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研究成果の概要（和文）：本研究では、AhRノックアウト(KO)マウスの回盲部における腫瘍発生が、
Enterotoxigenic Bacteroides fragilis (ETBF) の投与により促進されるか否かについての解析を行った。ETBF
投与により、AhR KOマウスの死亡率は上昇した。また先行研究と異なりETBF非投与のAhR KOマウスでは病変が発
生せず、発生率が低下していたが、ETBF投与のAhR KOマウスではその2-3割程度に顕微鏡的および肉眼的な病変
を認めた。ETBF投与は腸管の炎症反応を惹起しマウスの死亡率を上昇させるが、同時にその炎症反応により低下
した腫瘍発生率を回復させることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Aryl hydrocarbon receptor (AhR) is a transcription factor known as a dioxin 
receptor. We analyzed cecal tumorigenesis in AhR knockout (KO) mice and revealed that the lesions 
developed from hyperplasia to neoplasia with inflammation observed specifically in the lesion sites.
 However, tumor incidence was significantly lower than previously reported  in the study . The 
reason for this decrease could be attributed to differences in the intestinal microbiota between the
 facilities.
In this study, we analyzed whether the administration of Enterotoxigenic Bacteroides fragilis (ETBF)
 accelerated tumorigenesis in AhR KO mice. ETBF treatment increased mortality in AhR KO mice. In 
contrast to previous reports, no lesions were observed in AhR KO mice without ETBF treatment. 
However, microscopic and gross lesions were observed in 20-30% of AhR KO mice treated with ETBF. 
ETBF treatment increased mortality in mice by inducing an inflammatory response in the intestine, 
but also promoted tumorigenesis.

研究分野：病理学

キーワード： AhR　炎症性発癌　B. fragilis (ETBF)

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、腸内細菌叢の変化などの原因によりAhR KOマウスの炎症に対する感受性や腫瘍の発生率がこれまで
の結果と比較して低下していたが、ETBFの投与がこの低下した炎症感受性や腫瘍発生を回復・促進させることが
示唆された。AhRがヒトの炎症性腸疾患の感受性遺伝子の1つであることを考慮すると、本研究がヒトの炎症性腸
疾患からの発癌における特定の遺伝子変異と腸内細菌叢との関連性の解明や、腸内細菌叢の制御による発癌予防
の糸口となることが期待される。

※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 
(1) AhRノックアウトマウスの回盲部における腫瘍発生 
Aryl hydrocarbon receptor (AhR)は、ダイオキシン類などの芳香族炭化水素の受容体として働
き、核内に移行して転写因子として機能する分子である。様々な側面から免疫応答の抑制に関わ
り、またヒトの炎症性腸疾患の感受性遺伝子の 1つであることが知られている。近年、ほぼすべ
ての AhR KOマウスに、10週齢までに回盲部に大腸炎を伴いながら腫瘍が発生することが示さ
れた(Kawajiri K., et al. (2009) Proc Natl Acad Sci USA 106 13481-13486, Ikuta T., et al. (2013) 
Carcinogenesis 34 1620-1627) 。AhR は E3 ユビキチンリガーゼとして APC とは独立に-
cateninの分解に関わると報告されており(Ohtake F., et al. (2007) Nature 446 562-566)、当初
はこの腫瘍発生には、炎症反応に加えて AhR のノックアウトによる-catenin の蓄積が関与す
るとされた。しかし、その後の研究で、AhRのノックアウトによる-cateninの蓄積については
様々な結果が報告され、統一見解を得るに至っていない。 
本研究者らは、AhR KO マウスにおける腫瘍発生について解析し、1）ヒトの腸管の serrated 
lesionに類似した過形成性の病変を経て腫瘍が発生すること、2）病変部に特異的にマクロファ
ージ・好中球を主体とする炎症細胞浸潤や IL-1, IL-6, CCL2, CXCL5 等の発現上昇を伴うこ
と、3）病変部におけるMAPK経路の活性化を伴うこと、などを明らかにした(Matoba H., et al. 
(2020) Am J Pathol 190 453-468)。しかし本研究者らの研究においては、病変が発生したのは
50 週齢までの AhR KO マウスのうちの 40%程度であり、先行研究と比較して発生率は大きく
低下していた。この相違は、施設間での腸内細菌叢の違いによる腸管の炎症に対する感受性の違
いなどによるものと考えられた。 
(2) Enterotoxigenic Bacteroides fragilis (ETBF)の腸管における腫瘍発生との関連 
ETBFはヒトの下痢症の原因菌であり、また 20-35%程度のヒトの腸管に無症候性に定着してい
ることが知られている。近年、APCmin/+マウスにおいて、ETBFの感染が Stat3の活性化と IL-
17の増加を介して腫瘍発生を促進させることが示された(Wu S., et al. (2009) Nat Med 15 1016-
1022) 。また、ETBFが分泌するmetalloproteaseである B. fragilis toxin (BFT)のヒト大腸癌
の細胞株への投与により、E-cadherinの分解を介して -cateninの核移行・c-mycの発現・細胞
増殖が促進されることが示された(Wu S., et al. (2003) Gastroenterology 124 392-400) 。これ
らの結果から、AhR KOマウスにおいても、ETBFの感染がWnt/-cateninシグナルの活性化
や炎症反応を促進し腫瘍発生を促進させる可能性が考えられた。 
これらの知見と成果を背景として、先行研究と本研究者らの研究で見られた腫瘍の発生率の違
いおよび腫瘍発生の際に活性化されるシグナル伝達経路の違いが、特定の腸内細菌の腸管への
感染、特に ETBF の感染・定着によりもたらされた可能性について明らかにするために本研究
計画を樹立した。 
 
２．研究の目的 
本研究では、AhR KOマウスの腸管に ETBFを感染させ、この菌が回盲部における腫瘍発生を
促進するか否か、促進する場合には腫瘍発生に関わるシグナル伝達経路などに変化が見られる
か否かを解析することを目的とした。具体的には下記の 2点に焦点を当てた。 
(1) AhR KOマウスへの ETBFの持続感染実験系の確立 
(2) ETBF投与の際の AhR KOマウスにおける腫瘍の発生率、発生経路の解析 
 
３．研究の方法 
(1) AhR KOマウスへの ETBFの持続感染実験系の確立 
予備的検討により、一般的な菌数(10^8 個程度)の ETBF の経口感染では AhR KO マウスの腸
管に菌が定着はするものの過剰な炎症によりほとんどのマウスが死亡することが明らかになっ
ていた。したがって、下記の 2つの方法を用いて持続的・慢性的な炎症を AhR KOマウスの腸
管に引き起こすための感染実験系を確立することを目指した。 
①AhR KOマウスへの少ない菌数(10^6-10^7 個)の ETBFの経口投与 
②ETBFを大量投与(10^8-10^9 個)した野生型マウスと無感染 AhR KOマウスとの co-housing
による共感染(野生型マウスは ETBF感染により死亡することはまれであると確認済み)。 
しかし後述のように、長期飼育によるマウスの腸内細菌叢の変化や個体の選別などにより、AhR 
KOマウスの炎症に対する感受性が低下しており、上記の 2つの方法では AhR KOマウスに対
して ETBF の持続的な感染が成立しないかまたは腸管に十分な炎症が惹起されず、また一般的
な菌数(10^8 個程度)の ETBF の経口感染によっても必ずしも AhR KO マウスが短期間で死亡
しなくなっていることが明らかになった。したがって、最終的には、AhR KOマウスへの ETBF
の直接大量投与法(10^9 個程度)を用いて、下記の 2つの実験系により解析を行った。 
①AhR KOマウスへの 10^9 個程度の ETBFの隔週 20回投与(40週) 
②AhR KOマウスへの 10^9 個程度の ETBFの隔週 3回、毎週 20回投与(26週) 
 
(2) ETBF投与の際の AhR KOマウスにおける腫瘍発生率の解析 



感染実験系の確立の後に、ETBF感染による AhR KOマウスの回盲部における腫瘍発生の頻度
の変化や、腫瘍発生までの期間が短縮されるか否かについて解析した。 
 
４．研究成果 
(1)AhR KOマウスの炎症に対する感受性の低下とそれに伴う実験方法の変更 
最初に、AhR KOマウスを死亡させずに ETBFを感染させる方法を確立するため、①AhR KO
マウスへの少ない菌数(10^6-10^7 個)の ETBFの経口投与、②ETBFを大量投与(10^8-10^9 個)
した野生型マウスと無感染 AhR KOマウスとの co-housingによる共感染、の 2つの実験系によ
り解析を行った。しかし、少ない菌数の投与では ETBF 感染は検出されなかった。また、共感
染では、投与対象の大多数の野生型マウスの便から ETBF を検出することができず、AhR KO
マウスに共感染させることができなかった。 
予備的検討の際に ETBFの腸管への定着は確認済みのため、野生型マウスおよび AhR KOマウ
スに ETBFの大量投与(10^8-10^9 個)を試みたところ、AhR KOマウスでは 7-8割程度に感染
が定着するが野生型マウスでは感染の定着はまれであり、感染効率に差があることが分かった。
また、この解析の過程で大量投与を行った AhR KOマウスが必ずしも短期間で死亡しないこと
が明らかになった。長期飼育によるマウスの腸内細菌叢の変化や個体の選別などにより、AhR 
KOマウスの炎症に対する感受性が低下しているものと推測された。 
以上の結果から、実験方法を AhR KO マウスに対する ETBF の直接大量投与法(10^9 個程度)
に変更し、解析を進める方針とした。 
 
(2)AhR KOマウスへの ETBF直接大量投与法による腫瘍発生の変化 
AhR KOマウスに 10^9個程度の ETBFを 2週間に 1回投与する実験系を用いて、ETBFの AhR 
KOマウスへの感染を確認した。最初に10^9個程度のETBFの隔週10回投与(20週)を行った。
この時点では回盲部に好中球浸潤を認めるものの腫瘍発生に大きな変化を認めなかった。した
がって、ETBF投与の期間を延長・頻度を増加させ、最終的に下記の 2つの実験系により解析を
行った。 
①AhR KOマウスへの 10^9 個程度の ETBFの隔週 20回投与(40週) 
②AhR KOマウスへの 10^9 個程度の ETBFの隔週 3回、毎週 20回投与(26週) 
 
①の実験系では、ETBF投与の AhR KOマウス 19匹中 9匹が、投与後 40週までに死亡した。
残りの 10匹のうち、2匹の回盲部に顕微鏡的な過形成を認めた。ETBF投与の野生型マウス 15
匹中 1 匹が投与後 40 週までに死亡し、残りの 14 匹に病変は認めなかった。ETBF 非投与の
AhR KOマウスでは、投与後 40週の時点で 9匹中 2匹が死亡し、残りの 7匹に病変を認めなか
った (図 1)。 

 
 
 
②の実験系では、ETBF投与の AhR KOマウス 12匹中 5匹が、投与後 26週までに死亡した。
残りの 7匹のうち、2匹の回盲部に肉眼的な病変を認めた。組織学的には病変部では過形成と腫
瘍の成分が併存し、病変部に特異的にマクロファージ・好中球を主体とする炎症細胞浸潤を伴っ
ていた。この所見は、本研究者らの先行研究で認めた病変と比較して、形態的にほぼ同等のもの
であった。ETBF投与の野生型マウス 11 匹の中で投与後 40 週までに死亡したものはおらず、
病変はいずれも認めなかった。ETBF非投与の AhR KOマウスでは、投与後 26週の時点で 5匹
中 1匹が死亡し、残りの 4匹に病変を認めなかった (図 2)。 
 
①, ②のいずれの実験系においても、ETBF投与の野生型マウス、ETBF非投与の AhR KOマ
ウスと比較して、ETBF投与の AhR KOマウスでは死亡率が上昇した。しかしながら、予備的
検討と異なり、必ずしも短期間で死亡するわけではなかった。また、生き残ったマウスにおける
病変の発生率は ETBF非投与の AhR KOマウスと比較して上昇していた。これに対して、ETBF

図 1:隔週 20回投与の累積生存率、顕微鏡的過形成 



非投与の AhR KOマウスには病変を全く認めず、発生率は本研究者らの先行研究と比較しても
さらに低下していた。 
以上の結果から、長期飼育によるマウスの腸内細菌叢の変化や個体の選別などにより AhR KO
マウスの炎症に対する感受性が低下し、これが ETBF非投与の AhR KOマウスにおける病変の
発生率の低下や、予備的検討の段階と比較した場合の ETBF投与の AhR KOマウスにおける死
亡率の低下をもたらしたと考えられた。また、ETBFの投与は、この感受性が低下した AhR KO
マウスにおいて炎症に対する感受性を回復させ、病変の発生率を上昇・回復させることが示唆さ
れた。 
今後は、本研究者らの先行研究において通常の飼育で病変が発生した際の AhR KOマウス、今
回の研究の病変が発生しなかった ETBF非投与の AhR KOマウス、今回の研究の病変が発生し
た ETBF投与の AhR KOマウスの腸内細菌叢の菌の構成を互いに比較し、先行研究から今回の
研究の間の腸内細菌叢のどのような変化が炎症感受性および病変発生率の低下をもたらしたの
か、また ETBF 投与がどのような機序で低下した炎症感受性・病変発生率を回復させたのかを
解析し、AhR KO マウスの回盲部における腫瘍発生と腸内細菌叢との関係について詳細に明ら
かにすることが課題と考えられる。 
 

 
 図 2:隔週 3回+毎週 20回投与の累積生存率、肉眼的病変 
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