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研究成果の概要： 
 マウスに大腸炎を誘導する Citrobacter rodentiumと癌転移の相関関係について研究を行っ

た。一度 C.  rodentiumに感染したマウスでは、その後の黒色腫細胞移入による肺への癌転移

が有意に抑制された。この抑制作用は、C.  rodentium に対する何らかの抗体が、癌細胞の表

面抗原に交差反応をして見られる現象であることを明らかにした。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2007年度 1,700,000 0 1,700,000 

2008年度 1,600,000 480,000 2,080,000 
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年度    

  年度    
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研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：基礎医学 細菌学（含真菌学） 
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１．研究開始当初の背景 
 近年、癌に対する診断や治療技術のめざま
しい進歩により、その生存率は格段に伸びて
いるが、固形癌患者の多くは、診断時には全
身性の転移がすでに起きており、原発巣を切
除したとしても、種々の治療法に抵抗性を持
った転移癌細胞の増殖により死に至るケー
スが多い。現在の治療法では、転移した癌に
対しては治療が困難であり、癌転移に対する
新しい治療法の開発が癌の撲滅にとって非
常に重要である。そこで、当初、マウスに炎
症 性 大 腸 炎 を 誘 発 す る Citrobacter 
rodentium（C. rodentium）に感染したマウ
スでは、肺への癌転移が有意に低下すること

を発見した。以前、癌抗原を導入した弱毒化
サルモネラ属菌やリステリア菌は、自身がベ
クター兼アジュバントとして機能し、癌抗原
特異的免疫応答を誘導することができるこ
とが報告されていた。しかしながら、菌の自
然感染と癌転移との関係についてはほとん
ど報告がなかった。 
 
２．研究の目的 

 このC. rodentium感染に伴う転移抑制作

用を詳細に解析することで、菌を用いた新た

な予防法を確立できると考え、以下の点に注

目し研究を行った。① C.rodentium感染によ

って誘導される癌の抗転移作用の細胞およ
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び分子レベルでの機能解析、② C.rodentium

の病原性を基にした抗転移生ワクチン株の

創製、③ これらの知見を基にして、C.roden

tium感染機構と生体防御機構の関係を明ら

かにすることで、感染と腫瘍免疫の相互作用

について明らかにする。 

 
３．研究の方法 
 まず、C. rodentiumの感染と癌転移の関係
を観察するため以下の方法で実験を行った。
C57BL/6 マウスに対して、C. rodentiumを経
口投与すると、約 1 週間程度で大腸炎を引き
起こす。そして、3 週間後にはほぼ完全に除
菌され回復する。癌転移モデルは、マウス黒
色腫細胞である B16F10 細胞を、尾静脈より
注入し、肺に転移したコロニーの数をカウン
トして定量化した。B16F10 細胞は、 C. 
rodentium 投与後 6 週間後に移入し、さらに
2週間後に解剖し、転移巣の定量を行った。 
この方法に従って、転移阻害がどのような因
子によって起こっているかを検討した。 
 次に、抗転移ワクチン株を樹立するために、
腸管に定着はできるものの、より病原性が低
い株を候補株として考えた。C. rodentiumは、
腸管病原性大腸菌(EPEC)と同じ病原遺伝子
を有しており、in vitroの実験では主に EPEC
を用いた。 
 
４．研究成果 
（１）C. rodentium感染したマウスでは癌の
転移が低下する。 
 
 まず、癌の転移と C. rodentiumの感染に
ついて検討した。C. rodentiumを投与して 6
週間後に B16F10 細胞を静脈投与し、2 週間後
の肺に転移したコロニーの数を測定した。そ
の結果、C. rodentium感染マウスでは、非感
染のマウスに対し約２０％に減少していた。
しかし、foot-pad に移植し腫瘍の大きさを比
較したが、腫瘍組織の増殖能には影響しなか
った。つまり、C. rodentium感染によって、
腫瘍の大きさには影響しないが、転移のみを
阻害することが明らかとなった（図１）。 
 次に、この阻害作用がどのような機構で作
用しているのかについて検討した。その結果、 
C. rodentium感染に伴う炎症性サイトカイン
について、血中 IFNγを ELISA によって測定
したが、B16F10 細胞を投与したときには、ほ
ぼ非感染時と同程度であった。また、B16F10
細胞に対する細胞障害活性の上昇などは関
与しないことも明らかとなった（図２）。そ
こで、血中の C. rodentiumに対する抗体が、
B16F10 細胞に反応しているのではないかと
考え、C. rodentiumおよび B16F10 細胞に対
する抗体反応を測定した。その結果、感染を
2週間から、C. rodentiumおよび B16F10 細
胞両者に対する IgG や IgM が観察された（図

３）。つまり、C. rodentium感染によって誘
導された抗 C. rodentium抗体 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ C. rodentium感染と B16F10 細胞の転
移 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ C. rodentium感染マウスでも B16F10
細胞に対する細胞障害活性は変わらない。 
 
 
が B16F10 細胞にも交差反応した結果、転移
の阻害が起きていることが考えられる。これ
を確かめるため、抗 C. rodentium抗体を含
む血清を精製し、B16F10 細胞を投与するとき
に同時に血清を静脈投与した。その結果、C. 
rodentiumに感染したマウスから精製した血
清を投与したマウスでは、B16F10 細胞の肺へ



 

 

の転移が有意に低下した。しかし、この血清
中から IgG および IgM を抗 IgG および IgM 抗
体結合ビーズを用いて除去した血清を投与
すると、転移の阻害作用が低下した（図４）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 抗 C. rodentiumは B16F10 細胞にも結
合する 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４ C. rodentium感染による癌転移阻害は、
血中 IgG や IgM が重要である 
 
 それでは、この交差反応している抗体は、
B16F10 細胞のどのような抗原をターゲット
として認識しているのかを検討した。まず、
B16F10 細胞の表面をタンパク質分解酵素で
あるトリプシンで消化し、フローサイトメー
ターによって抗体の交差反応を観察した。そ
の結果、トリプシンで表面のタンパク質を分
解すると、交差反応がほとんど見られなくな
った（図５）。 
 また、B16 細胞の表面から各種糖鎖分解酵

素で処理したが、交差反応は依然として保た
れていたことから、おそらく細胞表面に露出
するタンパク質抗原を認識しているものと
考えられる。 
 そこで、B16F10 細胞をポッター型ホモジナ
イザーで破砕し、遠心分離法および密度勾配
遠心法によって、細胞膜タンパク質を精製し、 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５ 交差反応する抗体が、細胞表面のタン
パク質抗原を認識している。 
 
 
SDS-PAGE を行った。これをメンブレンに転写
したのち、非感染のマウス血清および抗 C. 
rodentium抗体を含む血清を用いてウェスタ
ンブロットを行って比較検討した。その結果、
C. rodentium抗体を含む血清を用いた時に特
異的なバンドが数カ所検出された。そして、
これらを、TOF-MS/MS 質量分析計を用いて、
タンパク質の同定を行った。これらのバンド
にはいくつかの癌転移に重要なタンパク質
が含まれていた。つまり、C. rodentium抗体
が、B16F10 細胞の転移に関わるタンパク質を
認識および阻害することで、肺への転移を阻
害しているのではないかと考えられる。 
 一方、より宿主傷害性の低い癌転移ワクチ
ンとしての候補株を探索するため、約 20 種
類の病原遺伝子の変異株を作成した。しかし
ながら、どの変異株も野生株と同等の細胞障
害活性を有していたため、今後さらなる探索
をしていきたいと考えている。 
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