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研究成果の概要（和文）：肥満背景発癌モデルマウスとコントロールマウス(C57/BL)とでは発癌に違いがあるこ
とがわかり、肥満背景発癌モデルマウスでより多くまた大きい腫瘍が形成される事がわかった。それぞれの腸内
細菌を比較検討したところ腸内細菌の分布に違いがあることまでが分かった。腸内細菌の分泌の違いについて、
追加実験を行うこととした。
1)抗菌薬を投与し無菌化状態にすることで、腫瘍形成や腸内細菌叢にどのような影響を与えるか。
2) Co-Housingにより2種間の腸内細菌叢が類似するかどうか、また腫瘍形成にどのような影響を与えるか。

研究成果の概要（英文）：We found out the difference in carcinogenesis between an overweight 
background carcinogenic model mouse and a control mouse (C57/BL), and a big tumor was formed out in 
an overweight background carcinogenic model mouse. From the comparison of intestinal bacteria 
between overweight model mouse and control mouse, the distribution of the intestinal bacteria was 
different. As we thought further inspection was necessary to investigate the difference in the 
secretion of intestinal bacteria, we decided to do the following  supplemental experiment .
1) to investigate the impact of temporary germ-free environment by using antibiotics on 
tumorigenesis and an and an intestinal flora.
2) to investigate the impact of co-housing  on a tumorigenesis and intestinal flora. 

研究分野：消化管悪性腫瘍
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1. 研究開始当初の背景
 細菌の遺伝子に共通に存在する

域の存在が明らかになってから、ここ

の間で

える100

ることが明らかとなった。その遺伝子の数は

個体の

100万個と試算される。その腸内細菌は、腸内

において独自の代謝系を構築し、宿主との相

互作用により腸環境系としての恒常性を保っ

ており、恒常性の維持や破綻が宿主の生理

的・病的状態に深く関わっていると考えられ

ている。ビタミンや必須アミノ酸など宿主が

産生できない栄養素や大腸上皮のエネルギー

となる酪酸などの短鎖脂肪酸の供給源であり、

さらには病原微生物の競合阻害や宿主免疫系

の発達を促すなど生体防御においても重要な

役割を担っていることが知られている。そし

て、大腸がんや炎症性腸疾患などの消化器疾

患の発症や増悪に関与すること、ある

化器のみならず肥満や糖尿病、動脈硬化症な

どの内分泌代謝疾患や、多発性硬化症やう

つ・不安神経症といった神経疾患など、全身

性あるいは遠隔臓器の疾患との関連性も相次

いで報告されている。

 

(1) 肥満と癌化
当教室に所属する岡林助教らのメタアナリ
シス解析では肥満が
であった
Gastroenterol 2012
大腸ポリープの発生率が増加するとの報告
も有り、われわれは
らかのメカニズムにより、ポリープ発癌が亢
進する
はこのメカニズムの上流もしくはメカニズ
ムそのも
であると推測している。
 
(2) 大腸癌と腸内細菌

大腸癌の発生機序として①

（adenoma

発癌，

polyp neoplasia pathway
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.: J Microbiol Methods 

法により解析した結果

を示している。肥満モデルマウスで有意にポ

リープおよび大腸癌の発生頻度が高かったこ

とから、腸内細菌分布の違いが何らかの影響

を及ぼした可能性は高い。大腸癌と腸内細菌

に関する報告は数々あるものの、今回はいわ

ゆる善玉菌で代表される乳酸菌、酪酸産生菌

健常者と比較して肥満や

り多様

Vanessa K. 

。さらに、



遺伝子改変による肥満マウスの腸内細菌を正

常遺伝子マウスに移入すると正常マウスも肥

満になることから、少なくとも腸内細菌の組

成が肥満の発症あるいは増悪因子となること

が示唆される（Delzenne NM，Cani PD.: Annu 

Rev Nutr 2011）。肥満、糖尿病モデルマウス

に腸管上皮の粘液分解菌であるAkkermansia 

mucinifila（以下、A.muciniphila）の生菌を

摂取させるとインスリン抵抗性、肥満が改善

するという報告があり(A Everard et 

al. :PNAS 2013)、この菌は肥満、腸管粘液の

バリア機能という点で癌発生に関わる可能性

があるとして着目している。 

(4) 細菌同士の相互作用 

酪酸産生菌は単独培養するのに比し、乳酸菌

と共培養することで単独培養の約10倍の菌量

となるとされている。また、A.muciniphila

が粘液を分解する際に酪酸を代謝産物として

腸管内へ排泄する。過去の報告にあるように

酪酸は大腸癌発生には非常に重要な役割を果

たしているが(Manon D. Schulz et 

al. :Nature 2014)、酪酸産生菌単独ではなく、

いくつかの菌の相互作用により酪酸をはじめ

とした短鎖脂肪酸（SCFA）が腸管内に多く産

生されることが発癌に関与していると考えら

れる。 

 
2. 研究の目的 
 ヘリコバクター・ピロリ菌の発見および胃
潰瘍、胃癌の病態発生における役割の同定は、
予防医学の歴史の中で革新的出来事であっ
た。一方、腸内細菌に関しては、培養が困難
であることから、つい最近までその疾病に対
する役割はブラックボックスと考えられて
いた。ところが、細菌の遺伝子に共通に存在
する 16sRNA 領域の存在が明らかになり、多
くの腸内細菌の同定が可能になるにつれて、
種々の慢性代謝性疾患や悪性疾患との関わ
りが少しずつ明らかになりつつある。また、
adenoma-carcinoma sequenceで知られる大腸
癌の前段階であるポリープの発生が肥満と
強い関連があることが報告され、その橋渡し
として我々は腸内細菌に着目した。大腸癌と
肥満に関してはそれぞれ腸内細菌との関連
が数多く報告されているが、肥満環境下での
大腸癌発癌を一元的に説明する腸内細菌は
これまでに報告されていない。そこで今回、

肥満関連の大腸癌発現における腸内細菌叢
の役割を明らかにすることを目的に研究を
行う。 
 
３．研究の方法 

(1) 肥満背景発癌モデルマウスを作製し、そ

の腸内細菌叢の変化をみる。 

コントロールマウス,Ⅱ型糖尿病モデルの

KK マウス, および肥満遺伝子が導入された

KK-Ay マウスに aberrant crypt foci (ACF)

を介して発癌を誘導する azoxymethane（AOM）

を週に１回連続 6週間腹腔内に投与し、さら

に 14 週経過後に十分な麻酔下（4％イソフル

レン）で開腹後、下大静脈から可能な限り採

血を行い、腹部大動脈を切断し失血死させる。

その後無菌的に盲腸から腸内容物を採取し、

-80℃凍結保存する。その他、腸管を採取し、

一部を凍結保存、残りはホルマリン固定する。

腸内容に関しては後日、便からの DNA 精製キ

ット、QIAamp DNA Stool Mini Kit（QIAGEN）

を用いて DNA を精製する。また、T-RFLP キッ

ト、Phusion Bacterial Profiling Kit

（Finnzymes）を用いて、16s rRNA に特異的

なプライマーを用いて PCR 増幅を行った後、

制限酵素で DNA を切断し、キャピラリー電気

泳動システムを用いたDNAシーケンサー（ABI 

PRISM 3100 Genetic Analyzer：Applied 

Biosystems）を用いて解析する。フラグメン

ト（RFs）の長さによる、腸内細菌の分布を

AMMI 解析（Culman SW et al.: J Microbiol 

Methods 2008）によって比較検討する。また、

Kit に付随の DNA ライブラリーから特定の細

菌をある程度推定することができるため原

因細菌の類推が可能となる。さらに、特定の

細菌に関しては、qPCR 法を用いてその菌体量

を具体的に定量分析する。血漿成分は、EIA

法を用いて種々の炎症性サイトカインを分

析する。さらに凍結腸管は DNA を抽出しやは

り、炎症性サイトカインの遺伝子レベルをｑ

PCR 法で分析する。パラフィンブロック包埋

を行った組織は 5μmに薄切し、組織免疫染

色法を用いてやはり炎症性サイトカインに



加えて癌幹細胞マーカーであるCD133および

CD44 の発現レベルを検証する。上記検討を大

腸ポリープモデルマウスとコントロールマ

ウスだけでなく、肥満マウスモデル内で発癌

がみられた群とみられなかった群で比較す

る。 

 

(2) 便中の SCFA 濃度測定（メタボローム解

析） 

Sacrifice 前に収拾した便検体を凍結したま
まヒューマン・メタボローム・テクノロジー
ズ株式会社に送り解析を行う。前処置として、
まず 50 ㎎の検体を 30 %重水 D2O、
0.002%(w/v)TSP、0.03%窒素ナトリウム(Na3N)
が混じった 500μlの PBS Buffer(0.1 M 
K2HPO4/NaH2PO4 = 4/1, pH = 7.4) に混ぜ、ボ
ルテックスした後、液体窒素で凍結、解凍を
3サイクル繰り返す。ホモジナイズした後、
10000G、4℃で 10 分間遠心し上澄みを採取、
残ったペレットに対し、再度同じ工程を繰り
返し、2回の工程で得た上澄みを合わせ、
10000G、4℃で 10 分間遠心し 600μlの上澄
みを解析用チューブへ移す。その後、核磁気
共鳴スペクトル測定装置（NMR）を用いて網
羅的に代謝産物の解析を行う。 
（平成 29 年度） 
 

(3) 治療介入 

KK-Ay マウスに酪酸産生菌、乳酸菌、

A.mucinifila の生菌をそれぞれ飼料に混合

し上記実験と同様に解析する。具体的に酪酸

産 生 菌 と し て Clostridium butyricum 

TO-A(東亜薬品工業)を3000㎎/㎏/dayを極量

と し て 飼 料 に 混 入 、 乳 酸 菌 と し て

Lactobacillus casei TO-A(東亜薬品工業) 

を 6000 ㎎/㎏/day を極量として飼料に混入、

A.mucinifila と し て A.mucinifila 

MucT(ATCC BAA-835)を 2.0×108/0.2mLの用量

で連日胃管から服用させる。治療介入の時期

は AOM を腹腔内注射する 6 週間のみとする。

治療介入しない control 群、酪酸産生菌のみ

を服用する CD 群、酪酸産生菌+乳酸菌を服用

する BC+LC 群、酪酸産生菌、乳酸菌、

A.mucinifillaすべてを服用するBC+LC+AM群、

A.mucinifila のみを服用する AM 群の 5 群に

分け、20 週間後に sacrifice を行う。その後

の腸内細菌解析、メタボローム解析に関して

は前述の通りである。 

 

(4) 腸管上皮の粘液の測定 

近位大腸の切片を 4℃で 2時間 Carnoy’s 溶

液（エタノール 6：酢酸 3：クロロホルム１，

vol/vol）で固定する。その後 24 時間、100％

エタノールに浸し、5µm のパラフィン切片を

alcian blue で染色する。最低 20 の異なる部

位から粘液層に垂直になるように切り出す。

切り出した切片を画像解析ソフトを用いて

inner mucus layer（IM）の厚さを解析する。

(Motic-image Plus 2.0ML; Motic) 

 
４．研究成果 

肥満背景発癌モデルマウスとコントロールマ

ウス(C57/BL)とでは発癌に違いがあることが

わかり、肥満背景発癌モデルマウスでより多

くまた大きい腫瘍が形成される事がわかった。

それぞれの腸内細菌を比較検討したところ肥

満モデルマウスとコントロールマウス、肥満

背景発癌モデルマウス、発癌のコントロール

マウス それぞれで、腸内細菌の分布に違いが

あることまでが分かった。今後腸内細菌の分

泌の違いについて更なる検証が必要と考えた

為、以下の追加実験を行うこととした。  

(1) 抗菌薬を投与し無菌化状態(一度腸内細

菌叢をリセット)にすることで、腫瘍形成や腸

内細菌叢にどのような影響を与えるかという

ことを検証する。 2) Co-Housing(肥満モデル

マウスとコントロールマウスを共環境) によ

り2種間の腸内細菌叢が類似するかどうか、ま

た腫瘍形成にどのような影響を与えるかどう

かを検証する。現在上記の研究を進めている

ところである。  
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