として、膀胱内での凝集を抑制するナノ粒子設計理論、世界トップクラスのsiRNA導入技術を開発するととも
に、BCG成分の膀胱がん細胞への内在化が抗腫瘍活性に及ぼす影響を明らかにした。また、BCG生菌とBCG成分搭
載ナノ粒子のがん免疫応答の比較を行い、有効成分の抽出とNano-BCGの設計・構築を進めている。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to develop a nanoparticle system achieving live
 BCG mediated antitumor effects against bladder cancer. We successfully found that the modification 
of PEGylated lipid into nanoparticles efficiently inhibited the aggregation of nanoparticle in human
 urine. We also developed the novel nanoparticle for efficient siRNA delivery to immune cells. The 
internalization of BCG cell wall skeleton in bladder cancer cells is essential for induction of 
antitumor effect. Moreover, we found key cytokines associated with antitumor effect of BCG by 
analyses with microarray and qRT-PCR. We currently progress selection of BCG components and 
development of Nano-BCG.

研究分野：薬物送達学　腫瘍免疫学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
がん免疫療法は、がん治療の第四の柱とし

て期待されている。免疫系の複雑さ故、がん
ワクチンの開発は様々なアプローチで行わ
れているが、それらの多くは、マウスを用い
た研究結果である。しかしながら、ヒトとマ
ウスの免疫系は全く異なっているため、「マ
ウスの免疫学」を基にしたアプローチはリス
クを伴う。事実、がんワクチン開発の筆頭で
あったペプチドワクチンのフェーズⅢ臨床
試験の失敗が、近年立て続けに報告されてお
り、ヒトとマウスの違いが大きな障壁になっ
ている。 
 
２．研究の目的 

膀胱癌に対する BCG 菌膀胱内注入療法は、
1980 年代から行われている最も強力且つ成
功したがん免疫療法である。即ち、BCG 菌は
「ヒトの免疫学」に適合したがん免疫を誘導
できることを示している。それ故、BCG 菌の
膀胱癌に対するがん免疫を模倣することで、
「ヒトの免疫学」からアプローチするがん免
疫療法剤の開発が可能であると考えられる。
本研究では、ナノ粒子化技術と網羅的遺伝子
発現解析を融合させることで、【膀胱癌細胞
と免疫担当細胞】、【ヒトとマウス】に【BCG
菌体成分】を加えた多次元解析を行い、BCG
菌のがん免疫誘導の分子メカニズムに基づ
いたヒトがん免疫活性化ユニットを同定し、
ナノ粒子へと再構築することで、“人工 BCG”
とも言える Nano-BCG を創製する。基盤とな
るナノ粒子として、申請者が開発した弱毒化
ウシ型結核菌（BCG）の細胞壁骨格成分
（BCG-CWS）を搭載したナノ粒子（CWS-NP）
（Nakamura T, et al., JCR 176: 44-53, 2014）
を用いる。 
 
３．研究の方法 
（１）CWS-NP の抗膀胱がん作用の開始メカニ
ズムの解明 
① CWS-NP の調製 

リン脂質（EPC もしくは POPC）、コレステ
ロール（Chol）、ステアリル化オクタアルギ
ニン（STR-R8）もしくはカチオン性脂質
（DOTAP）を含む脂質薄膜を調製し、緩衝液
で水和させることでリポソームを調製した。
BCG-CWS を分散させたペンタン溶液にリポソ
ーム溶液を加え、プローブ型ソニケーターを
用いて超音波処理を行い、O/W エマルジョン
を形成させた。その後、エバポレーターを用
いてペンタンを除去、エクストリューダーを
用いた整粒を行うことで CWS-NPを調製した。 
② CWS-NP 内在化細胞の調製 

血清不含 RPMI1640 培地中でマウス膀胱が
ん細胞（MBT-2）2×106個に対して、BCG-CWS
換算で 0.1 mg の CWS-NP を添加し、1 時間培
養した。細胞を洗浄した後、回収し CWS-NP
を取り込んだ MBT-2 として使用した。 
 血清不含 RPMI1640 培地中でマウス骨髄細
胞由来樹状細胞（BMDC）（1×106個）に対して、

BCG-CWS 換算で 0.1 mg の CWS-NP を添加し、
30 分間培養した。細胞を洗浄した後、回収し
CWS-NP を取り込んだ BMDC として使用した。 
③ 抗腫瘍活性評価 
以下の Case 1 から Case 4 までの条件で実

験を行った。マウスは C3H/HeN（雌、8-10 週
令）を用いた。MBT-2（1×106個）のみを皮下
に移植したマウス群を Vehicle 群とした。
Case 1 は、ポジティブコントロールとして
MBT-2（1×106 個）と CWS-NP（BCG-CWS 換算
0.1 mg）を混合し、マウス皮下に移植した。
Case 2 は、CWS-NP を取り込んだ MBT-2（1×
106個）をマウス皮下に移植した。Case 3 は、
MBT-2（1×106個）を皮下に移植し、同じマウ
スの別の皮下部位にCWS-NP（BCG-CWS換算0.1 
mg）を投与した。Case 4 は、MBT-2（1×106

個）を皮下に移植し、同じマウスの別の皮下
部位に CWS-NP を取り込んだ BMDC（100 もし
くは 5000 個）を投与した。CWS-NP のコント
ロールとして、BCG-CWS を含まないナノ粒子
（NP w/o CWS）を用いた。抗腫瘍活性は腫瘍
体積を測定することで評価した。 
 
（２）免疫細胞への siRNA 導入技術の開発 
① siRNA 搭載脂質ナノ粒子（LNP）の調製 
 アルコール希釈法を用いて調製した。当研
究室で合成したカチオン性脂質 YSK12-C4、
Chol、PEG 化脂質（PEG2000-DMG）をモル比で
85/15/1 となるように 90% t-BuOH 溶液に溶解
させ、siRNA 水溶液と混合することで LNP を
形成させた（YSK12-LNP）。その後、限外濾過
によりアルコールを除去し、PBS に置換した。
YSK12-LNP は、粒子径: 180±6 nm、PDI: 
0.072±0.024、ゼータ電位: 5.8±0.6 mV、
siRNA 封入率: 94.2±0.8%であった。 
② 免疫細胞へのトランスフェクション 
 Opti-MEM に懸濁した細胞（6×105個）を 12
ウェルプレートに播種し、YSK12-LNP もしく
は Lipofectamine RNAiMAX（RNAiMAX）を添加
した。2 時間培養後、培養用培地を添加し、
さらに 22 時間の培養を行った。 
③ 遺伝子ノックダウン評価 
mRNA レベルでの評価では、細胞を回収し、

RNeasy mini kit を用いて RNA を抽出した。
逆転写後に qRT-PCR により mRNA 発現を定量
した。タンパク質の発現量はウエスタンブロ
ッティング法により定量した。 
 
（３）マウス膀胱がん同所移植モデルの構築 
① MB49 同所移植モデルの作成 
麻酔下で C57BL/6（雌、7-8 週令）の膀胱

内に poly-L-lysine（PLL）水溶液と注入し、
30 分間保持した。PLL 水溶液を除去後、マウ
ス膀胱がん細胞 MB49（2.5×105個）を注入し、
90 分間保持した。 
② 抗腫瘍活性評価 
MB49（7×105個）に BCG-CWS 換算で 0.25 mg

の CWS-NP を取り込ませた。麻酔下で C57BL/6
（雌、7-8 週令）の膀胱内に poly-L-lysine
水溶液と注入し、 30 分間保持した。



poly-L-lysine 水溶液を除去後、CWS-NP を取
り込ませた MB49（2.5×105個）を注入し、90
分間保持した。10 日後に膀胱を回収し、腫瘍
体積と腫瘍重量を測定した。 
 
（４）CWS-NP の安定性向上 
① カチオン性リポソームの調製 
 単純水和法にて調製した。モル比で
DOTAP/Chol/POPC = 30/30/40 となるようにク
ロロホルムに溶解させた脂質をガラス試験
管に添加し、2 モル%もしくは 5 モル%の PEG
化脂質（DSG-PEG2k、DSPE-PEG2k、Chol-PEG2k）
を必要に応じて加えた。脂質薄膜を調製後、
5 mM HEPES（pH 7.4）を添加し、超音波処理
によりリポソームを調製した。 
② 尿中での安定性評価 

ヒト尿を遠心分離（15000 rpm、15 分間）
し、その上清を安定性評価に使用した。各リ
ポソーム溶液をヒト尿で 10 倍希釈し、37℃
で 30分間インキュベーションした。その後、
660 nmの吸光度変化を溶液の濁度変化の指標
とし、尿中でのリポソームの凝集を評価した。 
③ MB49 への取込み評価 
 0.01 モル%の DiD を含む各リポソームを調
製し、ヒト尿で 10 倍希釈、37℃で 30 分間イ
ンキュベーションした。6 ウェルプレートに
播種した MB49（7×105個）に上記のインキュ
ベーション溶液と培地を添加し、1 時間培養
した。細胞を回収し、フローサイトメトリー
により細胞への取込みを評価した。 
④ CWS-NP の最適化 
 POPC、DOTAP、Chol、DSPE-PEG2k を用いて
上述のように CWS-NP を調製した。さらに遠
心分離により、BCG-CWS を含まないナノ粒子
を除去した。 
 
（５）CWS-NP と BCG 生菌のがん免疫プロファ
イルの比較 

6 ウェルプレートにマウス膀胱がん細胞
（MBT-2、MB49）もしくはマウス脾臓細胞を
播種し、血清不含培地中にて CWS-NP もしく
は BCG 生菌（イムノブラダー®）を作用させ、
一定時間培養後、細胞を回収した。RNeasy 
mini kit により RNA を抽出後、マイクロアレ
イによる網羅的遺伝子発現解析を行った。ま
た、抽出後の RNA を逆転写し、時間ごとのサ
イトカインの mRNA レベルを qRT-PCR により
評価した。 
 
４．研究成果 
（１）CWS-NP の抗膀胱がん作用の開始機構の
解明 

ポジティブコントロール群（Case 1）と
MBT-2のみにCWS-NPを取り込ませたマウス群
（Case 2）において有意な抗腫瘍活性が認め
られ、その効果は同程度であった（図 1）。こ
のことは、CWS-NP が MBT-2 に取り込まれるこ
とが抗腫瘍活性誘導に必須であることを示
している。一方で、CWS-NP を直接皮下に投与
し、皮下の抗原提示細胞に取り込ませる Case 

3 の実験ではコントロール群に対して有意な
抗腫瘍活性は認められなかった。さらに、
BMDC のみに CWS-NP を取り込ませたマウス群
（Case 4）においても抗腫瘍活性の促進効果
は認められなかった。以上のことから、BCG
生菌の抗膀胱がん免疫応答の開始には、
BCG-CWS が抗原提示細胞ではなく、膀胱がん
細胞に取り込まれることが必須であること
が明らかとなった（雑誌論文 7）。 

図 1 
 
（２）免疫細胞への siRNA 導入技術の開発 
メカニズム解析のための手法の 1つとして、

免疫細胞の標的遺伝子をノックダウンする
ための技術開発を行った。新規合成したカチ
オン性脂質 YSK12-C4 を含む YSK12-LNP は、
BMDC への siRNA 導入において、1.5 nM とい
う非常に低用量の ED50を実現し、市販試薬で
最も強力な RNAiMAX の ED50 25 nM を大きく上
回った。また、ヒト免疫細胞株である Jurkat
（T 細胞）、THP-1（単球）、KG-1（マクロファ
ージ）、NK92（NK 細胞）に対する siRNA 導入
においても、RNAiMAX では 0%から最大で 60％
のノックダウン効率であったのに対し、
YSK12-LNP は全ての細胞で 70～90%のノック
ダウンを実現した（図 2）。またタンパク質レ
ベルでのノックダウンも認められた。 

図 2 



以上のことから、免疫細胞に効率的に
siRNA を導入し、標的遺伝子の発現を抑制可
能な技術として YSK12-LNPの開発に成功した
（雑誌論文 3、6）。 
 
（３）マウス膀胱がん同所移植モデルの構築 

膀胱がんに対する抗腫瘍活性の評価系を
確立することを目的とし、MB49 を用いた膀胱
がん同所移植モデルの構築を行った。PLL 溶
液の作用時間、MB49 の細胞数と保持時間を検
討することで、同所移植モデルを構築するこ
とに成功した。続いて、CWS-NP の膀胱がん同
所移植モデルにおける抗腫瘍活性を評価し
た。その結果、未処理の MB49 を移植した群
と比較して、CWS-NP を取り込ませた MB49 を
移植した群では腫瘍体積と腫瘍重量の有意
な減少が認められた。このことから、膀胱内
同所移植モデルにおいても CWS-NP の膀胱が
ん細胞の内在化が抗腫瘍活性の誘導に重要
であることが示唆された。 
 
（４）CWS-NP の安定性向上 

Nano-BCG の構築を目指すにあたり、尿中
（膀胱内）でのナノ粒子の安定性の向上に取
り組んだ。まずは、一般的なカチオン性ナノ
粒子として DOTAPベースのリポソームを用い
てヒト尿中での安定性を評価した。ヒト尿中
でカチオン性リポソームをインキュベーシ
ョンした結果、凝集が認められた。一方で、
PEG 化脂質を導入することで、尿中での凝集
は大幅に改善され、その効果は PEG 脂質の脂
質足場と修飾密度によって変化することが
明らかになった（図 3）。さらに、PEG 化脂質
導入による尿中での凝集抑制効果は、効率的
な MBT-2 への取込みを実現した。以上のこと
から、PEG 化脂質を導入することで、尿中に
おけるナノ粒子の安定性を大きく向上でき
ることが示唆された（雑誌論文 1）。 

 

 
図 3 
 

この成果をもとに、CWS-NP に PEG 化脂質を
導入し、尿中での安定性向上を試みた。
DSPE-PEG2k を導入することで、ヒト尿中での
凝集を大幅に抑制することに成功した。さら
に興味深いことに、PEG 化脂質の導入は、マ

ウス膀胱がん細胞への取込み効率の上昇と
均一性を向上させた。改良型 CWS-NP をマウ
ス膀胱がん同所移植モデルに膀胱内注入し
た結果、膀胱がん細胞に取り込まれている様
子が観察されたことからも、CWS-NP の安定性
を向上させることに成功したと言える。 
 
（５）CWS-NP と BCG 生菌のがん免疫プロファ
イルの比較 
 CWS-NPを作用させたMBT-2のマイクロアレ
イ解析の結果、CWS-NP を作用させることで
MBT-2 のサイトカイン関連遺伝子の発現が上
昇することが明らかになった。この発現変動
は qRT-PCR においても確認された。さらに、
BCG生菌とCWS-NPの膀胱がん細胞および脾臓
細胞におけるサイトカイン産生を比較した
結果、一部のサイトカインはマイクロアレイ
解析の結果を一致した。現在、これらの解析
結果に基づき、BCG 生菌のがん免疫誘導に関
与する成分を同定し、Nano-BCG の設計・構築
を行っている。 
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