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研究成果の概要（和文）：16種類の大腸菌株を培養し分析を行った。コリバクチンを生産することが確かめられ
ているNissle1917も入手し分析に供した。また、これらすべての菌株に対して全ゲノム解析を行った。解析の結
果、Nissleをはじめとし、菌株番号3および4にコリバクチン全生合成遺伝子群がコードされていることを確認し
た。続いて、コリバクチンの検出方法を確立すべく、培養液をLCHRMSで分析したところペプチダーゼClbPによっ
て加水分解されたプロドラックモチーフの質量を菌株番号3, 4およびNissleのみから観測することに成功した。
これによってコリバクチンの間接的観測方法を確立することに成功した。

研究成果の概要（英文）：Colibactins are natural products produced by select commensal, 
extraintestinal, and probiotic Escherichia coli. Strains of E. coli possessing clb gene cluster 
induce DNA damage in eukaryotic cells and are thought to promote colorectal cancer formation. 
However, the chemical structure of colibactin as a final product has been covered yet. In this 
study, we tried to isolate and characterize colibactin and biosynthetic precursor of colibactin from
 mutated E. coli Nissle 1917, which is colibactin producing strain. Spectroscopic analysis of 
chemical structures of precursors by using NMR, myristol-CoA connected with peptide has been 
isolated from deficiency of clbP (peptidase as a proposed function) mutant of E. coli Nissle 1917. 
Based on the biosynthetic gene cluster responsible for the formation of colibactin, these chemical 
structures were partially anticipated due to coding for the hybrid polyketide synthase-nonribosomal 
peptide synthetase in clb.

研究分野：天然物化学
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１．研究開始当初の背景 

大腸がんの患者数は全がん患者のうち日本
では 2番、米国では 3番目に多く、加えて死
亡者数の多いがんとして知られている。それ
にもかかわらず有効な治療法や予防法が確
立されていないことが挙げられる。しかし近
年、本疾患の原因として病原性大腸菌
IHE3034 の感染が疑われるようになった 
(Cuevas-Ramos, G., et al., PNAS, 2010)。
この病原性大腸菌は強力な毒素コリバクチ
ンを生産し、これが腸上皮細胞のがん化を誘
発すると報告された（Arthur, J. C., et al., 
Science, 2012）。しかしながら、この大腸が
ん原因物質であるコリバクチンは大腸菌
IHE3034 が哺乳類細胞に感染してはじめて生
産されるため、単離は困難とされ、未だ部分
構造すら明らかにされていない。化学構造が
不明な現状ではコリバクチンによる詳細な
大腸がん発症メカニズムの解明や、治療法お
よび予防法の確立は困難と言える。 

 大腸菌 IHE3034が生産するコリバクチンは、
大腸菌O-157が生産するベロ毒素と治療およ
び予防法を考える上で類似している。つまり、
コリバクチンが体内から検出された場合、大
腸がんになるリスクがあると診断できる点
でバイオマーカーとなる。一方で PCR によっ
て大腸菌IHE3034を検出し抗生物質などによ
って死滅させることができればリスクを軽
減できるが、コリバクチンが体内に残存する
可能性がある。従って、本化合物を有機化学
的に明らにした後、この化合物を不活化させ
る方法を見出す必要がある。本化合物の存在
を報告したグループによってコリバクチン
生合成遺伝子群を特定するに至ったが
（ Nougayrède, J. P., et al., Science, 
2006）、本生合成遺伝子は全長 54kb を超える
巨大な遺伝子群を形成しており、従来までの
発現方法では目的化合物を生合成させるこ
とはできないであろう。そこで我々は、これ
までの知見（Watanabe, K., et al., PNAS, 
2003, Nature Chemical Biology, 2006, JACS, 
2009）を活用し立体化学を含む化学構造の決
定を試みる。本化合物と同様に微量成分であ
るため単離構造決定されていない化合物が
数多く存在している。本来はこういった高い
生物活性を有する化合物こそ有望な医薬品
リードとなり得るのだが、従来の手法では目
的化合物を獲得することは困難であり、現在、
微量天然物の新規生産方法の開発が求めら
れている。 

 

２．研究の目的 

大腸がん原因物質と予測されているコリバ
クチンの立体化学を含む化学構造を決定し、
効果的なバイオマーカーとする。コリバクチ
ンは大腸菌IHE3034株が哺乳類細胞に感染し
た後、哺乳類細胞からの何らかのシグナル物
質によって誘導される化合物であると予測

されている。従って、本化合物の単離は困難
であり、未だ部分構造すら明らかにされてい
ない。しかしながら、大腸がん発症患者の
66.7%から本菌が検出されている（Arthur, J. 
C., et al., Science, 2012）。そこで我々は、
本化合物の正体を有機化学的に明らかにし、
大腸がん形成メカニズムの解明および予防
のためのバイオマーカーとする。 

３．研究の方法 

我々はコリバクチンの化学構造を推測し、そ
の合成品を既に取得している。採取した糞便
試料中のコリバクチンを正確に定量する目
的で、LC-MS を用いた分析法の精度・感度を
検証し、次年度以降の定量分析へと繋げる。
具体的には、化学合成によって調製したコリ
バクチンを用いて、糞便試料からの回収率、
分析の変動係数、検出限界・定量限界、保存
条件による安定性などを確認し、最適な
LC-MS 定量分析条件を確立する。PCR 法にて
コリバクチン生合成遺伝子を検出するプラ
イマーについては既に設計済みであり、関連
研究で使用している。 

 3 種のコリバクチン生産菌(Nissle1917、菌
株 3、菌株 4)についてマウス投与による発が
ん解析を検討する準備を行った。 

[検討 1] コリバクチンの配列（クラスター全
長、各 gene 等）のデータベースを入手し、
プライマー設計を行った。また、コリバクチ
ンの配列を大腸菌以外の菌および種におけ
る相同性検索を実施中である。大腸菌以外に
存在する場合は、大腸菌のみにしぼった研究
から、対象を広げるべく研究計画の追加を提
案する予定である。 

[実験 2]  In Vivo の検討の前に、個体にお
ける腸管上皮細胞の状態を反映していると
考えられる、マトリゲルを用いた３次元培養
の実験系を構築した。Min マウス腸ポリープ
由来細胞の２次元における培養に成功し、現
在も継代中である。この細胞を３次元培養し
たところ、細胞一層からなるオルガノイドを
作成することに成功した。今後は腸管内腔を
示すと考えられるオルガノイド内部にコリ
バクチン生産菌およびコリバクチンそのも
のを投与することにより、形態や mRNA 発現
の変化を検討する予定である。 

[実験 3] 最終的には三種のコリバクチン生
産菌をマウスに生着させ、大腸発がんへの影
響を観察することを目的としているため、ま
ずは腸ポリープの多発する家族性大腸腺腫
症のモデルマウス、Min マウスの糞便にコリ
バクチン産生菌がいるかを２０週齢になる
まで検討することにした。毎週、糞便を採取
し、解析するためにサンプルを三好班員に郵
送した。コリバクチン産生菌がいない場合は、
菌やコリバクチンそのものをマウスに投与
する理想的な実験系になると思われる。また、
コリバクチン産生菌がいた場合も腸ポリー
プ数とコリバクチン産生量との比較や、除菌



した場合の腸ポリープ数とコリバクチン産
生量との比較ができると考えている。 

  

４．研究成果 

16 種類の大腸菌株を購入した。また、コリバ
クチンを生産することが確かめられている
Nissle1917 も入手した。これらすべての菌株
に対して全ゲノム解析を行った。解析の結果、
Nissle をはじめとし、strain3 および 4にコ
リバクチン全生合成遺伝子群がコードされ
ていることを確認することができた。続いて、
コリバクチンの検出方法を確立すべく、培養
液を LCHRMS で分析したところ右図に示した
ようにペプチダーゼ ClbP によって加水分解
されたプロドラックモチーフ（ m/z+ 
343.2591）を strain3, 4 および Nissle のみ
から観測することに成功した。これによって
コリバクチンの間接的観測方法を確立する
ことができた。 

 

[マウス投与による発がん解析結果] 

 コリバクチン生産菌が生着するかを検討
するために、生後１日目の仔児の肛門に菌を
塗り付ける検討および口周囲に塗り付ける
検討に代表される感染経路の検討を行った。
生着の評価は糞便解析で行う予定であるた
め、コリバクチン生産菌に GFP を発現させる
プライマーの設計を行った。個体としての評
価であるが、表現系（マウスの生死、健康状
態（便の状態・体重変化など）、腸管におけ
るがん化の評価、等々）の違いを現在観察し
ている。 
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