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研究成果の概要（和文）：発展の著しい合成生物学や応用微生物学は、「生体内の必要な場所で、必要な時に、必要な
量だけ薬物を作る」究極のDDS実現のための道標の一つを示している。中でも、遺伝子改変による機能化が容易な細菌
類に、抗癌タンパク産生システムをパッケージングした治療用細菌マシンは有望な戦略の一つである。本研究では、そ
うした試みの端緒として、グラム陽性菌B. choshinensisのTNF-alpha産生改変株を作製し、TNF-alpha感受性腫瘍細胞
株L929との共培養実験やL929移植ヌードマウスにおける腫瘍増殖抑制実験により、その抗がん効果を示した。

研究成果の概要（英文）：We successfully developed the B. choshinensis highly efficiently secreting murine 
tumor necrosis factor-alpha (TNF-alpha) and demonstrated its significant antitumor effects against the 
cultured TNF-sensitive L929 cells and a tendency to inhibit tumor growth in L929 bearing mice by 
intra-tumor injection. This is the original report showing the antitumor effects by engineered B. 
choshinensis, indicating that it is one of the potential bio-machines for synthetic biology and applied 
microbiology focusing on cancer therapy.

研究分野：ドラッグデリバリー、分子イメージング
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１．研究開始当初の背景 

 

五十年後の癌治療を想像した時、現在の様
な投薬治療から大きな進化を遂げているだ
ろうと期待されるし、そうでなければならな
い。ここ 20 年程の間に、バイオテクノロジ
ーは急速に進歩し、遺伝子治療や細胞治療な
どの新しい治療戦略が開発されてきた。これ
らは、「生体内において抗癌物質を産生する
システムの投与」へのパラダイムシフトであ
り、従来の薬物治療が抱える多くの問題を回
避できる、極めて合理的な戦略と言える。た
だ、現状では、哺乳類細胞のタンパク質産生
効率の低さなどが理由で、十分な治療効果を
得られない場合が多い。 

こうした背景から考察し、遺伝子改変によ
る機能化が容易で、タンパク質の大量産生に
適している細菌類に、抗癌タンパク産生シス
テムをパッケージングし、治療用細菌マシン
へ改造することを着想した。そのためには、
癌環境応答性のセンサーや抗癌作用を持つ
遺伝子などのビルディングブロック類の開
発と、それらをパッケージングして治療上有
用な改変細菌を構築するアイディアの両輪
が重要である。前者については、合成生物学
の一分野として、人工プロモーターや人工リ
ボスイッチなどの開発がスタートしており、
ライブラリー化の試みも行われている。一方、
後者の、治療上有用なシステムとしてのパッ
ケージングに関する研究は端緒についたば
かりで、プラットフォームとして利用された
実績のある宿主細菌の種類も大変限られて
おり、トライアル＆エラーを要する課題が多
く存在する。 

こうした合成生物学や応用微生物学の医
療応用によって、遺伝子工学による生活や産
業への恩恵と同規模のインパクトがもたら
されると考えられる。本研究の成果として、
サイトカインなどの分泌型抗癌タンパクを
利用した細菌治療開発のための、新しいプラ
ットフォームを提供でき、重要なマイルスト
ンの一つをクリアできると予想される。これ
は、近年研究が進む、遺伝子治療や細胞治療
の持つ問題点（作用機構の複雑さ、機能化や
制御の難しさ、高価格）を解決した、より実
用的な戦略になると考えられる。 

 

 

２．研究の目的 

 

具体的には、タンパク質の大量分泌産生能
が報告されているが、細菌治療を目的に研究
されたことの無い新しい細菌種である、ブレ
ビバチルス菌を宿主細菌の第一選択として
癌治療に適した形質転換株を構築し、その有
用性について検証して、癌治療用細菌マシン
構築の Proof of Concept を取得する。 

 

 

３．研究の方法 

 ブレビバチルス菌を、マウスやヒトの
tumor necrosis factor- (TNF-)産生を目的
に形質転換した。TNF-感受性腫瘍細胞株
L929 との共培養実験や L929 移植ヌードマウ
スにおける腫瘍増殖抑制実験により、抗がん
効果を評価した。また、静脈内投与後の副作
用の検証として、血中バイオマーカーおよび
組織化学的な評価を行った。 
 併せて、静脈内投与可能な細菌種である大
腸菌について、その生体内分布の経時的変化
やがん微小環境への影響について検証した。 
 
 
４．研究成果 
 
ブレビバチルス菌を、マウスやヒトの

Tumor necrosis factor- (TNF-)産生型に改
変した(Fig. 1)。作製した遺伝子改変細菌は、
TNF-を高濃度に分泌(1,000~10,000 ng/mL of 

medium) することが明らかとなり、この改変
細菌は、TNF-感受性腫瘍細胞株 L929 を用
いた共培養実験において、細菌自体の毒性で
はなく、改変体が分泌する TNF により非常に
強力な抗腫瘍効果を発揮する（最適条件では、
ほぼ完全な増殖抑制）ことが分かった(Fig. 2)。 

Fig. 1. Construction of B. choshinensis secreting 

mTNF- or GLuc. 

 

L929 移植ヌードマウスに対し、本改変細菌
を腫瘍組織局所に投与した検討では、Gaussia 

luciferase (GLuc)を分泌する対照群において
も、細菌自体に誘発されたと考えられる軽い
炎症反応による抗腫瘍効果が見られたが、
TNF-分泌改変細菌投与群では、有意に高い
抗腫瘍効果が示された(Fig. 3)。 

次に、B. choshinensis について、その静脈
内投与後の副作用について検証した。ALT, 

AST, BUN, クレアチニンなどの血中バイオ
マーカーおよび組織化学的な評価において
組織傷害は認められず、B. choshinensis の癌
治療用細菌マシンとしての有用性について
異なる角度から論証することが出来た。 



Fig. 2. Viable cell counting of L929 cells treated 

with B. choshinensis with pmTNF- or pGLuc. 

Each value represents mean + SD (n = 3). ***P < 

0.001 vs NT and pGLuc groups. This result is 

the representative of multiple independent 

studies. 

Fig. 3. Tumor tissue weight of 21 days after 

intra-tumor injection of B. choshinensis with 

pmTNF- or pGLuc into L929-bearing mice. 

Each value represents mean + SD (n = 3-4). 

 

 

また、生体内における細菌マシンの追跡を
目的として lux オペロンや各種蛍光タンパク
遺伝子を導入した、B. choshinensis や嫌気性
菌である E. coli.の改変株を取得した。発光／
蛍光イメージングの結果、E. coli.は静脈内投
与後一旦大きく減少するが、約 2 週間後をピ
ークとして腫瘍組織において選択的に再増
殖することが確認された(Fig. 4 and 5)。これ
は、B. choshinensis で必要であった頻回投与
を回避可能であることを意味している。 

Fig. 4. Immunostaining of the tumor of 

mice injected with E. coli. 
 

 

Fig. 5. Selective growth of E. coli in the 

tumor (luminescence imaging, 

tumor-bearing mice, E. coli/pXen13(lux)) 

 

そこで、E. coli.で機能すると考えられる 4

種類の異なる分泌シグナル配列を有する
TNF-発現株を作製し、最適な分泌発現系を
スクリーニングした後、抗癌効果について検
証を進めた。その過程で、抗がんタンパクを
産生しない大腸菌（無毒性の株）の静脈内投
与によって顕著な抗腫瘍効果が認められた。
そこで、摘出した腫瘍組織の切片を作製し、
免疫組織染色を行ったところ、特にリンパ管
マーカーの発現の増加などが認められ、大腸
菌の投与により、がん微小環境が大きく変化
していることが示唆された。この結果は、静
脈内投与が可能な大腸菌を宿主とした治療
用細菌マシンの開発において、適切な分泌抗
がんタンパクの選択により、大腸菌自体によ
るがん微小環境改変との相乗効果を期待さ
せるものであり、大腸菌とがん組織の相互作
用についてより詳細な研究の蓄積の必要性
を示している。 
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