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研究成果の概要（和文）：膀胱癌は、再発が多い腫瘍であり再発を繰り返す症例では腫瘍が進行し転移を来すこ
とも少なくない。再発症例に対する治療は、ＢＣＧ膀胱内注入療法が標準治療とされているが、約4割以上の症
例に再発を認め、これらの症例では膀胱摘除を余儀なくされる。比較的頻度が高い非筋層浸潤性膀胱癌に対する
新規治療の開発は臨床上極めて重要、かつ、必須の命題である。今回の研究によって、NAD＋の腹腔内投与は、
CD4＋T細胞及びCD8＋T細胞の存在下で膀胱癌の発生、発達を抑制することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The present study suggests that intraperitoneal administration of NAD+ 
inhibits bladder cancer initiation and development in the presence of CD4+ T cells and CD8+ T cells.

研究分野：免疫学

キーワード： NAD+　BCG　膀胱癌　免疫賦活

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本実験の目的は、再発が極めて多く臨床上問題となっている膀胱癌に対した、新たな治療薬を開発しようとする
ものである。BBN(N-Butyl-N-(4-hydroxybutyl)nitrosamine)誘発マウス膀胱癌モデルを用い、NAD+が誘導する免
疫応答の賦活化によって①腫瘍に対する治療効果、および、②再発予防効果がもたらされるかを検討する。そし
て、その結果を今後さらに発展させ将来的にはNAD+が癌治療の一端を担うことを目指すものである。現時点まで
の効果で限定的ではあるが、NAD+の腹腔内投与による、CD4＋T細胞、CD8+T細胞を介した免疫賦活が膀胱癌の発
生、進展を抑制することが示唆された、
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１．研究開始当初の背景 
膀胱癌は、腫瘍が粘膜内、あるいは、粘膜下層以内にとどまる症例では経尿道的手術での治療が
可能であるが、再発が多い腫瘍であり（経尿道的膀胱腫瘍切除後の膀胱内再発は 3 年で 50％以
上にみられ、うち 10％程度が筋層浸潤癌に進展）。再発を繰り返す症例では腫瘍が進行し転移を
来すことも少なくない。再発症例に対する治療は、ＢＣＧ膀胱内注入療法が標準治療とされてい
るが、約 4 割以上の症例に再発を認め、これらの症例では膀胱摘除を余儀なくされる。放射線照
射と抗癌剤投与を併用する集学的治療も一つの治療オプションとされているが、これらの治療
は副作用が強いため、進行性の筋層浸潤性膀胱癌に対して施行することが一般的であり、比較的
頻度が高い非筋層浸潤性膀胱癌に対する新規治療の開発は臨床上極めて重要、かつ、必須の命題
である。 
これまで一般的に行われている癌治療は、外科治療、化学療法、放射線治療の三つで、これらを
総称して三大癌治療といわれている。近年、この三大癌治療に加えて、“第四の癌治療”とも称
される免疫療法が注目されている。そのような中、京都大学特別教授である本庶 佑氏とジェー
ムズ・P・アリソン氏が、後述する癌細胞にかかわる免疫チェックポイント分子の発見と、それ
による癌治療法の確立という業績を評価され 2018 年のノーベル医学生理学賞を受賞すること
に決まった。これを契機に癌治療における免疫療法はより一層注目され、学術的にも社会的にも
発展、臨床的応用が期待される領域となっていくことは間違いない。 
 
２．研究の目的 
本実験の目的は、再発が極めて多く臨床上問題となっている膀胱癌に対した、新たな治療薬を開
発しようとするものである。BBN(N-Butyl-N-(4-hydroxybutyl)nitrosamine)誘発マウス膀胱癌
モデルを用い、NAD+が誘導する免疫応答の賦活化によって①腫瘍に対する治療効果、および、
②再発予防効果がもたらされるかを検討する。そして、その結果を今後さらに発展させ将来的に
は NAD+が癌治療の一端を担うことを目指す。NAD+は、古典的な補酵素であり全ての生物種に
存在し、酸化還元反応で中心的な役割を果たし、かつ物質として安定している。申請者は、これ
までにこの NAD+の投与によって CD4 陽性 T 細胞が分化誘導されサイトカインの産生が増強
されるデータを発表した。さらにはこのNAD＋の誘導するCD４陽性T細胞の活性化によって、
マウスのリステリア・モノサイトゲネス感染への抵抗性が増強されることも示した。このマウス
の感染モデルによって示した NAD＋投与でみられた抗病原性は、免疫応答の賦活によるもので、
同時に抗腫瘍効果も示すと考えられる。NAD+は、もともと生体内に広く存在するものであり、
この研究が発展すれば安全に生体に投与できる癌免疫療法薬としての臨床創薬への可能性を開
くことができる。 
本実験では C57BL/6 マウスを用いた、BBN 誘発マウス膀胱癌モデルを使用する。本モデルは
癌研究で一般的に用いられる免疫不全マウスの癌移植モデルとは異なり、免疫系が正常の野生
型のマウスを使用するため免疫療法の研究に適しており、かつ同所性発癌のため、より臨床のヒ
ト膀胱癌に近い実験モデルであり、本研究のモデルとして最適といえる。また、膀胱癌は、BCG
の膀胱内注入が上皮内癌、および非筋層浸潤癌（表在性癌）に対する標準治療となっているとい
う免疫療法が確立されている数少ない癌種である。このことより、免疫賦活による抗腫瘍効果を
検証するモデルとして、BBN 誘発マウス膀胱癌モデルは最適である。 
 
３．研究の方法 

（１）NAD+投与によるマウス膀胱癌に対する抗腫瘍効果を明らかにする 
（２）担癌マウスにおける NAD+投与時の免疫学的変化を明らかにする。 
（３）BCG 膀胱内注入療法と治療効果を比較検討し、臨床応用への可能性を明らかする。 

 
担癌マウスモデルの作成確立と NAD+の抗腫瘍効果の確認 
①BBN 誘発マウス膀胱癌は、多くの報告がなされている膀胱癌発生マウスモデルである(Int J 
Cancer. 2010;127:1180-7)。これまでの研究成果から、BBN 誘発マウス膀胱癌モデルでは、BBN
投与後 10 週前後に Dysplasia が発症し、24 週頃には浸潤性の膀胱癌が発症することが判明して
いる。今回の実験において膀胱癌に対する最適な NAD+投与タイミングを検討すべく、BBN を経口
投与した C57BL/6 マウスにおける膀胱内の経時的な腫瘍発生を評価する。これまでの研究成果
から、BNN 投与後 12 週、16 週、20 週、24 週、28 週のマウスの膀胱を摘出し腫瘍発生及びその
悪性度、深達度を肉眼的、病理学的に検証する。 
➁浸潤性の膀胱癌が発症する前段階において、BBN 投与後に Dysplasia が発生する週数を明らか
にし、②－i) その 4 週前から NAD+の腹腔内投与を開始し、腫瘍発生に対する予防的効果を検証
するサブグループ、および、②－ii) CIS が発症する週数から NAD+の投与を開始し治療的効果を
検証するサブグループを作成する。 
➁前段階において、BBN 投与後に Dysplasia が発生する週数を明らかにし、その 4 週前から NAD+
の腹腔内投与を開始し、腫瘍発生に対する予防的効果を検証する。また他のグループでは CIS が



発症する週数から NAD+の投与を開始し治療的効果を検証する。 
 
In vivo 及び In vitro 実験系で免疫学的な解析を行う。 
①In vivo 実験系：NAD+が投与された発癌マウスの膀胱及び脾臓を摘出さらには血液も採取し、
その各々において CD4 陽性 T 細胞が分泌するサイトカインである、IFN-γ、IL-4、IL-17、IL-10
を、また CD8 陽性 T 細胞が分泌する TNF-α、グランザイム B、パーフォリンの測定を ELISA 及び
FACS によって行う。 
➁In vitro 実験系：C57BL/6 マウスの脾臓を摘出し、そこから免疫磁気細胞分離方法によって
CD4 陽性 T 細胞及び CD8 陽性 T 細胞を分離し、NAD+存在下で膀胱癌細胞と共培養し In vivo 実験
系で行ったもの同様の ELISA、FACS で評価する。 
 
膀胱癌に対する標準治療である BCG 膀胱内注入療法との比較検討 
①BCG の膀胱内注入の効果はは、CD8 陽性 T 細胞と好中球が関連しているとされている。そこで、
BCG 膀胱内注入療法と NAD+腹腔投与の比較検討を行う。それぞれのグループにおいて膀胱の腫
瘍組織に存在する、CD8 陽性 T 細胞、好中球及び CD4 陽性 T 細胞の割合を FACS によって示す。
またこの段階で、ELISA、FACS、PCR といった手段で各免疫細胞の活性化示す。前段階のサイト
カイン、グランザイム B、パーフォリンに加えて、好中球においては、Tumor necrosis factor 
(TNF)-related apoptosis-inducting ligand (TRAIL/Apo-2L)を評価する。 

 
 
 
 
 
 
 

 
４．研究成果 
・BBN 誘発マウス膀胱癌： 
BBN（東京化成）を水道水にて 0.05%濃度となるよ うに溶解調整し、自由飲水下に経口投与。
C57BL/6 マウスに対して BBN0.05%濃度を投与する事によって膀胱癌が発生することが確認。16
週・異形成、18 週・CIS、20 週・浸潤性とし た。 
 
・NAD+のマウス腹腔内投与に対する CD4 陽性 T 細胞、CD8 陽性 T 細胞の免疫学的変化の確認:  
NAD+の腹腔内投与がなされたマウスにおいて、FACS で CD4+IL10+T 細胞及び、CD4+IFNγ+T 細胞
の発現が PBS を腹腔内に投与したコントロール群に比較して、優位に 上昇していることを確認。
CD8 陽性 T 細胞に関して解析を行い NAD+の腹腔内投与がなされたマウスにおいて CD8+IFNγ+T
細胞及び CD8+TNFα+T 細胞の発現が PBS を腹腔内に投与したコントロール群に比較して、優位
に上昇していることを確認。 
 
BBN 誘発マウス膀胱癌モデルに対して NAD+の腹腔内投与を行う適切なタイミングの検討： 
BBN を 18 週間投与した、CIS の状態に対して NAD+の腹腔内投与の効果を 確認することとした。
18 週にわたり NAD+の腹腔内投与をすることはコスト的にもマウスに対する侵襲的にも適切では
ないと考え、異形成となる 16 週のまえ 15 週の 時点で NAD+の腹腔内投与を開始した。投与の間
隔、部位などを工夫し行ったが 3 週間の連続した NAD+の腹腔内投与はマウスの状態を悪化させ
る要因ともなった。また、摘出した膀胱病理では悪性腫瘍は発現していないものの NAD+投与の
影響と思われる炎症所見が非常に強く、判定が困難である個体が大半であった。 
 
・BCG の膀胱内注入による膀胱癌の発育予防の確認： 
BCG 膀胱内注入マウスモデルの作成:イムノブラダー膀注用 80 mg を用いて 26.7 mg/ml の濃度
に調製し、ムノブラダー懸濁液 50μl を膀胱内に注入することとした。A 群は BBN 投与のみの
コントロール群。B 群は BCG を週 1 回、BBN 投与終了 1 週間後より合計 6 回膀胱内注入。C 群は



生理食塩水を B 群の BCG 同様に投与。D 群は BBN 投与開始 16 週間後より同量の BCG を週 1 回、
合計 6 回膀胱内注入。E 群は生理食塩水を D 群の BCG 同様に投与した。F 群は BBN を投与せず、
D 群と同時期に同量の BCG を週 1 回、合計 6 回膀胱内注入。実験開始から 24 週で膀胱を摘出し
た。 
病理組織学的には、BCG を予防的に投与した B・D 群において膀胱癌の発生は生理食塩水を投与
した C・E 群と比較して抑制されていた。BCG 膀胱内注入療法はマウスにおいては膀胱癌発生に
対して予防的な効果があることが確認できた。 
 
・NAD＋の腹腔内投与が膀胱癌の発育に及ぼす影響の確認： 
上記に示した如く、NAD＋を連続して腹腔内投与すると投与自体が膀胱に与える炎症を含む影響
が強かった。そこで BCG の膀胱内投与のスケジュールに倣って投与を行うこととした。1 群は
BBN 投与のみのコントロール群。2 群は NAD+を週 1 回、BBN 投与終了 1 週間後より合計 6 回腹腔
内投与。3 群は生理食塩水をと B 群の NAD＋同様似投与。D 群は BBN 投与開始 15 週間後より同量
の NAD＋を週 1 回、合計 6 回腹腔内投与。E 群は生理食塩水を D 群の NAD＋同様に投与した。F 群
は BBN を投与せず、D 群と同時期に同量の NAD＋を週 1 回、合計 6 回膀腹腔内投与。実験開始か
ら 24 週で膀胱を摘出した。 
病理組織学的には、NAD＋を投与した B・D 群において膀胱癌の発生は生理食塩水を投与した C・
E 群と比較して抑制されていた。しかしながらその効果は BCG と比較して限定的であった。 
 
・T 細胞除去マウスへ対する NAD＋の腹腔内投与が膀胱癌の発育に及ぼす影響の確認： 
モノクローナル抗体投与により T 細胞各サブセットを除去した抗 CD4 抗体投与群、 抗 CD8 抗体
投与群、CD4+抗 CD8 抗体投与群、 さらに T 細胞を除去していない PBS 投与群に分け先の実験の
スケジュールに沿って観察を行った。しかしながら全ての群において、先の実験で認めた癌の発
育抑制効果は得られなかった。 
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