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研究成果の概要（和文）：一部の大腸菌などから分泌される遺伝毒性物質コリバクチンが、大腸発がんに関与す
る可能性について調査した。大腸がん患者34名から分離した大腸菌729株について、コリバクチン生合成遺伝子
の有無を調べた結果、11名から450株のコリバクチン産生菌(clb+)を得た。腫瘍部位におけるclb+株の出現率
(72.7%, 327/450)は、非腫瘍部位における出現率(44.1%, 123/279)よりも有意に高く、腫瘍部位にclb+株の集積
が起きていることが分かった。さらに、clb+株の遺伝子発現解析などにより、コリバクチン産生機構と大腸発が
んに関する基礎的な知見を収集することができた。

研究成果の概要（英文）：Colibactin is a genotoxin produced by a part of Escherichia coli is often 
isolated as an intestinal commensal. In this study, to clarify the relationship between commensal E.
 coli and colibactin production in Japanese colorectal adenocarcinoma, we investigated 729 E. coli 
strains isolated from tumor and its surrounding non-tumor regions of 34 Japanese colorectal 
adenocarcinoma patients. A total of 450 clb genes-positive (clb+) strains were isolated from 11 
patients. The prevalence of clb+ strains in tumor regions was significantly higher than that in 
non-tumor regions. In addition, we demonstrated that hemolytic (hemolysin+) clb+ strains were 
dominant in tumor regions, and these bacteria accelerated the production of N-myristoyl-D-asparagine
 (N-myr-Asn), a by-product of colibactin biosynthesis. These results suggested that E. coli, 
equipped with both hemolysin and colibactin, possess an advantage in colorectal colonization and 
subsequent carcinogenesis.

研究分野： 医歯薬学

キーワード： コリバクチン　大腸菌　腸内細菌

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ここ数年、大腸がんの罹患率は部位別の上位を占め、さらに他のがんと比較すると増加が著しい。腫瘍部位にお
けるコリバクチン産生菌の優占化および大腸がんや炎症性腸疾患の患者におけるコリバクチン産生菌の高い検出
率から、大腸におけるコリバクチンの産生増加が、大腸がんの発生に関連するリスクファクターの1つであるこ
とが推測される。それゆえ、本研究の成果はコリバクチン産生菌の大腸粘膜上皮への局所的な集積を防ぐ腸内環
境の是正方法やコリバクチン産生の制御法の開発へとつながり、さらにはコリバクチンを精度の高い大腸がんの
リスクマーカーとして確立できれば、優れたがんの一次予防戦略と成り得る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
コリバクチンは宿主細胞の DNAに二本鎖切断を起こし、続いて細胞周期の停止や細胞の多核
化を誘導する。これまでに、大腸がんおよび炎症性腸疾患患者において、健常者よりもコリバク
チン産生大腸菌の検出率が高いこと、腸管の炎症が亢進しているマウスへのコリバクチン産生
大腸菌の感染で、大腸上皮細胞に染色体分配異常が観察されることから、慢性炎症から引き続く
大腸がんの発生にコリバクチン産生大腸菌の関与が疑われている。しかし、従来の方法ではコリ
バクチンの合成は困難であったため、コリバクチンの産生誘導シグナルはおろか、研究開始時点
ではその化学構造ですら明らかにされていなかった。 
 
２．研究の目的 
一部のコリバクチン産生菌は腸内細菌として宿主と共生しており、約 30%の健常人の糞便か
らも検出されている。菌と宿主細胞とが接触しない限り、コリバクチンの遺伝毒性作用は観察さ
れず、また、実験室における一般的な培養条件下では、一連のコリバクチン生合成遺伝子群の発
現は非常に低い。そのため、どのような刺激がコリバクチンの産生誘導や分泌促進の引き金とな
り、共生菌を病原菌へと転換させるのかについては不明である。そこで本研究では、コリバクチ
ンの産生が盛んであると予想される大腸がん患者から当該菌を分離し、コリバクチン産生誘導
シグナルに関与する因子の解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) 大腸がん患者由来コリバクチン産生菌株の分離 
大腸がん患者 34 名の組織サンプルは、外科切除時の病理診断後に−70℃で保存されていた残
余組織を用いた。大腸組織から DNA を抽出し、3 つのコリバクチン生合成遺伝子 clbB、clbH
および clbP について、それぞれに特異的なプライマーを使った PCR にて検出した。さらに、
腫瘍部位またはその周囲の非腫瘍部位の組織サンプル 100 mgと 300 µLのリン酸緩衝食塩水と
をホモジナイズし、直径 100 µm のメッシュでろ過して得られたろ液を 3 枚のマッコンキー寒
天培地に播き(100 µL/枚)、37℃で一晩培養した。培地上に育成した大腸菌様コロニーを 1組織
サンプルにつき最大 50コロニーまで無作為に選択し、PCRにより菌種同定、大腸菌の系統発生
群分類および ERIC プライマーを用いた DNA フラグメント多型解析を行った。溶血性の判定
は、血液寒天培地に菌を接種し、37℃で一晩培養後、培地上に育成したコロニー周囲の溶血環形
成の有無で行った。細胞を膨化させる大腸菌の病原性因子である細胞毒性壊死因子(CNF)および
細胞壊死性膨化毒素(CDT)は、それぞれに特異的なプライマーを使用した PCRにて遺伝子を検
出した。遺伝子欠損株は Gene Bridges社の Red/ET recombinationシステムを用いて作製し、
PCRにてその遺伝子の全長がないことを確かめた。 
 
(2) コリバクチン産生量の比較 
① HeLa細胞への感染実験 
コリバクチン産生大腸菌を培養細胞にMOI：100 (細胞１個に対する菌数：100)で 4時間感染
させ、菌を除いて 3日間培養すると、細胞増殖阻害による多核化、細胞老化による巨細胞化およ
び細胞死による細胞数の減少などの遺伝毒性作用が観察される。病原性因子の有無から選出し
たコリバクチン産生大腸菌 4株(ECKW50、ECKW252、ECKW253および ECKW401)をHeLa
細胞に感染させ、3日間培養した後の細胞をメチレンブルーで染色し、顕微鏡で観察した。また、
観察後に細胞からメチレンブルーを抽出し、OD660における吸光度を測定することで、遺伝毒性
作用を定量化した。さらに、4時間の感染終了直後に細胞死が既に起きている像が観察されたた
め、細胞膜傷害の指標となる乳酸脱水素酵素(LDH)の量も測定した。 
 
② N-ミリストイル-D-アスパラギン(N-myr-Asn)の測定 

ClbP は菌の内膜に局在し、ClbM によってペリプラズムに輸送されてきたコリバクチン前駆
体をコリバクチンとN-myr-Asn１分子ずつに分解する。そこで、N-myr-Asnの産生量を測定す
ることで、間接的にコリバクチン産生量を推定できる。37℃で 48時間培養した菌液からN-myr-
Asnを塩酸酸性下酢酸エチルで抽出し、HPLC-MSで分析した。検量線は合成した N-myr-Asn
を用いて作成した。ピークの高さはリファレンス(m/z+ = 343)のピークの高さで、菌数は OD595
における濁度でそれぞれ標準化した。クロマトグラムのピーク面積から算出される N-myr-Asn
の量について、ECKW1株の値を 1とし、株間におけるN-myr-Asn産生量を相対的に比較した。 
 
③ コリバクチン産生遺伝子発現の株間比較 
各遺伝子の発現解析は、対数増殖期(OD600 = 0.4)まで培養した菌液から抽出した RNAと各遺
伝子に特異的なプライマーを用いて、リアルタイム PCRにて行った。大腸菌の 16S rRNA (rrsA)
を内部標準として標的遺伝子のmRNA量を標準化し、株間における遺伝子発現量の比較を相対
的に行った。 



 

 

本研究は、浜松医科大学(承認番号：G14-260)および静岡県立大学(承認番号：29-26)から倫理
的承認を得ている侵襲性と介入のない後ろ向き調査であり、すべて匿名で行われた。ゆえに、書
面によるインフォームドコンセントは必要ないが、その代わりに、日本の被験者を含む医療およ
び健康研究のための倫理ガイドラインに従い、研究を示す文書目的と意義を浜松医科大学のウ
ェブサイト (https://www.hama-med.ac.jp/research/clinical-res/erc/disclosure-info/h26.html)
に掲載している。 
 
４．研究成果 
(1) 大腸がん患者由来コリバクチン産生菌株の分離 
① 大腸組織からのコリバクチン産生菌株の分離 
ヒトから分離されたコリバクチン産生菌のほとんどが大腸菌であるとのこれまでの報告を基
に、腸内細菌から分泌されたコリバクチンが大腸発がんのイニシエーターとして機能するとの
仮説の検証を行う上で、まず本研究では、日本人コホートにおけるコリバクチン産生大腸菌と大
腸発がんとの関連性について調べた。基本的な患者情報が全て揃っている大腸がん患者 34名(男
性 24名、女性 10名、年齢：中央値 72.0歳)から外科的に採取され、病理学的検査により腫瘍部
位またはその周囲の非腫瘍部位と診断された大腸組織サンプルからコリバクチン産生遺伝子群
陽性(clb+)株の分離・同定を試みた(図 1)。その結果、11名(32.4%)の腫瘍部位から clb+株を分離
した(表 1)。この 11 名中 7 名は非腫瘍部位からも clb+株が分離された。また、腫瘍部位から得
られた全大腸菌 450株のうち、327株(72.7%)が clb+株であったのに対し、非腫瘍部位では 279
株中 123株(44.1%)と腫瘍部位と比べ有意に clb+株の出現率が低かった。さらに、分離された clb+

株は全て大腸菌系統発生群 B2群に分類された(図 2)。 

② コリバクチン産生大腸菌の遺伝的解析 
大腸組織サンプルから得られた clb+株は分離コロニー数が多くても、同一の起源を持つクロ
ーンである可能性がある。よって、これら clb+株について ERIC-PCRによる DNAフラグメン
ト多型解析を行い、菌の遺伝的な多様性について調べた。その結果、同一患者に由来する clb+株
でも予想以上にバンドパターンが異なっており、ある患者由来の clb+株では 11グループもの異
なる遺伝的背景を持っていることが分かった(図 3)。 
コリバクチンによる宿主細胞の形態変化とよく似た現象を起こす大腸菌の病原性因子として、
細胞毒性壊死因子(CNF)および細胞壊死性膨化毒素(CDT)がある。clb+株におけるこれらの病原
性因子の有無についても PCRで確認した。その結果､CNFと CDT の両方を併せ持つ株はなか
った。また、患者個人ごとに分離された clb+株における両遺伝子の保有状況は統一されていた。
ただし、患者#19から分離された clb+ 62株は、cnf −/cdt− 24株と cnf +/cdt− 38株に分けられた。
大変興味深いことに、腫瘍部位における cnf +/cdt−株の出現率(81.4%、35/38)は、非腫瘍部位に
おける出現率(15.8%, 3/38)と比べて有意に高かった。一方、非腫瘍部位における cnf −/cdt−株の
出現率(84.2%, 16/24)は、腫瘍部位における出現率(18.6%、8/24)と比べて有意に高かった。 



 

 

以上の結果から、以降の実験で株間の比較・検証に用いる clb+ 4 株(ECKW50：cnf +/cdt−、
ECKW252：cnf −/cdt−、ECKW253：cnf +/cdt−、ECKW401：cnf −/cdt+)を選出した。 
 
(2) コリバクチン産生量の比較 
① コリバクチン産生大腸菌感染HeLa細胞における表現型の比較 
コリバクチンと CNFもしくは CDTが共存し
ている場合の宿主細胞の細胞周期の停止や細胞
老化への影響の度合いを調べるために、HeLa細
胞への感染実験を行った。clb+株をHeLa細胞に
4時間感染させた後、菌を除去し、さらに 3日間
培養した。その結果、細胞老化の程度は CDTを
持つ ECKW401で有意に低く、CNFを持たない
株間(ECKW252 vs ECKW401)でも有意な差が
みられた(図 4)。 
さらに、ECKW50 および ECKW253 では

HeLa 細胞に対する細胞膜障害活性が観察され
たため(図 5)、全 clb+株の溶血性(ヘモリシン産生)
の有無を調べた。その結果、溶血性を示す株は全
て CNF を保有しており、また、CNF を保有す
る株は全て溶血性を示した。つまり、(1)—②にお
ける CNF保有株の出現頻度の記述は、「溶血性
を示す clb+株の腫瘍部位における出現率は非腫
瘍部位における出現率と比べて有意に高く、溶血
性を示さない clb+株の非腫瘍部位における出現
率は腫瘍部位における出現率と比べて有意に高
い」と言い換えることができる。 
そこで、コリバクチンと CNFのどちらが細胞
周期の停止や細胞老化の結果生じる細胞膨化現
象により強く関与しているのかを明らかにする
ため、clbPを潰したコリバクチン欠損株と cnf欠
損株を作製し、HeLa細胞へ感染させた。その結
果、コリバクチン欠損株でのみ細胞の膨化が消失
した(図 6：ECKW50)。よって、細胞老化の象徴
である細胞の膨化を起こす遺伝毒性物質の本体
はコリバクチンであることが示された。 
 
② 間接的なコリバクチン産生量の測定 

HeLa細胞への感染実験において、有意な差は
見られないものの溶血性のある ECKW50 およ
びECKW253の方が溶血性のないECKW252よ
りも細胞の膨化が進行している傾向にあったこ

とから(図 4)、溶血性の有無により、コリバクチ
ン産生量に差があるかどうかを調べた。N-myr-
Asn産生量を測定すれば、間接的にではあるがコ
リバクチン産生量が推定できる。そこで、全 clb+

株間で産生量を相対的に比較するために、腫瘍組

織から分離された溶血性のある ECKW1 の値を
基準(= 1)としてN-myr-Asn産生量を算出した。
その結果、分離された組織の性状に関係なく、溶

血性のある clb+株は溶血性のない clb+株と比べ

N-myr-Asn産生量が有意に多かった (図 7、黒：
ECKW1、緑：患者#19由来株)。つまり、溶血性
のある clb+株ではコリバクチン産生がより盛ん

に行われていることが推測された。 
これまでの結果から、溶血性のある clb+株はヘ

モリシンの細胞膜障害活性により炎症を起こし

て、粘膜上皮の局所を自らが増殖しやすい環境に

改変し、定着したその部位で盛んにコリバクチン

を産生・分泌することで、結果としてコリバクチが大腸発がんのイニシエーターとして機能して

いる可能性が示唆された。 



 

 

③ コリバクチン産生遺伝子発現の株間比較 
溶血性のある clb+株が腫瘍組

織から有意に多く分離され、かつ

N-myr-Asn 産生量、つまりコリ
バクチン産生量が溶血性のない

clb+株より有意に多いことが分

かった。そこで、コリバクチン生

合成遺伝子群のうち、コリバクチ

ンの生合成に直接係わる clbB、
clbHおよび clbP、コリバクチン
遺伝子クラスターの発現調節に関与すると考えられている clbR、コリバクチンの毒性から菌体
自身を保護する clbSの 5遺伝子の発現を比較した。しかし、予想に反してヘモリシンの有無に
よりコリバクチン生合成遺伝子発現に関する有意な差は見られなかった(図 8)。つまり、ヘモリ
シンやCNFの存在はコリバクチン自体の生合成やその遺伝子群の発現などには無関係であるこ
とが示唆された。ゆえに、ヘモリシンや CNFは菌体内におけるコリバクチンの輸送に何らかの
影響を与えている可能性があり、今後、コリバクチン前駆体のペリプラズムへの輸送に係わる

ClbMやヘモリシンと CNFの分泌機構に関する分子まで調査範囲に入れる必要がある。また、
溶血性のない ECKW252 でも溶血性のある clb+株とほぼ同等の細胞の膨化現象を起こしている

ことから、ヘモリシンと CNFの産生から分泌へ至る経路に関与する因子が、コリバクチンの分
泌制御を乱してClbPによるN-myr-Asnの切断を亢進させている可能性も考えられる。さらに、
CDT保有株 ECKW401では、コリバクチン生合成遺伝子群の発現が他の株と同等であるにも関
わらず、N-myr-Asn産生量および細胞膨化活性が低かったことから、ClbPの機能阻害などによ
るコリバクチンの分泌抑制が起きていることが示唆された。 

 
本研究の結果をまとめると、溶血性のあるコリバクチン産生大腸菌は腫瘍部位に集積してお

り、宿主細胞に常に遺伝毒性物質を曝露させている可能性が挙げられる。残念ながら、コリバク

チン産生菌が積極的に腸管上皮に炎症を起こすのか、それともなんらかの原因で腸管上皮のバ

リア機能が破綻した場所に定着しやすいのかについては、本研究の成果からでは不明である。し

かし、日本人においても腸内細菌として存在しているコリバクチン産生大腸菌がヘモリシンに

よる炎症を介して大腸発がんに関与しているという可能性の一端を提示できたと考える。 
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