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研究成果の概要（和文）：①MAの抽出をおこなった。α、メトキシ、ケトミコール酸のMAの抽出及びカラム精製
後のマス解析による脂質の同定した。安定的にMAの抽出技術を確立することが出来た。②MA抽出後のリポソーム
化を行った。DOPCやデンドリマーを用いることで親水性にすることが出来た。リポソーム後は電子顕微鏡で確認
すると、200nm以下の粒子になっていることが確認できた。③マウス皮下接種モデルによる抗腫瘍効果を検証し
た。選択したMAリポソーム製剤を、マウス皮下接種モデルを用いて抗腫瘍活性の有無を検証した。その結果、抗
腫瘍効果を得ることが出来た。この成果を元に、特許を申請した。

研究成果の概要（英文）：Introduction and Objectives. Intravesical instillation of live bacillus 
Calmette-Guerin (BCG) is established immuno therapy of non-muscle invasive bladder cancer. Mycolic 
acids (MA) are the dominant lipids found in the cell wall of Mycobacterium species. We developed 
novel liposome incorporating MA and examined antitumor effects of MA. Methods. MA was isolated from 
M. bovis BCG Tokyo, and separated into three subclasses (alpha, methoxy and keto). Liposomes are 
prepared by sonication and extrusion. C57BL/6 mice were subcutaneously inoculated with a mixture of
　MB49 cells and PBS or liposome with/without MA followed by additional injection of PBS or 
liposome. Tumor growth was monitored. Results. Tumor growth was significantly suppressed in mice 
treated with Keto MA-liposome (p=0.007 vs PBS). Conclusion. Keto MA-liposome showed antitumor 
effects in mouse. 
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１．研究開始当初の背景 
Mycoabcterium bovis BCG は現在でも筋層非
浸潤性膀胱癌に対する最大の癌免疫療法剤
である。BCG 生菌の抗腫瘍効果は、癌細胞や
癌組織内の抗原提示細胞へ生菌が取り込ま
れることから始まる。BCG 生菌は癌細胞内や
抗原提示細胞で分解酵素の貯蔵庫であるラ
イソソームまで輸送されて分解を受け、その
際生じる BCG 由来の抗原が MHC ClassII を
介して細胞膜表面に提示される。生体内の免
疫担当細胞である CD４T 細胞は、BCG 由来の
抗原を提示した細胞を異物として認識し、
IFNγ、IL-2 等の各種サイトカインを産生し
て、非特異的な細胞殺傷能力を有する NK 細
胞や LAK細胞を活性化することで癌細胞を殺
傷する。このように、BCG 生菌は癌細胞内へ

直接作用するばかりではなく、宿主の全身免
疫系を介して生体内の細胞性免疫を活性化
することで抗腫瘍効果を発揮する。この原理
は、生体内のウイルス、細菌への感染防御シ
ステムを巧みに利用したがん免疫療法であ
る。しかし、筋層浸潤癌や転移性癌、進行癌
に対しては使用されていない。そもそも、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。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、さらに、最近 M.Obuense 加熱死菌体
を用いた進行性膵癌に対する化学療法剤と
の 併 用 効 果 に つ い て も 報 告 が あ る
（Dalgleish et al. 2016）。これらは、いず
れも生菌による長期の刺激に伴う高い効果
が期待できる反面、感染のリスクが避けられ
ないこと、死菌では短期間の刺激に止まり、
効果が持続しない欠点がある。これらの欠点
を避けて転移腫瘍や進行癌に対する応用拡
大を図るため、高い免疫効果を示す菌体成分
を利用する方法が最も期待される所以であ
る。以前、我々のグループは親水性ミセルと
して、カチオニックリポソームによる BCG 細
胞壁の製剤化を試み、細胞親和性を高め、癌
細胞質内に菌体細胞壁脂質成分（BCG-cell 
wall skeleton）を効率的に輸送できる製剤
の開発を試みた。その結果ラット BBN 発癌モ

デルにおいて、抗腫瘍効果が示されることを
報告し（＊Anticancer Research 2011）、BCG
生菌でなくとも、BCG 細胞壁成分に抗腫瘍効
果があることを、世界で初めて証明した。し
かし、このときの製剤は粒子径が大きく、製
剤化には取り扱いが困難であった。そこで一
旦は、粒子径を均一にする方法も開発したが
（＊J Control Release 2014）包埋率の点や、
スケールアップの困難さから BCG-cell wall 
skeleton を使用することは断念した。そこで、
より粒子径も小さく、細胞壁成分を用いた製
剤の開発を試みることにした。 
 
２．研究の目的 
Mycobacterium や Nocardia、Rhodococcus 等
の Actinomycetales Mycolataに属する細菌
細胞壁の最も大きな特徴は、天然では疎水性
の極めて強い長鎖脂肪酸であるミコール酸
（MA）を含んでいる点である。結核菌や BCG
菌の MA の代表的なものはα、メトキシ、ケ
トの3つのサブクラス成分から成り立ってい
る（図；MAの分子構造）。また、MAは天然で

免疫アジュバント活性があるといわれてい
たものの、実臨床応用された例はなく、また
抗腫瘍効果について検討した報告もない。
我 々 は 、 実 臨 床 で 膀 胱 癌 に 対 し て
Mycobacterium bovis BCG を使用しているこ
とから、BCG の細胞壁の基本的な成分である
MA に注目した。MA は種々の抗酸性細菌の細
胞壁成分であることから、有望視される菌種
から MA をスクリーニングして抽出し、この
MA を用いた新規癌治療薬の開発及び製剤化
を目的とする 
 
３．研究の方法 
⑴MA を抽出する菌種の選定をする。 
一般に抗酸菌に属する菌種はすべて、MAを含
有している。さらに Nocardia や Rhodococcus
属ら Actinomycetales属菌の細胞壁成分にも
MA を含有している。しかし、MA は基本構造
が2本の長鎖アルキル鎖からなるβヒドロキ
シ酸で特徴的であるばかりでなく、菌種によ
り構造が異なり、C30 程度のものから、C88
以上の長鎖のものまで多岐にわたる。さらに、
人型結核菌や BCG 菌の MA はα、メトキシ及
びケトミコール酸の3脂質から構成されてお



り、アルキル鎖上の極性期が抗原提示分子と
の結合性に大きく関与している。現時点では、
膀胱癌治療に用いている BCG Tokyo172 株や
Rhodococcus aurantiacs から MA を抽出して
いる。すでに、MA の基本的な抽出方法は確立
している。 
 
⑵抽出した MA を親水性リポソーム化する。 
リポソーム化の方法はすでに確立している
が、リポソーム製剤は、生体へ投与したとき、
薬物運搬（D.D)を効率的に行い、細胞内へシ
グナルを完全に送達出来ることが必要であ
る。そのために表面電位が高く膜結合性の良
好な、さらには膜透過性の高い、シグナル伝
達分子（Kinase 類）との結合性のよい脂質組
成を選びだす必要がある。ゆえに脂質の膜流
動性は高いほうがよい。MAリポソーム製剤は、
一般に MA 自身の膜流動性が低いので、でき
るだけ膜流動性の高い MA を使うことと、こ
れを運搬するリポソーム基剤のリン脂質も
膜流動性が高いことが必要である。従ってで
きるだけ相転移温度（Tm)の低い脂質成分の
組み合わせがよいことになる。一方不飽和度
の高い脂質は脂肪酸酸化を受けやすいので
適当な脂質組成を選ぶ必要がある。 
 
⑶作成したリポソームを粒子径や電位の測
定、電子顕微鏡で構造を観察する。リポソー
ム製剤規格の物性値として Z-Ave、Pk1、PDI、
ζ電位のほか、膜流動性の指標として相転移
温度を測定する。測定は BCG 研究所清原秀泰
博士に依頼する。また MA、リポソームの原料
であるDOPCやコレステロールの仕込み濃度、
相転移温度、MA の破砕条件など決定すべき条
件が種々あるので、これらパラメータを検討
する。最終的に作成したリポソームに MA が
包埋されているか電子顕微鏡で検証する。 
 
⑷マウス皮下接種モデルでの抗腫瘍効果を
検証する。 
選択した MA リポソーム製剤を、マウス皮下
接種モデル、正所性モデル、肺転移モデルを
用いて、抗腫瘍活性の有無を検証する。 
 
⑸抗腫瘍効果のある MA リポソームの特許申
請と製剤化を目指す 
抗腫瘍活性のある MA リポソーム製剤の特許
申請および製剤化を目指す。 
 
４．研究成果 
 
⑴MA の抽出 
α、メトキシ、ケトミコール酸の MA の抽出
及びカラム精製後のマス解析による脂質の
同定。 
安定的に MA の抽出技術を確立することが出
来た。α、メトキシ、ケトの 3分画をわけて
精製した。 
TOF/MS 分析にてそれぞれのミコール酸の質
量が、これまでの報告と一致した。 

⑵MA 抽出後のリポソ
ーム化 
MA は脂質で疎水性の
ため、投与方法に工
夫が必要である。そ
のためリポソーム化
し親水性にする必要
がある。DOPC やデン
ドリマーを用いるこ
とで親水性にするこ
とが出来た。 
リポソーム後は電子
顕微鏡で確認すると、
200nm 以下の粒子に

なっていることが確認できた。 

 
⑶マウス皮下接種モデルによる抗腫瘍効果 
選択した MA リポソーム製剤を、マウス皮下
接種モデルを用いて、抗腫瘍活性の有無を検
証した。その結果、抗腫瘍効果を得ることが
出来た。 
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