
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

がん治療用生菌製剤開発のための 
菌種選択および動態評価に関する研究 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

（要約） 

 
 
 
 
 
         
         

２０２０ 
     
         
 
 
 

 

野村 祥子 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

目 次 

 

総論の部------------------------------------------------------------------------------------------------------------1 

 

緒言------------------------------------------------------------------------------------------------------------------1 

 

第 1 章 腫瘍内増殖を指標とした細菌種選別法の確立と Blautia coccoides の有用性評価----

------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------3 

 

第 2 章 静脈内投与した細菌の全身及び腫瘍内における動態評価--------------------------------5 

 

第 1 節 生物学的吸着に基づく細菌の 64Cu 標識法の確立-------------------------------------------5 

1-a 細菌の 64Cu 標識条件の検討 

1-b 細菌の 64Cu 標識メカニズムに関する評価 

1-c 細菌種による 64Cu 標識効率比較 

第 2 節 大腸菌の静脈内投与後の体内動態評価--------------------------------------------------------8 

   2-a  生体内標識安定性の向上に関する検討 

2-b  64Cu 標識大腸菌の PET イメージング 

   2-c 投与細菌数依存的な大腸菌の体内分布 

第 3 節 大腸菌の腫瘍内での動態及び変性に関する評価-------------------------------------------12 

第 4 節 考察----------------------------------------------------------------------------------------------------14 

 

 

結論----------------------------------------------------------------------------------------------------------------17 

 

謝辞----------------------------------------------------------------------------------------------------------------19 

 

実験の部----------------------------------------------------------------------------------------------------------20 

第1章 実験の部 

第2章 実験の部 

 

引用文献----------------------------------------------------------------------------------------------------------26 

 



1 
 

総論の部 

緒言 

 

近年、プロバイオティクスをはじめ、生きた細菌を治療に応用する研究が活発に進めら

れている。特に固形腫瘍は、未熟な構造を有する血管の無秩序な走行に伴う低酸素環境

や、宿主免疫の抑制、ネクローシスの進行による豊富な栄養源、などの条件を呈し、嫌気

性細菌の生着・増殖に有利であることから 1,2、主要な治療ターゲットとされている。毒素

をもつ細菌の宿主免疫賦活作用を利用して腫瘍を抑える治療戦略は、既にヒト臨床試験に

も進んでいる 3,4。また最近では、遺伝子改変により細菌に積極的な機能付与を行うことで

治療効果を増強するという試みも検討されている。これは、細菌の持つ高い増殖能やタン

パク質産生能を活用し、薬効タンパク質産生機構を搭載した細菌が腫瘍内で自己複製しな

がら抗がん物質を産生する、“On-site Drug Production”の実現を目指すものである（Fig. 

1）。その治療戦略も多岐に亘り、細胞傷害性タンパク質の産生によりがん細胞を攻撃する

シンプルな系から 5、より高度ながん免疫療法 6 や自殺遺伝子療法 7,8 などに基づく戦略の

開発、遺伝子回路を駆使して合成生物学的に細菌をデザインする試み 9,10 などが進められ

ている。 

 

 

 このように、“生きた”製剤（生菌製剤）のより精緻な機能化が進むものの、安全面を考

慮した設計や評価に対する技術開発は未だ十分とは言い難い。特に、生体内で生着・増殖

するという生菌製剤の特徴から、生菌自体の生体適合性や投与後の体内動態は副作用の惹

起に直結する治療応用上欠くことのできない重要な研究課題として挙げられる。 

こうした観点から、申請者は、低い免疫原性を実現するがん治療用生菌製剤の有用細菌

種候補拡大を目的として、腫瘍内増殖を示す細菌種選別法を確立した。さらに、高い腫瘍

内増殖能と安全性を両立する一つの候補細菌種として、哺乳類腸内細菌叢最優勢菌の

Fig. 1. Idea of Tumor On-site Drug Production using bacteria.  
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Blautia coccoides を見出した。また、生物学的吸着を応用した細菌の 64Cu 標識法を確立

し、得られた 64Cu 標識大腸菌の初期体内動態を Positron Emission Tomography (PET)を用い

て評価する技術を確立した。加えて、光ファイバー束型蛍光顕微内視鏡を用いた腫瘍深部

の観察を行い、腫瘍内に生着した大腸菌の腫瘍内動態の評価を行った。 

以下、これらの結果について 2 章にわたり論述する。 
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第 1章 腫瘍内増殖を指標とした細菌種選別法の確立と 

Blautia coccoides の有用性評価 

 

（要約） 

 

従来、がん治療を目的とした生菌製剤には、サルモネラ菌 6,11–13・クロストリジウム菌
14,15・大腸菌 16,17 といった細菌種が主に使用されてきた。これらの細菌種は、毒素によって

腫瘍内の宿主免疫を賦活化し、抗腫瘍効果を発揮する、という特徴をもつ。しかし、“On-

site Drug Production”を治療概念とし、外来性の抗がんタンパク質を産生する生菌製剤を開

発する上では、むしろ免疫原性の低い細菌種が望ましい。例えば、生体内常在細菌は、既

に宿主と共存関係にあり、安全性が高い細菌種として有望である。ところが、常在細菌を

はじめその他の細菌が腫瘍内増殖能を示すかどうかはほとんど検討されておらず、いずれ

の細菌種ががん治療用生菌製剤の有用細菌種候補として適当かは明らかでない。 

細菌の腫瘍内増殖や生体内分布の評価には、抗生物質によるセレクションなど目的の細

菌種に選択的な定量法が必要とされる。しかし、生体内常在菌に抗生物質耐性遺伝子を導

入したものはほとんど開発されておらず、従来のセレクション法を適用することができな

い。この環境整備にはコストと時間がかかるため新しい細菌種を見出す上で大きな障壁と

なる。そのため、遺伝子改変を伴わない新たなセレクション方法の確立が求められた。 

これまでに、細菌種に特異的な Small subunits ribosomal DNA（16srDNA）遺伝子配列に

着目した PCR 解析が、微生物学分野における系統分類 18 や、糞便・歯垢中の細菌種の同定

などに使用されてきた 19–21。この方法は，腫瘍や組織内で生着・増殖した細菌種を単離・

同定することにも応用でき、抗生物質などに代わる新しいセレクションの手段になると考

えられる。そこで本章では、常在細菌を対象として、それぞれの 16srDNA 配列をコロニー

ダイレクト PCR によって増幅し、細菌種を同定する手法を確立した。さらにその手法を用

いて、腫瘍内に複数種の細菌を混液投与し、腫瘍で増殖した細菌種を分離・同定できるか

を検討した。 

まず、ヒト腸内最優勢菌であるグラム陽性菌 Blautia coccoides 及びグラム陰性菌

Bacteroides vulgatus を用いて、両細菌の 16srDNA 配列を増幅するための PCR 反応条件を確

立した。組織破砕用ガラスビーズを用いることで、分厚いペプチドグリカン層を有するグ

ラム陽性菌の溶菌に成功し、16srDNA 配列の PCR 増幅が可能となった。両細菌のカクテ

ルを腫瘍モデルマウスに複数の細菌種を同時に静脈内投与した後、一定期間後に腫瘍を摘

出し、そのホモジネートの 105 倍希釈液を寒天培地上で培養した。寒天培地上に形成され

たコロニーに対して 16srDNA 配列のダイレクト PCR を適用すると、各コロニーを形成す

る細菌種をそれぞれ同定できた。また同時に、両細菌が静脈内投与後腫瘍内で高い増殖能
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を示すことを見出した。以上の結果、16srDNA 配列のコロニーダイレクト PCR を利用し

た本手法は、細菌の遺伝子改変を必要とせずに、腫瘍内で増殖能を示す細菌種をスクリー

ニングする手法として応用可能であることが示された。 

そこで、腫瘍内で増殖能を示した Blautia coccoides に対して、投与後の各組織への分布

及び生着の評価を行った。その結果、本菌は腫瘍中心部のネクローシス部位やその辺縁部

に生着し、3 日間で 108-9 colony forming units/tumor まで増殖することが明らかとなった。一

方、B. coccoides の肝臓・肺などの主要臓器への生着は認められなかった。さらに、本菌の

全身投与後の免疫応答反応についても検討を行い、がん治療用生菌製剤の候補細菌種とし

ての有用性を評価した結果、投与後の炎症性サイトカインの産生はプロバイオティクスの

一つであるビフィズス菌と同程度に低く、脾臓肥大や体重減少などの副作用も認められな

かった。以上の結果より、B. coccoides が腫瘍選択的な増殖能と安全性を両立するがん治療

用生菌製剤に有用な細菌種であることが示された。 

本章では、16srDNA 配列に対するコロニーダイレクト PCR によって組織内に生着した

細菌種を同定する手法を確立した。これにより、遺伝子改変技術を持たない細菌種の腫瘍

内増殖や生体内分布を選択的に評価できるようになった。さらに本手法は、腫瘍内に複数

の細菌種が混在している場合にも有効であったことから、腫瘍内増殖能を有する細菌種の

選別にも利用可能であった。ゲノム DNA の精製や PCR 産物の配列解読を必要としないそ

の簡便さから、多くの細菌種を評価対象としたがん治療用生菌製剤有用細菌種のスクリー

ニングを可能にすると期待できる。加えて、哺乳動物の腸内細菌叢最優勢菌の B. coccoides

が、腫瘍内選択的な増殖を示すことを見出した。また、本細菌の静脈内投与時の宿主免疫

賦活作用は、内毒素を有する細菌種と比較して軽微であった。以上、B. coccoides は、高い

安全性と腫瘍内増殖を実現する有用ながん治療用生菌製剤の細菌種候補として見出すこと

にも成功した。 
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第 2章 静脈内投与した細菌の全身及び腫瘍内における動態評価 

 

 

がん治療用生菌製剤は、転移した固形癌なども治療対象とするべく、静脈を介して全身

投与される 6,9,22。投与された細菌は、腫瘍選択的に生着・増殖することが望まれるが、血

流を介した組織分布は非選択的であり、投与後初期の生体内分布が免疫反応などの副作用

を惹起する可能性が考えられる。これにも関わらず、従来の生菌製剤の研究は治療的有効

性の評価にのみ主眼が置かれ、体内動態・安全性面での情報が欠けている。生物発光や蛍

光イメージングを利用して細菌の組織分布を検討した報告もあるが、その評価結果は時空

間分解能や深部組織における感度・定量性に問題を抱えている 23,24。 

また、腫瘍に生着した細菌はその後持続的に分裂増殖し、抗がんタンパク質を産生す

る。そのため、細菌が腫瘍内において活動を維持することは抗腫瘍効果の発揮に重要であ

る。しかしながら、同一腫瘍内を⾧期的に観察し、細菌の動態を可視化する手法が確立さ

れていないため、これらに関する評価は十分に行われていない。 

こうした状況に鑑み、本章では、まず初期動態について時間分解能に優れ、深さ方向へ

の感度や定量性の高い Positron Emission Tomography（PET）を用いた評価法の開発を試み

た。さらに、組織深部を侵襲性低く蛍光イメージング可能なファイバー束型蛍光顕微内視

鏡を用いて、腫瘍内での細菌の動態を可視化した。 

 

第 1節 生物学的吸着に基づく細菌の 64Cu 標識法の確立 

 

PET は、深さ方向への高い感度や定量性、優れた時間分解能を持つことから、幅広い物

質の体内動態解析に活用されている 25–27。細胞の動態評価にも実績があり、例えば 2-[18F]-

fluoro-2-deoxy-D-glucose で標識したヒト間葉系細胞 hMSCs の、ラット脳内移植後の生着や

動態を評価した例などが報告されている 28。しかし、細菌を直接ポジトロン核種で標識す

る方法が十分に検討されていないことが原因で、細菌の動態評価への活用はなされていな

い。 

細菌は、膜上のタンパク質や糖鎖を介して重金属イオンを吸着する生物学的吸着特性を

もち、重金属汚染した水や土壌の清浄化にも利用されている 29,30。Cu2+は、細菌にとって

必須微量元素であり、細菌に吸着することが報告されている 31。またその放射性同位体と

して、64Cu が存在する。そこで本節では、細菌のポジトロン核種標識法を確立することを

目的とし、Cu2+の細菌への吸着を利用した 64Cu 標識を検討した。 
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1-a 細菌の 64Cu 標識条件の検討 

 
64Cu 標識に適した反応条件を大腸菌を用いて検討した。反応溶液として４種類のバッフ

ァー（Acetate buffer、PBS、HBSS、生理食塩水）を用意した。バッファー中で 1.3  108 

CFU の大腸菌を約 50 MBq の[64Cu]CuCl2 と混合し、室温にて５分間インキュベートしたの

ち、遠心と反応溶液と同一バッファーへの再懸濁を繰り返して余剰の 64Cu を洗浄した。そ

の結果、HBSS もしくは生理食塩水を用いた際に約 40の標識効率が確認された。PBS 使

用時には標識効率が大幅に低下し、約 10であった（Fig. 2A）。さらに生理食塩水を用い

て標識反応時間を検討した結果、5 min 及び 20 min において標識効率に有意差はなかった

（Fig. 2B）。また WST アッセイより、各バッファー中での大腸菌の生物活性を評価した。

その結果、Acetate buffer を除く各バッファー中での生物活性は LB 培地中とほぼ同等であ

った。（Fig. 2C）。以上の結果をふまえ、以降の標識条件として生理食塩水中で 5 分間のイ

ンキュベーションを採用した。 

 

 

 

1-b 細菌の 64Cu 標識メカニズムに関する検討 

 

トリプシン（0.5 g/L）中で 37 °C、 5 分間インキュベーション処理を施し、膜タンパク

消化を行った場合には、大腸菌の 64Cu 標識効率が 99%以上低下した（Fig. 3A）。この結果

より、大腸菌の 64Cu 標識には膜タンパクが大きく関与していることが示唆された。一方で
64Cu 標識後に大腸菌をトリプシンで処理した際に解離した 64Cu は約 50%であった（Fig. 

3B）。 

Fig. 2. Optimization of E. coli labeling conditions with 64Cu.  
(A) The labeling efficiency of E. coli (1.3  108 CFU) with approximately 50 MBq of [64Cu]CuCl2 in acetate buffer pH 
7.0, PBS, HBSS, or saline for 5 min. (B) The labeling efficiency after 5 min and 20 min incubations of E. coli (3.0  108 
CFU) with the same radioactivity of [64Cu]CuCl2 as above in saline. (C) WST assay of E. coli after 2 h incubation in LB 
medium or each buffer. ****P < 0.0001. Each value represents the mean  SD (n = 3).  
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次に、標識と同時に金属カチオンを混合することで標識競合阻害実験を行った。1 mM

の非放射活性 Cu2+の存在下で標識効率は 90%低下したが、その他の金属カチオン Ag+、

Zn2+、Fe2+、Ca2+、Mg2+の共存下では、有意な標識阻害は観察されなかった（Fig. 4A）。最

後に、熱不活化により代謝活性を低下させた大腸菌の標識実験を行った。55 °C もしくは

75 °C で 15 分間の熱処理を施しても、大腸菌の標識効率に変化はなかった（Fig. 4B）。 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3. The effects of cell-surface protein 
shaving. 
(A) Labeling efficiency of E. coli pre-
treated by trypsin (2.3  108 CFU). (B) The 
rate of radioactivity remained after trypsin 
post-treatment of 64Cu-E. coli ***P < 0.001; 
****P < 0.0001. Each value represents the 
mean  SD (n = 3). 

Fig. 4. The effects of competitive inhibition, and heat inactivation on the labeling efficiency.  
(A) Comparison of labeling efficiencies under the co-incubations with 1.0 mM solutions of different cationic ions 
(CuCl2,,AgCl, ZnCl2, FeCl2, CaCl2 and MgCl2) for 2.5  108CFU of E. coli. (B) Labeling efficiency of heat-
inactivated E. coli for 15 min at 55 °C and 75 °C (1.8  108 CFU). ***P < 0.001; ****P < 0.0001. Each value 
represents the mean  SD (n = 3). 
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1-c 細菌種による 64Cu 標識効率比較 

 

本標識法の細菌種の適応範囲について検討するため、膜構造の異なるグラム陰性菌（大

腸菌、Bacteroides vulgatus）と、グラム陽性菌（Blautia coccoides、Bifidobacterium longum）

に対する標識を行ったところ、全ての細菌種の標識が可能であった。標識効率は細菌種に

よって 17%（Blautia coccoides）から 77%（Bacteroides vulgatus）と大きく異なったが、そ

の原因に関してグラム陽性・陰性との関係は認められなかった（Fig. 5）。大腸菌の標識効

率は約 50%であり、これらの細菌種の中では平均的であった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

第 2節 大腸菌の静脈内投与後の体内動態評価 

 

本節では、生物学的吸着特性に基づき標識した 64Cu 標識大腸菌を用いて、静脈内投与後

の初期体内動態、及びその投与量依存性を PET ダイナミックイメージングにより評価し

た。 

 

2-a 生体内標識安定性の向上に関する検討 

 

1-a で得られた 64Cu 標識大腸菌を、50%血清中で 37C、15 分間インキュベートすると、

約 60%の 64Cu が解離した（Fig. 6C）。解離の原因は、バッファーによる洗浄精製が不十分

で、細菌膜上に弱く結合した[64Cu]Cu2+が血清中に含まれるタンパク質に移行したと考えら

れたため、ペプチド成分を多く含み、かつ細菌の生命活動への影響が小さいと予想される

LB 培地を用いて精製を試みた。37C の LB 培地中で 64Cu 標識大腸菌を 3 分間インキュベ

Fig. 5. 
64

Cu-labeling of different gram-positive and gram-
negative bacteria.  
The efficiencies of E. coli (3.9  108 CFU), B. vulgatus (1.5  
108 CFU), B. coccoides (2.0  108 CFU), and B. longum (1.6  
108 CFU) with 50 MBq of [64Cu]CuCl2. Each value represents 
the mean  SD (n = 3).  E. c
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ートし、遠心により洗浄した結果、37%の 64Cu が上清より検出された。本作業を繰り返す

ことで上清に解離する 64Cu の割合は徐々に低下し、5 回の精製を終えて 6.8%まで減少した

（Fig. 6B）。得られた LB 精製 64Cu 標識大腸菌の血清中の標識安定性は、90%まで向上した

（Fig. 6C）。 

LB 培地による精製が大腸菌に及ぼすダメージを評価するため、精製前後の大腸菌の増

殖を放射性非標識下で比較したところ、ほぼ同等の増殖曲線を描いた（Fig. 6D）。また、

LB 精製を終えた 64Cu 標識大腸菌の生物活性は、非標識大腸菌と比較して僅かに低下した

ものの有意な差はなかった（Fig. 6E）。これより、一連の 64Cu 標識過程による大腸菌への

深刻なダメージはないと考えられる。 

 

 

 

 

Fig. 6. Purification for in vivo administration.  
(A) The experimental protocol for preparation of LB-washed 64Cu-E. coli. (B) The radioactivity of supernatants and E. coli 
pellets after every LB wash. Each value represents the mean (n = 3). (C) Labeling stability of saline-washed 64Cu-E. coli and 
LB-washed 64Cu-E. coli in 50% serum for 15 min at 37 °C. ****P < 0.0001. Each value represents the mean  SD (n = 3). (D) 
Growth of saline-washed E. coli (closed circles) and LB-washed E. coli (open circles). Each value represents the mean  SD (n 
= 3). (E) WST assay of LB-washed 64Cu-E. coli compared with the non-labeled, LB-washed E. coli that is only except for the 
addition of [64Cu]CuCl22. Each value represents the mean  SD (n = 3). n.s., not significant.  
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2-b 64Cu 標識大腸菌の PET イメージング 

 

 64Cu 標識大腸菌の colon-26 担がんマウス尾静脈内投与後の初期体内動態をダイナミック

PET イメージングにより評価した。Maximum intensity projection（MIP）画像及び、心臓、

肝臓、肺、脾臓の組織内放射能の time-activity curve（TAC）解析の結果、64Cu 標識大腸菌

は投与後速やかに血中より除去され、初期分布相は数分のうちに終了することが明らかと

なった（Fig. 7A-B）。主たる大腸菌の集積臓器は肺及び肝臓であったが、その TAC は大き

く異なった。肺への集積は投与後 15 秒ほどでピークを迎え、その後 10 分ほどかけて徐々

に減少した。一方肝臓の放射活性は投与後 3 分でピークに達し、その後維持された。投与

後 30 分において摘出臓器から検出された放射能の分布は、肝臓は 60 %ID である一方で、

肺は 4 %ID に留まったことより、大腸菌の投与直後における肺での一過性の蓄積とその後

の肝臓への集積が明らかとなった（Fig. 7C）。また、MIP 画像において腫瘍は確認され

ず、投与後 30 分の時点で腫瘍に集積した 64Cu 大腸菌は投与細菌の 1 %以下であった。一

方、[64Cu]CuCl2 投与群において、その放射能分布のプロファイルは 64Cu 標識大腸菌と大き

く異なっていた。64Cu の肺への初期集積は観察されず、肝臓への集積が徐々に上昇してい

く様子が観察された。 

加えて、CFU カウントに基づいた大腸菌の体内分布も評価した（Fig. 7D）。これは、コ

ロニーを形成した大腸菌数を評価するものであり、大腸菌の生存の程度を反映する。投与

5 分後においては、放射能に基づく評価と同様、大部分の大腸菌の肝臓及び肺への集積が

観察された。一方 2 時間後には、肝臓に残存する大腸菌は 1/5、肺に関しては 1/100 以下に

まで減少した。 
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Fig. 7. Dynamic PET imaging of the LB-washed 64Cu-E. coli.  
(A) Representative maximum intensity projection PET images over 30 min for colon-26 tumor-bearing mice receiving 
64Cu-E. coli (~5 MBq, ~1 × 108 CFU) and [64Cu]CuCl2 (~6 MBq). (B) Time-activity curves for the heart, liver, lung, and 
spleen in 64Cu-E. coli-injected (closed circles) and [64Cu]CuCl2-injected control (open circles) groups. Each value 
represents the mean  SD (n = 3-4). Error bars smaller than the symbols are not shown. (C) Radioactivity distribution 
data measured ex vivo at approximately 30 min. *P < 0.05. Each value represents the mean  SD (n = 3-4). (D) 
Biodistribution determined by CFU counting in colon-26 tumor-bearing mice receiving nonradioactive E. coli (~2 × 107 
CFU) at 5 min and 2 h. Each value represents the mean  SD (n = 3-4). 
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2-c 投与細菌数依存的な大腸菌の体内分布 

 

2-a において、静脈内投与大腸菌の一時的な肺への塞栓と肝臓への集積が明らかとなっ

た。そこで、これらの生体内分布が投与細菌数に応じてどのように変化するのか、low-

dose（8-9 × 105 CFU）、medium-dose（2-3 × 107 CFU）、及び high-dose（5-6 × 108 CFU）の大

腸菌を投与することで評価した（Fig. 8）。肺への集積が投与直後の一時的な現象であるこ

とから、64Cu 標識大腸菌投与後 1 分で血液、肺、肝臓、脾臓を回収し、それぞれの組織内

放射能を測定した。その結果、血液、肝臓、脾臓においては投与菌体数に応じた集積の変

化は見られなかった。一方肺への集積は、high-dose 投与時において、有意差こそなかった

が、low-dose 投与時の約 2 倍となった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

第 3節 大腸菌の腫瘍内での動態及び変性に関する評価  

 

（要約） 

 

 腫瘍内における細菌の観察は、ほとんどが腫瘍切片の組織染色や摘出した腫瘍の蛍光イ

メージングによって行われてきた。生体内でのライブイメージングとしては、Hoffman ら

の研究チームによる多光子励起顕微鏡を用いた先駆的な蛍光イメージングが報告されてい

るが、その組織透過の深度は数百マイクロメートルが限界である 32。これに対して、

Funabiki らの開発したファイバー束型蛍光顕微内視鏡システムは、直接臓器内に顕微内視

鏡プローブを刺入することで、侵襲性低く深部組織の観察を可能する 33。例えば、マウス

脳深部にプローブを刺入し、行動制限なくライブイメージングを行うことで、蛍光タンパ

ク質標識したニューロンやその Ca2+イオン応答の可視化に成功した例も l つ報告されてい

Fig. 8. Dose dependency of 64Cu-E. coli 
biodistribution at 1 min after injection.  
Radioactivity distribution data measured ex vivo 
for the blood, lungs, livers, and spleens of mice 
with the low-dose (8-9 × 105 CFU), medium-
dose (2-3 × 107 CFU), and high-dose (5-6 × 108 
CFU). Each value represents the mean  SD (n = 
6-8).  
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る 34。そこで、このシステムを応用することで、腫瘍表面から数ミリを超える深部領域に

生着した大腸菌の in vivo 観察が可能であると考えた。 

本節では、このファイバー束型蛍光顕微内視鏡を用いて、腫瘍内で増殖した蛍光タンパ

ク質発現大腸菌の動態を、同一マウスにおいて経日的に観察した。さらに、腫瘍内で増殖

した大腸菌が保有していたプラスミド数を定量し、蛍光タンパク質発現とプラスミド維持

に関する評価を行った。 

蛍光タンパク質 ZsGreen を発現する大腸菌を作成し、腫瘍局所における動態をファイバ

ー束型蛍光顕微内視鏡を用いて経日的に評価したところ、静脈内投与してから 3 日後に大

腸菌が検出され、1~2 週間後にも腫瘍内に活発に動く多数の大腸菌コロニーが観察され

た。また、腫瘍から摘出した大腸菌にはプラスミドが維持されており、ZsGreen 由来の蛍

光も検出されたことから、腫瘍内に生着・増殖した大腸菌は 2 週間以上に亘って外来性の

タンパク質を発現しながら活動しうることが示された。 
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第 4節 考察  （一部要約） 

 

  本章では、細菌の重金属イオンに対する生物学的吸着特性を利用することで、グラム

陽性菌・陰性菌を問わず迅速かつ高効率な 64Cu 放射性標識が可能であることを明らかにし

た。さらに、得られた 64Cu 標識大腸菌のダイナミック PET イメージングにより、担がん

マウスにおける細菌の初期体内動態について評価した。加えて、ファイバー束型蛍光顕微

内視鏡による腫瘍内部の蛍光イメージングにより、腫瘍内に生着した大腸菌が２週間に亘

って活動を維持していることを明らかにした。 

グラム陰性のシュードモナス菌やグラム陽性のバシラス菌は、1-10 mM の Cu2+を含む溶

液中にインキュベートされた際、25℃の条件下で 10 分間以内に 80-90%の Cu2+を吸着する

ことが報告されている 35,36。本章で確立された各種細菌の 64Cu 標識条件は、これらの環境

微生物学分野における非放射活性 Cu2+の吸着条件とよく一致していた（Fig. 14）。さらに本

章では、特にグラム陰性の大腸菌を対象として、Cu2+との相互作用をより詳細に検討し

た。トリプシンシェービングは、プロテオミクス分析などにおいて細菌や哺乳類細胞の表

面タンパクの消化に用いられる手法である 37–39。このトリプシンシェービングにより前処

理した大腸菌の標識効率が 99%以上低下したことから、64Cu は細菌膜表面のタンパク質と

の相互作用を主たるメカニズムとして標識されていると示唆された（Fig. 15A）。一方、ト

リプシンシェービングを 64Cu 標識後に行った際に、約 50%の 64Cu が大腸菌上に残存した

現象に関しては（Fig. 15B）、Cu2+との相互作用によって大腸菌膜上のタンパク質が構造変

化を起こし、その結果トリプシンによる消化を受けにくくなったことが一因であると考え

られる 40,41。 

過剰量の非放射活性 Cu2+の存在下における 64Cu 標識の大幅な阻害は、細菌膜表面に

Cu2+の特定の結合サイトが存在することを示唆している（Fig. 16A）。電子スピンを用いた

過去の検討から、大腸菌の膜タンパク質内のカルボキシル基に Cu2+が結合することが報告

されている 42,43。またその他にも、リポ多糖やリン脂質中のリン酸基が主要な Cu2+結合サ

イトであることが指摘されている 30,44。本標識において、[64Cu]Cu2+がこれらの結合サイト

を介して吸着している可能性が高い。一方で、Ca2+や Mg2+といった 2 価のカチオンや Ag+

も大腸菌に吸着することが報告されているが 45,46、Cu2+以外の重金属イオンの 64Cu 標識の

阻害作用は弱かった。これは、本標識のインキュベーション条件下における、大腸菌と各

種重金属イオンとの親和性を反映している可能性がある。 

LB 培地を用いた繰り返し精製を行う前の血清中での標識安定性は 40%であり（Fig. 

18C）、これは精製によって解離した 64Cu の割合が約 60%であったこととよく対応する

（Fig. 18B）。これらの結果から、Cu2+と大腸菌の相互作用には結合安定性の異なる少なく

とも二つの結合様式の存在が示唆される。これは、上記の Cu2+が配位する膜上の化学基の

違いや、その配位サイトへの他のタンパク質の近づきやすさ、トランスキレーションの容

易さなどに由来するものと推測されるが、これらの仮説を明らかにするには、更なる検討
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が必要である。また大腸菌には、外膜を介した Cu2+の細胞内輸送に働く OmpC ポーリンの

ようなエネルギー非依存的チャネルが存在する。このことから、安定性の高い相互作用の

もう一つのメカニズムとして、Cu2+の細菌内への流入が考えられる 47,48。しかしながら、

熱処理を施し、膜構造を破壊することなくチャネル機能を不活化した大腸菌においても
64Cu 標識効率が低下しなかったことから（Fig. 16B）、本標識におけるトレーサードーズの

[64Cu]Cu2+では、チャネルに媒介された Cu2+の細胞内取り込みの寄与は限定的であると考

えられる。 

PET を用いた細菌の生体内分布評価法として、これまでに、腫瘍内に集積した Herpes 

Simplex Virus type 1 Thymidine Kinase（HSV1-TK） 発現細菌の放射性標識核酸アナログを

用いた検出 49,50 や、2-deoxy-2-[18F]fluorosorbitol を用いた細菌特異的糖代謝に基づく細菌の

局在イメージングなどが報告されてきた 51,52。しかし、これらの方法はいずれも、細菌を

直接ポジトロン核種で標識したものではなく、生体内に生着した後の細菌の局在を間接的

に検出するものである。細菌自身をポジトロン標識した例としては、感染症に関する先行

研究一例のみ報告がある 53。これは、Francisella tularensis や Klebsiella pneumoniae といっ

た病原性細菌を、二官能性キレート試薬（pyruvaldehyde-bis(N4-methylthiosemicarbazone)）

で修飾し、それを介して 64Cu 標識したものである。病原性細菌の感染経路に応じた生体内

分布が、投与後複数のタイムポイントにおいて評価されている。しかしこの評価では、マ

ウスの感染試験やがん治療研究における一般的な細菌投与量（106-108 CFU/mouse）よりも

高い投与量（109 CFU/mouse）が使用されており、キレーターを介した標識法の比放射能が

低いことが疑われる。これに対して、本章において得られた 64Cu 標識大腸菌は、LB 培地

による精製後でも 5-6 MBq/108 CFU の比放射能を有していた。これにより、PET イメージ

ングに用いる菌体量を減少させることが可能であった。 

大腸菌の全身投与後、生体分布相は数分で終了した。一方、64Cu 標識大腸菌を 37℃血清

中で 15 分間インキュベートしても 90%の標識安定性が保持されることから（Fig. 18C）、

初期動態の評価において 64Cu 標識が十分に安定であったことが推察される。これは、64Cu

標識大腸菌の分布プロファイルと 64Cu 単体の分布プロファイルが大きく異なっていたこと

からも裏付けられる（Fig. 19A）。また、64Cu 標識後、大腸菌の生存率が有意に低下してい

ないことから、標識操作が大腸菌の生物活性に与える影響は小さいものと考えられる

（Fig. 18D, E）。これらの結果を併せて、本章において大腸菌の初期体内動態が適切に評価

されたものと考えられる。 

これまで、細菌の生体内分布はコロニーカウント法 54,55 や生物発光・蛍光イメージング
24,56 などを用いて評価されていた。しかし、コロニーカウント法で定量されるのは生体内

における生細菌のみである。また、生物発光や蛍光イメージングは深部組織での検出感度

や定量性に問題を抱えていた。PET イメージングにより観察された迅速な血中クリアラン

スや肝臓への集積は（Fig. 19）、従来の CFU カウント法や生物発光イメージングに基づく

大腸菌の生体内分布評価の結果と一致していた 24,54。PET において肝臓への放射能分布が
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維持されるのに対して、CFU に基づく評価では大腸菌の菌体数が時間経過に伴い減少し

た。これは、体内で大腸菌が細網内皮系による貪食を受けたことを反映しているものと考

えられる（Fig. 19B, D）。また、ダイナミック PET イメージングにより、投与 5 分後にお

ける一時的な肺への大腸菌集積を観察した。生物発光や蛍光イメージングでは、肺より検

出されるシグナルが低いことに加え、投与直後の体内分布は十分に評価されてこなかっ

た。そのため、生菌製剤の投与直後の肺への分布はこれまで示されていない。しかし、そ

の他の細胞製剤の体内動態研究などにおいては、肺への高い集積が観察されている。例え

ば、99mTc 標識された骨髄由来間葉系肝細胞の動態評価では、静脈内投与後、細胞の約

50%が肺に集積・残存していた 57。粒子径が数m を超えるような粒子は、静脈内投与され

た際に肺の毛細血管に塞栓し、その全身への分布は制限されることに知られている 58,59。

同様の塞栓が、大腸菌の組織分布においても投与量依存的に起きた可能性が高い。しか

し、大腸菌のサイズが 2-4 m と細胞などに比べて小さいことから、塞栓は一時的であった

と考えられる。 

PET イメージングにおいて、腫瘍への大腸菌の集積は検出できなかった。CFU に基づく

定量結果においても、投与直後に腫瘍内から検出された大腸菌は投与細菌数の 0.1%程度で

あることから、腫瘍へ到達する大腸菌はごくわずかであることが示唆される（Fig. 19D, 

21）。しかし、腫瘍内に生着後、3 日間で 10000 倍以上増殖し、投与後 2 週間の時点で顕微

内視鏡の視野全体に広く生着していた。腫瘍に到達する細菌数は少なくても、生着後に高

い増殖能を発揮することにより、抗腫瘍効果に繋がるものと期待される 2,60–64。 

遺伝子改変を施したがん治療用生菌製剤の開発においては、細菌が安定に腫瘍内で治療

タンパク質を発現し続けることが不可欠である。しかしながら、細菌が増殖を繰り返す間

にプラスミドを欠落する可能性は否定できない。ファイバー束型蛍光顕微内視鏡システム

を用いた検討の結果、腫瘍から回収した大腸菌は 2 週間に亘りハイコピー相当のプラスミ

ド数を維持していることが確認された。加えて、投与 14 日目にも蛍光タンパク質が腫瘍

内に広く確認されていることからも、大腸菌がプラスミドを維持し、蛍光タンパク質を産

生している可能性が示唆された。 

以上、本章では、細菌のもつ重金属イオンに対する生物学的吸着特性を用いて、細菌を

直接 64Cu 標識する手法を確立した。標識は膜構造に依らずグラム陰性・陽性菌共に可能で

あったことから、本標識法の汎用性の高さが示された。また、得られた 64Cu 標識大腸菌の

PET イメージングに成功し、投与された大腸菌の一時的な肺への塞栓や、肝臓への集積な

ど初期動態に関する新たな知見を得た。さらに、ファイバー束型蛍光顕微内視鏡を用いる

ことで、同一マウスの腫瘍深部を経日的な観察を可能にした。その結果、投与後 2 週間に

わたって大腸菌が活動を維持していることが分かり、タンパク質を産生している可能性も

示唆された。がん治療用生菌製剤の治療効果は、腫瘍内における細菌自身の生命活動やタ

ンパク質産生能に依存する。従って、本システムが今後抗腫瘍効果の評価検討を行う上で

有用なモダリティとなることが期待される。 
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結論 

 

 

 以上、筆者は 2 章にわたり、がん治療用生菌製剤の開発における、高い腫瘍内増殖能と

安全性を両立する細菌種の選択肢拡大、及び、静脈内投与した細菌の全身及び腫瘍内動態

評価に関する検討を行い、以下の結論を得た。 

 

第 1 章 腫瘍内増殖を指標とした細菌種選別法の確立と Blautia coccoides の有用性評価 

 

腫瘍内増殖能を有する細菌種の選別を可能にするため、細菌の 16srDNA 配列に対するダ

イレクトコロニーPCR によって腫瘍内の細菌種を同定する手法を確立した。組織破砕用ガ

ラスビーズを用いた溶菌により、ペプチドグリカン層からなる強固な膜構造を有するグラ

ム陽性菌のコロニーダイレクト PCR に成功した。本手法を用いて、腫瘍内で増殖した

Blautia coccoides 及び Bacteroides vulgatus をそれぞれ同定することができた。更に、両細菌

種が腫瘍内増殖能を有することも明らかとなった。また、B. coccoides に関する詳細な検討

から、本菌が腫瘍選択的な増殖を示すことを見出した。さらに本菌は、静脈内投与時の炎

症性サイトカインの産生量や体重変動などの宿主免疫賦活作用が軽微であった。これらの

結果より、B. coccoides が高い腫瘍内増殖と低い免疫原性を両立する、がん治療用生菌製剤

の有用菌種候補であることが明らかとなった。 

 

第２章 静脈内投与した細菌の全身及び腫瘍内における動態評価 

 

細菌の重金属イオンに対する生物学的吸着特性を応用し、細菌の 64Cu 標識法を確立し

た。生理食塩水中、室温で 5 分間 64Cu と混合するだけで、細菌はその膜構造に依らず容易

に標識された。さらに標識メカニズムに関する検討の結果、64Cu は細菌膜上のタンパク質

を介して Cu2+特異的に吸着していることが示唆された。LB 培地を用いて繰り返し精製を

行うことで生体内での標識安定性は 90に向上し、これを受けて PET を用いた大腸菌の初

期体内動態評価に成功した。PET イメージングにより、静脈内投与された大腸菌の一時的

な肺への塞栓や、肝臓への集積など初期動態に関する知見を得た。 

また、ファイバー束型蛍光顕微内視鏡を用いて、腫瘍内で生着した細菌の動態評価を行

った。マウスの腫瘍深部で増殖した ZsGreen 発現大腸菌の蛍光イメージングを行い、同一

マウスの腫瘍内での大腸菌の挙動を経日的に観察することに成功した。その結果、ZsGreen

発現大腸菌は投与後 2 週間の間に視野全体に広く増殖し、投与 1-2 週間後も活動を維持し

ていることが明らかとなった。がん治療用生菌製剤の治療効果は腫瘍内における細菌自身
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の活動やタンパク質産生能に依存することから、本システムが抗腫瘍効果の評価検討を行

う上で有用なモダリティとなることが期待される。 

以上、本研究では、腫瘍内増殖を指標とした有用細菌の選別につながる、遺伝子改変を

伴わない腫瘍内細菌の同定法を確立した。また、確立した手法を用いて、腫瘍内増殖と低

い免疫原性を両立する有用細菌種候補、Blautia coccoides を提案した。加えて、細菌のポジ

トロン核種（64Cu）標識法を確立し、静脈内投与した細菌の全身初期動態を評価した。さ

らに、腫瘍深部に生着した細菌の経日的観察に成功し、細菌の腫瘍内動態評価を可能にす

る新規のモダリティを提示した。本研究は、がん治療用生菌製剤の開発を進める上で、生

菌自身の安全性・有効性の評価において有益な指針を提供するものであると期待される。 
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実験の部 

 

（要約） 

 

第 1 章 実験の部 

 

【１】細菌培養 

 

Bacteroides vulgatus (JM 5826T)、Blautia coccoides (JCM 1395T)、Bifidobacterium longum 

(JCM 1217T)は Japan Collection of Microorganisms of RIKEN BioResourse Research Center 

(RIKEN BRC) より購入した。全ての細菌は変法 GAM 培地（日水製薬）中で、嫌気培養キ

ットアネロパック（三菱ガス化学）を用いて 37 °C、絶対嫌気的に静置培養した。細菌数

は、GAM 寒天培地上に播種したバクテリアの colony forming units（CFUs）に基づいて定

量した。 

 

【２】細胞培養 

 

マウス結腸癌細胞株 colon 26 は RIKEN BRC より購入した。10の非働化したウシ胎児

血清、100 U/mL ペニシリン、100 μg/mL ストレプトマイシンを添加した RPMI 1640 培地 

(ナカライテスク社) 中で 37 °C、5 CO2、加湿条件下で培養した。 

 

【３】実験動物 

 

BALB/cCrSlc 雄性マウス（7 週齢）は、日本エスエルシー株式会社より購入した。担が

んマウスは BALB/cCrSlc マウスの右背部皮下に対し、50 L の HBSS (ナカライテスク株式

会社)に懸濁した colon 26 細胞 3  105 個を注入して作製した。約 2 週間後、腫瘍体積が約

100 mm3 になった時点で実験に用いた。全ての動物実験プロトコールは、神戸理化学研究

所、動物管理・利用倫理委員会の承認を得たものである。 

 

【４】組織染色 

イソフルランの過吸入により安楽死させたマウスより摘出した腫瘍を氷冷 PBS で洗浄した

後、4パラホルムアルデヒドによって固定した。その後、パラフィン切片（3 μm）及び凍

結切片（3 μm）を作製し、それぞれグラム染色及びヘマトキシリン＆エオシン（H&E）染

色したのち顕微鏡観察を行った。 
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【５】炎症性サイトカインの血中濃度の評価 

 

 イソフルランの過吸入により安楽死させたマウス下大静脈より採取した血液を 4C で一

晩静置し、4C において 10000 g、10 分間の遠心後の上清として血清を得た。その後、

ELISA を用いて血清中の炎症性サイトカインを定量した。 
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第 2 章 実験の部 

 

【１】細菌培養 

 

大腸菌コンピテントセル DH5α及びプラスミド pZsGreen はタカラバイオ株式会社より購

入した。ヒートショック法により形質転換した DH5α/ pZsGreen は Lysogeny Broth（LB）

培地（10 g/L Bacto Tryptone, 5 g/L Bacto Yeast Extract, 10 g/L NaCl, and 100 μg/mL 

carbenicillin）中で 37C、130 rpm で好気的に振盪培養した。Bacteroides vulgatus (JM 

5826T)、Blautia coccoides (JCM 1395T)、Bifidobacterium longum (JCM 1217T)はの培養は第 1

章と同様の方法で行った。また、全ての種類の細菌は第 1 章と同様の方法で対数増殖期ま

で培養した後、実験に使用した。 

 

【２】細胞培養 

 

細胞培養は第１章と同様の方法で行った。 

 

【３】実験動物 

 

実験動物は第１章と同様に日本エスエルシー株式会社より購入し、同様に担がんした。 

 

【４】大腸菌の生物活性測定 

 

 Water Soluble Tetrazolium salts（WST）assay を、Microbial Viability Assay Kit-WST

（Dojindo 社）のマニュアルに従って行った。各処理を施した大腸菌を LB 培地に再懸濁

し、96 well プレートにアプライした。キットに含まれる Electron mediator reagent を添加

し、37°C で 15 min もしくは 1 h インキュベートした後、マイクロプレートリーダー（Bio-

Rad 社）を用いて 450 nm における吸光度を測定した。 

 

【５】[64Cu]の製造・精製 

 

 [64Cu]は、HM-12S サイクロトロン（住友重機機械工業株式会社）を用いて 64Ni を金ディ

スクに電気メッキしたターゲットに 12 MeV の陽子を照射し、64Ni(p,n)64Cu 核反応により製

造した。照射終了後、ターゲットを 6 N HCl に溶解し、その溶液をイオン交換樹脂

DOWEX 1  8 100-200 mesh（室町ケミカル株式会社）に添加した。その後、1 N HCl で溶

出することで[64Cu]CuCl2 を得た。 
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【６】バクテリアの 64Cu 標識 

 

 対数増殖期のバクテリアを酢酸バッファー（pH 7.0）、Dulbecco’s Phosphate-Buffered 

Saline（PBS）、Hanks’ balanced salt solution（HBSS）、Saline 中に懸濁し、6,000 g で 2 分間

の遠心を 2 度行うことで洗浄した。洗浄後のバクテリアを同一バッファー中に再懸濁し、

約 50 MBq の[64Cu]CuCl2 と混合した後、室温で 5 分間インキュベートした。その後、同一

バッファーによる 6,000 g、2 分間の遠心洗浄を 2 度行った。生体内に投与する際には、更

なる精製として、37°C の LB 培地中に 3 分間インキュベート後、遠心する作業を 5 回繰り

返した。標識サンプルの放射活性は、標識開始時刻を基準に減衰補正した。トリプシン処

理は、64Cu 標識前の大腸菌もしくは Saline による洗浄後の 64Cu 標識大腸菌を、トリプシン

（0.5 g/L）及び 0.53 mM EDTA（ナカライテスク株式会社）と混合し、37C で 5 分間イン

キュベートすることで行った。重金属イオンによる競合阻害実験では CuCl2、AgCl、

ZnCl2、FeCl2、CaCl2 及び MgCl2 を終濃度 1 mM になるように混合した。大腸菌の熱不活化

処理では 64Cu 標識前に 75°C もしくは 55°C で 15 分間のインキュベートを施した。 

 

【７】血清中での標識安定性評価 

 

 Saline もしくは LB 培地による精製を行った 64Cu 標識大腸菌を Saline 中に再懸濁し、等

量の血清を加えた（終濃度 50）。血清は BALB/cCrSlc 雄性マウスより回収した。37°C に

おいて 15 分間のインキュベート後、6,000 g で 2 分間遠心し上清とペレットの放射活性を

2480 WIZARD2 自動ガンマカウンタ（PerkinElmer 社）を用いて測定した。ペレット画分の

回収率は、減衰補正した放射活性を用いて算出した。 

 

【８】PET 試験 

 Colon 26 担がんマウスを、1.5イソフルラン及び亜酸化窒素/酸素（7/3）により麻酔さ

せ、microPET Focus 220（Siemens 社）の中央に伏臥位に配置した。64Cu 標識大腸菌（~5 

MBq, ~1 × 108 CFU）もしくは 64Cu 単体をマウス尾静脈に設置したカテーテルより投与

し、30 分間のダイナミックスキャンを行った。得られたエミッションデータからサイノグ

ラムを作製し、microPET manager 2.4.1.1.（Simence 社）を用いて画像再構成を行った。放

射能は投与時刻に合わせて減衰補正し、ピクセルごとに SUV（standardized uptake value）

を用いて表示した。なお、SUV は以下の式に従って算出した。 

SUV = [tissue radioactivity concentration (MBq/cm3)]/[injected radioactivity (MBq)/body weight 

(g)] 

 

 

 



24 
 

【９】TAC 解析 

TAC は定量性に優れた Filtered back projection（FBP）法により画像構成した PET 画像を

用いて解析を行った。画像処理ソフトウェア PMOD（PMOD テクノロジーLLC）を用いて

心臓、肝臓、肺、脾臓に三次元関心領域（VOI）を設定し、VOI 内の平均放射能を投与時

刻に合わせた減衰補正を行い、SUV として算出した。 

 

【１０】摘出臓器の放射能測定 

PET 試験後、腫瘍、肺、心臓、肝臓、右腎、脾臓を摘出し、放射能を測定した。投与細

菌数依存的な生体内分布の評価では、1.5イソフルランにより麻酔させたマウスに各細菌

数で 64Cu 標識大腸菌を投与した 1 分後、血液、肺、肝臓、脾臓を回収した。各組織の放射

活性はガンマカウンタを用いて測定し、投与時刻を基準に減衰補正した。 

 

【１１】組織内の大腸菌細菌数測定 

 

 担がんマウスに大腸菌を投与後、各タイムポイントで組織を回収し、第１章【４】と同

様の方法で大腸菌を単離した。ただし、培養には LB 寒天培地を使用し、好気的に培養し

た。細菌数は第１章【１】と同様に CFUs に基づいて定量した。 

 

【１２】ファイバー束型蛍光顕微内視鏡観察 

 

 担がんマウスに大腸菌を投与後、3、7、14 日後に観察を行った。マウスを 1.5イソフ

ルランにより麻酔させ、観察台に伏臥位に配置した。腫瘍を固定し、顕微内視鏡プローブ

を刺入してイメージングを行った。得られた画像は、画像処理ソフトウェア Image J Fiji を

用いて解析した。 

 

【１３】定量的 RT-PCR によるプラスミド数の定量 

 

 第 1 章【４】に記載の方法で得られた腫瘍ホモジネート中の大腸菌数を第１章【１】と

同様に CFUs に基づいて定量した。また 5 × 108 CFU の大腸菌を ISOGEN（ニッポンジー

ン社）によって溶菌し、エタノール沈殿法によって全 DNA を回収した。含まれる

pZsGreen のプラスミド DNA 量を定量的 PCR により測定した。 
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【１４】統計学的解析 

 

GraphPad Prism 8.0（GraphPad Software 社）及び IBM SPSS Statistics v. 26（IBM 社）を用

いて解析を行った。有意差検定は、2 群間の比較には、対応スチューデント t 検定あるい

は、独立スチューデント t 検定を用いた。他群間比較においては、Analysis of variance

（ANOVA）を行い、Dunnett’s 法または Bonferroni’s 法により検定した。全 P 値は両側であ

り、P＜0.05 を統計学的に有意であるとみなした。 
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