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研究成果の概要（和文）：慢性炎症が発癌に深く関与していることが知られているが、潰瘍性大腸炎・クローン病に代
表される慢性炎症性腸疾患（IBD）においても、炎症の慢性化に伴い発癌リスクが高まることが報告されている。炎症
に由来する大腸発癌（Colitis-Associated Cancer; CAC）モデルマウスとしてp53・IL-10二重欠損マウスを用い、腸内
菌の関与を検討した。p53・IL-10二重欠損マウスを無菌化し、SPF環境下のマウスと比較したところ、SPFマウスでは大
腸炎、大腸腫瘍が形成されるのに対し、無菌マウスでは大腸での炎症、腫瘍が認められず、このモデルでは腸内細菌の
関与が示唆された。

研究成果の概要（英文）：It ha been reported that chronic inflammation in the colon results in an 
increased risk for the development of colorectal cancer. In this study we aimed to confirm the hypothesis 
that intestinal microflora are required for the development of adenocarcinoma in the colon of the 
Interleukin 10 (IL-10) and p53 double-deficient mouse. The germ-free double deficient mice on C57BL 
background were produced and observed the development of colitis and colon tumor. Animals of both groups 
were subjected to histopathological examination. There was no development of adenocarcinoma of the colon 
among the germ-free mice, whereas in the mice housed under specific pathogen free conditions, high 
percentage of colonic inflammation and tumor development was observed. These results indicate that 
intestinal microflora play an important role in the development of colitis-associated cancer in this 
animal model, and that cancers can be prevented by controlling intestinal microflora.

研究分野： 腸内細菌学
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１．研究開始当初の背景 
慢性炎症が発癌に深く関与していることが
知られているが、潰瘍性大腸炎・クローン病
に代表される慢性炎症性腸疾患（IBD）にお
いても、炎症の慢性化に伴い発癌リスクが高
まることが報告されている。我々はこれまで
に、129SvEv 遺伝的背景の p53・IL-10 二重
欠損マウスにおいて短期間で高頻度に肉眼
的に観察可能な大腸腫瘍が形成されること
を確認し、ヒトの臨床像に極めて近いモデル
となりうると考えている。これまでの研究で、
腸内の常在菌叢が宿主の健康、病態に大きな
影響を与えることも明らかとなっているが、
p53・IL-10 二重欠損マウスにおいても無菌
化すると腸炎、腫瘍が見られないという知見
を得ている。胆汁酸は腸内細菌の働きにより
様々に変換されるが、こうして生成された二
次胆汁酸の一部に、細胞毒性や発癌促進作用
があることが報告されている。しかし、胆汁
酸変換にかかわる菌の研究は多くなされて
いる一方で、具体的に菌-胆汁酸-発癌の関係
を明確に示した報告は限られている。 
 
２．研究の目的 
炎症に由来する大腸発癌（Colitis-Associated 
Cancer; CAC）モデルマウスとして上記
p53・IL-10 二重欠損マウスを用い、特に腸
内菌による胆汁酸代謝と発癌の関わりに着
目して以下の２点について研究を遂行する。 
（１）ヒト腸管由来の菌の分離と、in vitro
における各種代謝能の検討：ヒト糞便より、
高度に嫌気的な条件下でのみ生育する菌を
含むさまざまな菌を分離し、胆汁酸変換能を
はじめとした各種代謝能を in vitro において
評価する。 
（２）ノトバイオート p53・IL-10 二重欠損
マウスの作出と大腸発癌への腸内細菌の関
与：二次胆汁酸生成能などに着目して選出し
た腸内菌（群）を、無菌化した p53・IL-10
二重欠損マウスに投与する。作出したノトバ
イオートマウスについて、投与菌の定着を確
認するとともに、腸炎、大腸癌の発症につい
て観察を行い、発癌に関与する菌（群）を特
定する。本研究の成果は大腸疾患に関与する
腸内常在細菌の制御を介した新しい治療、予
防に有用な情報をもたらし、発癌の本質的な
メカニズム解明につながる足がかりとなる
ことが期待される。 
 
３．研究の方法 
(1) p53・IL-10 二重欠損-マウス大腸発癌に
おける腸内菌の関与 
   C57BL/6 背景の p53・IL-10 二重欠損マウ
スを無菌化し、繁殖に必要な匹数を確保した
上で、無菌のまま維持する群と通常環境下に
移して飼育する群に分ける。それぞれのマウ
スにおける腸炎・大腸癌の発症について観察
を行い、このモデルマウスにおける CAC に対
する腸内菌叢の影響を確認する。 
(2) ヒト腸管由来の菌の分離と、in vitroに

おける各種代謝能の検討 
  ヒト糞便より嫌気チャンバーを用いて非
常に高い嫌気度を要求するEOS細菌を含む菌
の分離を行う。胆汁酸変換能に関する報告が
多いクロストリジウム属の分離については、
クロロホルム処理により芽胞形成菌群を選
択し、その中から胆汁酸変換活性を保持する
菌群の構成を繰り返し単純化することによ
り、菌を分離する。胆汁酸の変換能について
は薄層クロマトグラフィー（TLC）、液体クロ
マトグラフィー（HPLC）、ガスクロマトグラ
フ質量分析計（GCMS）などを使用し、胆汁酸
の量的及び質的な解析を行う。 
(3) ノトバイオート p53・IL-10 二重欠損マ
ウスの作出と大腸発癌に影響を及ぼす菌
（群）の特定 
  二次胆汁酸生成能など、大腸発癌に関与が
疑われる腸内菌を無菌の p53・IL-10 二重欠
損マウスに投与する。作出したノトバイオー
トマウスについて、菌（群）の定着を確認し
ながら腸炎、大腸癌の発症について観察を行
う。腸炎の評価はマウスの全身状態、下痢、
肛門の汚れについて経時的に観察すること
で行う。大腸発癌への影響は、通常化した
p53・IL-10 二重欠損マウスにおいて大腸に腫
瘍が認められる期間観察を続けた後、マウス
を解剖して大腸を肉眼的に観察し、更に固定
して組織学的な解析を行うことで評価する。
一部のマウスについては腸管組織における
免疫細胞の分布、役割も検討する。 
 
４．研究成果 
(1) C57BL 背景の p53・IL-10 二重欠損-マウ
ス大腸発癌における腸内菌の関与 
 p53・IL-10 二重欠損-マウスを SPF 環境下
で維持すると、盲腸及び大腸に杯細胞の減少、
クリプトの伸長及び不規則化、炎症細胞の著
名な浸潤を伴う炎症が認められ、更に腫瘍形
成が観察された。これに対し無菌の二重欠損
マウスでは盲腸、大腸いずれも炎症は認めら
れず、腫瘍の発生も観察されなかった。この
ことから本マウスにおける大腸腫瘍発生に
は腸内細菌が関与していることが強く示唆
された。一方、SPF、無菌どちらの環境下に
おいても一部の個体に胸腺腫瘍が観察され、
早期に死亡する個体を認めた。 
(2) ヒト腸管由来の菌の分離と、in vitroに
おける各種代謝能の検討 
 大腸ガン患者の腫瘍粘膜部より菌の分離
を試みた。分離された菌の 16S rRNA のシー
ケンスを解析した結果、炎症誘導性や大腸癌
と の 関 わ り が 示 唆 さ れ て い る 、
Fusobacterium nucleatum, Fusobacterium 
mortiferum 及び Lepttrichia trevisanii な
どの Fusobacterium 属と高い相同性を示す
菌をはじめとした様々な菌であることが明
らかとなった。 
更に、胆汁酸が腸内の偏性嫌気性菌によって
細胞毒性や発癌促進作用を示すデオキシコ
ール酸やリトコール酸などの二次胆汁酸へ



と変換されることが数多く報告されている
ため、ヒト便から分離された菌の胆汁酸変換
能について in vitro でのスクリーニングを
開始した。これまでに抱合型胆汁酸の脱抱合
能、側鎖水酸基の脱水素反応能、脱水酸反応
に寄与する菌を分離している。さらに、一次
胆汁酸からマイナーな胆汁酸への変換を担
う菌を引き続き分離する予定である。 
(3) ノトバイオート p53・IL-10 二重欠損マ
ウスの作出と大腸発癌に影響を及ぼす菌
（群）の特定 
 無菌化した p53・IL-10 二重欠損マウスに
ヒト大腸癌粘膜より分離した Fusobacterium
近縁の６株を投与して経過観察を行った。作
出したノトバイオートマウスでは盲腸・結腸
内に顕著なガスの貯留を認めたが、肉眼的に
明らかな腫瘍は今の所認められておらず、さ
らなる検討が必要と思われる。 
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