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INTRAVESICAL-NTERLEUKIN-12　 GENE　 THERAPY-N　 AN　 ORTHOTOPIC

　　　　　　　　 BLADDER　 CANCER　 MODEL

(正所性膀胱癌モデル における膀胱内インター ロイ キンー12遺伝子治療)

内容の要旨

堀　永

　表 在性膀 胱超 瘍に対 しては、Bacillus　Calmette-Guerin(BCG)の 膀

胱 内注入療法 が術後の再発 予防、浸潤癌へ の進展の 予防 、いず れの

点において も最 も有効であ り標準 的な治療 法であ る。 抗腫麿 効果の

作用機序は、1型 ヘルパーT細 胞 を賦活 し、細胞性免 疫 を勝導す ると

考え られてい る。イ ンター ロイ キンーiz(IL・iz7は 、1型 ヘ ルパーT

細胞の活性に瓜要なサイ トカイ ンの一つ であn、 イ ンター フェ ロンY

を介 し癌に対 して抗腫瘍免 疫を誘導す る。BCG膀 胱 内 注入療 法 は、

激 しい膀胱 刺激症 状や 血尿、発熟.恭 縮膀 胱の副 作用 を認 める。 ま

た、畏期的 な抗腫瘍免疫が誘 導 されず 、睡螂 の再 発を認 めて しま う

事 も多い。そ のた め、BCG無 効再発膀胱 癌には新 しい治 療法が求 め

られ ている。 申請者 らは、正電荷型 リボ ソー ム法 を用いて1レ12遺 伝

子 を腫 婿細胞に遺伝子 導入す る新 たな癌免疫療 法の開 発 を、マ ウス

正所性膀腕腫癌モデルにて試 みた。

〈方法〉　 正所性膀胱 癌モデル は、C3Hマ ウス由 来の膀胱 癌細胞 株

MBT・2を 、雌C3Hマ ウスに経尿直的 にカテー テル を用 い膀 胱内 に注

入 し作成 した。遺伝子導入 は、マウスIL一12遺伝子 または、大腸菌p・

galectosidau(P・gal)レ ポーター遺伝子 を組 み込んだ プラ ミ ドと、正

電荷型 リボ ソー ム を混和 し(リ ポプ レックス)、 腫 筋細胞 に投 与 し

た。 リボ ソー ム法 に よる膀 脱 内遭伝 子 導入 の マ ウス膀 胱 にお け る

Biodisuibutionを、β・gaプラス ミ ドを用いX。g飢染色法 にて検討 した。

膀胱内治療はMBT-2を 膀胱 内に移 値後5日 目よ り、】L-12リポブ レッ

クス、P・即1リポブ レックス(コ ン トロール)、 あ るい はBCGの 注入

を開始 し.3日 毎に計6回 投 与 した。 第60日 目まで生存 したマ ウス

に対 しては、第60日 目にMBT・2を 瞳 胱内 へ再度移植 し、そ の後は特

に治療 を行わず第 且20日目まで観 察 した。

{結果〉　 膀胱 内IL42遣 伝 子治療群 では約40%に お いて、治療前 に

生恕 させ た膀 胱腫瘍 が完全 に消退 した。一 方、同量のP・g朗の遺伝子

治療 畔では膀 胱腫癌 は成畏 し、マ ウスは膀 胱腫癌 に よ り全例60日 以

内 に死 亡 した。 この結果 より、勝胱内1L・is遺伝子治 療は、遺伝子 導

入 され た腫瘍 細胞か ら1レ阻2が局所 的に産生 され.そ の結果 として宿

主の腫 癬細胞に対す る免疫応答 を誘導 し、抗腫癌 効果 を示 した と考

え られ る。 さらに一 度腫 瘍を拒絶 したマ ウスは、第60日 目の 二度 目

に移粗 したMBT・2腫 瘍細胞 を も拒絶 し、2}120日 岡生存 し続 けた。 し

か し、膀 胱内BCG注 入療 法群 で腫 窃を拒絶 したマ ウスにおい ては、

IL-12遺 伝子治療の よ うに再移栖 された腫 瑠細胞 を拒絶す る事ができ

なかった。X。g国染色では、マ ウスの膀胱腫 瘍細胞 のみ にP-8a1を発現

し、腫 瘍周囲の正常粘膜 には肉眼的 には明 らか にβ・8a巳の発現 を認め

なかった.ま た、膀胱内【L・董2遺伝 子治療群 のマ ウスにお いて は、重

篤な刷作用 を認めなか った。

　(まとめ〉　 リボ ソーム法 に よる膀 胱内 【レiz遺 伝子治療 は、膀胱 内

BCG注 入療法に比べ 、長期的 かつ腫癌特 異的 な抗腫 瘍効果 を誘導す

ると考 えられ 、今 後臨床応 用の可能性 が期待 され る。

実

論文審査の要旨

　マ ウス由来膀胱 癌細 胞MBT・2を 経 尿道的 にC3HMeJマ ウスの膀 胱

へ 移植 す る正所性 膀 胱癌 モ デル を用 い、イ ン ター ロイ キ ンiz(IL・

12)に よる膀 胱内遣伝 子治療 につい て検 肘 した。 マ ウスIL・12遺伝子

を組 み込んだ プラ ス ミ ドを正電 荷型 リボ ソー ム法 によ り膀胱 内へ注

入す ることに よn,睡 癌細胞へ の遺伝 子導 入を行 な った。 また同モ

デ ル を用い て膀 胱 内ECG療 法 との比較 を行 なった。単回 、30分 間 の

膀胱 内β・即1レポー ター遺伝子導 入では、X-gal染 色の マ クロ所見 では

腫 癌内への比較 的選択的 な発現 が観 察 され た。 また1レ12遺 伝子 導入

では尿中IL・12濃度 の上昇 を認 めた。計6回 の膀胱 内IL-12181伝子治療

613,β ・g田遺伝 子治 療群(コ ン トロール)に 比 較 して、生存期 聞の

有意な延畏 が観察 され た。 さらに、膀 胱内1レ阻2遺伝 子治療群 で第60

日まで生存 したマ ウスに対 してMBτ 一2細胞 の可移 植 を雄 行 した とこ

ろ、全例再 移植 を拒 絶 できたた め、腫 瘍特 異的 な抗腫瘍 免疫 が誘導

され た事が示唆 され た。一 方、針6回 の膀胱 内BCG治 療 群の生 存マ

ウスで は、同様 のMBT一・2細胞 の 再移 穂 に対 して は全 例拒 絶 で きな

か った。 これ らの結果 よ り、 リボ ソーム法 に よる膀胱 内1レ12遺 伝子

治療 は、BCG無 効の再 発膀 胱癌 に対 して臨床応 用の 可能 性が 示唆 さ

れた。

　 審 査 にお い てｫ,今 回 使 用 され たC3HJHchウ ス は,リ ボ 多糖

(LPSJに 応 答 しない 変異マ ウスで あるた め、膀胱 内BCG療 法の抗

腫瘍効果 を検肘 す るには、C57BU6マ ウス とMB49膀 胱 癌細胞の よ う

な同種正所性膀 胱癌 モデルの 方が 良いので はない か と助宮 がな され

た。 また、腫 瘍特 異的 な免 疫が 瞬導 され る事 を証 明す るために は、

同 じマ ウス由来の 異な る癌種 を再 移栖す るな どの 方法 について質 問

がな され た。 これ に 対 しては、C3H刑c∫ マ ウス由 来の メ ラノーマ 細

胞 株で あ るK1735細 胞 と、今回 使用 したMBT一・2細胞 を第60日 目まで

生 存 したマ ウスを2群 に分げ、皮 下に各々再移櫃 し、その腫癌 を拒 絶

で きるか を観 察す る事 に よ り検 討 で き るの では と回 答 され た。 次

に、このモデ ルの膀 胱癌 の肉 眼所 見か らは膀 胱粘膜 内 に限局 し乳頭

状 に発 育す る糞在性 膀胱 癌 とい うよ りは、非乳urn状の筋層 浸潤性膀

胱 癌モ デル に近 いの ではな いか と指摘 され た。 これ に対 して は、膀

胱癌に て死 亡 したマ ウスの剖検 では 、肺や 腹腔 内の リンパ 節へ転 移

を認 めず 、死因は膀 胱内 の腫 傷充 満に よる機械的 な閉塞 に よる水腎

症、腎不全 が考 え られ るため表在性 膀胱癌 に近 いので は と推測 され

うるが 、本研 究 にお い ては膀 胱腫 瘍の病理 組織 学的な 検尉が不 十分

であ ったと回答 され た。

　 本研 究は今後 検射す べ き点 が残 され てい る もの の、蟷床例 に近い

正所性膀胱 癌モデル にお いて膀胱 内IL・12遺伝子治療 が.勝 胱内BCG

療法 よ りも有用 であ る可能性 を示唆 した点 で有意義 な研究 であ ると

評価 され た。
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