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膀 胱 癌 細 胞 へ のinvivoに お け るInterferon一 γ

遺 伝 子 導 入 に よ る遺 伝 子 治 療
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 For the clinical application of the cytokine gene therapy, the antitumor effects of systemic 
administration of Interferon-y (IFN-y) and those of in vivo direct IFN-y gene transfer to the tumors of 
mouse bladder carcinoma (MBT2) were compared. After the subcutaneous inoculation of MBT2 
cells into mice, 102,  103 or  104 units of IFN-y were injected intraperitoneally (IP) or subcutaneously 

(SC). Neither IP nor SC injection of IFN-y resulted in tumor suppression or prolonged the survival 
time of tumor-bearing mice. The effect of in vivo direct IFN-y gene transfer by a retrovirus vector to 
MBT2 tumors was also evaluated. After the subcutaneous inoculation of MBT2 cells into mice, a 
virus culture supernatant containing IFN-y gene was injected into the same tumor site once a day for 3 
days. In 50% of the mice in the treatment groups with IFN-y gene induction, no tumor formation was 
observed. Tumor-free survival and actuarial survival in the treatment groups were significantly 
longer than those in the control group. These results showed the possibility of in vivo direct IFN-y 

gene transfer into tumors and were encouraging for the execution of tumor cell-targeted IFN-y gene 
therapy against human bladder cancer. 

                                             (Acta Urol. Jpn.  43:  809-813, 1997) 
Key  words  : IFN-y, Gene therapy, Bladder cancer, MBT2, Immunotherapy

緒 言

癌 に対 す る免疫療 法 は イ ンターフェ ロ ンーα(IFN一

α),イ ン ターフェロ ンーγ(IFN一 γ),IL・ ・2その他各種

*現:国 立姫路病 院泌尿器科

**現:公 立 甲賀病院泌尿器科
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のBRMが 使 用 され てい るが,そ れ らの有効 率 は20

～40%に と どま り
,臨 床的 には決 して満足で きる効果

は得 られてい ない1'2)

この 現状 を打破す る 目的で抗腫瘍効果の高いサ イ ト

カイ ン遺伝子 を種 々の細胞 に導入 して,殺 細胞効果 を

高め た り,患 者の免疫能 を高め よう とす る遺伝子治療

が注 目されてい る.我 々はその ようなサ イ トカイ ンの

一つ であ るIFN一 γ に着 目し
,膀 胱癌 をターゲ ットと
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SurvivalcurvesofmicebearingMBT2tumortreatedwithIFN一 γIPorSCinjectionFig.2。

Fg,2AA(Control):PBSSC,B:IFN一 γ102unitSC,E:IFN一 γ102unitIP

Fg.2BA(Control):PBSSC,C:IFN一 γ103unitSC,F:IFN。 γ103unitIP

Fg.2CA(Control):PBSSC,D;IFN一 γ104unitSC,G:IFN 一γ104unitIP

した遺伝子治療の研究を行ってきた3・4)

今回,マ ウス膀胱癌細胞株MBT2移 植腫瘍に対 し

てIFN一 γの全身投与では無効だが,IFN一 γ遺伝子を

腫瘍へ導入すると抗腫瘍効果がえられたので報告す

る.

材 料 と方 法

細胞株

化 学発癌 によ り樹 立 された,C3H/Heマ ウス膀胱

癌細胞株MBT2(移 行 上皮癌)を 用 いた.

レ トロウイル スベ クター(Fig.1).

レ トロウイルスベ クターと してマ ウス 白血病 ウイル

ス(MuLV)を 骨 格 に したマ ウスIFN一 γ,ネ オマ イシ

ン耐性の遺伝 子 を組み込 んだベ クター(Muγ),あ る

い は,マ ウスclassIMHCを プ ロモー ター と して挿

入 したベ クター(Kγ)を 使用 した5)

遺 伝子導入

レ トロウイルス をベ クターに してIFN一 γ の遺伝 子

を組 み込 み,ベ ク ターDNAを パ ッケージング細胞 ψ2

を 用 い て,MBT2に 導 入 し,G418選 択 を行 い,

G418耐 性IFN一 γ産 生MBT2細 胞(MBT2/γ)を 得

た.MBT2/γ は2回 ク ロー ニ ン グ して,invitroで

IFN一 γ の産生 を確 認 した.

フ ローサ イ トメ トリーに よるクラスIMHC抗 原 の発

現

MBT2の 細 胞 表面 の クラスIMHC抗 原 の発現 を

FACScan(BectonDickinson,MountainView,

CA)を 用 いて解析 した.レ トロ ウイルス をベ ク ター

に してMBT2にIFN一 γ の遺伝 子 を導 入 した細胞,

お よび リポフ ェクチ ンを用 いてMBT2にIFN一 γ の

遺 伝 子 を導 入 した細 胞 のMHCclassI抗 原 の発現

を,親 株 のMBT2の もの と比較 した.各 々の細胞 浮

遊 液 を ラッ ト抗 マ ウ スMHCclassI抗 体(M1/42)

と と もに培 養 した.そ の後,FITCで ラベ ル した兎抗

ラ ッ トIgG抗 体 とと もに培 養 して,結 合 した ク ラス

IMHC抗 体 をFACScanで 解 析 した.

実 験動物

C3H/Heマ ウ ス,7・-8週 令 の雄 を用い た.移 植 す

るMBT2はL5-5×IO5/0.1mlの 細 胞浮遊 液 をマ ウ

スの背部へ皮下注 した .腫 瘍体積 は,経 時 的 に計測 し

体積 は π/6(長 径)×(短 径)×(高 さ)で 算 出 し

た。
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マ ウス膀胱癌MBT2に 対 するIFN・ γ の全 身投 与の

効果 の実験

7週 令 の雄C3H/Heマ ウ ス にdaylに5×105の

MBT2の 細 胞 浮遊 液 をマ ウス の背 部へ皮 下注 した.

Day8に 腫 瘍 形成の認め られたマ ウス を一群7匹 とし

て,A～G群 まで7群 作 成 した.DaylO,12,14に

以 下 の よ うにPBSま た はIFN一 γ を皮 下 注(SC)ま

た は腹 腔 内(IP)に 投 与 した.A群(対 照群):PBS

SC,B群:IFN一 γIO2unitSC,C群:IFN一 γ103

unitSC,D群:IFN一 γ104unitSC,E群:IFN一 γ

102unitIP,F群:IFN一 γ103unitIP,G群:IFN一 γ

lO4unitIP.腫 瘍 体積 は,週2回 計測 し腫瘍成 長曲線

を求めた.生 存の有無は毎 日確 認 して,実 測生存 率 を

求めた.

マ ウス膀胱 癌MBT2に 対 す るIFN・ γ遺伝子invivo

直接 導 入による抗腫瘍 効果の実験

7週 令の雄C3H/Heマ ウ ス にdayOに1.5×105の

MBT2の 細 胞 浮遊 液 をマ ウス の背 部へ皮 下注 した.

対 照 群(n=8)に はdayl,2,3,4にPBSを

MBT2注 入 部 位 に皮 下 注 し た.Kγ 群(n=7),

Muγ 群(n=7)に はdayl,2,3,4に 各 々Kγ,

Muγ のvirussupernatantO.lmlをMBT2注 入 部

位 に皮 下 注 した.こ の方 法 に よ りinvitroでIFN一 γ

遺伝 子 を,Kγ 群,Muγ 群 のマ ウス膀胱腫 瘍 に直接

導入 をこころみた.経 時的に腫瘍体積 を測定 し,生 存

の有無 を確認 して,実 測生存率 を求めた.

結 果

マ ウス膀胱 癌MBT2移 植 腫瘍 に対 す るIFN一 γ の全

身投与の抗腫瘍効果

腫瘍 の増殖速 度 はIFN一 γ 皮下注 群(B,C,D)も

腹 腔 内投与群(E,F,G)も 対 照群(A)と 比 較 して,

有 意差 は認め られ なか った.各 群 の生存 曲線 を検討 し

たが,皮 下注群 も腹腔 内投与群 も対照群 と比較 して,

生 存期 間の延 長 は認 め られ なかった(Fig.2A,2B,

2C)。MBT2に 対 す るIFN一 γ の全 身投 与の有意 な抗

腫瘍 効果 は認 め られなか った。

マ ウス膀胱 癌MBT2移 植 腫瘍 に対 す るIFN・ γ遺 伝

子invivo直 接 導入 による抗腫瘍効果

IFN一 γ遺伝子がマ ウス膀胱腫瘍MBT2に 導 入 され

たKγ 群,Muγ 群 の腫瘍増殖 曲線 は,対 照群 と比較

して抑制 された.腫 瘍形成率 は対照群:8/8(100%),

Kγ 群:4/7(57%),Muγ 群:3/7(43%)で あ り

Muγ 群 で は対照群 に比較 し,有 意 に腫瘍形 成率 は減

少 した(P<0.05).腫 瘍 形成 の時期 もKγ 群,Muγ

群 で は対照群 に比較 して有意 に遅延 した(Fig.3).実

測 生存期 間 もKγ 群,Muγ 群 ともに生存期 間の延長

が認め られ,特 にMuγ 群 では有意 に生存期 間が延長

した(P<0.05)(Fig.4).IFN一 γ 遺伝 子 が導 入 され

たことによ り抗腫 瘍効 果が得 られた と考 え られた.

IFN・ γ遺伝 子導入に よるクラスIMHC抗 原 の発現の

変化

フローサ イ トメ トリーによるMBT2細 胞 表面 のク

ラスIMHc抗 原 の発現 の変化 をFig.5A,5B,に 示

した.リ ポ フェ クチ ン(Fig.5A)お よ び レ トロ ウイ

ルス(Fig.5B)を 用 いてMBT2にIFN一 γ の遺 伝子

を導 入 した細胞 のMHCclassI抗 原 の発現 は、親株

MBT2の もの と比較 し有意 に発現量が増加 していた。

考 察

IFN一γは細胞傷害性T細 胞(CTL)の 誘導,NK

細胞の活性化,マ クロファージの腫瘍傷害活性 の増

強,腫 瘍のクラスIMHC抗 原提示能の増強により,

抗腫瘍免疫を惹起するといわれている.こ の様に多彩

な機能を持つIFN一 γも,臨 床的に全身投与を行 った

ときには,周 知のとお り高い有効率は期待できない.

その理由の一つは,サ イ トカインは一般的に生体内で

の半減期が短 く全身投与では有効な濃度が得られない

ということが考えられる.

腫瘍局所でサイ トカインの機能を果たすためには,

ターゲットである癌細胞がIFN一 γを産生する様 に改

造 して,局 所的に持続的にIFN一 γが産生されればよ

いと思われる.そ の結果,CTLの キラー活性が増強

されたり,標 的腫瘍細胞のクラスIMHC抗 原の発現

が増強されCTLの 標的認識を高めて,CTLは 腫瘍

攻撃の能力をもち抗腫瘍効果が得 られる.

実際に我々の研究で も3・4),MBT2にIFN一 γ遺伝

子 を導入 したMBT2/γ ではクラスIMHC抗 原の発

現が増強されていた.ま たMBT2/γ を腫瘍ワクチン

として免疫 したマウスは,親 株のMBT2移 植は拒絶

するが,他 の腫瘍株(線 維肉腫C3H8.2)は 移植可能

なので,腫 瘍特異的な抗腫瘍免疫が得られたと考えら

れた.し かもこの抗腫瘍免疫はCD8抗 体が作用する

と働かないことより,CD8陽 性T細 胞が主体 となっ

ていることが示 された.
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IFN一 γ 遺伝 子 に 限 らずIL-2,IL-4,GM-CSF,

IFN一 α 等 のサ イ トカイ ン遺伝子 を種 々の マ ウス腫 瘍

細 胞 に導入 し,抗 腫 瘍効果 の ある こ とが示 されて い

る6・7)

どの サイ トカイ ン遺伝子 をどの腫瘍 に導入すれば,

よ りよい抗腫瘍効果が得 られ るか は,腫 瘍の性 格,個

体の 反応 性 に よって異 な る と思わ れ る.臨 床 の場 で

は,高 い抗腫瘍免疫が得 られるサ イ トカイン遺伝子 を

調べ て導 入す るこ とが理想的で あろう.

膀 胱癌 はBCG膀 注 療法が有効であ ることか らも示

唆 される ように,免 疫療法が有効であ ることが認め ら

れている数少 ない ヒ ト癌 の一つであ る.内 視鏡や膀注

によ る腫瘍 への ター ゲ ッテ ィングが容 易で あ るこ と

も,サ イ トカイ ン遺伝子治療の候補 と考 えられ る.サ

イ トカイ ン遺伝子導 入以外で は,wildtypep53遺 伝

子 を膀胱 癌細胞株 に導 入す る ことによ りH-rasの 発

現が抑制 されて腫瘍増殖 の抑制が報告 されてい る8)

また,ヘ ルペスウイルスのチ ミジ ンキ ナーゼの遺伝

子 を導入 した り9),ア デ ノウイルス をベ クター と して

遺伝子 導入 もこころみ られて い る10)今 後 も安全 性

を確 認 しつつ遺伝子治療 の臨床応用への道 を開いてい

くことが責務 である.

結 語

王)遺 伝子治療の基礎的実験 として,マ ウス膀胱癌

細胞株MBT2の 移植腫瘍に対 して,IFN一 γの全身投

与と,腫 瘍へのIFN一 γ遺伝子導入により抗腫瘍効果

が異なるかを検討 した.

2)マ ウス膀胱癌MBT2移 植腫瘍に対 してIFN一 γ

を皮下注あるいは腹腔内投与 した.腫 瘍形成の抑制,

生存期間の延長は認められず,IFN一 γの全身投与の

有意な抗腫瘍効果は認められなかった.

3)マ ウス膀胱癌MBT2移 植腫瘍に対 してIFN一 γ

遺伝子を腫瘍に導入した.腫 瘍形成の抑制,生 存期間

の延長が認められ,IFN一 γ遺伝子の腫瘍細胞への導

入により有意な抗腫瘍効果が認められた.

4)抗 腫瘍効果 は,IFN一 γ遺伝子の癌細胞への導

入により,癌 細胞表面のクラスIMHC抗 原の発現が

増強され,腫 瘍特異的な抗腫瘍免疫が得 られたためと

考えられた.
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