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研究成果の概要（和文）：ビフィズス(B)菌を用いたDDSの臨床応用において、免疫的安全性基盤を作るためマク
ロファージや樹状細胞を用いて、B菌種に対する免疫応答を検討した。B菌はIL-6, TNF-αなどのサイトカイン産
生を誘導し主にTLR2により認識される結果を得た。一方、死菌は、サイトカイン産生、抗B菌IgG抗体産生は顕著
に減少した。免疫活性化の関与候補として菌細胞壁の多糖類や蛋白質を得た。B菌でサイトカインやsvFcなどの
発現系を作り、抗PD1抗体とシトシンデアミナーゼ産生B菌/５F Cとの併用で、腫瘍増殖抑制と生存延長の亢進を
観察した。

研究成果の概要（英文）：In the clinical application of DDS using bifidobacterium (B), we 
investigated the immune response against B using macrophages and dendritic cells to create an immune
 safety basis. B induced the production of cytokines such as IL-6 and TNF-α, and we found the 
reaction was caused through TLR2. On the other hand, in killed B, cytokine production and anti-B IgG
 antibody production were significantly reduced. Some polysaccharides and proteins on the wall of B 
were identified as candidates for involvement in immune activation. An expression system for 
cytokines and svFc was established with B, and the combined use of anti-PD1 antibody and cytosine 
deaminase-producing B / 5F C was observed to suppress tumor growth and enhance the survival.

研究分野： DDS, がん治療、分子腫瘍学

キーワード： 固形がん　腫瘍微小環境　低酸素　DDS　ビフィズス菌　抗腫瘍性抗体医薬　がん分子標的薬　がん化学
療法
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研究成果の学術的意義や社会的意義
がん分子標的薬は、特定がんに対し効果を示し、副作用も減少するが、薬剤耐性細胞出現が懸念材料である。ま
た抗体医薬等の有効性は、数多く報告されているが、その薬価は高額で自己免疫疾患的な副反応が深刻な場合が
報告されている。蛋白質製剤は、その製造コストが高く、高薬価となる。副作用に関しても分子標的が腫瘍非特
異的で、全身投与では副反応が生じる。これらの問題点を改善するために、固形がんの低酸素微小環境に着目
し、ビフィズス菌による抗体医薬の腫瘍局所での持続的発現・分泌系の樹立は、比較的安価で低副作用の医薬品
を開発できる。さらに副作用の問題で開発が断念された医薬品についても、利用できる可能性がある。

※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 
 
抗がん剤は、これまでの低分子化合物に加え、分子標的薬、特に抗体医薬品などの生物製剤の

開発が抗がん剤として注目されている。抗 HER2 抗体などのがん細胞の膜蛋白質に対するヒト
抗体や抗 PD-1 抗体などの免疫制御分子の阻害作用をもつ抗体医薬などが顕著な臨床効果を上
げている。しかしながら、これらの抗体医薬品は全てのガンに有効という訳ではない。さらに薬
価が高額であり、また抗 PD-1 抗体は自己免疫疾患的な副反応が深刻となる場合も報告されてい
る。タンパク質製剤は、その医薬品開発、維持、製造コストが高く、そのために高薬価となるこ
とや繰り返し投与することで中和抗体などができて有効性が低下することもある。また、がんの
分子標的ではあるが、必ずしも腫瘍特異的ではなく更に薬剤のデリバリーシステム（DDS）が腫
瘍選択的ではないことから、全身投与の際に副作用が生じると考えられる。これらの複数の問題
点を改善するために、がんの微小環境に着目し、ビフィズス菌による抗体医薬の腫瘍局所での持
続的発現・分泌系樹立を考えた。申請者はこれまでに固形がん治療の標的として、嫌気的環境に
着目し、偏性嫌気性共生細菌ビフィズス菌を DDS ツールとして開発し、現在 5FU を腫瘍選択
的に産生する生物製剤の第 I/II 相臨床試験が進捗している。 
 
 
２．研究の目的 
 
げっ歯類、中型動物、小型霊長類にビフィズス菌を繰り返し反復静注した場合でも、アレルギ

ーなどの顕著な副反応や敗血症などで誘導される炎症性サイトカインの産生は観察されなかっ
た。このような安全性の観察がありながら、宿主免疫応答との相互作用を証明できる分子機構は
明らかになっていない。グラム陰性菌である大腸菌は、外膜に存在するリポ多糖（LPS）などが
toll 様受容体 4 (TLR4)を介して免疫細胞を活性化することが知られている。一方、黄色ブドウ
球菌やビフィズス菌などのグラム陽性菌は厚いペプチドグリカン層を持ち、グラム陰性菌とは
構造が異なっている。本研究では偏性嫌気性グラム陽性菌であるビフィズス菌と宿主免疫細胞
との相互作用を理解すること、分子機構を明らかにすることを主要な目的としている。今後、ビ
フィズス菌を用いた様々な慢性疾患で臨床応用を行うことを想定した場合、免疫細胞との相互
作用の分子機構の解明は、DDS の有効性の向上と安全性を担保するためにも重要と考えている。
ビフィズス菌がヒトの主菌叢という事実から、何らかの免疫寛容が存在するという視点から解
析し、より有効で安全な菌の確立と治療方法の樹立を目指す。 

 
 
 
３．研究の方法 
（１）ビフィズス菌由来免疫制御分子の同定 
腸内細菌叢を形成するビフィズス菌は、外来の病原性細菌に比べ、宿主免疫刺激能は弱いこと

が想定される。しかしながら、その分子機構については明らかになっていない。ビフィズス菌を
抗腫瘍分子のDDSとして用いる場合、その投与経路は本来菌が存在する腸管への投与ではなく、
静脈注射など異所性に投与する必要がある。その際、宿主免疫細胞がビフィズス菌もしくはビフ
ィズス菌由来成分を認識することが考えられる。 
ビフィズス菌で発現が強い蛋白質、および菌外に分泌される蛋白質を電気泳動法や質量分析

法で同定し、免疫制御作用を持つ分子を探索する。また、菌体よりゲノムをとり、LPS(-)の大腸
菌を用いたリコンビナント菌体由来の分泌タンパク質や細胞表層由来タンパク質を作成し、マ
ウス骨髄由来樹状細胞やマクロファージ、ヒト単球系細胞株を刺激する。これらの免疫細胞から
の、炎症性サイトカイン産生、mRNA の発現について解析した。 

 
（２）ビフィズス菌を認識する分子 
ビフィズス菌は偏性嫌気性であることから、腫瘍が縮小することで自動的に消滅するが、菌体

に対する生体防御反応もおこる。実際、予備的実験では自然免疫細胞である好中球の浸潤と菌体
の貪食が観察される。より効果的な持続的発現の検証のために、種々の遺伝子欠損マウスによっ
て、宿主免疫細胞との相互作用についても評価した。また、菌体を振り替えし投与することで産
生される抗ビフィズス菌抗体についても検討した。 

 
 
（３）抗腫瘍分子発現ベクターの構築 
作製した発現菌のうち不安定なものあるいは将来製剤として有効と考えられる遺伝子について
作成を試みた。また、ビフィズス菌を用いた外来性遺伝子産物の発現分泌系に必要な発現ベクタ
ー構築を行う。ビフィズス菌での持続的な遺伝子発現とタンパク質分泌に必要なプロモーター



やシグナルペプチドを探索した結果を基に、抗腫瘍分子の発現分泌系を構築する。 
 

 
（４）ビフィズス菌と抗体医薬との併用作用の検討 
臨床試験進行中のシトシンデアミナーゼの発現系を用いて、免疫チェックポイント阻害剤と

の併用効果について in vivo の担がんモデルを作成し検討した。今後、多様化する治療薬との併
用効果について観察できる。 
 
 
 
４．研究成果 
（１）ビフィズス菌由来分子の同定 
ビフィズス菌を細菌培養用の培地で増殖させた後、RPMI で 24 時間低酸素状態で培養し、培養

上清に含まれる分子について調べた。培養上清を透析後、アセトン沈殿を行って含まれている分
子について質量分析を用いて同定を行った。およそ３０種類のタンパク質分子が同定できた。今
回同定できた分子には酵素やチャペロンなどの分子が含まれていた。発現量の多い分子につい
て、LPS を含まない大腸菌を用いて、リコンビナントタンパク質を作成し、自然免疫細胞への作
用を調べたところ、炎症性サイトカインを誘導する分子が存在した。抑制性の分子については、
現在解析中である。ビフィズス菌を相同組換え技術で、免疫刺激分子をノックアウトすることが
可能であれば、安全性の向上が期待できる。このような作業を通して、より安全な菌株樹立を試
みる。 
 
 
（２）ビフィズス菌を認識する分子 
ビフィズス菌を in vivo で腹腔内や静注投与すると、好中球などの自然免疫細胞の浸潤が認

められる。少なくとも、免疫細胞を活性化することは確認された。そこで TLR2 もしくは TLR4 遺
伝子欠損マウスの骨髄由来樹状細胞（BMDC）や骨髄由来マクロファージ（BMM）、骨髄由来マスト
細胞などを刺激してサイトカインの発現を調べた。その結果、野生型マウスおよび TLR4-/-マウ
ス由来の上記自然免疫細胞は IL-6, TNF-αなどのサイトカインを産生した。しかし TLR2-/-遺
伝子欠損マウス由来の自然免疫細胞は、炎症性サイトカインを産生しなかった。これらの結果は、
ビフィズス菌は TLR2 を介して免疫細胞を活性化することが考えられた。 
実際、動物を用いた投与試験では、複数回反復投与で、少量ながら B 菌に対する抗体が検出

された。ビフィズス菌を超音波などで粉砕した抗原を用いた場合に最も多くの IgG 抗体ができ
た。その一方で、熱処理、もしくは UV 照射によって死滅させた死菌（菌体の大きさなどの構造
は変化なし）を用いた場合は、ビフィズス菌を認識する IgG の量は顕著に減少していた。In vitro
においても、生菌と死菌で樹状細胞やマクロファージからのサイトカイン産生量を比較したと
ころ、生菌に比較して、死菌で刺激した場合は、明らかにサイトカイン産生が減少していた。培
養上清の影響は限定的であり、菌体表面上の変化による可能性も示唆された。ビフィズス菌と同
じ病原性のないグラム陽性菌でも類似の結果が認められた。 

 
 
（３）抗腫瘍分子発現ベクターの構築 
pUC57 プラスミドに目的遺伝子をクローニングしたのち、大腸菌－ビフィズス菌シャトルベクタ
ーに乗せ変えた。さらに標的タンパク質の分泌・発現量を増強させるために、シグナルペプチド
の下流に B 菌の細胞壁結合性加水分解酵素の配列の一部を挿入した。特定のプロモーター配列
やシグナルペプチドでは、すべての遺伝子の発現・分泌をすることができなかった。さらに安定
な高発現ベクターの検討が必要である。これまでに抗腫瘍作用が期待できる IFN-γなどのサ
イトカイン産生系も樹立できた。また、既に乳がん治療薬として使用されている抗 HER2 抗体を
モデルに、scFv を作成することを試みた。本来、抗体は H 鎖２と L 鎖 2 本がジスルフィド結合
でできた高分子であり、大腸菌などでは産生することが困難である。我々は、抗原結合部位を形
成する H鎖と L鎖の V領域をリンカーペプチドで結合させた単鎖抗体 scFv を作成し、ビフィズ
ス菌に産生する抗 HER2 scFv の安定産生株を樹立した。in vitro で抗 HER2-scFv を産生させ、
培養上清中から scFv を精製し、その活性を確認した。HER2 を発現している BT-474 や SK-BR-3
細胞では、この抗 HER2-scFv が結合することが、蛍光顕微鏡やフローサイトメトリで確認でき
た。さらに発現量を上げて、安定株を樹立するための伝子改変について検討する必要がある。
scFv の場合、Fc領域がないため、ADCC 活性がない。今後は Avidity の高い、さらに ADCC に類
似した機能を付加した分子の開発が必要と考えている。 
 
 
（４）抗 PD1 抗体ビフィズス菌 DDS を用いた併用効果の検討 
 シトシンデアミナーゼを発現するように遺伝子改変したビフィズス菌株は、腫瘍組織特異的
に 5-フルオロシトシン（5FC）から 5-フルオロウラシル（5FU）を発現することで抗腫瘍効果を
誘導する。本研究課題では、抗 PD-1 モノクローナル抗体とこのシトシンデアミナーゼ発現ビフ



ィズス菌との併用による、CT26－担がんマウスモデルを用いて治療効果を検討した。抗 PD1 抗
体、シトシンデアミナーゼ発現ビフィズス菌/5-FC のそれぞれの単独投与で、がんの退縮が観察
された。さらに併用時には顕著ながんの縮小とマウスの生存の延長が認められた。 
併用投与における抗 PD1 抗体とビフィズスの投与順などプロトコールを変えた場合も類似の

抗腫瘍効果を示した。単剤療法と比較して、併用療法では、腫瘍組織内に浸潤した CD4+ T 細胞
の増加、制御性 T細胞（Treg）の減少が観察された。今後、様々な抗がん効果を示す医薬品との
併用について相乗効果が期待できる。将来の新しい治療方針の指針を確立できる可能性がある。 
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