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研究成果の概要（和文）：腹腔内移植モデルおよび皮下移植モデルにおいて抗生剤処理マウスにC-REV投与する
ことによって腸内菌叢の変化が認められた。４つの抗生物質Ampicillin (A)、Metronidazole (M)、Neomycin 
(N)、または、Vancomycin (V)の組み合わせの違いでC-REVの抗腫瘍効果が変化し、その効果は(効果大)　AMNV =
 AMV > MNV > ANV = AMN　(効果小)の順番であった。それら抗生物質カクテル処理によるマウスの菌叢の違いを
調べ、抗生剤カクテル処理の有無で菌叢に大きな変化が認められた。

研究成果の概要（英文）：Changes in the intestinal flora were observed by administration of C-REV to 
antibiotic-treated mice in the intraperitoneal transplant model and the subcutaneous transplant 
model. The antitumor effect of C-REV changes depending on the combination of the four antibiotics 
Ampicillin (A), Metronidazole (M), Neomycin (N), or Vancomycin (V), and the order of the effect is 
(large effect) AMNV = AMV > MNV > ANV = AMN (small effect). The difference in the bacterial flora of
 the mice by the antibiotic cocktail treatment was found, and a large change was observed in the 
bacterial flora with and without the antibiotic cocktail treatment.

研究分野：免疫学

キーワード： 腫瘍溶解性ウイルス　C-REV　腸内細菌叢　抗生物質
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研究成果の学術的意義や社会的意義
腸内細菌叢の変化により化学療法、免疫チェックポイント阻害剤の抗腫瘍効果が変化することが報告されている
が、腫瘍溶解性ウイルスの抗腫瘍効果が変化するかは不明であった。今回の研究結果から抗生剤処理により腫瘍
溶解性ウイルスの抗腫瘍効果が変化することを見出し、その抗腫瘍効果の変化に腸内細菌叢が関与する結果を得
た。

※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 
腫瘍溶解性ウイルスは、ウイルス感染によって破壊された腫瘍から放出される癌抗原によって
腫瘍特異的リンパ球の活性化が起きる。この活性化リンパ球は強い癌免疫応答を有することか
ら、ウイルスを投与された腫瘍だけでなく、ウイルスを投与されていない転移腫瘍に対しても強
い抗腫瘍効果を発揮することが報告されている。この癌免疫は、活性化リンパ球だけでなく、破
壊された腫瘍から放出された癌抗原やウイルス関連産物などにより腫瘍周辺の炎症が起きるこ
とから、多くの免疫細胞の浸潤により癌微小環境が変化し、さらに、腫瘍血管からの漏出・白血
球浸潤が増加し、癌抗原提示能を有する樹状細胞のリンパ節への移動が増加することにより起
きることが考えられる。 
腸管の表面積はテニスコートの約 1.5 倍にものぼり、そこに存在するリンパ球は 100 億個にも
および、全末梢リンパ球の 60～70％が集積することから腸管は体内最大級のリンパ器官といえ
る。また、腸管は常に食物の摂取などを通して外来抗原に接するうえに、100兆個にも達する腸
内細菌と共存するなど独特な環境にある。腸内には 1000種を超える細菌が存在する。主なもの
は、Firmicutes、Bacteroidetes、および Actinobacteriaであり、含まれる遺伝子は 500万種類
と推定されている。人体の細菌叢の大部分は腸内に存在するが、その構成は一生の中で変化し、
乳幼児および高齢者では多様性が低い。女性の腸内細菌叢は、妊娠中にも変化する。近年、腸内
菌叢は腸管局所のみならず、免疫系や肥満など全身的な現象にも大きな影響を与えていること
が明らかになりつつある。具体的には、腸内細菌叢の種類・多様性の変化は、肥満症や、炎症性
腸疾患、がん、心血管疾患などの免疫関連･炎症性疾患との関連があるという報告がある。また、
無菌下で飼育したマウスでは免疫組織の発達が悪いということからも、免疫組織の発達にも重
要である。近年、自然免疫研究の進歩に加え、シークエンス技術の進歩による培養によらない腸
内細菌叢の網羅的遺伝子解析などが可能となり、常在細菌による免疫反応の調節に関する研究
に関心が高まっている。 
 
２．研究の目的 
腫瘍溶解性ウイルス C-REV（旧称 HF10）は名古屋大学ウイルス学教室で開発されたバイオ製
剤であり、医師主導の臨床研究が乳癌、頭頸部癌、膵癌を対象に名古屋大学医学部附属病院で行
われ、当研究室は投与経路・併用療法のトランスレーショナルリサーチを継続的に行っている。
C-REV は腫瘍溶解性単純ヘルペスウイルス(HSV)であり、遺伝子変異により腫瘍のみに感染し
腫瘍を破壊する。腫瘍溶解性ウイルスは、腫瘍特異的なリンパ球の誘導など、癌ワクチンすなわ
ち全身療法としての効果も明らかにされつつある（Caroline JB, et al. Nature2011）。当院の臨
床研究においても、ウイルスに誘導された細胞障害性 T細胞、ヘルパーT細胞、樹状細胞等の抗
原提示細胞の浸潤を腫瘍内に認め、強い抗腫瘍免疫の関連が示唆されている(Nakao A, Kasuya 
H, et al. Cancer Gene Therapy 2011)。 
ヒトには 1000 種，100 兆個を超える腸内細菌が存在する。これらが構成する腸内細菌叢は免
疫や代謝を介して宿主であるヒトと複雑な相互作用を形成し恒常性を維持している。腸内細菌
叢の構成菌種の変容や異常増殖、減少は dysbiosis と呼ばれ、ヒトの腸管のみならず、全身の免
疫系、代謝機構に異常を引き起こす。脂肪肝炎やメタボリックシンドローム、関節リウマチ、自
閉症、多発性硬化症などさまざまな疾患に dysbiosis が寄与している可能性が示唆されている。
さらに、腸内細菌叢の変化により化学療法、免疫チェックポイント阻害剤の抗腫瘍効果が変化す
ることが報告されている。そこで、担癌マウスに抗生物質を投与し、C-REVの抗腫瘍効果がど
のように影響するか検討した。 
 
３．研究の方法 
(1) 腸内細菌叢の変化による C-REV抗腫瘍効果 
腹腔内移植モデル 
マウスに 0.5 g / L  Ampicillin (A)、1 g / L  Metronidazole (M)、1 g / L  Neomycin (N) およ
び、0.5 g / L  Vancomycin (V)の抗生物質を含む 1 % Sucrose溶液をマウスに自由に飲水させ
た。14日後にマウスの腹腔内にマウス膵臓癌細胞 Pan02を 1×106個移植した (Day 0)。その
後、3回、C-REV 1×106 pfuを腹腔内に投与した (Day 3, 4, 5)。マウスの生存を観察し、抗腫
瘍効果を評価した。その間、抗生物質を含む 1 % Sucrose溶液をマウスに自由に飲水させた。 
皮下移植モデル 
マウスに 0.5 g / L  Ampicillin (A)、1 g / L  Metronidazole (M)、1 g / L  Neomycin (N) およ
び、0.5 g / L  Vancomycin (V)の抗生物質を含む 1 % Sucrose溶液をマウスに自由に飲水させ
た。7日後にマウスの皮下に 2 mm角に細切したマウス膵臓癌細胞 Pan02を腫瘍移植針により
2個移植した(両側側腹部移植モデル) (Day -8)。腫瘍の大きさが 100mm3の大きさに達した時点
で群分けを行い (Day 0)、C-REVの投与を腫瘍内に 3日毎に 3回、1×106 pfu投与した (Day 
0, 3, 6)。週 2回、投与側ならびに非投与側腫瘍サイズおよび体重を測定し、抗腫瘍効果を評価
した。その間、抗生物質を含む 1 % Sucrose溶液をマウスに自由に飲水させた。 
(2) 菌叢解析 



腹腔内移植および皮下移植モデルにおいて、C-REV 投与後 4 日後に糞便を採取した。DNA を
抽出後、16S rRNAの V1-V2領域に対する primerを用い PCRにて増幅した。次世代シークエ
ンサーで塩基配列を決定し、配列をデータベースによりマッピングした。 
 
４．研究成果 
(1) 抗生物質処理マウスにおける C-REVの Pan02に対する抗腫瘍効果(腹腔内移植モデル) 
抗生物質処理のマウスにおいて C-REVの抗腫瘍効果が増強されるか、Pan02腹腔移植モデルを
用いて検討した。C-REV処理により担癌マウスの生存を増強する傾向があった(p = 0.07)。抗生
剤処理されたマウスにおいて C-REV処理により、コントロール群に比べ、生存を延長した。ま
た、抗生物質の有無で C-REVの効果に有意な差は認められなかったが、生存延長の傾向が見ら
れた (図 1)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 抗生物質処理マウスにおける C-REVの Pan02に対する抗腫瘍効果 

(腹腔内移植モデル) 
 
(2）抗生物質処理マウスにおける C-REVの Pan02に対する抗腫瘍効果(皮下移植モデル) 
 
 C-REV は投与側の腫瘍の増大を明らかに抑制したが、C-REV 単独と比べて抗生物質と C-
REV を併用しても投与側腫瘍の抗腫瘍効果には大きな差は見られなかった。一方、抗生物質処
理によって C-REVの非投与側の腫瘍に対する抗腫瘍効果が明らかに増強した (図２)。 

 
図 2 抗生物質処理マウスにおける C-REVの Pan02に対する抗腫瘍効果 

(皮下移植モデル) 

 
Ampicillin (A)、Metronidazole (M)、Neomycin (N)、または、Vancomycin (V)の 4つの抗生物
質の中から 3つの組み合わせ（抗生物質 3剤カクテル）、および、4つすべての抗生物質（抗生
物質４剤カクテル）をマウスに投与し、マウスの腸内細菌叢を変化させた。AMVまたは AMNV
処理マウスにおいて、C-REV 投与側腫瘍で C-REV の抗腫瘍効果が強まる傾向が見られたが、
統計的に有意ではなかった。一方、C-REV非投与側の腫瘍では、AMVまたは AMNV処理マウ
スにおいて、C-REVの抗腫瘍効果が明らかに増強した（図 3）。 
 



 
図 3 抗生物質 AMN、AMVおよび AMNV処理マウスにおける C-REVの抗腫瘍効果 

 
また、ANV、MNVまたは AMNV処理マウスにおいて、C-REV投与側腫瘍で C-REVの抗腫瘍
効果が明らかに強まった。C-REV非投与側の腫瘍においても、MNVまたは AMNV処理マウス
において、C-REVの抗腫瘍効果が明らかに増強した（図 4）。 
 

 
図 4 抗生物質 ANV、MNVおよび AMNV処理マウスにおける C-REVの抗腫瘍効果 

 
以上より、３つの抗生物質 Ampicillin (A)、Metronidazole (M)、および、Vancomycin (V)カク
テル、または、４つの抗生物質 Ampicillin (A)、Metronidazole (M)、Neomycin (N)、または、
Vancomycin (V)カクテルにより処理されたマウスにおいて、C-REVの抗腫瘍効果が著しく増強
された。これら抗生物質で処理させたマウスの腸内菌叢が変化することが報告されていること
から、腸内細菌菌叢の変化が C-REVの抗腫瘍効果に影響を与えていることが示唆された。 
 
(3) 菌叢解析 (腹腔内移植モデル vs皮下移植モデル、および抗生剤組み合わせの違い)  
それぞれのモデルにおける菌叢解析を行った。抗生物質処理により両モデルにおいて菌種が減
少した (図 5）。 
 

 
図 5 抗生物質処理マウスにおける C-REVの菌種に対する作用(菌種) 

 
また、属レベルの解析において、Pan02の腹腔移植群で Lactobacillus属、抗生物質処理 Pan02
の腹腔移植群で Klebsiella 属および Cronobacter属、Pan02 の皮下移植群で Lactobacillus 属
およびClostridium属、ならびに抗生物質処理Pan02の皮下移植群でKlebsiella属、Citrobacter
属および Escherichia属が観察された (図 6）。 



 
図 6 抗生物質処理マウスにおける C-REVの菌種に対する作用(属レベル) 

 
Unifrac 距離に基づく各群の分散分析を行ったところ、C-REV を投与しただけでは細菌叢に影
響はあまり無いが、抗生剤を C-REVと併用すると、細菌叢が変化する、また、腫瘍の皮下移植
と、腹腔内移植で、細菌叢に違い認められた (表１)。 
 

表１ Unifrac距離に基づく各群の分散分析 

 
 
抗生剤処理マウスに C-REV 投与することによって変化する菌叢は腹腔内移植モデルでは
Citrobacter youngae、Parasutterella excrementihominis、Pediococcus pentosaceus および
Weissella cibaria、また、皮下移植モデルにおいて Parasutterella excrementihominisおよび
Cronobacter dublinensisが認められた。４つの抗生物質 Ampicillin (A)、Metronidazole (M)、
Neomycin (N)、または、Vancomycin (V)の組み合わせの違いで C-REVの抗腫瘍効果が変化し、
その効果は(効果大) AMNV = AMV > MNV > ANV = AMN (効果小)の順番であった。そこ
で、それら抗生物質カクテル処理によるマウスの菌叢の違いを調べることによって、C-REVの
効果に影響を与える菌叢を見出せる可能性があると考え、各群の菌叢を比較した (図 7)。その結
果、抗生剤カクテル処理の有無で菌叢に大きな変化が見られた。一方、各種抗生剤カクテル間で
菌叢を比較したところ、C-REVの効果と明らかな相関関係を示す特定の菌叢を見出すことが出
来なかった。 

 
図 7 抗生物質カクテル処理マウスにおける菌種の比較 
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