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膀胱癌細胞へのIFN一 γ遺伝子導入による癌免疫療法
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   We established constitutively an  interferon-r  (IFN-r) producing cell line (MBT2/r) from a 
mouse bladder cancer cell line (MBT2) by retroviral transfer of a mouse IFN-r cDNA. Although 
the in vitro cell growth of these cells was unaffected by the IFN-r production, their subcutaneous 
tumor growth in syngeneic  C3H/He mice was different;  MBT2/r tumor growth was more strongly 
suppressed (3/20) than that of MBT2 (10/10).  MTB2/r tumor growth was observed in nude mice (6/6). 
The mice immunized with  MBT2/r were resistant to tumor growth of the parental cells (7/9; 77%), 
but permitted the growth of another kind of C3H/He tumor line. These findings indicate that the 
reduced tumorigenicity of the IFN-r producing line was due to the augmented specific antitumor 
immunity, probably as aresult of the immunomodulatory effects of the  IFN-r derived from the tumor. 

                                              (Acta Urol. Jpn.  39: 1205-1208, 1993) 
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緒 言

近年,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 てき たD

インターフェロソーγ(IFN一 γ)も そ の よ うな サイ ト

カイ ンの一つであるが2・3),IFN一γ全身投与 では 生体

内での半減期が短 く有効な濃度 が え られ な い とい う

問題点がある。それ な らば逆に,タ ーゲッ トである癌

細胞がIFN一 γを産生す る様に改造 して生体 内に戻 し,

局所的に持続的にIFN一 γが産生 されれば,サ イ トカ

イン本来の機能が果たせ るの で は な い か と考 えられ

る.そ の結果IFN一 γ産生癌細胞は,生 体 内でサ イ ト

カイ ンネ ッ トワー ク,免 疫担当細胞 に影響を与えて腫

瘍に対 し特異的 な 免疫能 を 賦活す ると考え られ る.

つ ま り,IFN一 γ産生癌細胞が抗腫瘍 ワクチ ソとして

機能す ると予 想され る.

今回は,遣 伝子導入に よ りIFN一 γ産生細胞になっ

た マウス膀胱癌細 胞株(MBT2/r)を 用いて以下 のこ

とを明 らかに した.1)InVitroで の増殖能,2)正

常マ ウスに移 植 した場合の腫瘍形成 の有無,3)MBT

2/r移 植で腫瘍形成 のなか った マウスは,親 株MBT-

2に 対 して も腫瘍 を 拒絶するか?4)MBT2/γ 移植

で腫瘍形成 の なか った マウスは,抗 癌剤耐性MBT2

に対 しても腫瘍 を拒絶す るか?

材 料 と 方 法

細胞株:IFN一 γ の遣伝子 を 導入 す る親株 として,
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C3琵/難eマ ウス 浅来 の 膀既 癌 株MBT2(移 行 上 皮

癌)を 用 い た.MBT2は10%Fetalcalfserumの

RPMI培 養 液 で 培 養 し た.MBT2をcis-Platin食

有 培 養 液 の 中 で,約1年 培養 してadriamycln(AD・

R)講 姓 膀 貌 腫 瘍 細 胞株MBT2/ADRを 樹 立 した.

こ の抗 癌 剤 の 耐性 株 は,も と の 親 株 に 対 して,IC50

で 約5倍 のADR耐 性 を 獲得 して い た.

遣 伝 子 導入=レ トロ ウイ ル スベ クタ ー と して マ ウス

白癒 病 ウイ ル ス(MuLV)を 規 い てIFN-7の 遺 伝 子

を組 み 込 み,ペ クタv・・DNAを パ ッケ ー ジ ソグ細 胞

ψ2を 用 い て,ウ イ ル ス感 染 に よ りMBT2に 導入 し

た 銑 遺 伝 子 導 入 緬 駒 は,G418選 択 を 行 い,G4蓋8

耐性IFN一 γ産 生MBT2細 胞(MBT2/r)を え た.

MBT2〆 γ は2回 ク ロ ーニ ソ グ して,invitroで 細 胞

倍 加 疇 間 を 求 め,まtcuIFN一 γ の産 生 を 確認Lた.

鶏vltr◎ に お緯 る纈飽 増 薙:5X}03燧 の 簸BT2,

MBT-2/γ を お のお の5%CO2,37。Cで 培 養 し2日

毎4醸,ト ジヅ シ γ然 理 して細 胞 浮 遊 液 を柞 製 して細

胞 数 を 数 え た.培 養 皿 は お の お の3枚 ず つ用 い た.

IFNl舌 性 の灘 定:拶 翼 活{生はL繕 胞 の水 懸 生 巨内

炎 ウイ ル ス に よる細 胞 変 性(CPE=Cytopathiceffct)

の隠 止 率 を 灘定 す る こ とに よ り活 牲 を 求 あ た4).

実 験 動物3c3HIHeyウ ス,8～10週 齢 の 雄 を 用

いた.ヌ ー ドマ ウ ス も8～10週 齢 のC3H/Heマ ウス

を用 い た.細 胞 を 移 植す る場 舎 はO、1mlのPBSの

緬 飽 浮 遊 液 を 々 ウ スの 背 部へ 皮 下 淫 した 。

Invivoに おけ る腫 瘍 増殖:1.5×10s,5×IO5,1.5

×106のMBT2,MBT-2/7を お の お の マ ウ スに移 植

して 経 時 的 に腫 瘍 を 計 測 した.腫 瘍 体 積 は,π/6x(長

径)x(短 径)×(高 さ)で 算 出 した 。

ヌー ドマ ウスへ は1,5×105個 のMBT-2/γ を6匹 に

移 植 した.

1.5× 癖 偲 のMBT-2/γ を移 植後5遇 簡 して も,睡

瘍 を 作 らな か った マ ウス に は,反 対 側 の 背 部 に 同数 の

MBT2を 移 植 して 腫瘍 形 成 の有 無 を観 察 した,

結 果
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1.Invitroに お け る細 胞 増 殖 とIFN活 性

MBT2/γ はinV三tr◎ でIFN-rを 産 生 し(14Uf

m1),cellcycletimeは,MBT2:24時 間,MBT2/

7:28縛 闘 で あ り,有 意 の差 嫉 な か った(Table圭).

2.Invivoに おけ る腫 瘍増 殖

1)MBT2とM3T-2ノ γ の腫 瘍 彩 成 龍 の 違 い

1.5×105個 のMBT2細 胞 を,マ ウス に皮 下 注 す る

と100%(}oAO)腫 瘍 を形成 した.一 方,1.5×195ge

のMBT2/γ を マ ウス に 皮下 注 した 場 合 は,15%(3/

05101520253035doy

羅9・ 茎.Tumorgrowthcurve§ ◎fMBT2a轟 《圭

MBT2/γinmiceinjected1.5×106

cells.

20)し か腫 瘍 を 形 成 しなか った.し か し,MBT2!γ

を ヌー 〉"ptウス に 移 植す る と 茎総%(6f6)腫 蕩 を形 成

した(Tablel).

2)MBT・2/γ の 移 植 す る細 胞 数 と腫 瘍 形 成 率

マ ウス に 皮 下 淀す るMBT2frの 細 胞数 を,1.5×

}05,5x三 〇5,1.5× 隻06鰯 と増 やす と腫 瘍 形 成 率 は,0/8,

4/9,4/9と 増加 した.し か し 腫 瘍 の 大 き さはMBT2

に 比'較す る と小 さか った.

MBT2を 玉.5×董C5,5×IO§,L5x玉0ε 儘 皮 下 注 した

場 合 はす べ てIOOAO(6/6)腫 瘍 を形 成 した(Table2,

Fig・1)・

3,親 株MBT2に 対 す る免 疫 能 の獲 得

MgT2ノ γ を 癒 絶 し た マ ウ ス ⑲ノ捻〉 は,親 株 の

MBT2を 移 楠 して も78%(7!9)腫 瘍 を 拒 絶 した,さ

らにMBT2/7,MBT2を 拒 絶 した マ ウス にMBT2を

移 植 して もloo%(4/4)腫 瘍 は 拒絶 され た(Fi繕.2).

傷 抗 癌 黎 酎性 橡MBT2/AD… 《に 繋 す る免 疫 能 の獲
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Table2.MBT2andMBT2/γtumorformation

mmlce

No.ofccllsi【 噛ected

L5×1055× 且051.5× 正06

MBT2

MBT2/γ

6/6

0/8

6/6

4/9

6/6

4/9

Table3.ChallengewithMBT20rMBT2/ADR

ofmiceimmunizedbyMBT2/γ

ChallengedtumorTumorformation

MBT2

MBT2/ADR

2/9(22%)

0/8(0%)

NOrmalmiCeCOntrOl

MBT2/ADR 6/6(100%)

L5×105個 のMBT2/ADRを,マ ウ スに 皮下 注 す

る と100%(6/6)腫 瘍 を 形 成 した.し か しMBT2/γ

を拒絶 した マ ウス で は,MBT2/ADRを 移 植 して も

腫瘍 は 形 成 され な か った(0/8).ま たMBT2fr,MB-

T2を 拒絶 した マ ウ スにMBT2/ADRを 移 植 して も

すべ て腫 瘍 は拒 絶 され た(3/3)(Table3).

考 察

本研究において,1)IFN一 γ遺伝子をマ ウス膀胱癌

細胞株に奪入 し,そ の免疫原性の増強の程 度,造 腫瘍

性の低下をマウスの系で 明 らかに し,2)同 様の アプ

ローチが,制 癌剤耐性の克服に利用可能であ り,さ ら

に,3)IFN一 γ遺伝子 を導入 された腫瘍細胞 は抗腫瘍

ワクチ ンの作用を有す るこ とが示 された.

IFN一γは細胞傷害性T細 胞の誘 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

MHCI,MHCII抗 原提示能の増 強に よ り,IFN一 α/

β よ りも抗癌効果は強い とされている5).

IFN。γ遺伝子 にかぎ らずIL-2,IL-4,IFN一 α 等

のサイ トカイ ソ遺伝子を種 々のマ ウス腫瘍細胞に導入

し,抗 腫瘍 ワクチ ソ効果 の あ る こ とが 示 され てい
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る6-8).これ らの報告か らいえる ことは,腫 瘍細胞か ら

産生 され るサイ トカイソ量が高 くな くて も,ワ クチソ

効果が期待で きることであ る.サ イ トカイ ソは局所的

に少量で きわめて高い生物 活性を発揮で きる物質であ

ると考 えられているので,サ イ トカイ ン遺 伝子導入は

その生物活性を短期的 なものから,長 期持続的な もの

に変換 した と思われ る.

癌細胞にサイ トカイ ン遺伝子を導入 して惹起 された

免疫応答が腫瘍特異的か否かは文献的に二つ の報告 が

ある2・9).われわれの,MBT2にIFN一 γ遺伝子を導

入 した系 では,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え られ たと考え られ る(unpu-

blisheddata).

米国 ではNIHが い くつかの 臨床試験 に 許可を与

え,す でに メラノーマ,腎 癌,神 経芽細胞腫 の末 期癌

患老を対象に遺伝子治療が始 まっている1).癌 細 胞に

IL-2やTNF遺 伝子を導入 し免疫原性を高めた腫瘍

を ワクチ ンとして患老 に接種す る方 法や,TNF遺 伝

子を導入 して,抗 腫瘍 活性を増強 したTリ ソパ球 を患

者に投 与す る方法が施行されてい る.免 疫増強以外 で

は単純ヘルペスウイルスのthimidinekinasc遺 伝子

を癌細胞 に 導入 し,そ の後ganciclovirを 投与す る

ことに よってthimidinekinase遺 伝子導入細胞の破

壊をね らった臨床試験 も許 可されている.ま たア ンチ

セ ンスrasと 癌抑制遺伝 子p53を 癌細胞に導入 し脱

癌化をねらった試験 もある.

国内では ヒ ト癌における遺伝子治療 はまだ施行 され

ていないが,厚 生科学会議が平成5年4月15日 に 「遺

伝子治療臨床研究に関す るガイ ドライ ソ」を決めた こ

とに より,早 晩臨床応用 され る運び となった.こ の よ

うな機運 のたかま りつつあ る状況で,泌 尿器科癌 にお

ける遺伝子治療の臨床応用のために,基 礎科学者 と臨

床 医の共 同に よる基礎的なデ ータの蓄積 と将来を見定

めた実験計画 とその実行が急務である.

結 語

Lレ トロ ウイ ル スを ベ ク タ ーに して,マ ウス膀 胱 癌

株MBT2にIFN一 γ遺 伝子 を 導入 しMBT2/γ を 樹

立 した.

2.MBT2/γ は ヌー ドマ ウ スで は 腫瘍 を形 成 す るが,

C3HIHeマ ウ スで は腫 瘍 形 成 率 は 低下 した.

3.MBT2/rを 移 植 され て も腫瘍 を 形 成 しな か った

マ ウス で は,親 株 のMBT2を 移植 して も生 着せ ず,

抗 腫瘍 免 疫 を 獲 得 した と思 わ れ た.

4.MBT2/rは 癌特 異 的 な 免 疫 原,抗 腫 瘍 ワクチ ン と
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して有効 と思われた,

5.MBT2に 対 して抗腫瘍免疫 を 獲得 したマ ウスで

は,MBT2/ADR(MBT2のADR耐 性株)を 移植

しても腫瘍は形成 しなか った。抗癌剤 耐性の克服に,

IFN一γ遺伝子導入 の ア フ.P一 チは 利用可能 と考え ら

れた.

本研究 の一 部は文部省科学研究費 ← 般研究CO3670752,

CO5671313,B3454385)の 援助によ るものであ る.
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