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研究成果の概要（和文）：私はプロバイオティクスの培養上清を膵癌細胞に処置し、麹菌の培養液に強い抗癌作
用があることを明らかにした。この培養上清をHPLCにより分画化し、質量分析解析及びNMR解析によりその作用
を仲介する分子がHeptelidic acid（HA）であることを明らかにした。HAは膵癌細胞に対して細胞周期の異常お
よび細胞死の誘導を引き起こすことで抗腫瘍効果を発揮していることを明らかにした。また、HAは消化管を透過
し遠隔臓器に直接的に作用することで抗腫瘍効果を発揮しうることを実証した。本研究により、プロバイオティ
クスが多種多様な癌に対して作用を発揮しうること及びその作用メカニズムの一端を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：I treated pancreatic cancer cells with probiotic culture supernatant and 
discovered that the culture medium of Aspergillus oryzae exhibits potent anticancer activity. 
Through fractionation of the culture supernatant using HPLC, we identified heptelidic acid (HA) as 
the active molecule responsible for its antitumor effects on pancreatic cancer cells by mass 
spectrometry, and NMR analysis. HA induces dysregulation of cell cycle and cell death in these 
cells. Additionally, we found that HA can penetrate the gastrointestinal tract and directly affect 
distant organs, further contributing to its antitumor efficacy. This study not only highlights the 
broad anticancer potential of probiotics but also provides insights into the underlying mechanisms 
of action.

研究分野：分子生物学

キーワード： プロバイオティクス　抗腫瘍分子　難治性癌

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
プロバイオティクスはヒトの健康の保持増進に有用なことは知られているが、主に腸内環境の改善作用に着目し
た研究が多く、癌や宿主細胞に直接作用する菌由来分子に着目した研究は少ない。本研究により、プロバイオテ
ィクス由来抗腫瘍分子が膵癌をはじめとする難治性癌の優れた創薬ターゲットであることを実証した。また、特
定のプロバイオティクスと宿主や癌細胞がどのようにしての相互作用するのか、そのメカニズムの一端を明らか
にした。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
膵癌は早期発見が難しく、転移や再発、抗癌剤への耐性化などのため、最も予後が悪い癌腫で
ある(Siegel RL, CA Cancer J Clin, 2018)(DeSantis CE, CA Cancer J Clin, 2018)。一方で、
乳酸菌やビフィズス菌などのプロバイオティクスが大腸癌や膵癌、乳癌など多様な癌腫で発生
や進展を抑制しうることが示されており(Femia AP, Carcinogenesis, 2002)(Kuno T, Oncol 
Lett, 2015)(Aragón F, J Immunother. 2015)、プロバイオティクス生菌体は安全性の高い癌治
療に結びつくと考えられてきた。しかし、生菌体を用いた臨床試験では、菌の培養条件の差によ
る効果の不安定性や宿主の腸内環境の多様性のため安定した効果が得られず(Miao L, World J 
Microbiol Biotechnol, 2013)(DuPont AW, Nat Rev Gastroenterol Hepatol, 2011)、有意な抗
癌作用は証明されていない。その解決案として、菌由来抗腫瘍物質を同定し十分量を投与するこ
とで、安定した抗癌作用が得られると考えた。申請者はこれを実行し、乳酸菌株 Lactobacillus 
casei の培養上清から抗腫瘍物質フェリクロームを同定した。続いて、フェリクロームが大腸癌
細胞に JNK シグナルを介して細胞死を誘導すること、既存抗癌剤である 5-フルオロウラシルや
シスプラチンを上回る抗癌作用を持つこと、非腫瘍細胞に対して高い安全性を保持すること、胃
癌や食道癌細胞においても抗癌作用を持つことを証明した(Konishi H, Nat Comms, 2016、特願
2016-9224、PCT/JP2017/1803)(Ijiri M, Konishi H, Tumor Biol, 2017)。さらに、予備的研究
から、プロバイオティクスの一種の麹菌株が膵癌細胞に対する抗腫瘍物質を分泌することを明
らかにし、その培養上清の精製分画を回収することに成功した。 
これらのことから、プロバイオティクス由来物質が膵癌細胞に対して抗腫瘍効果を発揮する
こと、また、高い安全性が担保された膵癌治療につながることが期待される。しかし、膵癌に対
する抗癌作用を持つ菌由来物質を同定した報告はなく、また、その作用メカニズムは全く不明で
ある。本研究では、膵癌細胞に対して抗癌作用を持つプロバイオティクス由来物質を新たに同定
し、細胞内シグナル活性化機構などの作用機序を解明し、菌由来分子を介した新しい抗腫瘍メカ
ニズムを明らかにする。さらに、動物モデルにおける菌由来物質の有用性と安全性、既存抗癌剤
との優位性を明らかにし、新規抗腫瘍薬開発への基盤的成果を得る。 
 
２．研究の目的 
膵癌は最も予後が悪い癌腫であり、安全性および効果の高い新規治療薬の開発が望まれてい
る。プロバイオティクスを用いた癌治療では、菌体の培養条件の差や宿主の腸内環境の個体差な
どのため効果が不安定であり、臨床的に治療効果が証明された報告はない。本研究では膵癌細胞
に対して高い抗腫瘍活性もつプロバイオティクスを明らかにし、その抗腫瘍物質を同定するこ
とで菌由来分子を介した新しい発癌制御機構を明らかにする。また、この基盤的成果をもとに、
安全性および有効性の高い膵癌治療薬の開発につなげることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
１．プロバイオティクス由来抗腫瘍活性物質の同定 
1）プロバイオティクス培養上清の抗腫瘍効果の検討 
各種プロバイオティクスを培養液中で 24～72 時間培養し、菌体を遠心および 0.22μmフィル
ターを用いて除去する。得られた培養上清を膵癌細胞株（SUIT-2 や PANC-1 細胞など）に処置し、
スルフォローダミン B（SRB）アッセイ（Vichai V, Nat Protoc. 2006）により抗腫瘍物質を産
生するプロバイオティクスを選別する。 
2）培養上清の分離精製および抗腫瘍活性物質の同定  
選別した培養上清を HPLC カラムで分離し、細胞増殖抑制能を目安に分画を選別する。HPLC ス
ペクトラムが単一ピークを示す分画中の物質を質量分析解析で決定する 
 
２．抗腫瘍活性物質の作用メカニズムの解明 
膵癌細胞に 1.で同定した抗腫瘍活性物質を投与し、細胞周期関連分子や細胞死関連分子の発現
量変化を解析する。続いて、抗腫瘍活性物質処置によって変動するシグナル経路を明らかにする。
また、発現量変化が認められたシグナル関連分子に対する阻害剤を使用し、抗腫瘍活性物質の作
用の消失あるいは増強を確認する。 
 
３．癌モデルマウスでの抗腫瘍活性物質による抗腫瘍効果の検討 
膵癌細胞移植マウスに抗腫瘍活性物質を投与し、抗腫瘍効果を経時的に検討する。マウスに薬効
量を連日投与し、生存曲線、血液検査（肝、腎機能、電解質等）などで有害な作用について評価
する。 
 
４．研究成果 
①麹菌由来抗腫瘍分子 Heptelidic acid の同定 
膵癌細胞株である SUIT-2、MIA-PaCa-II、Panc-1 に回収したプロバイオティクス培養液を処置し



たところ、Aspergillus oryzae の培養液がいずれの膵癌細胞株に対しても強い抗癌作用を持つ
ことを明らかにした。A. oryzaeの培養液を分子量カラムで分離した後に細胞へ処置したところ、
3kDa 以下の低分子が作用を仲介していることを示した。続いて、HPLC を用いて逆相カラムやゲ
ル濾過カラムで繰り返し分画化したところ、スペクトラムがシングルピークを示す分画の取得
に成功した。高分解能 LC/MS で解析により精密質量を決定し、NMR 解析により抗腫瘍作用を仲介
する分子が Heptelidic acid (HA)であることを見出した。HAを膵癌細胞に処置したところ、濃
度依存的に抗腫瘍効果が確認された（Konishi H, Scientific Reports, 2021）。 

 
②抗腫瘍活性物質の作用メカニズムの解明 
HA を膵癌細胞に投与すると、Cyclin D1 の発現低下、Cyclin B1 の発現増加、PARP の開裂、TUNEL
陽性細胞の増加が確認されたことから HA は細胞周期に異常を引き起こすことで膵癌細胞に細胞
死を誘導していることが示唆された。また、HAにより古典的シグナル経路である p38 MAPK の活
性化および Akt の不活化を膵癌細胞において引き起こしていた。p38 MAPK シグナルを抑制する
ことでその抗腫瘍効果が減弱したことから、HAは p38 MAPK を介して膵癌細胞に細胞死を誘導し
ていることを示した（Konishi H, Scientific Reports, 2021）。 

 
③癌モデルマウスでの抗腫瘍活性物質による抗腫瘍効果の検討 
SUIT-2 細胞をヌードマウスに移植し、HA を連日腫瘍内に投与したところ腫瘍の発育が有意に抑
制された。HA が消化管を透過し膵臓に到達しうるかを検討するため、マウス摘出腸管に HAを封
入し、腸管外培養液を回収して膵癌細胞に投与したところ、その発育が有意に抑制されたことか
ら消化管内で細菌から分泌された HA は消化管を透過し、消化管外臓器に直接的に作用しうるこ



とを示した（Konishi H, Scientific Reports, 2021）。さらに、HAの抗腫瘍作用は経口投与に
おいても確認され、体重減少や生化学検査値の異常など薬剤関連の有害事象を認めなかった
（Isozaki S, Konishi H, BMC Microbiol, 2022）。 
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