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研究成果の概要（和文）：Aspergillus oryzaeの培養上清から抗膵癌分子heptelidic acidを同定した。この分
子はp38 MAPK経路を介して細胞死を誘導した。また、マウス摘出小腸を用いた検討にてheptelidic acidが腸管
を通過して膵へ到達し、抗腫瘍作用を発揮することが示唆された。heptelidic acidはGAPDH活性阻害によりメラ
ノーマに対しても抗腫瘍効果を発揮した。Lactobacillus brevis由来ポリリン酸は腸管障害部位に血小板集簇さ
せ創傷治癒を促進させた。また、Lactobacillus casei由来フェリクロームはp53活性化を介して抗膵癌作用を発
揮した。

研究成果の概要（英文）：We identified heptelidic acid as an anti-pancreatic tumor molecule from the 
conditioned media of Aspergillus oryzae. Heptelidic acid induced apoptosis through p38 MAPK 
activation. In ex vivo loop study, heptelidic acid permeated the intestinal wall, and might reach 
pancreatic tumor. Heptelidic acid also exerted an anti-tumor effect for melanoma cells through the 
inhibition of GAPDH. Lactobacillus brevis-derived polyphosphate enhanced mucosal healing through the
 activation of platelets. Lactobacillus casei-derived ferrichrome exerted an anti-tumor effect for 
the pancreatic tumor through the activation of p53.

研究分野： 消化器病学

キーワード： プロバイオティクス　消化器癌　炎症性腸疾患　腸内細菌　認識機構
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研究成果の学術的意義や社会的意義
腸管保護活性や抗腫瘍活性を持つ非特異的な細菌代謝産物(酪酸、酢酸など)の報告は多い。しかし、プロバイオ
ティクス由来の特異的な活性分子を同定し、その作用機序を解明した研究は非常に少なく、我々の報告に加え、
Lactobacillus rhamnosus GG由来のp40やp75、Lactobacillus casei ATCC 334 由来のm2163やm2386などに限ら
れている。本研究は、多数のプロバイオティクスについて、菌由来活性分子の同定とその作用機序を解明する独
創的な研究であり、その研究成果は菌由来分子を用いた新規治療薬開発へと発展する高い社会的意義を持つ。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
宿主に有益な微生物と定義されるプロバイオティクスには抗菌薬起因性腸炎などの急性腸炎や
便通異常に治療効果があること、数百年前から食品として用いられ安全性が高いことから、様々
な腸疾患治療への応用が期待されてきた。しかし、炎症性腸疾患(IBD)などの難病や大腸癌など
の悪性疾患に対する効果は少なく、明確な有効性を実証するには至っていない。この原因として、
生菌投与では、腸内環境の個体差、慢性炎症や悪性疾患における多数の腸内病原菌の存在、投与
薬剤の影響のため十分な生理活性を発揮できないことが挙げられる。また、プロバイオティクス
の作用機序は、腸内細菌叢の適正化や酸化ストレスの軽減などの腸内環境の改善による二次的
な効果であるとの考えが主流であったがその詳細は不明な点が多い。私はプロバイオティクス
のもうひとつの作用機序として、菌の分泌物中に含まれる特異的な活性分子が直接病変部に作
用し、炎症や腫瘍を制御する機序を想定し、これらの菌由来活性分子を精製・濃縮することで、
その生理特性を活かした新規治療薬開発が可能になると考えた。そして、プロバイオティクスの
培養上清から活性分子を同定する技術を開発し、腸管保護活性や抗腫瘍活性を持つ菌由来分子
competence and sporulation factor (CSF) (Cell Host Microbe, 2007)、長鎖ポリリン酸(Plos One、
2011)、フェリクローム(Nat Commun, 2016)を同定することに成功した。また、作用機序の解
析から、CSF は腸管上皮の有機体トランスポーターOCTN2 で取り込まれ腸管保護活性を発揮
するのに対し、長鎖ポリリン酸は腸管上皮インテグリンβ1 と結合後エンドサイトーシスで取り
込まれ腸管バリア機能増強作用を発揮することを証明した(図１)。すなわち、宿主腸管にはそれ
ぞれのプロバイオティクス由来分子を特異的に認識し、有益な作用を仲介する新たな分子特異
的経路が存在すること、それらが Toll 様受容体などの既知の微生物関連分子受容体とは異なる
ことが示唆された。さらに、この成果を発展させ、乳酸菌由来長鎖ポリリン酸を製剤化し、難治
性潰瘍性大腸炎を対象とした臨床試験にて高い有効性を実証した(AMED 橋渡し研究加速ネッ
トワークプログラム B、C) 1)。しかし、このようにプロバイオティクス由来活性分子を同定し、
分子特異的な作用機序を解明した研究は少なく、大多数のプロバイオティクスにおいて、その作
用を仲介する分子特異的経路は不明である。 
 
２．研究の目的 
①プロバイオティクス由来活性分子の同定、各菌由来分子に特異的な作用機序の解明 
②疾患モデルによるプロバイオティクス由来分子および化学修飾分子の治療効果解析 
 
３．研究の方法 
(1)プロバイオティクス培養上清内の菌由来活性分子の同定 
当科および研究協力施設（サッポロビールホールディングス）で保有する 800 種類の乳酸菌やビ
フィズス菌の培養上清を作製し、遠心、フィルターろ過にて菌体成分を除去する。この培養上清
を各種カラム（分子量カラム、逆相カラム、イオン交換カラム等）にて分離・精製後、下記の活
性評価法によって活性が強い分画を選別する。これを繰り返した後、質量分析で分画内の分子を
同定する。必要に応じ糖鎖分析、アミノ酸分析、元素分析等を追加する。 
1) 腸管保護分子、抗炎症分子の同定における活性評価法 
・腸上皮保護分子：腸上皮初代培養細胞における細胞保護分子(HSPs, 抗菌ペプチド、lypd8 等) 
の誘導能を評価する(本法でバシラス菌由来 CSF、乳酸菌由来ポリリン酸を同定した)。 
・炎症制御分子：ヒト正常上皮由来 CoEpic cells やヒト血中からの単離マクロファージに LPS
を添加して炎症状態を誘発し、炎症関連サイトカインの発現や NO2 産生抑制効果を評価する。 
・繊維化抑制分子：腸線維芽細胞初代培養株や CCD-18 細胞を TGF-β1、IL-17A で処理して繊維
化関連分子(CTGF やコラーゲン)を誘導後、菌由来分子による発現変化を評価する。 
2) 抗腫瘍分子の同定における活性評価法 
・増殖抑制分子：Sulforhodamine B (SRB)試験により癌細胞増殖抑制効果を評価する。 
・浸潤抑制分子：各種ボイデンチャンバーや細胞浸潤チャンバーを用い浸潤抑制効果を評価す
る。 
(2)作用機序の解析 
1)正常上皮、癌細胞の菌由来分子認識機構 
菌由来分子の構造をもとに結合シミュレーション解析を行い、結合候補分子を選別する(MOE 解
析ソフト)。標識した菌由来分子を正常腸管由来 CoEpic 細胞および各種癌細胞に反応させ結合
候補分子の抗体で免疫沈降し、標識物質の検出により候補分子を絞り込む。さらに、crysper cas9
法による遺伝子編集にて結合候補分子の欠損細胞株を作製し、菌由来分子の生理活性を調べ結
合分子を確定する。菌由来抗腫瘍分子に対する結合分子は、新規の癌標的分子となる可能性があ
り、アゴニストやアンタゴニストの作製、治療効果評価も合わせて行う。 
2) 菌由来分子の作用機序の解明 
・腸管保護分子、抗炎症分子：マウス腸管を用いてマンニトール漏出試験を行い、バリア機能の
増強作用を解析する。ヒト正常上皮由来 CoEpic cells やヒト血中単離マクロファージを LPS に
て炎症状態に置き、菌由来分子で処理した後、炎症関連因子の発現、transcriptome 解析や網羅



的な non-codingRNAs 発現解析、シグナル伝達経路解析を行い、作用機序を解明する。 
・抗腫瘍分子：ヒト消化器癌細胞を採取し初代培養細胞を作製する。これを菌由来活性分子で処
理し、細胞増殖能や浸潤能を検討する。また、上記と同様に transcriptome 解析や noncoding 
RNAs 発現解析を行い、作用機序を解明する。 
②疾患モデルによるプロバイオティクス由来分子および化学修飾分子の治療効果解析 
1) 腸管保護分子、抗炎症分子 
・化学修飾分子の作製：腸管上皮細胞への親和性や活性増加を目的に化学修飾を行う。 
・薬剤誘発腸炎モデル：DSS や TNBS を用いて慢性腸炎モデルを作製し菌由来分子や修飾分子の
組織学的な効果、炎症・繊維化関連メディエーターの発現を検討する。 
・遺伝子改変モデル：IL-10 欠損マウス由来リンパ球移入モデルを用いて、同様に菌由来分子の
組織学的な効果、炎症・繊維化関連メディエーターの発現を検討する。 
2) 抗腫瘍分子 
・化学修飾分子の作製：癌細胞への親和性や抗腫瘍活性増加を目的に化学修飾を行う。 
・癌皮下移植モデル：各種消化器癌細胞株をヌードマウスに皮下移植後、菌由来分子、修飾体を
局所、腹腔内投与し効果を検討する。 
・化学発癌モデル：アゾキシメタン誘発発癌モデルに注腸、腹腔内投与し効果を検討する。 
・遺伝子改変発癌モデル：APC 欠損マウスに局所、腹腔内投与し抗腫瘍効果を検討する。 
 
４．研究成果 
(1)プロバイオティクス培養上清内の菌由来活性分子の同定 
各種プロバイオテ

ィクスの培養上清を
膵癌細胞に添加して
抗腫瘍効果を検討し
た結果、Aspergillus 
oryzae の培養上清に
強い抗膵癌作用があ
ることが明らかにな
った。この培養上清を
各種カラムにて分離・
精製し、抗腫瘍効果の
高い分画を選別した。
抗腫瘍分画内の分子
がほぼ単一となった
ことを確認した後、質
量分析器を用いてこ
の分画を分析し、分画
内に含まれる抗腫瘍
分 子 が heptelidic 
acid であることを同
定した 2)。 
 
(2)作用機序の解析 
・合成された heptelidic acid を膵癌細胞に添加することで細胞死が誘導された。また、細胞内
シグナル解析によって、この細胞死誘導は p38 MAPK 経路を介していることが示された。この
heptelidic acid による抗膵癌作用は、膵癌細胞を移植したマウスモデル（in vivo xenograft 
model）でも証明された。また、マウス摘出小腸に heptelidic acid を封入し、腸管外へと漏出
した分子を収集して膵
癌細胞に添加したとこ
ろ heptelidic acid を
直接添加した場合と同
等の抗腫瘍効果が得ら
れたことから、腸管内
で Aspergillus oryzae 
か ら 放 出 さ れ た
heptelidic acid は腸
管壁を通過して膵へ到
達し、抗腫瘍作用を発
揮する可能性が示唆さ
れた 2)。 



引き続いて、メラノーマに対
する抗腫瘍効果についても検
討した。その結果、in vitro
および in vivo xenograft 
model のいずれにおいても有
意な抗腫瘍作用を発揮した。
作用機序としては、腫瘍細胞
における GAPDH 活性の阻害が
関与していた 3)。 
 
 
 
・これまでの研究で同定した
Lactobacillus brevis由来の
腸バリア増強分子ポリリン酸
を腸炎モデルマウスに経口投
与したところ炎症による腸管
障害が有意に改善した。障害
部位の組織所見では、ポリリ
ン酸投与群で血小板集簇が著
明であった。そこで、ポリリ
ン酸を添加した濃厚血小板血
清を in vitro 創傷治癒モデ
ルに添加した結果、コントロ
ール群に比べ有意に創傷治癒
期間が短縮した。以上から、
Lactobacillus brevis由来ポ
リリン酸は血小板の活性化を
介して、腸管障害部位の創傷
治癒を促進することが明らか
になった 4)。 
 
・ こ れ ま で の 研 究 で 同 定 し た
Lactobacillus casei 由来の抗腫瘍分
子フェリクロームを膵癌細胞に添加し
ところ抗腫瘍効果が示された。さらに
マウス背部に膵癌細胞を移植した in 
vivo xenograft model に対しても同様
の効果を示した。この抗腫瘍作用は、
p53 の活性化を介した細胞死誘導によ
っ て 発 揮 さ れ た 。 以 上 か ら 、
Lactobacillus casei 由来の抗腫瘍分
子フェリクロームは抗膵癌作用を持つ
ことが明らかになった 5)。 
また、ヒト大腸癌および大腸腺腫由来
のオルガノイドを作製し抗腫瘍効果を
検討した結果、80%以上の例に対して有
意な抗腫瘍作用を発揮した。さらに、炎
症関連大腸発癌マウスモデルに対して
も同様の検討を行い、抗腫瘍作用を確
認した。以上から、Lactobacillus casei 由来の抗腫瘍分子フェリクロームは様々な臓器から発
生した腫瘍に対して治療効果を持つ可能性が示唆された。 
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 １．発表者名
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FALK symppsium IBD and Liver（国際学会）

平成30年度北海道腸内細菌叢研究会　研究発表会
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