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研究成果の概要（和文）：DDSに用いるビフィズス（B）菌の免疫応答を調べた。マウスBMDC（牛血清で培養）を
用い免疫細胞活性化を評価した。B菌はIL-6及びIL-12p40をTLR2依存的に誘導したが、黄色ブドウ球菌や大腸菌
と比べ極めて低値で、宿主血清存在下ではその誘導能が更に減弱した。担がんマウスにB菌静注投与すると血中
サイトカイン量は対象群と差がなく、各種細胞数、細胞割合も変化せず全身性の炎症もなかった。以上のことか
ら、B菌の免疫学的安全性が示唆されたものの、免疫反応を全く惹起しない訳ではないことがわかった。今後、B
菌表面の化学修飾や遺伝子改変B菌の作製によってより免疫学的に安全なDDSツールを目指したい。

研究成果の概要（英文）：We investigated the immune response of Bifidobacteria (B) used in DDS. 
Immune cell activation was evaluated using mouse BMDC (cultured with bovine serum). Bacterium B 
induced IL-6 and IL-12p40 in a TLR2-dependent manner, but the levels were extremely low compared to 
Staphylococcus aureus and E. coli, and the induction ability was further weakened in the presence of
 host serum. When B bacteria was administered intravenously to tumor-bearing mice, the amount of 
cytokines in the blood was the same as that of the control group, the number and proportion of 
various cells remained unchanged, and there was no systemic inflammation. From the above,the 
immunological safety of bacterium B was suggested, not meaning that it never induces an immune 
reaction at all. In the future, we would like to aim for a more reliable and immunologically safe 
DDS tool by chemically modifying the surface of B bacteria and creating genetically modified B 
bacteria.

研究分野： 分子腫瘍学

キーワード： ビフィズス菌　固形がん　DDS　免疫学的安全性　サイトカイン　炎症

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
がん治療においては、抗体医薬を始めとする様々な分子標的薬の開発がなされ、飛躍的進歩を遂げている。しか
し、従来と質の異なる副作用、がんの不均一性による耐性細胞の出現、高薬価などに対する対応策が必要であ
る。これらの問題点を解決するために、がんの嫌気的環境に着目しビフィズス菌を用いて制がん剤を腫瘍局所で
持続的産生する系を樹立し、前臨床試験を経て第１相臨床試験まで進んだ。現在までの結果からは、安全性が示
唆されるが、その詳細な理由は未解明であり、感染免疫学的に興味深い。安全性をさらに担保するためには免疫
的解析が重要であるが、本研究による分子免疫学的安全性の裏付けの進展は免疫学的、社会的に意義深いと思
う。

※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（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
近年、がん治療は、抗体医薬をはじめとする様々な分子標的薬の開発とその成果によって、治

療効果の改善が報告されている。しかしながら、がん治療においては、抗がん剤が無効な場合や
耐性を獲得することで再発するという解決すべき問題もある。近年の死因別順位表をみても 1 位
は悪性新生物（腫瘍）であり、今後さらに革新的ながん治療法や、新しい治療薬の開発が必要と
されている。これまで、我々はがんの微小環境に注目し、固形がん治療のためにその嫌気的環境
を標的とするビフィズス(B)菌をドラッグデリバリーシステム(DDS)ツールとして開発した。 
最近、抗がん剤としてがん細胞の細胞表面膜蛋白質に対する抗体や免疫抑制系分子を標的と

した免疫チェックポイント阻害剤など抗体医薬などが注目され、顕著な成果をあげている。その
一方で、両者とも薬価が高額であり、後者は自己免疫疾患的な副反応が深刻となる場合も報告さ
れている。これらの現在の医療で抱えている問題点を解決するために、がんの嫌気的環境に着目
しビフィズス菌による抗体医薬の腫瘍局所での持続的発現・分泌系樹立を考えた。これまでの前
臨床での観察では安全が確かめられているが、その詳細な理由は未解明であり、安全性をさらに
担保するためには免疫学的解析が重要と考えている。B 菌がヒトの常在細菌の１つという免疫
寛容の視点から解析し、より安全な治療薬の樹立を目指す。 
 
２．研究の目的 
これまでの前臨床試験で、げっ歯類、中型動物、霊長類にビフィズス菌を繰り返し反復静注し

た場合でも、アレルギーなどの顕著な副反応や敗血症などで誘導される炎症性サイトカインの
産生は観察されなかった（Taniguchi 他. Cancer Sci.,2010）。しかしながら、宿主免疫応答との
相互作用を証明できる分子機構は明らかになっていない。ビフィズス菌を腫瘍特異的 DDS とし
て利用することから、本来の共生組織である大腸ではなく、静脈内や腫瘍内に投与する。生体異
所への投与は、菌体成分による敗血症や繰り返し投与によるアレルギー性炎症が危惧される。 
そこで本研究課題ではビフィズス菌由来の成分の同定と宿主免疫応答の分子機構について解析
し、ゲノム編集や細菌表面分子の化学修飾などの手法により、より免疫学的に安全な菌の作成を
試みる。 
主に以下の点について、解析を行った 

（１）ビフィズス菌（B 菌）に対する宿主免疫応答の分子機構の解明 
ビフィズス菌の株による違いを明らかにするために、 
① Bifidobacteriun.longum  ATCC 55813 株 
② Bifidobacteriun.longum  JCM 105A 株  
の２種類の菌株を用いた。 
マウス骨髄由来樹状細胞やマクロファージ細胞株を用いて、ビフィズス菌で発現が高い細胞

表面抗原や分泌タンパク質による炎症性サイトカイン産生やmRNAの発現やタンパク質産生量
について解析する。宿主免疫システムが細菌を認識するには Toll 様受容体 (toll-like receptor; 
TLR)が重要と考えられるため、TLR2 や TLR4 遺伝子欠損マウスの骨髄から、樹状細胞やマク
ロファージを分化誘導し、B菌体やB 菌培養上清で刺激後のサイトカイン産生を調べることで、
菌体や分泌タンパク質による免疫応答について明らかにする。また、in vivo でのビフィズス菌
投与後の生体防御反応として、血清中のサイトカイン産生やメラノーマの皮下移植後のリンパ
球の浸潤などについても評価する。 
腸内細菌叢を形成する B 菌は、外来の病原性細菌に比べ、宿主免疫刺激能は弱いことが想定

される。しかしながら、その分子機構については明らかになっていない。B 菌を抗腫瘍分子の
DDS として用いる場合、その投与経路は本来菌が存在する腸管への投与ではなく、静脈注射な
ど異所性に投与する必要がある。その際、宿主免疫細胞が B 菌もしくは B 菌由来成分を認識す
ることが考えられる。宿主抗体が認識する B 菌抗原や自然免疫活性化分子について検討をおこ
なう。 
 
（２）ビフィズス菌の細胞表面の修飾による生体反応・治療効果への影響 
細胞を使用した複数の治療法が臨床で使用され始めている。細菌を用いた DDS においても細

胞工学的手法が重要であり、in vitro や in vivo での細菌の増殖と免疫回避能の獲得は生体材料
にかかっている。グラム陽性菌である B 菌の菌体表面には、外膜はなく比較的厚いペプチドグ
リカン層とタンパク質などの分子が発現していると考えられている。特徴的な構造（分子パター
ン）を見分けるセンサー（受容体）として TLR があり、細菌由来リガンドが結合することで、
免疫細胞の活性化やサイトカイン産生が起こる。ポリエチレングリコール(PEG)等は、一般に
生物学的不活性な非免疫原性化学物質として認識されており、組み込まれたタンパク質
の水溶性を大幅に向上させることができる。菌体を PEG で修飾することで、菌体に対す
る宿主免疫応答の変化や細菌の増殖について検討した。 
 
（３）遺伝子発現安定性の高いビフィズス菌株の作成 



一般的には、トランスフォーメーション後、薬剤存在下で発現プラスミドは安定して維持できる
が、非選択圧下での長期間の保持は困難である。治療薬として用いる場合は、安定した菌株の取
得が必須であることから、B 菌が持つ制限酵素や DNA 組換え酵素の変異体などを作成するため
の条件を検討する必要がある。 
 
３．研究の方法 
がんの嫌気的微小環境を標的としたビフィズス菌（B 菌）を用いた DDS の有用性と安全性向上
のために必要な技術の構築と宿主免疫に対する分子機構の解析のために以下の研究を行った。 
 
（１）ビフィズス菌に対する宿主免疫応答の分子機構の解明 
B.longum ATCC 55813 株と JCM 105A 株の 2 種類のビフィズス菌株を使用し、それぞれの増
殖速度を吸光度系で培養液の OD600 を測定することにより検討した。 
B 菌は腸内細菌叢を形成する常在細菌を抗腫瘍治療薬の DDS として体内投与を考えている。宿
主側の免疫反応と安全性の確保が重要な課題である。ビフィズス菌が免疫細胞に及ぼす影響を
調べるため、マウス骨髄由来樹状細胞 (BMDC)を用いて in vitro において検討を行った。BMDC
と ATCC 55813 株、JCM 105A 株を 24 時間共培養し、培養上清中のサイトカイン産生を ELISA
で測定した。Ｂ菌は偏性嫌気性菌であることから、正常酸素分圧では比較的死滅しやすい。死菌
での免疫応答の変化についても検証した。 
 また、正常マウスやメラノーマを皮下移植したマウスを用いて、Ｂ菌を静注した場合の血清中
のサイトカイン産生量、免疫細胞の活性化と細胞数の変化、担癌モデルマウスでは、腫瘍組織内
への免疫細胞の浸潤についても検討を行った。 
 
 
（２）ビフィズス菌の細胞表面の修飾による生体反応・治療効果への影響 
親水性(EO)/疎水性(PO)比に特性が依存する表面活性物質 PEGを用いて、様々な濃度で B菌をコ
ーティングして、細菌の増殖、および 樹状細胞、マクロファージなどの抗原提示細胞に対する
刺激を行った。これによって細胞表面のコーティングによる免疫回避能や、安全性の向上につな
がるかについて検討した。 
 
（３）遺伝子発現安定性の高いビフィズス菌株の作成 
B 菌発現系の構築において、発現プラスミドの非選択圧下で保持の安定性について検証する。遺
伝子保持の不安定な菌株については、B 菌の有する制限酵素や DNA 組換え酵素などを相同組換
えでノックアウトしてみるなど、プラスミドの安定性増強の工夫を行なう。または相同組換えで
ゲノム DNA 内に発現ベクターをノックインし、その無選択圧条件下でその安定性、発現能など
を明らかにする。 
 
４．研究成果 
（１）ビフィズス菌に対する宿主免疫応答の分子機構の解明 

MRS 液体培地における菌体の増殖について調べたところ、B.longum ATCC 55813 株と JCM 
105A 株が OD600 = 1.36 を超え、定常期に入る前の時間はそれぞれ 16 時間と 12 時間であった。
したがって、JCM 105A 株の方が ATCC 55813 株より増殖速度が速いことが示された。また、マウ
ス骨髄由来のマクロファージや樹状細胞などの自然免疫細胞を用いて免疫細胞活性化について
評価した。その結果、ATCC 55813 株、JCM 105A 株ともに BMDC において菌数依存的に炎症性サイ
トカインである IL-6 及び IL-12p40 の産生を誘導した。TLR2 遺伝子欠損 (Tlr2-/-) マウスから
作製した BMDC を ATCC 55813 株または JCM 105A 株と共培養し、24 時間後の培養上清中サイトカ
インを ELISA により測定した。その結果、Tlr2-/- BMDC ではビフィズス菌によるサイトカイン産
生が消失した。この結果から、ATCC 55813 株、JCM 105A 株ともに TLR2 を介してサイトカインの
産生を誘導すると考えられる。生体内でビフィズス菌が死滅した後も免疫細胞を活性化させる
かを調べるため、ビフィズス菌死菌を用いて in vitro において検討を行った。その結果、どち
らのビフィズス菌株においても紫外線照射処理菌体、好気処理菌体ではサイトカイン産生が減
弱した。この結果から、ビフィズス菌のサイトカイン産生誘導には、菌が生きていることが重要
であることが明らかとなった。106～107 CFU/ml の刺激で大腸菌などのグラム陰性菌に比べ、B菌
菌体による樹状細胞やマクロファージからの炎症性サイトカイン(IL-6, IL-12p40)産生は、1/10
程度に減少していた。黄色ブドウ球菌や大腸菌と比較して、明らかに自然免疫細胞に対する免疫
賦活作用は弱いことが示された。しかし、B菌は全く免疫反応を惹起しないわけではない。 
ビフィズス菌を in vivo 静注投与で免疫細胞を活性化することを確認するために、静注後 6時

間～24 時間の血清中の IL-6, IL-12p40 を測定した。投与 6時間後に一過性の IL-12p40 が検出
されたが、24 時間後にはコントロールマウスと同程度の産生量に減少した。また、IL-6 は投与
6時間後では検出できず、24 時間後に極少ない産生量であった。興味深いことに JCM 105A 株で
ATCC 55813 株の３倍の IL-12p40 を産生(10 ng/ml)していたことから、生体内での B菌の増殖・
生存や免疫活性化能が異なる可能性がある。 
ビフィズス菌が担がんマウスに及ぼす影響について調べた。C57BL/6 マウスにメラノーマ細胞

を皮下投与し担がんマウスを作製した。メラノーマを皮下投与した 8 日後に実験に使用した。生



理食塩水または ATCC 55813 株、JCM 105A 株を静脈内投与し、7日後に腫瘍重量及び大きさの測
定、血清の回収、腫瘍の単離を行った。ビフィズス菌投与により、腫瘍重量及び大きさに有意な
差は見られなかった。さらに血中サイトカインもコントロールと差はなく、各種細胞数、細胞割
合も変化しなかったことから全身性の炎症も引き起こさないと考えられた。 
実際、動物を用いた投与試験では、複数回反復投与で、少量ながら B 菌に対する抗体が検出

された。ビフィズス菌を超音波などで粉砕した抗原を用いた場合に最も多くの IgG 抗体ができ
た。その一方で、熱処理、もしくは UV 照射によって死滅させた死菌（菌体の大きさなどの構造
は変化なし）を用いた場合は、ビフィズス菌を認識する IgG の量は顕著に減少していた。 
 
（２）ビフィズス菌の細胞表面の修飾による生体反応・治療効果への影響 
 通常の細胞で使用している ウシ胎児血清(FBS) とは異なり、マウス血清存在下で(1)と同様
の免疫応答を調べた。予備的な実験では IL-6 の産生量が減弱する傾向があった。血清中の分子
がＢ菌による免疫活性化作用を減弱させた可能性がある。そこで B 菌の表面を科学的にコーテ
ィングすることによって、免疫賦活作用が減弱するかについて検討した。様々な濃度で PEG を
コーティングしたところ、高濃度では菌の増殖に影響がでた。菌体の増殖に影響がない濃度でコ
ーティングした場合では、免疫賦活作用に影響はなかったことから、今回の結果では、PEG に
よる菌体表面の修飾では、DDS としての利点は得られなかった。今後、他の化学修飾や遺伝子
改変 B 菌を作製することでより安全な B 菌の作製を目指す。  
 
（３）安定 B 菌株の作成 
プラスミドベクターを用いた遺伝子組換えＢ菌を治療応用した場合には、抗菌剤のない非選

択圧下では、安定して維持できない場合がある。DDS として将来臨床応用を考えた場合、安定
した発現菌株の樹立と短期間での作出が重要であると考えている。そこで我々は、発現ベクター
プラスミドが除去されるメカニズムとして、制限酵素などの B 菌の生体防御系を考えた。制限
酵素欠損菌を樹立した場合、プラスミドの保持効果が上昇したが、不十分であった。また、近年
のゲノム編集方法を用いて、発現遺伝子をB菌のゲノムに挿入することを試みた。CRISPR/Cas9
システムによって、導入することができる。現在、エレクトロポレーションを用いて遺伝子を導
入し欠損株の作出の条件を検討している。 
将来，臨床治験を行う場合を考慮して、プラスミドによる安定株とゲノムに挿入型の菌体のど

ちらがよりよいか検証と検討を行っていく。 
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