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今回、 整腸作用を有し乳 酸菌等を腸内で増殖させる3

種菌株 ( s t r e p t 0 c 0 C C U s f a e C a 1 i �， B a c i l l u s  

m e s e n t e r i c u s ， C 1 0 s t r i d i u m b u t y r i c u III ) の

A 'z 0 X Y m e t h a n e ( A 0 M )誘発大腸腫蕩に対する効果を検

討した結果 、 AOM ( 7. 4mg/kg S. c. 1 1 週間 )を投与した対

照群の腫蕩発生率が90 %であるのに対して、 3種菌株の生

菌を AOM投与開始と 同時に週2回、 1 5 週間経口投与

したところ腫場発生率が56.5 %と有意な減少が認められた。

発生腫場個数においても 2. 6個がo . 96個と有意 に減少した。

この 抑制の機序を検討するためにま ず、 3種菌株のホ

ルマリン死菌を用いて免 疫系に およぼす影響を液性免 疫、

細胞性免 疫、 N K細胞活性、 活性化マクロ フ ァ ー ジ につ

いて検討したところ、 著明なN K細胞活性の賦活化が観

察 された。 一 方、 誘発実験にお ける牌のN K細胞活性の

経時的変化を検討した結果 、 無処 置の対照群に対する A

OM投与群の活性の低下以上に3種生菌を 同時に経 口投

与した群のN K細胞活性は低値であった。

腸内細菌叢について検討した結果、 AOM単 独群 では

投与開始1 5週目からEnterobacteriaceae の増加が認め

られたが、 AOM十 3種生菌投与群ではその増加がなか

った。

以上の結果から、 AOM誘発大腸腫療の発生において

N K細胞が その主な監視機構とならないこと、 および3

種生菌による腸内細菌叢の変化が 抑制的に働いているこ

との2点を 明らかにした。
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は じ め に

腸内細菌叢は加令や生活環境の変化とともに変化し、

宿主にさまざまな影響を与えることが知られている。 特

に母乳で養育された乳幼児では乳酸菌およびビフ ィズス

菌が優位構 成菌種である。 それらは乳酸産生菌であり、

腸管感染に対しての防 御や宿主の免疫能 等の抵 抗力の維

持に有効と考えられているが、 加令とともに優位構 成菌

種ではなくなる1・2 • 3) 

これまでに、 食生活による腸内細菌叢の変化や、 食物

の体内代謝産物、 および 腸内細菌叢による代謝産物など

が消化管の発癌誘発物質となる可能性が報告されている

4 • 5) さらに、 ソ テツの実の 成分である サイカシンが

通常ラ ットの肝、 腎、 肺、 および 腸管に腫蕩を誘発する

のに対して、 無菌ラ ットでは腫蕩を誘発しないことを

Laqueur 6)が証明して以来、 腸内細菌叢のうちのあるも

のが、 発癌 促進に関与していることが考えられてきた。

今回 用い た3種菌株 ( S. f a e c a.l is. B. mesenter icus 

C. butyricu m )の生菌は、 独 特の共生作用を示し、 腐敗菌

・ 病原菌等の有害菌の増殖を抑制し、 ビ フ ィズス 菌 等の

乳 酸産生菌の増加を促し腸内細菌叢の異常を改善すると

されている7 ) 。 そこでこの3種菌株の Azoxy methane

(以下AOM ) 誘発大腸 腫携の発生に対する効果 につい

て検討した。
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材 料 と 方 法

1 . 使用動物

6-8 週齢体重1 70-180gの雄性ドンリュウラ ット (静岡県

実験動物農業協 同組合 ) を 用いた。 感染動物室 (温度 23

::t 2 0C、 湿度55::t 10先) にて図形資料 (CE -2日 本クレ

ア株式会社 ) を与え 自由給水下に飼育した。 また、 6週

齢の雄性ICRマウス 、 B ALB/c マウス 、 C3H/He マウス (静岡

県実験動物農協協同組合 ) は 一般飼育室にて飼育した。

2. 使用菌株

今回 試験に供した菌株は生菌整腸製剤jビオス リー

( Bio-three : B-3 ) に 配合されている Streptococcus 

f a e c a 1 i s T -II0 ，  B acillu s m e s e n t e r i c u s T O- A ， 

Clostr idium butyr icu 111 T O-A ， であり、 それらの生菌、

ホルマリン死菌、 細胞壁を 用いて検討した。 これらの菌

株は東亜薬 品工業株式会社より提供を受けた。

3. A 0 M誘発大腸腫携に対する 抑制効果

大腸腫蕩はドンリュウラ ットに AOM (Sigma社)7 . 4mg/kg

を背部皮下に 週 1 団 連続11 週間注射 して誘発した 8 ) 。 誘

発 抑制の検討は、 AOM投与開始と同 時に3種菌株の合剤

( ラ ット1 匹当り生菌3X109個:死菌3X10 8{国 : 細胞壁100

μg )を週 2 回 ゾン デで1 5週間経口投与し て 行った 。

AOM投与開始後30週 で犠死解剖し て腫療の発生の有無、 発

生イ回数 および 大きさを比較した。 な お、 腫蕩の大きさは

長径×短径の面積で表した。
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4. プラ -ク検定 法

プラ -ク検定 法 は Cunningharn および S zenberg 9 )の

方法 にしたがって 行った。 すなわち免疫は5 x 10 8個 の 緬

羊赤血球 (sheep red blood cell;以下S RBC)をICR マウス

の尾静脈内に投与して 行い、 免疫後 5 日後の牌の プラ ー

ク数を測定 した。 マウス 牌を無菌的に摘出し、 イーグル

ME M 培地 ( 日水製薬 株式会社 ) 中で細切し # 200 ス テ

ンレ ス メ ッシュ を 用いて炉過しイーグルME M 培地

で1 回 洗浄後 5 x 106 個I ml に 調 整 した。 この牌細胞

O. 1 m 1 と 20 %S RBC 0.1ml と 補体 O. 1 m 1 を O. 7 m 1 の

イーグルME M 培地 に混和 し、 これをチャンバー に注入、

3 7 oC 5 % C 02 インキュベーターで4 5 分 間 培養 し、 1 

牌当たりの プラ ーク数を算出した。 被検体は免疫の前あ

るいは後に連続 5 日間静脈内投与した。 担癌マウス にお

ける検討はEhrlich 腹 水腫場細胞1106個を皮下 移 植 後21 

日目に免疫した。

5. 足底反応

S RBCに対する 足底反応 をNelson および Mildenhall 

1 ø ) の 方 法 で行った。 すなわち、 ICR マウス の背部皮下

に10 % S RBC O. 2ml でもって免疫した後1 週 目、 左 足底皮

内に 20児S RBC O.0 5rnl でチャレ ンジ した。 チャレ ンジ 2 4，

48 時間後に タイヤル型皮厚計 (尾崎製作所) で足の腫

脹を計測して、 下記の式で 腫脹率を 算出した。 被検体は

免疫の前あるいは後に連続 7日間静脈内 投与した。 担癌
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マウスにおける検討 はEhrlich 腹 水腫蕩細胞106個を皮下

移 植 後2 1日目に免疫した。

腫脹率
b -a 

a 
x 100 

a : 右 足底の背 腹 方向のj享さ ( 対照部位) b : 左 足底の背 腹

方向の厚さ ( 反応部位)

6. ナチュラ ル キラ ー ( N K)細胞活性の測定

牌N K細胞分画 は、 C3H/He マウス より牌臓を無菌的

に摘出し、 R P MI16 40 培地 ( 日水製薬 株式会社 ) + 1 0児胎児

ウシ血清 ( fetal calf seru m;以下FCS )培地中で細切した。

その後 、 非 2 0 0 ス テンレ スメ ッシュを通過させた後 、

O. 83先 NH4 Cl トリス緩衝液 で 4 0C 5 分間処理して 赤血球

を破壊除 去し 、 つ い で リ ン 酸 緩 衝生 理 食 塩 水

( phosphate buffered sal ine;以下 P B S ) ( 日水製薬 株式

会社) で2回、 R P MI1640 培地 で1 回 洗浄した。 この細胞

浮遊液に単球除去用試薬; K AC-2 ( 日 本 抗体研究所) と新

鮮 自家血清をそれぞれ10 %になるように混和 し、 3 7 0C 4 5分

間処理して 単球および 多核球に貧 食させた。 それをを

F i co l l -paque ( Pharmac i a)に重層、 3000rp m ( 500G ) 30 分

間遠心し、 中間層を採取 し、 洗浄後R P MI16 40 培地 +F CS に

浮遊させてN K細胞分画 として 用いた1 1) 

標的細胞 としてY AC-lを用いた。 定 法1 2 )に 従いR P MI

1640培地 +10 %F CS 中に浮遊させた細胞107 個/ ml の Y AC -1

1 m 1 中に5 1 C rを3.7 M Bqを加え、 5 %C 02 ガス下 で37 0C 60分



間培養 して標識 した。 効果 細胞 と 標的細胞 は、 96穴 平底

プ レ ート (Corning)に それぞれ 1 010μ 1 (E : T 比 5 0: 1 およ

び 25 : 1 )分注 し4時間培養 した。 上清中に遊出 した5 1 C r 

をSkatron 上清回収装置を用い て回収 し、 Autowell カウ

ンタ- ( アロカ製作所) にて放射 活性を測定 した。 測定

は3回 行い、 平均値を 用い た。 なお、 出細胞障害牲は 次式

にて計算した。

見 細胞障害性

実測 cp m

最大 cp m

自然 cp m  

自然 cpm

最大 cpm は反応終了前3 0 分に 1 N HCl を加えた時の

cp m で、 自然 cpm は効果 細胞 を加えずに培養 したとき

のcpm である。

7. 腹腔マクロ フ ァ ージ (Mφ)の抗腫場活性

腹腔Mφはマウス 腹腔にハンクス 液 ( 日水製薬株式会社)

を5 m 1 注入し 、 弱く マ ッ サ ー ジ 後 腹 腔渉出 細 胞

(peritoneal exudate cell; 以下P E C)を回収 し、 細胞 1 07

----- 1 0 8個I mlに調整して、 プラス チ ックシャー レ内に浮遊

させ3 70C 5児C 02力ス下に90----- 1 2 0分放置 後、 付着 細胞を

Mφ 分画とし て 用い た。

抗腫場活性の検討は変法腫場中和 試験1 3 )に従って 行 っ

た。 すなわちあらかじめMeth-A 細胞 2X 1 06個 Imlと3種ホ

ルマリン死菌体 の 合剤 3X 1 08{聞を3目前 および 5目前

に 2回 腹腔内 投与された BA LB/c マウス のMφ 2X 1 0 7個I mlを



等量混和 し1時 間作用させた後 マウス 腹腔内にO. 1 m 1を 移

植 し、 さらに 同様に3種ホルマリン死菌で 処理した Mφを

2 日後 および4日後に 腹腔内投与して そ の 抗腫場性をマ

ウスの生存期間で検討した。 対照としては無処置 の 同系

マウスから回収 したMφを 用い た。

8. 腹腔Mφの細胞障害活性

活性化Mφの測定 1 4 )は標的細胞 としてP-8 15 および

EL-4 を 用い て 行った。 N K細胞活性測定 の時と 同様に

5 1 C rで標識 し、 効果細胞 と 標的i細 胞 (そ れぞれ5 : 1およ

び 10 : 1 )は、 2 4時間培養 し、 先細 胞障害性を測定 した。

9. 腸内細菌叢の検索

検体の 採取 はラ ット を エー テル麻酔下に開 腹 し、 虹門

側結腸また は口側結腸から 糞{更 を 採取 し、 個体別にただ

ちに菌検索に供された。 菌検索は1. 0 gの 糞{更 を9. 0 m 1の

Flu id thioglycoll ate 培地 (DIFCO)に混和後、 4. 5 m 1 の 嫌

気性菌用 希釈液 1 5 )で 炭酸yゲ ス を 噴射 しながら無酸素の状

況下で10- 8まで 希釈 し、 必要 な数段階 の 希釈度 のO. 1 m 1 を

分離培地に塗布培養 した。 総菌数 は変法VL - G培地

1 5 ) を 用いロールチューブ法で370C 3 日 間培養 して 算出

した。 各菌種 の分離培地はGAM寒天培地、 パク テロイ

デス ( BACT )培地、 変法FM 培地 ( 以上 、 日 水製薬 株式会

社) 、 L B S培地 ( B B L ) 、 E S培地1 6)、 B S 培地

16) R C N 寒天培地 1 6 )は室温触媒法で3 7 0C2日 間嫌気培

養を行い、 ハートイン フージ ョ ン (H 1 )寒天培地、 マ ッ コ
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ンキー寒天培地、 マンニ ット 食塩培地 ( 以上、 日水製薬

株式会社 ) 、 N A C寒天培地 (栄研) は好気的に3 7 0C 2 4  

時間、 E F寒天培地 ( 日水製薬株式会社) は好気的に

3 7 0C 48時間 培養 して 行った。 さらに芽胞形成をした

C lostridiu mおよび Bacillu sの培養 は被検体を 750C15分間

熱処理 し、 それぞれ GAM寒天培地および H 1寒天培地

を用いて行った。

菌種の同定はグラム染色性と形態、 GAM寒天培地に

おける好気発育の有無、 B A C T 培地および 変法FM 培

地での発育 および グルコースの代謝産物のガスクロマト

グラム1 7 )により行った。

大腸内の腸内細菌叢の経時的変化は無処置群、 AOM 

投与群 、 3種生菌投与群、 AOM 十 3種生菌投与群の4

群に分け、 AOM投与開始後、 7、 1 5 、 2 2、 3 0週

で検索した。 各群 8 - 1 1 匹の腸内細菌叢を検索した。

菌数は 糞便1 g当たりの菌数を常 用対数値で示した。

1 O. 有意差検定

大腸腫場発生率の検定にはχ 2 テストを用い、 その他

の検定には Student の t テスト を用いた。

成 績

1 . A 0 M誘発大腸腫携に対する3種菌株の 抑制効果

Table 1 に示す成績は3回の実験結果をまとめたもの

であるが、 腫蕩発生率は対照群の 45/5 0 (90. 0児 )に対して 、
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生菌投与群 26/ 46 (56.ち先)，死菌投与群1 4/ 2 0 (70. 0 %)， 細胞

壁投与群16/ 2 0 (8 0 %)であり、 生菌投与群に おいて有意な

腫痕誘発 抑制が認められた (P < O. 0 1)。 一匹あたりの 平均

腫場数 (Frequency)は対照群 の 2.6 0個に対し、 生菌投与

群O. 9 6個と、 有意な減少が認められた (P < O. 0 1)。 対照群

と死菌投与群との間には有意差は認められなかったが、

細胞壁投与群との間には有意差を認めた (PくO. 05)。 腫療

が発生した個体あたりの 平均腫場数 (Mul tiplicity)に お

いても対照群の 2.89個に対し、 生菌投与群1.69個と減少

が認められた(P < o. 0 1)。 腫場l個当たりの大きさについ

て検討すると対照群といずれの群との間にも有意な差は

認められなかった。 病理組織学的検討 では、 すべての群

に おいて そのほとんどが高 ・ 中分化腺癌であり低分化腺

癌が若干認められ、 その構成頻度には差はなかった (Fi g 

1)。

2. プラ-ク検定 法

非 担癌マウス に おい て、 S RBC の免疫前または後に3菌

種のホルマリン死菌を投与し、 対照群1 牌当たりのプラ

ーク数 1.3X1 05 個に対する百分率 で示した場合プラ-ク

数は それぞれ 1 35 %， 1 3 0児 と増加を示した。 3週前に

Ehrl ich 腹 水腫蕩細胞 1 06個を背部皮下に接種した 担癌

マウス のプラーク数は 78児 と減少を示したが、 3菌種ホ

ルマリン死菌を投与すると それぞれ 95 %，11 4 % と回復し

た ( F ig. 2 )0 O K-43 2 の投与 では今回用いた3菌種より



著明な液性免疫の賦活化を認めた。

3. 足底反応

非 担癌マウス において、 対照群の腫脹は 18. 2 % であっ

たのに対して、 免疫前 に3菌種ホルマリン 死菌の投与で

20. 0 % と差を認めなかったが、 免疫後の投与で 3 2. 3 % 

と有意な反応の増強 (P < O.Ol)が認められた。 O K-43 2 の

免疫前投与の腫脹は 29. 3 % 、 免疫後投与では 2 1. 4 % と

平均値は増加したが、 有意 差はなかった。 また、 3菌種

ホルマリン 死菌は 担癌での反応性の低下を回復した (Fi g 

3)。

4. 非 担癌状態 における牌細胞のNK細胞活性

3種ホルマリン 死菌 (各々 10 8個 ) をC 3H/He マウスに

静脈内投与後1 ， 3， 5， 7 日の牌細胞のN K細胞活性

を測定 したところ、 対照群の33. 0 売 に対してそ れぞれ

8 1.0 %， 88. 9 %， 54. 6 %， 30. 7児 を示し、 3日目に最大値を

示し、 対照群の 2. 6 倍の活性が観察 された (F i g. 4) 。 陽性

対照として 検討したO K-43 2 (lKE)も 同様 に賦活化が認め

られた。

5. 腹腔Mφの 抗腫場活性

Mφの 抗腫蕩活性は、 無処置のMφ (resi dent Mφ )投与

群では対照群と同様 16 - 2 2 日に全例死亡したが、 3菌種死

菌で処理されたM φ (primed Mφ)投与群では1 0 例中4 例の

癌 不形 成マウスを認め (Fi g. 5 ) 、 これらの菌種は

tumoricidal Mφを誘導 活性化さ せることが示唆された。



6. 腹腔Mφの細胞障害活性

生体内にて tumoricidal Mφを誘導 活性化することが

示されたの で 試験管内 における細胞障害試験を検討した。

3菌種ホルマリン 死菌を腹腔内投与後21 日後まで検討

したがPEC Mφの賦活化は認められなかった (Ta b 1 e 2)。

7. 腸内細菌叢の変化

細菌叢の変化が腫携の発 生に 影響をおよぼすのかどう

かを検討 するために、 経時的に大腸内細菌叢の変化を検

索した。 AOM投与開始1 5週目の細菌叢 において、

Enterobacteriaceae の菌数は 無処置群 6.59 ::1= O. 26，  A 

OM投与群 7. 94::1= 1.34と有意に増加し(P< O. 0 1)、 AOM 

十 3種生菌投与群 7. 0 1::1=0. 88と減少(P<0. 05)していた。

また、 2 2、 3 0週目の菌叢においても 同様の傾向が認

められた (Fi g. 6L S treptococc i 1 5週自の菌数は 無処

置群6. 5 2::1=0.8 7 ， AOM投与群 7. 56::1= 1. 21 (P< 0.05) と

増加傾向にあ り 、 A 0 M + 3種 生菌投与群は6.58::1=0. 5 7  

(P< 0. 05) とその増加はみられなかった (F i g . 7)。

考 察

疫学的には、 ヒトの発癌の 70-80%は環境要因によると

言われ、 食物はその要因の一つであり、 食道、 胃、 腸管、

肝、 腎、 勝、 乳腺、 卵巣、 子宮、 前立腺などに発 生する

癌との関係が考察 されているI 8 ) 。 特に、 大腸癌は、 ある

種の食物 成分に最も密接 に関連することが、 疫 学的ない

守E，A11A
 



し実験的に 明らかにされている1 9 l。 例えば、 わが国にお

ける大腸癌の増加の要因の一つに低蛋白低脂肪高食物線

維の日 本食から、 高蛋白高脂肪低食物線維の西洋食への

変化が あげられている2 ø • 2 1 l。 また、 Galloway2 2'らはA

OM誘発大腸腫携の実験系において食餌性の脂肪および

食物繊維の 影響を検討しているが、 高脂肪低繊維飼料群

の発生がきわめて多く、 そ れに対し低脂肪高繊維群での

大腸癌の発生はほとんど認められなかったと報告してい

る。

こうした食物と大腸癌発生の関係を探る研究のーっと

して食物の種類による腸内細菌叢の変化をみた 成績が あ

る2 3 l。 また、 腸内細菌叢が宿主の免疫能に影響をおよぼ

していることも報告されている2 4 • 2 5 l。 そ こで、 われわ

れは、 腸内細菌叢の異常を改善するという3種菌株、

S. faecal i s_， B. mesentericu S_，巳ι主JL.!:Yr i c u m のAOM誘

発大腸腫療の発生におよぼす影響を検討した。 3種菌株

の生菌を経口投与することによ り 腫場発生率は対照群の

90. 0 %に対して56. 5 % (P < O . 0 1)、 また 平均腫場数は対照群

の 2.6 0個に対してO. 96個 (P < O. Ol)と有意な減少を認めた。

この結果 は3回の実験結果の 平均であるが、 い ずれの場

合も 同様な 成 績であ り 再現性が示された。

この腫痕発生率低下のメカニズムを 検討 するために、

まず3種菌株のホルマリン 死菌を用いて免疫系に及ぼす

影響を検討した。 液性免疫に対しては有意差はなかった
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が、 抗体産生細胞の増加が認められ、 担癌状態での低下

が回復した。 細胞 性免疫に対しては、 免疫の後に3種菌

株のホルマリン死菌を投与することによりその反応を増

強し (P< O. 0 1) 、 担癌状態 での低下 (P<O.Ol)を対照群の

レベルまでもどした (P < O. 05) 。 ま た、 明らかな牌のN K 

細胞活性の賦活化が認められ、 成績には示さなかったが、

腹腔内投与時のPECのN K細胞活性も対照群に比べ3倍に

増強されていた。 また、 生体内でtum oricidal Mφの誘導

が認められたが、 試験管内ではその活性の賦活化は示さ

れなかった。 この相違は現在検討中 である。

死菌によってもたらされたこれらの免疫賦活作用が、

同じ3種菌株の生菌を経口投与することによって腸管免

疫を介した全身免疫の賦活化の可能性が期待された。 と

ころが3種菌株の生菌を4回経口投与したときの牌細胞

のN K細胞活性は増強され ず、 むしろ低下傾向にあった

( T a b 1 e 3)。 さらに、 AOM投与開始から22週まで2 週

おきに無処置 群、 AOM投与群、 A 0 M + 3種菌株投与

群、 3種菌株投与群の4群に分け、 牌のN K細胞活性

(F ig.8.)を検討すると、 AOM十 3 種生菌投与群ではA

OM投与群のそれよりも強く低下す ることが判明した。

この結果は3種死菌体の静脈内投与の成績 およびこれま

でにわれわれが報告してきた結果2 6 ， 2 7 )とは相反するも

のであった。 しかし、 N K細胞活性の増強が常に発癌を

抑制するものではないようで、 Wei-Zen Weiら2 8 )は、 N 
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K細胞活性を増強させると乳腺の前腫蕩性病変から腫蕩

への変化の頻度 をあげると報告している。 従って、 N K 

細胞 だけで、 発癌機構を論ずることは できないが、 今回

の結果ではラ ット AOM誘発大腸腫場実験の場合、 N K 

細胞が発癌の監視機構として、 大きくは関与していない

ものと考えられる。

次に、 大腸内細菌叢の変化について検討した。 AOM

や 1 ， 2-dimethylhydrazin e (DMH)の発癌作用は腸内細菌の

影響を受けていることが知られている2 9-32)0 A 0 Mの

同族体 であるD M Hを 用いた大腸腫場誘発実験において、

森下 ら 3 3 ) は 無 処置 群 に 比し て 発 癌 の早期か ら

S treptococc iの菌数が増加、 その後En t e r 0 b a c t e r i a c e ae 

C. per frin gen S， B i fidobacteriu mが増加することを観察

し て い る 。 その うちE n t e r 0 b a c t e r i a c e a e 

C. per fringen sが腫 癒の数と大きさに関係あるものと推定

している。 われわれの大腸内細菌叢の検索では AOM 投

与開始1 5週目から3 0週目でEn terobacteriaceaeの増

加が、 1 5週目でS treptococc iの増加が見られ、 3種生

菌がこれらを減少させていた。 即ち、 3種生菌 投与群に

おける腫場発生直前な いし早期に おける細菌叢の変化が

腫携の発生に影響を及ぼしていることを示唆する結果で

あった。

3種生菌が大腸内細菌叢に変化を生じさせ、 これが大

腸腫蕩の発生を抑制したとすると、 その聞の機序が問題
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になるが、 その一つに胆汁酸代謝系の関与がありうる。

腸内細菌は胆汁酸を脱抱合し、 さらに一 次胆汁酸より 二

次胆汁酸を作る酵素を産生する34)。 発癌実験において一

次胆汁酸にも二 次胆汁酸にも発癌を促進する作用があり、

特に二 次胆汁酸において そ の作用が強力であることが知

られている35-37)。 胆汁|酸と腸内細菌叢の関係について

はまだ十分解明されていないが34・37) 、 大腸癌患者では、

一 次胆汁酸を二 次胆汁酸に変換する腸内常在細菌由来酵

素の一つ、 7α -dehydroxylaseが増加し38) 、 また数種 の

嫌気性菌が増加している3 9 )との報告もある。 今回の結果

も腫携を認めたラ ットの大腸内細菌叢 で嫌気性菌の高い

検出頻度が認められた。 このことは 今 回の変化が胆汁酸

代謝に影響を与えている可能性があることを示唆してい

る。

さらに今回使用した3種 菌株の一つのC. b u t y Li♀旦旦は腸

内で酪酸を産生する。 酪酸には直接結腸上 皮細胞の異形

成化を阻害するほか、 食物繊維発酵を介して腸内pHを低

下 させ、 二 次胆汁酸の 生成を阻害したり、 結腸上皮細胞

のアンモニア吸収 を阻害することにより、 大腸癌を予防

している可能性のあることが報告されている4 I:l)。 また、

T ak a d a 4 1 ) ら は 腸 内代謝活 性酵素 の一つ の

β-glucuronidaseの阻害斉'1を食餌に添加してラ ットに与

え、 AOMで大腸腫療を誘発したところ大腸腫場の発生

が低下 したと報告している。 このことは、 大腸腫場誘発

FhJ
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抑 制 の 機 序 の 一 つ に 腸 内 菌 が 産 生 す る 酵 素

(β-glucosidase，β-glucuronidase， nitroreductase， 

azoreductase ) の関与がある可能性を考えさせる。 従っ

て、 今後胆汁酸代謝と細菌由来の酵素活性の両面からの

研究が必要と忠われる。

お わ り に

本研究で はAOM誘発大腸腫療の発生にN K細胞 がそ

の主な監視機構とならないこと、 および腸内細菌叢の状

態が関与していることを明らか にした。 これらの 成績 は

Bio-threeが家族性大腸腺腫症の家系における癌化の予防

を はじめ、 ヒトの大腸癌の予防 にも役立つ可能性のある

ことを示唆しているものと思われる。

fhu
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Tab 1 e 1 Effects of Bio-three on tumor induction in the colon of Donryu rats by AOM 

Bio-three (B-3 ) 

Groups Control 

Living cells Killed cells Ce 11 wall 

Prevalency 45/50 26/46 14/20 16/20 

90. 0% 56. 5%2' 7'0. 0% 80. 0% 

Frequency a )  2. 60±2.171' 0. 96± 1. 093) 1. 85±1. 87 1. 50± 1. 244) 

Multiplicity b )  2. 89±2. 09 1. 69± 0. 933) 2. 46± 1. 69 1. 88±1.01 

Tumor size(filll2 )  28. 3± 36. 5 24. 0±32. 9 28. 6± 29. 54 16. 4± 14. 24 

Donryu rats were injected 7. 4mg /k g of AOM subcutaneously weekly for 11 weeks. 

At the same time of AO M injection, the rats started to be orally given the three 

bacterial mixture twice a week for 15 weeks. The tumor outcome was assessed at the 

30th week after the first injection of azoxymethane(AOM ). 

a )  Mean number of tumors per rat, including all the rats in each group. 

b )  Mean number of tumors per rat, excluding the rats without a tumor. 

1 )  Mean± SD 

2 )  Significant difference from the control group by x 2test;P<O. 01. 

3 )  Significant difference from the control group by t-test;P<O. 01. 

4 )  Significant difference from the control group by t-test;P<O. 05. 



Table 2 

Kinetics of induction of macrophage 

activation in PE C of BALB/c mice a) 

Groups Days after 

treatment 

Control 

% cytotoxicity b) 

P-815 EL- 4 

10:1 5: 1 10:1 

13. 9 14. 4 11. 1 

5: 1 

10. 7 
------------------------------------------------------------ · 

B-3 c) 

OK- 432 

5 

7 

14 

21 

5 

7 

1 4  

21 

13. 0 

17. 9 

15. 1 

19. 5 

12. 2 

16. 5 

13. 6 

17. 2 

16. 7 
18. 4 

15. 5 

14. 1 

42. 9 42. 9 

4. 2 13. 3 

6. 0 

2.8 

5. 4 

3. 5 

9. 8 

10. 2 

N T  

N T  

8. 9 

6. 7 

1. 5  

1.6 

13. 2 

13. 2 

N T  

N T  

a )  Mice were injected intraperitoneally with 3X108 

cells of the bacterial mixture or IKE of OK-432. 

b )  Cytotoxicity was measured in 2 4hr assay 

against 2X l04 cells of 51 Cr-target cells. 

c )  The three killed bacterial mixture of 

S. faecal is, B. rnese·ntericus and C. butyricum. 

N T:not tested 



Table 3 

Effect of the bacterial mixture on N K  activity 

in PE C and spleen cells of B ALB/c mice 

% cytotoxicity 

PE C Spleen cells 

Groups 

50: 1 25:1 50:1 25:1 

Control 7. 3 8. 3 12. 9 9. 3 

B-3 6. 3 9. 7 9.9 5. 9 

a )  Mice were orally given the three living bacterial 

mixture 4 times at 7th, 5th, 3rd and 1st day prior to 

the cytotoxic assay. 

b )  Cytotoxicity was measured against 2X l04cells of 

51 Cr-Y A C-1 in 4hr assay. 

c )  The living bacterial mixture of S. faecal is, 

B. mesenter icus and C. butvr i cum. 
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Control 

Living cells 
. . . . . . . 

Killed cells ��������������--------------------��� 
Cell wall 

l 
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5 0  

I 
75 
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100 

% 

Fig. 1. Classification of tumors of the colon according to 

histologic appearance b{{{{J :Adenoma 

:Well or moderately differentiated adenocarcinoma 

:Poorly differentiated adenocarcinoma 
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Normal 

B-3 

OK-432 

T umor­

bearing (T) 

T + B-3 

T + OK-432 

� (a) 

---{ 

(b) 

(c) 

� (d) 

l 1 1 I 
10 20 30 40 % 

Percentage of swelling of footpad (24hr) 

Fig. 3. Effects of B-3 and OK-432 on footpad reaction in 

ICR mice. Mice were immunized with 0. 2ml of 1 0% SRBC in saline 

on the 2 1 st ·day after tumor inoculation. B-3 C3Xl0
8 

cells) and 

OK-432 Cl K E) were injected for 7 days intravenously after 

immunization. Each group contained 5 animals. 

C a )  Significant difference from normal group by t-test; P<O. 0 1 .  

C b ) Significant difference from normal group by t-test; P<O. 01. 

C c ) Significant difference from tumor-bearing group by t-test; 

P<O. 05. 

C d) Significant difference from tumor-bearing group by t-test; 

P<O. 01. 

Bars, SE. 



20 

0 

Fig. 4. 

1 

e e B·-3 

o--o OK-432 

3 5 7 

Days after treatment 

Kinetics of NK activation in spleen of C3H/He 

mice. Mice were injected with 3Xl0
8 

cells of B-3 or lKE of 

OK-432 intravenously. NK activity in the spleen of the mice was 

measured against 2Xl0
4 

cells/well of 
51

cr-labeled YAC-1 in 4-hr 

assay. E:T=50:1. 
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Fig. 5. Effect of peritoneal macrophage 

40 
Days 

on Me th-A. 

Peritoneal macrophages were collected from the abdominal cavity 

of the mice injected B-3 C3Xl0
8 

cells) 2 times on 5th and 3rd day 

before. The macrophagesC2Xl0
7 

cells/ml) were mixed with Meth-A 

cells C2Xl0
6 

cells/ml) and incubated for lhr at 37 C. Then, mice 

were injected with 0. lml of the mixture intraperitoneally, and in 

addition, the macrophages injected intraperitoneally 2 times on 

3rd and 5th day ·after the inoculation. 
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8. 

4 6 8 10 12 14 16 18 22 

Weeks 

NK activity in the Donryu-rat's spleen. Donryu 

rats .were injected with 7. 4mg/kg of ADM subcutaneously weekly for 

1 1 weeks. Rats were orally given 3X10
9

cells of three living 

bacterial mixtureCB-3) twice a week for 15 weeks simultaneously 

at the start of AOM injection. NK activity was measured against 

2X10
4 

cells/well of 
51

cr-labeled YAC-1 in 4-hr assay. Each value 

was represented on percentage in comparison to the control. 

E: T=50: 1. Q..----o : AOM. •e-----ae : AOM+B-3. 






