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勝朕癌細胞に抗腫癌効果を発揮するBacillusCalmette-Gu6rin(BCG)
菌体成分の探索

吉 川 和 暁1) 盛 和 行1) 工 藤 誠 治1' 劉 星 星1)
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高 橋 信 好1) 鈴 木 唯 司l) 大 山 力1.2)

抄録 表在性勝朕癌に対するBacillusCalmette-Guerin(BCG)膜状注入療法の有効性は広く認められているが,生菌で
あるため副作用の頻度が高く,しばしば重篤な有害事象も認められる.本研究ではBCGに含まれる効果的な成分を兄い
だすことを目的にBCGの菌体を分画し.その抗腫蕩効果を検討した.BCG(Tokyo172株)を超音波処理またはオー ト
クレーブ処理後,遠心分離して上清と沈連に分画し,ヒト勝脱癌細胞株5637と混合培養した.BCG生菌と超音波処理
またはオートクレーブ処理上清画分は5637細胞の増殖を抑制し,ギムザ染色及びフローサイトメトリー解析によりアポ
トーシスが検出された.これらの結果は,上清中の成分がアポトーシスを介して5637細胞に細胞増殖抑制効果をもたら
すことを示唆し,これらの画分を精製することにより.より効果的で副作用の少ない新しい抗腫蕩薬の創薬が期待される.
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INVESTIGATIONOFACTIVEBACILLUSCALMETTE-GtJ丘RIN(BCG)
COMPONENTONBLADDERCANCERCELLLINE
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Abstract AIM:IntravesicalBacillusCalmette-Gu6rin(BCG)therapyisaneffectivetreatmentforsuperficialbladder
cancer.However,itsfrequentandsevereside-effectsweremajorobstaclesforclinicalsetting.Inthisstudy.BCG
wasfractionizedwithsimplemethodstofindanactivecomponent.METHODS:SonicatedorautoclavedTokyo
172BCGstrainwasfractionatedtosupernatantandprecipitate.ThesefractionswerecO-culturedwith5637human

bladdercance.rcellline(5637ccll)･Thegrowthinhibitoryeffecton5637ccllwasanalyzedbydyeexclusiontest.
3H-thymidinelnCOrpOration,cytologicexaminationwithGiemsastaining,andcellcycleanalysisusing且owcytometry.
RESULTS:LiveBCGandsupernatantfractionsobtainedbysonicationorautoclavesuppressedthegrowthof5637
cell.Thedark-Stainedspotssuggestingearlyphaseapoptosiswerefoundinnucleiof5637cellsbyco-culturedwith
liveBCGorsupernatantfractions.1nthesecells,theratiosofapoptoticcellswereincreasedcomparedwithnon-
treatedcells.CONCLUSION:TheseresultssuggestthatBCGhasadirectanti-tumoreffecttoinduceapoptosison
5637ccll.Supernatantfractionsobtainedbysonicationorautoclavemaintainedthedirectanti-tumoreffectsaswell
asliveBCG.FurtherpurificationofthesefractionsmayprovideanewBCGderivativeswhichhashighere侃cacy
withreducedtoxicity.
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緒 看

吉川,他

BacillusCalmette-Guerin(BCG)はウシ型結

核菌を弱毒化したものであり,Moralesらが表在

性膜肢痛に対する勝朕内注入療法の有効性を報告

して以来L).日常診療において広 く使用されてい

る.本療法の抗腫癌効果と再発予防効果はすでに

多くの臨床研究によって明らかにされ2),標準的

治療法としての意義が確立されつつある.しかし,

その作用機序については不明な点が多く,免疫系

を介した間接的作用,あるいはBCG自体の直接

的作用が想定されているが,有効成分の探索に関

しては黍明期を迎えたばかりである3).sasakiet

a1.4)は,ヒト膜肢痛細胞株 T24とBCGを混合培

養し,BCGの直接的抗腫癌効果を検討したとこ

ろ,T24の増殖抑制が認められ,アポトーシス細

胞が増加することを明らかにした.このことから,

BCGの抗腫癌効果の作用機序として,免疫学的

機序を介さない直接的作用の存在が示唆され,細

胞傷害にはアポ トーシスが関連していると考えら

れている.

一方,臨床におけるBCG瞭朕内注入療法では,

副作用が高頻度に認められ,治療の継続が阻害さ

れるとともに,時に重篤な合併症も報告されてい

る5).BCG菌体のどの成分が有効であるのか現在

まで明確にされていないが,菌体を分画すること

により有効成分を同定できれば,BCG生菌感染

によりもたらされる副作用がない,優れた治療法

となることが期待される.

そこで.本研究ではまず ヒ ト勝肢痛細胞株

5637に対するBCGの直接的抗腫疫効果を検証

した.次に,有効成分の探索を目的に,BCG生

菌,超音波処理画分,オートクレーブ処理画分と

5637細胞を混合培養して増殖抑制効果を評価 し

た.さらに,その抗腫癌効果にアポトーシスが関

与するか否かに関して検討を加えた.

対象と方法

1)細胞株

10%FBS添加RPMI1640培地で継代培養され

たヒト膜眺癌細胞株5637を用いた.

2)BCG株

Tokyo172株乾燥 BCGワクチン経皮用 (日本

ビーシージー製造株式会社)を用いた.

3)BCGの超音波処理

20mgのBCGを5mlの滅菌水に懸濁 し.超

音波破砕装置 (タイテックVP15S)を用いて40

分間超音波処理を行った.その後,3,000回転で

5分間遠心分離 し,上清を超音波処理上清画分

(sonicsup)とした.沈液を5mlの滅菌水に懸

濁し,12,000回転で5分間遠心分離し,得られた

沈速を5mlの滅菌水に懸濁し,これを超音波処

理洗液画分 (sonicppt)とした.また,両画分

を等量混合したものを超音波処理混合画分 (sonic

mix)とした.(Fig.1)

4)BCGのオー トクレーブ処理

20mg のBCGを5mlの滅 菌水 に懸濁 し,

121℃で15分間オー トクレーブ処理を行った.そ

の後,3,000回転で5分間遠心分離し,上清をオー

トクレーブ処理上清画分 (autosup)とした.汰

速を5mlの滅菌水に懸濁し,12,000回転で5分

間遠心分離し,得られた洗液を5mlの滅菌水に

懸濁し,これをオー トクレーブ処理沈漬画分(auto

ppt)とした.また,両画分を等量混合 したもの

をオー トクレーブ処理混合画分 (automix)と

した.また,20mgのBCGに滅菌水を加えずに

そのまま同様のオー トクレーブ処理を行い,5ml

の滅菌水に懸濁したものを無水オー,hクレープ処

理画分 (nowater)とした.(Fig.2)

5)走査型電子顕微鏡による観察

上記画分は,2.5%グルタルアルデヒド,2%オ

スミウム酸二重固定をした後,常法に従い,走査

型電子顕微鏡 (日立S600)にて観察した.

6)5637細胞とBCGの混合培養による生細胞
数の算出

組織培養用ディッシュ(直径 10cm,グライナ一

社)に,5637細胞の終濃度が2Ⅹ104個/mlにな

るように調整した細胞浮遊培地を注入し,3),4)

で調整した各画分及びBCG生菌 (liveBCG)を

それぞれ終濃度0.1mg/mlとなるように添加し.

37℃,5% CO2条件下で培養した.対鰐は,BCG

を添加せずに培養 した細胞 (control) とした.

培養開始 120時間後細胞を剥離 し, トリパンブ

ルー染色を行って生細胞数を光学顕微鏡的に算出

した.生細胞数の測定は5回行った.
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7)5637細胞とBCGの混合培養による3H-チ
ミジン取り込みの測定

細胞培養用96穴マイクロプレー ト(平底,蓋付,

イワキ社)に,6) と同様に調整した各混合培地

を,200〟1ずつ各種 3ウェルに接種 し,37℃,

5% CO2条件下で培養 した.120時間培養後.

各ウェルにメチル-3H-チミジン (37MBq/ml,

Moravec社)を37kBqずつ加え,16時間培養

を継続した.上清を除き,セルハ-ベスタ (フタ

バメディカル社)により細胞をラボマッシュ用

フィルター (フタバメディカル社)に収集した.

フィルターを乾燥後,ミニバイアル (WHEATON

社)に各ウェル分を移し,液体シンチレーターと

してクリアゾルⅢ (ナカライ社)を用いてβカウ

ンター (アロカ,LSC-3500)で測定時間4分で

測定した.結果は,各種BCG画分3ウェルの測

定値の平均値とした.3H-チミジンの取 り込み

の測定は6回行った.

8)細胞核の形態学的変化
8ウェルチャンバースライド (Nunc社)を用

い,6)と同様に調整した各混合培地を,200〟1

ずつ各ウェルに接種し,37℃,5% CO2条件下で

120時間培養した.上清を除きメタノールで固定

し,ギムザ染色を行い,細胞核の形態を光学顕

微鏡にて観察した.1視野で100個以上の細胞を

数え.10視野分の測定値を基に核内に濃染部分

(apoptoticbody)が見られた細胞の割合を算出

した.

9)フローサイ トメ トリーを用いたPropid山m
lodide法 (Pl法)によるアポ トーシス細胞
の検出

組織培養用ディッシュ (直径6cm,イワキ社)

を用い,5637細胞の終濃度を1Ⅹ104個/mlとし

て6)と同様に培養した.120時間培養後,細胞

を剥離し,培養上清とともに回収し,2,500回転

で5分間遠心分離した.沈殿をPBS(-)で1回洗

浄した後,200〟1の70%水冷エタノールを加え,

-20℃で30分以上固定した.次に,2,500回転で5

分間遠心分離し,上清を除去した.沈殿をPBS(-)

で1回洗浄した後,100〟1のPBS(一日こ再浮遊させ,

1〟1のRNaseA(10mg/ml)溶液を加え37℃で

30分間反応した.2,500回転で 5分間遠心分離し,

沈殿を100〟1のPBS(-)に浮遊させ,5〟1のPI
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(1mg/ml)溶液 (Wako社)を加え混和 し,暗

所で30分間染色 した.50〟mのナイロンメッ

シュを通し,フローサイトメーター (FACScan,

BECTONDICKINSON社)を用い,細胞周期の

解析を行い,アポトーシス細胞の割合を算出した.

細胞周期解析は5回行った.

10)統計解析

各群間の統計学的解析はMann-WhitneyU-test

を用い,p<0.05を有意とした.

結 果

1.超音波処理及びオー トクレーブ処理各画分の

走査電子顕微鏡観察

BCGを超音波処理及びオー トクレーブ処理し

た後に走査電子顕微鏡にて観察すると,沈薩分画

では種々の程度に破壊された菌体が観察された.

上清中には粒子状の構造物はほとんど存在せず,

nowaterでは菌体が凝集して認められた.(Fig.1,

2)

2.5637細胞とBCGの混合培養による生細胞
数

5637細胞をliveBCGと120時間混合培養す

liveBCG

sonicppt

‥veBCG

I

sonication

Fig.1 Scanningelectronmicroscopic(SEM)丘ndingsof
sonicatedBCG.

LiveBCGwassonicated,centrifugedat3,000
r.p.m.andfractionatedtoprecipitate(sonicppt)
andsupernatant(sonicsup).SEM findingsof
liveBCG,Sonicsupandsonicpptfractionswere
shown.Varioussizedparticleswereobserved
insonicppt,butnotinsonicsup.Original
magni丘cationisx5,000.



EJlL 1%

liveBCG

l
autoclave

(autoclavedw.thoutwater) auto sup autoppt

Fig.2 Scanningelectronmicroscopic(SEM)丘ndingsof
autoclavedBCG.

LiveBCGwasautoclaved,centrifugedat3.000
r.p.m.andfractionatedtoprecipitate(autoppt)
andsupernatant(autosup).BCGwasalso
autoclavedwithoutwater(nowater).SEM

findingsofliveBCG,autosup,autopptand
nowaterfractionswereshown.Varioussized

particleswereobservedinautoppt,butnotin
autosup.Aggregatedparticleswereobservedin
nowater.Originalmagni丘cationisx5,000.
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Fig.3 Viablecellcountsof5637bladdercancercellco-
incubatedwithsonicated,autoclavedorliveBCG.
BCGwassonicatedorautoclaved.centrifugedand
thenfractionatedtosupernatantandprecipitate.
ThesefractionswerecO-culturedwith5637
humanbladdercancercelllinefor5days.Viable
cellswerecountedbytrypanbluestaining.
Viablecellsweresigni丘cantlydecreasedinsonic
sup,sonicmix,autosup,automixandliveBCG
comparedwithcontrol.

ると,生細胞数はcontrolに比 して47.6%であ

り,有意な増殖抑制効果を認めた (p<0.05).超

音波処理画分では,sonicpptと混合培養しても

生細胞数は91.0%と抑制が見られないのに対し

て,sonicsupでは67.6%と増殖抑制が見られた

(p<0.05).またsonicmixでも,52.5%と抑制が
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□ no wate｢ 844%
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Fig.4 3H-thymidineincorporationof5637bladdercancer
cellco-culturedwithsonicated,autoclavedorlive
BCG.

BCGwassonicatedorautoclaved,centrifugedand
thenfractionatedtosupernatantandprecipitate.
ThesefractionswerecO-culturedwith5637
humanbladdercancercelllinefor5days.Then
cellswereco-incubatedwithmethyl-3H-thymidine
for16hr.Thegrowthsuppressionof5637cell
wasanalyzedby3H-thymidineincorporation.
Cellulargrowthwassignificantlysuppressedin
sonicsup,sonicmix,autosup,automixandlive
BCGcomparedwithcontrol,

見られた (p<0.05).オートクレーブ処理画分で

は.autopptで88.6%と抑制が見られないのに対

して,autosupでは68.1%と増殖抑制が見られ

た (p<0.05).またautomixでも,60.5%と抑制

が見られた (p<0.05).nowaterでは81.4%と有

意な抑制は見られなかった.(Fig.3)

3.5637細胞とBCGの混合培養による3H-

チミジン取り込み

liveBCGと混合培養した場合がcontrolに比し

て56.8%と最も抑制効果が大きかった (p<0.05).

超音波処理画分では.sonicpptが99.7%と抑制

が見られないのに対して,sonicsupでは63.3%

と有意な増殖抑制 を示 した (p<0.05). また

sonicmixでも61.3%と有意な抑制が見られた

(p<0.05).オートクレーブ処理画分ではautoppt

で89.4%と抑制が見られないのに対して,auto

supでは69.6%と増殖抑制が見られた (p<0.05).

またautomixでも, 63.0%と有意な抑制が見ら

れた (p<0.05).nowaterでは84.4%と顕著な抑

制は見られなかった.(Fig.4)

4.細胞核の形態学的変化

細胞増殖を抑制した上清画分の添加により,初

期のアポトーシスを示唆する核内濃染色像が観察
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sonicsup sonicppt sonlC mlX

autosup autoppt automix

nowater 一iveBCG

Fig.5 ApoptoticbodiesvisualizedbyGiemsastaining
BCGwassonicatedorautoclaved,centrifugedandthenfractionatedtosupernatantandprecipitate.These
fractionswerecO-culturedwith5637humanbladdercancercelllinefor5days.Cellswerestainedby
Giemsastainlng.Dark-StalnedspotsindlCatedbyarrowheadsareshowninsonicsup.sonicmix.autosup,
automixandliveBCGfractions.

Table.Percentageofpositivecellsshownbydark-stajlledspots.

positivecells(0/o)+ pvalue

sollicsup

sollicppt
SOnlCmlX

autosup

autoppt
automix

nOWater
liveBCG

control

6

2

4

0

3

0

｣
1

5

7
9

5

,-
1
1

8

4

9

2

7

2

±
±

±

±
±

±

±
±

±

1
.
2

4

5
6
2

4
2

7

7

7
4

9

9

4

7
3

6

2

3

2

3

4

0.0002

0.4963

0.0002
0.0002

0.0696

0.0002

0.5708
0.0002

◆Valuesareexpressedasmean+/-stalldarddeviatioll.
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され,その割合はcontrolに比 して有意に多かっ ポ トーシス細胞の割合が controlに比 して有意に

た (p<0.05).(Fig.5,Table) 増加した (p<0.05).なお,autopptとnowaterは,

5.フローサイ トメ トリーを用いた Pl法による オー トクレーブ処理によりそれ自体が凝集してい

アポ トーシス細胞の検出 るため,フローサイトメトリーによる解析におい

細胞増殖を抑制した上清画分の添加により,ア てアポ トーシス細胞として誤認識されたため,細
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□ sonlCSUP 2･28%

□ sonicppt l･80%

∈】sonlCmix 2.21%

□ autosup 4.49%

Ej autoPPt 143%

□ automlX 373%

□ nowater O86%

□ llVeECG O･53%

[コ contr01 1.80%

* p〈0.05vscontrol

Fig.6 Theratioofapoptoticcellsof5637bladdercancer
cellco-incubatedwithsonicated,autoclavedorlive
BCG.

BCGwassonicatedorautoclaved,centrifugedand
thenfractionatedtosupernatantandprecipitate.
ThesefractionswerecO-culturedwith5637
humanbladdercancercelllinefor5days.Cells
andculturesupernatantwereharvested,stained
withPI,thenanalyzedbyFACScan.Theratioof
apoptoticcellswassigni丘cantlyincreasedinsonic
sup,sonicmix,autosup,automixandliveBCG
comparedwith'control.Asautopptandnowater
themselveswereaggregatedandmisidentified
asapoptoticcell,barsinthesefractionswere
indicatedassubtractedtheseinauences,

胞を加えない系で補正した値を用いた.(Fig.6)

考 察

sasakieta1.4'はBCG生菌がT24に対 して細

胞増殖抑制効果を示し,免疫系を介さずに直接ア

ポ トーシスを誘導することを示したが,本研究に

よって5637細胞においてもBCGの直接的細胞

増殖抑制効果が証明された.BCG菌体成分中で,

何が有効成分であるのかを探求する試みは古くか

ら行われ,細胞壁成分を分離して免疫療法として

用いる試みもある6).しかし,BCGの直接的抗腫

疲効果として,菌体のどの成分が有効であるのか

は未だに明確にされてはいない.我々はBCGの

直接的抗腫蕩効果を確認した上で,超音波又は

オートクレーブにより破壊した後に,上清と沈直

画分に分けて,その直接的抗腫蕩効果について検

討を加えた.

まず,超音波処理及び遠心分離により上清と沈

殿に分画した後に,どの画分が抗腫蕩効果を有す

るのか,さらに両者の混合により相乗効果が現れ

るのかを検討した.生細胞数の測定と3H-チミジ

ンの取 り込みの測定の結果より,上清画分に由来

する成分により細胞増殖抑制が見られた.また.

上清画分と混合画分とで増殖抑制の効果に大きな

差が見られないことから,混合画分での増殖抑制

は主に上清画分に由来するものと考えられた.超

音波処理による細胞壁破壊と遠心分離による分画

によって抗腫蕩効果は大幅に減弱すると予想した

が,実際には超音波処理後でも抗腫蕩成分が残存

することが示された.

本研究でのオー トクレーブ処理は滅菌水に懸濁

したものと,加えないもの(nowater)とで行った.

死菌BCGを得る方法としては,これまでにγ線

照射7)や100℃ 8)での煮沸,あるいはオー トクレー

ブ処理を採用しているが,一定のコンセンサスが

得られている方法はない.本研究において滅菌水

を加えずに菌体のみをオートクレーブ処理した場

合 (nowater)は菌体が焦げた状態になり,これ

を培養細胞に加えても細胞増殖抑制効果は認めな

かった.したがってこの処理方法で得られた菌体

は死菌と断定していいものと考えられた.一方,

滅菌水に懸濁したBCGの場合,生細胞数の測定

と3H-チミジンの取 り込みの測定の結果より,超

音波処理と同様上清画分に細胞増殖抑制が見られ

た.BCGを水中に懸濁して処理した場合は,高

熱と高圧に安定な成分が生理活性を保って効果を

示したものと考えられた.

以上の点より,超音波処理,オー.トクレープ処

理いずれの処理を施しても上清画分に細胞増殖を

抑制する成分が存在することが示唆された.

超音波処理によるBCGの菌体分画採取は,従

来免疫学的機序を介した間接的抗腫蕩効果を検討

するために可溶性タンパク質を抽出する目的で行

われてきた.Gulleetal.9)はBCGを超音波処理

で得られた可溶性タンパク質とBCGで免疫した

牛T細胞を反応させ,免疫学的作用機序に関与

する成分を検出している.著者らも,超音波処理

後BCGを用いてリンパ球の増殖能の検討を行っ

たが,超音波処理後もリンパ球の活性化作用は維

持された 10)

これまでの報告では超音波処理後に,超遠心分

離やフィルター通過することで不溶性成分として

細胞壁成分が除去されている8,9).本研究では超

音波処理後,特に細胞壁成分を除去することはし
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ておらず,また,3,000回転による遠心分離とい

う方法から,上清画分にも細胞壁成分は含まれる

ものと考えられる.走査電子顕微鏡による観察結

果では,細胞壁の破壊が確認された.細胞壁成分

としての脂質,糖鎖,表面抗原タンパク質,また

は,細胞壁が壊れたことにより漏出した可溶性の

各種細胞成分のいずれかに効果があるものと考え

られる.

さて,BCGの直接的抗腫癌効果の機構 として

はアポトーシスが考えられる.抗腫蕩効果を有し

た上清画分との混合培養後に点状の核の濃染部分

が検出された.このことはアポトーシスの初期段

階を反映していると考えられた.さらにPI法に

よる解析から実際にアポトーシス細胞が検出され

た.このアポ トーシス誘導の機序としてCheng

etal.ll)は,BCGは細胞表面に多数存在する糖タ

ンパク質であるフィブロネクチンのC末側のヘ

パリン結合部位に接着することを兄いだした.さ

らにShemtoveta1.12)は,1ymphokine-activated

killer(LAK)細胞はT24に対してアポ トーシス

を誘導するが,抗フィブロネクチン抗体により

BCGの接着を阻害すると抗腫蕩効果は減少する

と報告した.また,フィブロネクチンは細胞間マ

トリックスとしての作用を持ち13),造血系ではア

ポ トーシスを誘導することが示されている13･14)

今回の検討で抗腫蕩効果が証明された上清画分を

用いてアポトーシス誘導におけるフィブロネクチ

ンの関与について解析することが今後の課題であ

る.

BCGの膜艦内注入療法では,Lamm etal.15)は

1,278例中の2%に入院を要する合併症が生じて

いると報告しており,我々も高度萎縮膜朕の4例,

難治性関節炎の2例,間質性肺炎の1例を報告し

ている16).さらに,Rawlsetal.17'は敗血症の5

例 (うち3例は死亡),Fishmannetal.18)は結核

性脊椎炎の1例を報告している.このような重篤

な副作用を防ぐためにも,BCGの有効成分を同

定し,生菌に比し副作用の少ない治療法の開発が

待たれている.

結 語

ヒト膜眺癌細胞株5637に対するBCG生菌及

び超音波処理,オー トクレーブ処理画分の抗腫蕩
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効果を検討した.BCG生菌が最も顕著な細胞増

殖抑制効果を呈したが,超音波処理,オートクレー

ブ処理上清画でも有意な抗腫癌効果を示した.そ

の作用機序はアポトーシスによることが示唆され

た.
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