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Ferrichrome identified from Lactobacillus casei ATCC334 induces apoptosis 
through its iron binding site in gastric cancer cells 

(胃癌細胞において、Lactobacillus casei ATCC334 から同定された 

フェリクロームはその鉄結合部位を介してアポトーシスを引き起こす) 
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研究目的  
 

宿主の健康に良い影響を与える微生物はプロバイオティクスと総称され、

抗腫瘍作用を持つという研究が報告されている。プロバイオティクスが産生

する抗腫瘍物質を同定できれば、新しい抗癌剤の開発につながると考えられ

る。  
我々の研究室では、プロバイオティクスの一種である Lactobacillus casei 

ATCC334 (L. casei) の培養上清に大腸癌に対する抗腫瘍作用を有すること

を明らかにし、さらに菌由来の抗腫瘍活性物質であるフェリクロームを分離

同定した。フェリクロームは周囲の環境から細菌が鉄を取り込む際に使用す

るシデロフォアの一種として知られているが、抗腫瘍作用については未知の

物質であった。これまでに、フェリクロームが大腸癌細胞に対して 5-FU や

シスプラチンなどの既存の抗癌剤よりも強い抗腫瘍作用を持つことを証明し

てきたが、その詳細なメカニズムや大腸癌以外の癌種に対する効果は不明で

ある。  
そこで、本研究では胃癌に対するフェリクロームの抗腫瘍作用を検討し、

その作用メカニズムを明らかにすることを目的とした。  
 
材料・方法 
 

1．細胞株  

胃癌細胞株として MKN-7、MKN-45、MKN-74、NUGC 細胞を用いた。  

2．スルフォローダミン B(SRB)アッセイ  

MKN-7、MKN-45、MKN-74 にフェリクロームを投与し、24、72、120
時間後に細胞を 10％トリクロロ酢酸中で固定した。その後、 0.057％SRB
液で染色し乾燥させた。染色した細胞をトリス緩衝液で溶解し、OD5 1 0nm
を測定した。  

3． MTT アッセイ  

NUGC にフェリクロームを投与し、 24、 72、 120 時間後に MTT cell  
proliferation kit Ⅰを用いて細胞を固定し、OD5 70nm を測定した。  

4． Xenograft モデル  

ヌードマウス（BALB/cn u / n u）を用いた。抗アシアロ GM1 抗体を投与後、

マウスの背中に MKN-45 を皮下移植した。翌日より連日フェリクローム

100μg を腹腔内投与し腫瘍の大きさを計測した。  
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5． Real-time PCR 

ランダムプライマーを用いて RNA を逆転写し、DDIT3 特異的プライマ

ーを用いて PCR を行った。 18S rRNA の発現量を内部コントロールとし

て標準化した。  

6． Western blotting 

回収した蛋白を 12.5% SDS-PAGE にて泳動し、ニトロセルロース膜に

転写した。各種一次抗体と反応させた後、特異的二次抗体と反応させ発色

した。アクチンの発現量を内部コントロールとして標準化した。  

7．フローサイトメトリー  

細胞にフェリクロームを投与し、 72 時間後に PBS とエタノールで固定

した。プロピジウムイオダイドで染色し BD FACSCalibur で測定した。  

8．質量分析  

フェリクローム単独、およびフェリクロームと等モル濃度の FeCl3 を投

与したサンプルを用いた。 Nano Frontier elD Liquid Chromatography 
Mass Spectrometer で測定した。  

9．原子吸光分光法  

細胞にフェリクロームを投与し、24 時間後に硝酸で固定した。細胞の鉄

含有量について Z-8100 を用いて測定した。  

10．分子立体配座解析  

 フェリクロームの分子構造から、リガンド構造と結合可能なタンパク質

を解析するソフト（MOE software）を用いた。プロテインデータバンク

に登録された 34495 種のタンパクリストから、安定的に結合する蛋白を解

析した。  

11．統計処理  

Student’s t-test では p<0.05 を、また多群比較では ANOVA 解析を施行

し、ボンフェローニー補正で p<0.0083 または 0.017 を統計学的に有意な

差と判断した。  

 

結果 

 

1．フェリクロームの腫瘍抑制作用の検討  

胃癌細胞株にフェリクロームを投与すると、投与濃度依存性に 72-120 時

間後の細胞生存率がコントロールと比較して有意に低下した。しかし、細胞
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によって抗腫瘍効果が発現する濃度は異なっており、MKN-7、MKN-45 では

1μg/mL の低用量から、MKN-74、NUGC では 100μg/mL の高用量から、抗

腫瘍効果がみられた。また、Xenograft モデルでは、コントロールと比較し

て有意に腫瘍の増殖抑制が認められた。  

2．フェリクローム投与後のアポトーシスの検討  

 胃癌細胞株にフェリクロームを投与したところ、 cleaved PARP の発現が

有意に上昇した。また、フェリクロームを投与することで JNK、DDIT3 の発

現が有意に上昇した。  

3．鉄でキレートされたフェリクロームの抗腫瘍作用の検討  

質量分析で、フェリクロームに等モル濃度の鉄を加えると、 1:1 の結合に

よる質量変化を認めた。等モル濃度の鉄と結合したフェリクロームを胃癌細

胞株に投与したところ、その抗腫瘍効果が消失した。フェリクロームを投与

した時の細胞鉄含有量の変化を測定したところ、いずれの細胞においても同

様の細胞鉄含有量の低下を認めた。すなわち、細胞鉄含有量の低下とフェリ

クロームの抗腫瘍効果は相関しなかった。  

4．フェリクロームとの結合で安定的構造をとるタンパク質の解析  

 MOE software を用いて 34495 種のタンパク質とのシミュレーション解析

を行った。鉄と結合していないフェリクロームは、30 種類のヒト由来蛋白と

結合可能であったが、鉄と結合したフェリクロームでは、いずれのヒト由来

蛋白との結合も不可能であると考えられた。  

 

考察 

 

本研究では、L. casei より分離したフェリクローム投与により、胃癌細胞

において JNK-DDIT3 経路を介して、濃度依存性にアポトーシスが誘導され

ることを明らかにした。  

フェリクロームは微生物由来シデロフォアの一種であり、鉄結合部位を持

ち、外界から鉄を取り込むための担体として機能している。そこで、この鉄

結合部位がフェリクロームの抗腫瘍作用と関係しているか否かを明らかにす

るため、鉄処理を行って鉄結合フェリクロームを用いて検討した結果、胃癌

細胞に対する抗腫瘍効果は消失した。したがって、フェリクロームが抗腫瘍

効果を発揮するうえで、鉄結合部位が必須の構造であることが明らかになっ

た。一方、フェリクローム投与による胃癌細胞内の鉄含有量変化を測定した

ところ、いずれの細胞においても同様の細胞鉄含有量の低下を認め、細胞間

での差はなかった。フェリクロームの抗腫瘍効果は細胞間で大きく異なって
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いることから、フェリクロームによる鉄動態の変化はその抗腫瘍効果と無関

係であると考えられた。  

以上から、フェリクロームの鉄結合部位に何らかの細胞内分子が結合し抗

腫瘍作用が発揮される可能性が示された。そこで、立体配座のシミュレーシ

ョン解析により、フェリクロームの鉄結合部位を介して結合し得るヒト由来

の蛋白質を探索した結果、30 種類の候補を同定することができた。今後、こ

れら候補蛋白の中でフェリクロームの抗腫瘍作用を仲介するものが同定され

ることで、新規標的分子としての意義が明らかになるものと期待される。  

 

結論  

 

乳酸菌由来のフェリクロームが、その鉄結合部位を介して胃癌細胞にアポ

トーシスを誘導する作用を発揮する多機能分子であることを同定した。今後、

胃癌細胞内の標的分子の同定と作用メカニズムを解明することで、新規抗腫

瘍薬開発へと発展することが期待される。  
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