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「腸内細菌叢」プロジェクト 

 プロジェクトリーダー兼解析ツール開発グループリーダー 大野 博司

【基本構想】 

 我が国において糖尿病患者は増加の一途をたどり、罹患者数は約 950 万人を数えるに到っている。糖尿

病は高齢者における主要な疾患であり、糖尿病に肥満・高脂血症・高血圧が合併するメタボリックシンド

ロームは動脈硬化を促進し、心筋梗塞・脳卒中のリスク増大を介して日本人の健康寿命を短縮する最大の

原因となっており、大きな社会的・経済的問題となっている。最近腸内細菌と肥満、2 型糖尿病といった

生活習慣病との関連が動物やヒトで報告され、このことが肥満や 2 型糖尿病の誘因の１つとなっているの

ではないかと考えられる。従って摂取する栄養素やエネルギー状態によって変化する腸内細菌叢を捉える

ことができれば、肥満や 2 型糖尿病発症といった生活習慣病の予測や治療に役立つと考えられる。本研究

では、摂取する栄養素やエネルギー状態の把握とメタゲノム解析による腸内細菌の菌種や機能といった包

括的な解析に加え、遺伝的背景を加味し、そのデータを横断的に解析することにより、食習慣、腸内細菌

叢、生活習慣病発症の相互関係を明らかにすることを目的とする。方法は、これまでの欧米人の論文をも

とに東京大学付属病院の検診受診者で 20歳から 75歳までの男女含む肥満者 100名、耐糖能異常者 100名、

肥満も耐糖能異常もない者 計 100名の合計 300名を対象とした。解析項目は、(1) 簡易型自記式食事歴法

質問票(BDHQ)を用いた食事調査と活動量計を用いた身体活動量の測定、(2)腹部エコーを含む臨床データ

(3)血中アディポカインの測定、(4)腸内細菌叢の 16S・メタゲノム解析、(5)血中・糞便中のメタボローム

解析、(6)単核球を用いたトランスクリプトーム解析、(7)全ゲノムシークエンスによる遺伝子多型解析、

(8)統合データベースの作成と解析ツールの開発を行う。このことにより、どのような腸内細菌叢が生活習

慣病発症に重要な役割をしているかが明らかとなり、さらに新規バイオマーカーなどの開発や予防薬、個

別化医療といった新しい予防法やリスク診断の実現を目指す。 

１． 2019年度の研究目的 

 解析ツール開発グループでは、食事・栄養摂取状況、身

体活動量・エネルギー消費量などの生活習慣データ、炎症

性サイトカインを含めた臨床データ、腸内細菌叢の 16S 解

析・メタゲノム解析、水溶性や脂溶性のメタボローム解析、

CAGE 手法を用いた RNAseq 解析を行うとともに、これら

のデータを統合的・包括的に解析するためのデータベース

化を図り、新しい解析ツールをモジュールした解析ソフト

ウエアの開発を行っている。さらに、この統合データベー

スと解析ソフトウエアを用いて、食習慣・身体活動量、腸

内細菌叢、生活習慣病発症の相互関係を明らかにし、腸内

細菌叢を介した未病改善やリスク診断の開発を行うこと

を目的としている。2019 年度は、下記の項目を重点的に

取り組み、前年度に引き続き統合データベースを作成する

ための元となるデータの取得と、統合データベースとデー

タベースを参照するインターフェースの作成を行った。

(1） 統合データベースの作成と解析ツールの開発

(2) 簡易型自記式食事歴法質問票(BDHQ)を用いた食事調

査と活動量計を用いた身体活動量の測定

(3) 血中・糞便中のメタボローム解析

(4) 各種データの相関解析

(5) 腸内細菌叢のメタゲノム解析

(6) 全ゲノムシークエンスの解析

２． 2019年度の研究成果 

（1） 統合データベースの作成と解析ツールの開発

臨床情報、腸内細菌叢、代謝物の情報のデータベースを作

成し、被験者ごとに目的の情報を表示できるインターフェ

ースを作成した。さらに、データ間の関連性を簡単に調べ

るため臨床情報と各データの相関解析を行うツールも実

装した。

(2) 簡易型自記式食事歴法質問票(BDHQ)を用いた食事調

査と活動量計を用いた身体活動量の測定

昨年度収集した 245 名分の BDHQ による食事調査につ

いて、栄養素について 90 項目、食事の項目として 70 項目

について一日当たりの摂取量を解析した。また活動量につ

いては 600時間以上計測できた 170名について歩数と活動

強度についてデータの抽出が完了した。

(3) 血中・糞便中のメタボローム解析

血液、及び、糞便から水溶性と脂溶性代謝物の抽出を行

い、水溶性代謝物はガスクロマトグラフィー質量分析を用

いて分析を行い、306 検体から糞便中から 124 種類、血清

中から 102 種類の代謝物を同定した。また、脂溶性代謝物

は液体クロマトグラフィー質量分析を用いて分析を行い、

3 糞便中から 1927 種類、血清中から 625 種類の物質を同

定した。

【研究開発部】腸内細菌叢（解析ツール開発）
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(4) 各種データの相関解析

代謝物データは相互の相関係数に応じてクラスタリン

グを行い代謝物クラスター（Co-abundance group; CAG）を

作成した。次に、被験者の耐糖能異常や肥満の表現型とこ

れらの代謝物クラスターとの相関について解析した。本研

究では、健常者、肥満者、耐糖能異常者からそれぞれ血清

生化学検査、および血中のインスリン、アディポカインを

測定している。これらの情報をもとに、糖尿病の指標とし

て空腹時血糖（FBG）、HbA1c、HOMA-IR、肥満の指標と

して BMI などを臨床データとして組み込み、相関解析を

行った。その結果、糞便中の水溶性代謝物に関していくつ

かの代謝物クラスターと臨床データと有意な相関

（Spearman 偏相関）、もしくは Wilcoxon rank-sum test によ

る有意な増減を認めた。同様に、糞便中の脂質代謝物に関

しても解析を行い、有意に関連する代謝物クラスターを同

定した。

次に、腸内細菌叢データと代謝物クラスターの結果との

相関解析を行い、耐糖能異常と関連のある代謝物と細菌の

同定を試みた。その結果、水溶性代謝物に関しては単糖や

糖代謝物のクラスター（CAG 05, 06）がインスリン抵抗性

（HOMA-IR）、脂肪肝（NAFLD）、メタボリック症候群

（MetS）やその他のパラメーターと強い正の関連を示し

ていたため、まずこれらの代謝物と腸内細菌との相関解析

を行った。その結果、インスリン抵抗性を示す被験者

（ HOMA-IR ≧ 2.5 ）の検体ではインスリン感受性

（HOMA-IR<1.6）の被験者の検体と比較して単糖（水色）

およびその他の糖代謝物（青、紫）が増加していることが

示された。また、これらの代謝物は Dorea 属、Coprococcus
属などの腸内細菌と正の相関を示す一方、Bacteroides 属、

Alistipes 属などの細菌と負の相関を示した。 
特に Dorea 属と Coprococcus 属は Lachnospiraceae 科に属

する細菌種であり、過去の報告でも肥満や糖尿病との関連

が示唆されている[1]。また、単糖や糖代謝物の増加は、腸

内環境において多糖の分解が亢進している可能性を示唆

している。過去の報告ではマウスにおいて多糖の分解亢進

による宿主への過剰なエネルギー供給が肥満に関与する

可能性が指摘されているが[2]、ヒトにおいては未だ実証さ

れておらず、今回の結果はその仮説を証明する重要な知見

となる可能性がある。

同様の手法を用いて脂質代謝物クラスターと腸内細菌

との関連も検討したところ、顕著な所見としてリゾホスフ

ァチジルコリン（LPC）がインスリン抵抗性の高い被験者

の検体で増加していたこと、またこれらの代謝物は

Alistipes属や Parabacteroides属と負の相関を示すことがわ

かった。腸管内での LPC の増加と腸内細菌によって生成

されるその代謝物は動脈硬化性疾患との関連が示唆され

ており[3]、今回の結果は糖尿病患者において動脈硬化性疾

患が増加する一つの機序を示唆している可能性がある。

(5) 腸内細菌叢のメタゲノム解析

上記で認めた代謝産物を産生する腸内細菌叢を明らか

にするため、メタゲノム解析に必要な DNA 量が採取でき

た 271 検体の糞便から DNA を再抽出し、ショットガンシ

ークエンシング法によるメタゲノム解析を行った。その結

果、7G のシーケンシングリードが得られ、そこから約 6M
の遺伝子を同定した（図２）。本研究のデータは過去に報

告されていた日本人のメタゲノム解析から得られた遺伝

子数（約 4.8M）[4]よりも多く、本研究から新規遺伝子を

含むより多数の日本人の腸内細菌の遺伝子カタログを得

ることができた。

図２ メタゲノム解析から推定された糞便中の腸内細菌の遺

伝子数 

(6) 全ゲノムシークエンスの解析

313 名分の DNA 抽出が終了し、疾患感受性遺伝子を同定

するために約 150 人の全ゲノムシークエンス解析が終了

した。

３． 今後の研究計画 
1.統合データベースについては、引き続きデータベースの

充実化と解析ツールの実装等を進める。

2. BDHQ で得られた栄養素や食事の項目について、腸内細

菌叢や代謝産物との関連性について検討するとともに、活

動量のデータについて解析を行う。

3.既に解析が終了している血清代謝物解析と前述の糞便

代謝物解析の統合解析を行い、糞便代謝物が実際に宿主の

代謝や肥満・高血糖などの表現型に影響を与えているかを

検討する。

4.2019 年度はメタゲノム解析のシーケンシングが終了し

たところであり、詳細な解析を 2020 年度行う。メタゲノ

ム解析により、表現型と関連する種レベルのより細かい細

菌種を同定が可能になるとともに、腸内細菌の機能的な側

面の解析も可能になることが期待できる。

また、上記で表現型および代謝物との関連性が示された細

菌種についていくつか選択し、高脂肪食誘発性糖尿病モデ

ルマウスに投与することで、細菌と肥満・高血糖・インス

リン

5.ヒトゲノムの全ゲノムシークエンス解析について順次

行っていく。

6.解析したデータについては順次統合データベースに集

約し充実をはかるとともに、共分散構造分析や全ゲノムシ 

ークエンスなどを用いた層別化・個別化に向けた解析シス

テムを構築していく。

【研究開発部】腸内細菌叢（解析ツール開発）
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肥満者、または、耐糖能異常者に特有の 

腸内細菌と代謝物の探索 

中西 裕美子 

１． はじめに 

近年、肥満や 2 型糖尿病（T2D）といった生活習慣病と

腸内細菌との関連が動物やヒトで報告されている。肥満の

ヒトでは Firmicutes 門の細菌と Bacteroidetes 門の細菌の比

（Firmicutes/Bacteroide[F/B]比）が高く、細菌種の多様性は

低いことなどが報告されている。さらに肥満や T2D の患

者の腸内細菌を無菌マウスに移植すると同様の病態を生

じることから、異常な菌の組成そのものが病態の原因の１

つであることが証明されている。従って、肥満や T2D に

伴う異常な腸内細菌叢を改善することで病態の治療や予

防に役立つことが期待されている。本研究では、肥満や

T2D の発症に関連する腸内細菌やその代謝物を探索し、ま

た、それらの機能解析を行うことで、肥満や T2D の発症

や悪化に関与する腸内細菌のメカニズムを解明する。

１．１ 肥満や T2D と腸内細菌との関わり 
 近年、世界中で増加の一途をたどっている肥満や糖尿病

が腸内細菌と密接な関わりがあると多数報告されている。

まず、2006 年に Gordon らのグループが肥満の患者や肥満

モデルマウスにおいて、 Firmicutes 門が増加し、

Bacteroidetes 門が減少することを報告した[1, 2]。その後、

肥満のヒトや肥満モデルマウスにおいて、Verrucomicrobia
門の Akkermansia mucinphila の割合が減少していることが

明らかとなり、同菌をマウスに経口投与したところ、イン

スリン抵抗性や脂肪の蓄積といったメタボリックシンド

ロームの病態を改善できたことが報告された[3]。一方、

T2D の発症には遺伝的要因と環境要因が関与すると考え

られているが、これまでの研究から遺伝学的要因の寄与は

小さく、環境要因の影響の方が大きいことが示唆されてい

る[4]。そのため、環境要因の１つとして近年、腸内細菌の

重要性が注目されており、実際に、中国やヨーロッパにお

いて T2D 患者の大規模コホート研究が行われた[5, 6]。中

国人の T2D 患者の腸内細菌叢のメタゲノム解析（細菌の

ゲノム情報すべてを読み、どのような遺伝子を持つかを解

析する手法）結果から、T2D 群に特徴的な腸内細菌の遺伝

子群を用いて T2D 発症リスクを判別することが可能であ

ることが報告されている[5]。また、ヨーロッパでも同様の

コホートが行われたが、２つコホート研究を比較するとヨ

ーロッパ系コホートと中国人コホートでは T2D を識別す

るメタゲノムマーカーが異なっていたことから、メタゲノ

ムによる T2D 予測法は、研究の対象集団の年齢や居住場

所に応じて作成する必要があると提唱されている。

１．２ 日本における肥満や T2D を対象とした腸内

細菌研究

前述のように、海外ではヒトを対象とした肥満や T2D
の対規模なコホート研究が行われているが、日本人におけ

る肥満や T2D の腸内細菌叢の研究例は少ない。肥満に関

しては 2015 年に発表された健常者 23 名と肥満者 33 名の

糞便中の腸内細菌叢を T-RFLP （ Terminal Restriction 
Fragment Length Polymorphism）法で比較した結果では、

Bacteroidetes 門の細菌が肥満者で有意に低かったことを報

告している[7]。また、T2D に関しては健常者 50 名と 2 型

糖尿病患者 50 名の糞便中の腸内細菌を RT(Real time)-PCR
法で比較した結果、T2D 患者で C. coccoides group、
Atopobium cluster 、 Prevotella 属 が 有 意 に 減 少 し 、

Lactobacillus 属が有意に増加していた。また、C. coccoides 
group、Atopobium cluster は T2D 患者の血中でも検出され

た。T2D 患者では糞便中の酢酸、プロピオン酸が有意に減

少していたことも報告している[8]。これらの研究では、症

例数が少ないこと、また、腸内細菌叢を解析する手法とし

て、T-RFLP 法や RT-PCR 法を用いているが、これらの方

法では腸内細菌叢の一部分を解析することしかできない

ことが問題であり、症例数を増やし網羅的な解析法による

腸内細菌叢解析を行い、日本人における肥満や糖尿病の発

症に関わる腸内細菌を探索することが重要である。

１．３ 腸内細菌叢の性差について

 腸内細菌叢には性差があり[9]、腸内細菌叢の違いが性

別特有の免疫システムに関与することが報告されている

[10]。また、日本人の男性では心筋梗塞の発症率が高く、

心筋梗塞は糖尿病や高脂血症、高血圧などの結果として起

こるため、男性に多い疾患は生活習慣と深い関係があるこ

とがわかる。そこで、肥満や T2D と腸内細菌叢との関係

を調べる上で、性別による差異も調べ、性別特有の腸内細

菌や代謝物が肥満や T2Dの発症に関与するか解析を行う。 

２．１ 実験方法

２．１．１ ヒト試験の概要

本研究では、東京大学附属病院予防医学センターと共同

で、健康診断の受診者うち、空腹時血糖が 110 mg/dL もし

くはヘモグロビン A1c が 6.0％以上の受診者を耐糖能異常
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（Impaired glucose tolerance :IGT）群、また、BMI が 25 以

上で正常血糖の受診者を肥満群とし、これらの受診者に加

え、同数の非肥満で非 IGT の受診者を健常者群として本研

究にリクルートし、通常の検診項目に加えて便や血液を採

取した。リクルートした人数はそれぞれ約 100 名である。 

図 1. 分析の概要 

２．１．２ 腸内細菌叢解析

採取した糞便からDNA抽出し、16S rRNA遺伝子のV1-2
領域を PCR で増幅した後、Miseq（llumina）によりシーケ

ンスを行った（図 1）。得られた遺伝子配列から 97%以上

の類似性をもつ配列を Operational taxonomic unit (OTU) と
設定した。OTU の系統分類は、理化学研究所内で保有し

ている腸内細菌のゲノム DNA 情報をリファレンスとして

種レベルまで分類した。

２．１．２ メタボローム解析

腸内細菌叢解析に用いた糞便検体から水溶性代謝物と

短鎖脂肪酸を抽出し、それぞれの抽出サンプルを

GCMS-TQ8030（島津製作所）を用いて、測定を行った（図

1）。水溶性代謝物の抽出と誘導体化は、糞便に水：MeOH：

クロロホルムを 5：5：2 の比率で加え、上層の水溶性画分

を凍結乾燥した後に、Methoxyamine を加えオキシム化後

に N-Methyl-N-trimethylsilyl-trifluoroacetamide を加えトリ

メチルシリル化を行った。また、短鎖脂肪酸の抽出と誘導

体は、水：HCl：ジエチルエーテルを 2：1：4 の比率で加

え 、 上 層 の 脂 溶 性 画 分 を 採 取 し 、

N-tert-Butyldimethylsilyl-N-methyltrifluoroacetamide を加え

誘導化を行った。それぞれの誘導体化したサンプルは

BPX-5 カラムを用いて、GCMS-TQ8030 の MRM モードで

測定を行った。

２．２ 結果

２．２．１ 腸内細菌叢解析の結果

昨年度報告したように、腸内細菌叢の全体的な変化の指

標であるβ多様性とα多様性は健常者、肥満者、IGT で有

意差は見られなかった。細菌の系統的な種類ごとに比較を

行ったところ、肥満群では Bacteroidetes 門の細菌が有意に

減少していた。これは過去の研究の結果とも一致していた。

また、肥満群では Actinobacteria 門の細菌も有意に増加し

ていた。細菌の分類を属レベルで比較を行ったところ、

Collinsella 属が肥満群と IGT 群で有意に増加し、

Bacteroides 属が肥満群で有意に増加していることが分か

った。また、性別の違いについても比較を行ったところ、

α多様性は女性がやや低い傾向にあるものの、男女で有意

な差は見られなかった。腸内細菌の構成を比較したところ、

Prevotella 属、Coprococcus 属が男性で多く、Veillonella 属、

Feacalibacterium 属、Streptococcus 属は女性で多い特徴が見

られた。さらに、健常者、肥満者、IGT について性別ごと

に違いを調べたところ、女性では Collinsella 属が肥満群と

IGT 群で有意に増加していたが男性で有意な差が見らな

かった。また、Bacteroides 属についても、男性では肥満群

で有意に増加しているが、女性ではその違いは見られなか

った。以上のことから、性別ごとに肥満や IGT に特有な腸

内細菌が異なることが考えられた。

２．２．２ メタボローム解析の結果

昨年度報告したように、血漿と糞便のメタボローム解析

を行ったところ、血漿中代謝物は IGT 群が他の３群と比較

し全体的に代謝物が異なる結果であった。一方で糞便中代

謝物については 3 群で全体的な傾向に違いは見られなか

った。多群検定を行い 3 群間で有意に異なる代謝物を調べ

た結果、血漿中代謝物では 64 化合物に有意差（P 値が 0.05
以下）が見られた。血漿中ではアミノ酸や単糖が IGT 群で

多く、短鎖脂肪酸が健常者で多いことが分かった。糞便中

代謝物では 34 化合物に有意差が見られた。糞便中代謝物

では肥満群でアミノ酸や単糖が多い傾向にあり、血漿中と

糞便中では異なる傾向にある事が分かった。

性別の違いについても比較を行ったところ、プロピオン

酸やアミノ酸の一部が男女で有意に異なる事が分かった。

さらに、健常者、肥満者、IGT について性別ごとに違いを

調べたところ、多くの代謝物は男女の違いに関係なく、3
群で有意に異なる代謝物が一致していた。しかし、IGT の

女性では男性と比較し、糞便中の糖類がより増加している

ことが分かった。

２．２．３ LC-MS を使用したメタボローム解析の

構築

これまでガスクロマトグラフィー質量分析計（GC/MS）
を使用したメタボローム解析を行ってきたが、一部の代謝

物は GC/MS での分析系では測定することが難しい。そこ

で、液体クロマトグラフィー質量分析計（LC-MS）を使用

し計測する代謝物を増やし解析するため、新たな LC-MS
の分析系を構築した。

LCMS-8040（島津製作所）を用いて、カラムは Discovery 
HS F5（Sigma）を使用し移動相 A 液（0.1%ギ酸）、B 液（0.1%
ギ酸/アセトニトリル）をグラジエント溶出し代謝物の分

離を行い、MRM モードで測定を行う系を構築した。この

システムを使用し、アミノ酸系代謝物を 14 物質、ビタミ

ン 6 物質、また、腸内細菌由来の代謝物であり動脈硬化を

誘発する Trimethylamine oxide とその代謝物である

Trimethylamine を新たに計測することが可能となった。

以上より、現在までに GC/MS のシステムで 310 物質、

LC-MS のシステムで 22 物質を計測することが可能となっ
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た。

３． 考察及び今後の展望

糞便中の腸内細菌叢と代謝物解析の結果から、性別ごと

に肥満や IGT に特有な腸内細菌が存在する一方で、代謝物

では量的な違いは見られたものの、多くの代謝物は男女の

違いに関係なく、3 群で有意に異なる代謝物が一致してい

た。すなわち、健常者、肥満者、IGT に着目した場合、男

女間で腸内細菌叢は異なるが代謝物は近いプロファイル

を示す事から、男女間で異なる細菌種が近い代謝を行って

いる可能性が考えられた。本研究では、糞便中のメタゲノ

ム解析も行っているため、異なる細菌種でも近い代謝酵素

の遺伝子を持つかどうかをメタゲノム解析の結果から調

べる事ができる。今後はメタゲノムデータを用いて男女間

の比較を行い、代謝物データとの関連性を調べ、健常者、

肥満者、IGT に特有の細菌種とその代謝遺伝子について明

らかにする。

メタボローム解析については、今年度は LC-MS を使用

した新たな分析計を構築した。今後も LC-MS を活用して、

計測できる代謝物を増やしていく予定である。
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「腸内細菌叢」プロジェクト

腸内環境制御グループリーダー 福田 真嗣 

【基本構想】 

 本プロジェクトは、様々な疾患との関連が示唆されている腸内細菌叢を含む腸内環境を適切に制御する

ことにより、腸内環境のバランスの悪化が起因となる疾患の予防や治療につながる腸内環境制御システム

の基盤構築を目的とする。 

ヒトの腸管内にはおよそ 1,000種類、40兆個にも及ぶとされる腸内細菌が生息する。正常なバランスを

保っている腸内細菌叢は外部から侵入する外来細菌の定着を防ぎ、宿主免疫系を活性化する。一方で、腸

内細菌叢のバランスの乱れは大腸炎や大腸がんといった腸管関連疾患のみならず代謝疾患、自己免疫性疾

患などの発症にも関連することが報告されている。遺伝子解析技術の進歩により、腸管内に生息する細菌

叢の構成、種類に関しては多くの情報が得られているが、生息する個々の腸内細菌が果たす役割もしくは

その培養方法に関しては研究途上である。また、腸内細菌叢由来の代謝物質が宿主の健康維持や疾患に深

く関与していることが示されてきたが、それらがどのような腸内細菌により産生されているかは不明な点

が多い。 

 腸内細菌叢をはじめとした、腸内環境を適切に制御するためには個々の腸内細菌の特性を理解し、腸内

細菌叢由来の代謝物質や菌体自身が宿主へ与える影響を知ることが重要となる。腸内細菌が主に生息する

大腸は嫌気性環境であり、腸内細菌叢を構成する細菌のほとんどは偏性嫌気性細菌に区分されている。簡

易的な嫌気環境下やグローブボックスなどの嫌気培養装置を使用した腸内細菌の単離培養法が構築され、

腸内細菌の単離培養に使用する培地もいくつか市販されている。しかしながら、現段階の技術では培養で

きない難培養性腸内細菌も報告されるなど、腸内細菌の培養技術については改善の余地が数多く残されて

いる。本プロジェクトの鍵となる腸内環境制御システムの構築を行うためには難培養性腸内細菌を含む腸

内細菌を安定的に単離・培養する方法を構築し、標的とする腸内細菌の特性を理解し、自在に操るための

ツールの開発が必要となる。そこで本研究では以下の研究課題に取り組む（１）難培養性腸内細菌の新規

培養方法の確立（2）難培養性腸内細菌単独定着マウスを用いた表現型解析（3）標的となる腸内細菌を選

択的に取得するためのツールの開発、の 3 つを実施する。これらの研究を遂行することで、腸内環境制御

を行うためのツール、有用菌を利用したサプリメント、機能性食品の開発、病原性細菌に対する予防の検

討、治療薬の開発など多方面へ応用可能とすることで、健康維持や疾患予防および新規治療方法開発に貢

献できると考えている。 

１． 平成 31年/令和元年度の研究目的 

 プロジェクト三年目となる平成 31 年/令和元年度は以

下の各項目を重点項目として定めた。 

(1) 腸内細菌基準株の安定的培養技術の確立

腸内細菌叢を構成する個々の腸内細菌を得るには二つ

の方法がある。一つ目は、腸内細菌叢が含まれているヒト

やマウスの便試料懸濁液を直接培地プレート上に播種し、

コロニーを形成させ、単離する方法である。二つ目は微生

物バンクに登録されている腸内細菌基準株を入手し、培養

する方法がある。日本国内において腸内細菌を含む微生物

基準株は理化学研究所バイオリソースセンター（以下理研

BRCとする）内の微生物材料開発室に保管、登録されてい

る(URL: http://jcm.brc.riken.jp/ja/)。 

 プロジェクト当初より蓄積してきたヒトおよびマウス

の腸内細菌叢の解析データから重要性が高いと考えられ

る細菌の中から、入手可能な腸内細菌基準株を理研 BRCよ

り購入した。入手した腸内細菌基準株は、今後の研究に向

け嫌気チャンバー内にて安定的かつ容易に培養する方法

を模索した。 

(2) ヒト由来腸内細菌の単離、培養技術の確立

ヒトやマウスの腸内細菌叢において主要な割合を占め

る菌は基準株として単離されているものが多い。一方で、

腸内細菌叢の中における割合が低く、数が少ない菌の単離、

培養は困難であり、単離・培養するための培地の工夫や既

存の方法とは異なった新たな培養法の開発が必要不可欠

である。多くの腸内細菌は偏性嫌気性細菌に分類され、単

離、培養中に少量の酸素が混入するだけで死滅することも

ある。このような特徴を持つ腸内細菌を失うことなく単離、

培養するには、培養環境中の酸素を可能な限り除去するこ

とが必要となる。

 また、我々の体内には食物に由来する多くの栄養素や未

消化物が存在しており腸内細菌はそれらを栄養源として

増殖している。そのため細菌の増殖に必要な栄養等を添加

した新たな培地を作製することも重要となる。これらのこ
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とを踏まえ、昨年度に引き続き慶應義塾大学先端生命科学

研究所や森下仁丹株式会社と協力し、新たな培地作製や昨

年度構築した新規培養装置を使用した難培養性腸内細菌

の培養方法の改良を試みた。

また新規培地を用いて、健常人の便試料からの腸内細菌の

単離、培養を試みた。

(3) 腸内細菌が生体に及ぼす影響の評価

単離、培養方法が確立した腸内細菌が生体に与える影響

を評価するためには、(1)腸内細菌単独定着マウスを構築

し、代謝物の網羅的解析や腸管上皮細胞、免疫細胞の組成

や数を検討する。（2）安定培養した腸内細菌の投与による

免疫系の変化や、薬剤マウス誘導腸炎モデルにおける炎症

応答への感受性を評価する。本プロジェクトの拠点である

川崎生命科学・環境センター（LiSE）には実験動物の維持、

繁殖、実験を実施するための研究設備が備わっていない。

そこで隣接する公益財団法人 実験動物中央研究所（以下

CIEA とする）と連携し腸内細菌単独定着マウスの解析や

腸内細菌投与実験を実施した。これまでに安定培養方法を

確立した腸内細菌の数もプロジェクトの進捗とともに増

加しており、腸内細菌単独定着マウスを構築するためのス

ペースを確保が課題となっていた。そこで、一つでも多く

の腸内細菌の機能を明らかにするため、大型実験動物施設

を有する筑波大学との共同研究を締結し、同施設において

単独腸内細菌定着マウスに関連する研究を進めた。 

（4）標的腸内細菌を単離するためのツールの開発

 腸内細菌叢を構成する腸内細菌に中には、ビフィズス菌

や乳酸菌などを代表とする宿主の健康維持や免疫系の亢

進にはたらく有用菌が存在する一方、病原性大腸菌などの

腸管関連疾患や代謝疾患・自己免疫疾患に関与する腸内細

菌などのいわゆる病原性細菌が存在している。多種多様な

腸内細菌により構成される腸内細菌叢から特定の腸内細

菌を単離するには先に述べたように便試料懸濁液を直接

培地プレート上に播種し、コロニーを形成させ、単離する

方法である。選択培地や培地に特定の物質を添加すること

によりある程度の選択をすることは可能であるものの、標

的となる細菌のみを単離する効率は高くない。そこで本年

度は標的腸内細菌を効率よく単離するためのツールの開

発に着手した。 

２． 平成 31年/令和元年度の研究成果 

  平成 31 年/令和元年度は以下に挙げる具体的な研究成

果を得ることができた。実験方法、結果の詳細は各研究員

報告書に記載しており本項では要点のみを示す。 

(1) 腸内細菌基準株の安定的培養方法の確立

独自に作成した腸内細菌株のリストを元に、本年度は理

研 BRCから入手可能な腸内細菌基準株 16種類を入手した。

はじめに嫌気性菌の一般的な培養に広く用いられている

GAMブイヨンを用いて寒天培地、液体培地を作成し、腸内

細菌基準株の培養を実施した。表１は本プロジェクトにお

いて検討した腸内細菌基準株の現段階における培養状況

をまとめたものである。大半の腸内細菌基準株は GAM培地

を用いて安定培養することができた。その一方で、一部の

腸内細菌基準株は GAM 培地のみでは培養できなかったが、

GAM培地に特定の基質を追加することで安定培養すること

ができた。 

 しかしながら、6種類の腸内細菌基準株に関してはこれ

まで検討してきた培養方法では培養することができない

ことが明らかとなっており、これらに関しては、引き続き

組成の異なる培地を用いて安定的な培養方法の確立を目

指していく。 

基準株入手数 培養成功数 培養検討中 

グラム陽性菌 47 45 2 

グラム陰性菌 16 12 4 

表１ 本年度終了時の腸内細菌基準株の培養状況 

(2) ヒト由来腸内細菌の単離、培養技術の確立

これまで構築してきた嫌気培養方法を用いて、ヒト便試

料からの腸内細菌を単離、培養を試みた。便試料に含まれ

る食物由来未消化物をフィルターにより除去し、残った腸

内細菌叢懸濁液を様々な非選択培地/選択培地に播種、嫌

気チャンバー内にてコロニーを形成させた。プレート上に

形成されたコロニー群から単コロニーを分取し、液体培地

内にて培養を継続した。増幅が確認されたものは DNAを抽

出し、その配列をシークエンス解析することで、菌種の同

定を行った。本年度は本手法により 2種類グラム陰性菌(2

名分、各個人から 1株ずつ)をヒト便試料より単離した（表

2）。 

グラム陽性菌 グラム陰性菌 

本年度 - 2種（4菌株） 

累計 2種 (6菌株) 4種 (6菌株) 

表 2 本年度終了時の腸内細菌単離株の状況 

 多くの腸内細菌の培養が難しい理由として考えられる

一つの要因は、腸内細菌同士の共生関係がお互いもしくは

片方の生存に必須となる場合が想定される。腸内細菌叢を

構成する個々の腸内細菌同士は生存競争を繰り広げる一

方で、互いに助け合い共生する細菌も存在していると考え

られている。すなわち、ある腸内細菌が産生する代謝産物

が他の腸内細菌の増殖に重要である可能性がある。このよ

うな状況を擬似的に再現するために、二槽式透析培養器を

用いた腸内細菌の培養を試みた。本培養装置器は細菌を通

さずに特定の成分のみを通す特殊な膜を中央部に配置し

ており、腸内細菌叢を含む培地で産生された代謝産物など

の成分が膜を通して反対側に供給される仕組みとなって

いる。始めに本培養装置の有用性を検証するために、左側

に培地と難培養性腸内細菌基準株を添加し、右側に腸内細

菌叢を含む培地を加え、嫌気チャンバー内にて培養を試み

た。その結果、本透析培養器を用いることで難培養性腸内

細菌基準株を培養するができた。本年度はこれまで確立し
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てきた二槽式透析培養器の小型化や使用する腸内細菌叢

を含む培地の至適条件の検証を行った。 

図 2 二槽式透析培養器を用いた腸内細菌の培養 

(3) 腸内細菌が生体に及ぼす影響の評価

これまでにグラム陰性常在腸内細菌の一つを投与するとマウ

スの生存には影響しないものの、脾臓が肥大し、炎症に関す

る免疫応答が強く惹起されることを見出している。本年度は炎

症の応答を惹起する成分を特定するために細菌分画を投与

した。その結果、グラム陰性常在腸内細菌膜画分を投与する

と投与後 12 時間で脾臓の重量の増加、免疫細胞の増加が認

められた。一方で、骨髄の細胞を検討したところ造血幹細胞

や骨髄系前駆細胞の減少が見られた。これらの結果から、グ

ラム陰性常在腸内細菌の膜成分が炎症の引き金となり、造血

幹細胞および多能性前駆細胞が脾臓に移行し、免疫細胞を

増やしていることが示唆された。 

 さらにグラム陰性常在腸内細菌の定着が粘膜免疫系に及ぼ

す影響を評価するため無菌マウスおよび単独グラム陰性常在

腸内細菌定着マウスにおける脾臓での免疫細胞の検討を行

なった。その結果、脾臓の重量や免疫細胞数に大きな変化は

生じておらず、菌の定着のみでは脾臓における炎症を惹起し

ないことを明らかにした。 

図 3 同週齢の無菌マウスとグラム陰性常在腸内細菌定着マウス

（ノトバイオートマウス）の脾臓重量の検討

(4) 標的腸内細菌単離に向けたツールの開発

多種多様の腸内細菌から構成される腸内細菌叢から標

的となる細菌を単離するには選択培地や特定の基質した

培地による培養など経る必要がある。そこでより効率よく

標的細菌のみを単離・濃縮する方法の検討を行った。そこ

で抗体に着目した。抗体は免疫細胞が賛成する糖タンパク

分子で特定の分子を認識して結合する働きを担う。実際に

生体内に侵入した外来抗原を認識し、排除する機構にも抗

体は関与している。一方で、腸内細菌を認識する抗体の作

製は過去にも報告はあるが、近い種族の腸内細菌も認識し

てしまうという課題がある。そこで本プロジェクトでは標

的抗原に対する特異性の高い抗体の作製が可能な手法を

用いて、特定の腸内細菌を標的とする抗体の作製を試みた。

グラム陽性腸内細菌の一つを標的とする抗体作製を行い、

同種族の腸内細菌に対して様々な反応様式をとる抗体産

生細胞が得られた。その中の一つは、標的となるグラム陽

性細菌特異的な結合がありながら、同種族の腸内細菌には

結合を示さなかった。また、標的細菌を含む複数の腸内細

菌基準株を混合した擬似腸内細菌叢から本抗体を用いる

ことで効率よく標的細菌を単離・濃縮する系の構築に成功

した。

３． 研究協力体制に関して 

 本プロジェクトでは研究を円滑に進めていくために

様々な研究機関との共同研究を実施している。そのため、

共同研究先との綿密な連携はプロジェクトを推進してい

く上で重要な項目となる。CIEAは隣接しているため、研究

ディスカッションも容易に行うことが可能である。一方で、

慶應義塾大学の両研究施設、筑波大学は距離も離れており、

互いの研究施設での打ち合わせをする機会が少なくなっ

てしまう。そのため常時オンラインで互いの研究室を繋ぐ

ことにより円滑にコミュニケーションを取れる環境を整

備し活用している。また、森下仁丹株式会社および熊本大

学とは定期的に進捗状況を報告する機会を設け、プロジェ

クトの成果や課題の共有を行い、共同研究の進め方を議論

している。 

図 4 本プロジェクトの研究協力体制 

４． 総括 

プロジェクト 3年目となる本年度は、研究計画に沿った研

究項目に取り掛かり、概ね予定通り研究を進めることがで

きた。来年度以降も引き続き研究目標以上の成果を生み出

せるように尽力する。 
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腸内環境制御基盤技術の開発に向けた難培養性腸内細菌の

培養法確立および生体に与える影響の評価  

中藤 学、大縄 悟志

１． はじめに 

ヒトを含む哺乳類は、生後すぐに外部の環境に曝される

ことにより微生物との共生関係が始まる。体内にありなが

ら外界とも繋がる消化管内も例外ではない。ヒトの腸管に

はおよそ 1000種類、40兆個もの腸内細菌が生息しており、

地球上のあらゆる環境の中で最も生息密度が高い場所の

一つとなっている。腸内細菌同士は互いに生存競争を繰り

広げたり、互いに支えあったりしながら一定のバランスを

保つことで腸内細菌叢を形成している。食生活の変化が大

きい乳幼児期では腸内細菌叢の変動も大きくなるが、成人

になると日々の食事や生活様式により多少の変動はある

ものの腸内細菌叢は安定した状態となる（参考文献１）。 

１．１ 腸内細菌叢が宿主に与える影響 

  宿主と共存関係を構築している腸内細菌叢は宿主に有

益な効果をもたらしている。我々は呼吸や飲食などにより、

常に外来抗原が体内へと侵入するリスクを抱えている。腸

内細菌叢は消化管内に侵入してくるこれらの外来性抗原

の定着を防ぐ役割を果たしている。また、腸内細菌は食物

由来の未消化物を栄養源として発酵分解し、その際に代謝

物質として低分子を菌体外に放出する。腸内細菌叢由来代

謝物質は腸管上皮細胞のエネルギー源となるだけではな

く物理的バリアの構築に寄与し腸管上皮細胞の恒常性維

持にも重要な役割を果たしている（参考文献 2）。更に、

一部の腸内細菌由来代謝物質は宿主の免疫機能を活性化

する。例えば、腸内細菌叢を構成する主要な細菌群の一種

であるクロストリジウム目細菌群が食物繊維を代謝発酵

し産生する酪酸は、炎症やアレルギーの起因となる過剰な

免疫応答を抑制する T細胞である制御性 T細胞の分化誘導

を促進するといった重要な役割を果たしている（参考文献

3、4）。 

 その一方で、ストレスや生活習慣の乱れにより腸内細菌

叢のバランスが崩れることが疾患につながることも知ら

れている。実際に腸内細菌叢の乱れが大腸がんや大腸炎な

どの腸管関連疾患のみならず、糖尿病、動脈硬化、自閉症、

アレルギー疾患など多岐にわたる疾患の発症にも関連す

ることが報告されている（参考文献 5）。また、バランス

の乱れた腸内細菌叢由来の代謝物質も、これらの疾患を引

き起こす要因となっている（参考文献 6）。ゆえに、腸内

細菌叢をはじめとする腸内環境を正常に保つことは健康

維持にとって重要となる。 

１．２ 個々の腸内細菌を対象とした研究の重要性

と課題 

 これまでの研究から個人個人の腸内細菌叢の構成、種類

および経時的変化は明らかとなってきた。また、項目 1.1

で述べてきたように腸内細菌叢由来の代謝物質は宿主の

健康維持に重要な要素となってくるのみならず、疾患とも

深く関わることが明らかとなってきた。そのため個々の腸

内細菌の特性や代謝物質を理解することが重要である。し

かしながら、それらの代謝物質が腸内細菌叢を構成するど

の腸内細菌由来するものであるかについては、不明な点が

多い。また、これらに関する研究報告数が少ない一番の理

由は、腸内細菌の培養方法が十分に確立されていないこと

が挙げられる。腸内細菌はその多くが偏性嫌気性細菌に分

類されており、少量の酸素の混入により生育が阻害されて

しまう。脱酸素剤などを利用した簡易的嫌気環境の構築や

グローブボックスなどの嫌気培養装置を利用した腸内細

菌の培養も進んでいるものの、依然として単離、培養がで

きない腸内細菌も数多く残されているのが現状である。 

１．３ 腸内環境制御基盤技術の構築に向けて 

 腸内細菌叢を含む腸内環境を適切に制御する基盤技術

の構築は、我々の健康維持や疾患予防に有効な手段となる。

このような基盤技術を構築するためには、以下に示す 3つ

の課題に取り組む必要がある。 

1. 腸内細菌の安定的な大量培養方法の確立

2. 難培養性腸内細菌の新規培養技術の開発

3. 腸内細菌単独定着マウスを作製や腸内細菌の投

与が生体に与える影響の評価する

 個々の腸内細菌に関する基礎データの蓄積は、腸内環境

制御基盤技術に必要となる創薬、栄養補助食品、機能性食

品の開発にも直結することが期待される。 

２． 実験と結果 

２．１ 腸内細菌基準株の安定的培養方法の確立 

 個々の腸内細菌の特性を理解するために微生物バンク

の一つである理化学研究所バイオリソースセンターより

腸内細菌基準株 16 種類を入手した。これらの腸内細菌基

準株に加え、これまで安定培養法が確立できていない 6種

類の腸内細菌基準株を加えた合計 22 種類の基準株の安定

培養方法の確立を試みた。 

はじめに嫌気性菌の培養に一般的に用いられている GAM
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ブイヨン（日水製薬株式会社）を用いて、寒天培地および

液体培地を作製し、嫌気チャンバー内にて腸内細菌基準株

の培養を試みた。本年度入手した腸内細菌基準株のうち

12 種類に関しては安定培養方法を確立できた。残りの 4

種類に関しては GAM培地単独では培養できなかった。そこ

で、理化学研究所バイオリソースセンター（BRC）の情報

をもとに特定の基質を GAM 培地に添加したものを使用し

て、培養を試みた。その結果、残りの 4種類に関しても安

定培養法を確立することに成功した。安定的な培養方法を

確立したすべての腸内細菌基準株は、細菌類を染色する方

法の一つであるグラム染色を実施することで単一の細菌

であることを確認した。単一菌であることが確認できた腸

内細菌基準株については、今後の実験の際に他の菌が混入

した際にも対処できるように予備の凍結ストックを作製

した。 

検討数 培養成功数 

グラム陽性菌 16種 16種 

(GAM12種,改良型 GAM4種) 

表１ 本年度に実施した腸内細菌基準株の培養状況 

２．２ ヒト由来腸内細菌の単離、培養 

 これまでに確立してきた嫌気培養方法を用いて、ヒト便

試料からの腸内細菌の単離、培養を試みた。本年度はビタ

ミンやミネラル成分が多く含まれる YCFA 培地に更に数種

類の栄養素添加した改良型 YCFA 培地(mYCFA)を用いてヒ

ト便試料より腸内細菌の単離、培養を試みた。はじめに便

試料から未消化物などを含む夾雑物をフィルターにて除

去したのちに、mYCFA液体培地で一晩培養した。次に培養

液を mYCFA寒天培地に播種し、培養プレート上から単コロ

ニーを分取、培養した後にコロニーPCRにより目的となる

コロニーを選択した。その後、シークエンス解析により菌

株の同定を実施し、今後の研究のためグリセロールストッ

クの作成を行った。本年度は、2種類のグラム陰性菌を合

計 4株単離、培養することに成功した(図 1)。

図 1 健常人便試料より単離した腸内細菌のグラム染色 

２．３ ヒト由来腸内細菌単離に向けた新規培養技

術の確立 

 腸内細菌同士は生存競争をすることにより宿主の消化

管内の限られた生存領域を確保しているが、一方で、互い

に共生関係を持つ腸内細菌も存在している可能性が示唆

されている。このような腸内細菌は互いの利益になるよう

な代謝物質を産生、利用することで増殖していることが推

察される。そこで微生物共生系を検討するために、二槽式

透析培養器を用いた培養方法を構築した。本年度は装置の

小型化および栄養素供給側の使用培地の至適条件の検討

を実施した。はじめに装置の小型化に関する検討を行なっ

た。現在使用しているガラス製二槽式透析培養器は片側に

12-15 ml の培地が必要となる。栄養素供給側の使用培地

する培地の量も多くなってしまう。近年、プラスチック製

の類似した構造を有する培養器（Uniwells、図 2）が購入

可能となった。本プラスチック製共培養器は最大容量が

1.0-1.5 ml と少なく、使用する培地を減らすことが可能

である。そこで Uniwells を用いて難培養性腸内細菌基準

株の培養を試みた。培養後 24 時間以降、菌の増殖が開始

される様子が確認された。しかしながら 96 時間培養後に

グラム染色により便懸濁溶液を用いて増幅された菌を確

認したところ標的細菌以外にも複数の菌が増殖している

ことが確認された（図 2）。複数回実験を繰り返し実施し

たが目的の菌のみの培養することは出来なかった。これら

の結果から、装置を小型化するには現状使用しているガラ

ス製培養機器自体を小型化する必要であると考えられる。 

図2 小型透析培養器の検証、左図はガラス器具との大きさの違い、

右図は小型装置で培養した後のグラム染色画像 

次に、栄養供給側に使用する培地の検証を行なった、様々

な物質を含む培地を用意し、難培養性腸内細菌基準株の培

養を行なった。その結果、いくつかの培地で難培養性腸内

細菌基準株を培養することが出来た。興味深いことに、培

養した同じ腸内細菌基準株の形態が使用した培地により

異なることを見出した(図 3)。これは供給培地側から入り

込む栄養素が異なり、腸内細菌自体の増殖効率や環境スト

レスが変化することにより生じていることが示唆される。 

図3 二槽式透析培養器を用いた難培養性腸内細菌基準株の培養検

討、培地 Aの形態が BRC に掲載されているグラム染色像に近い。 
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２．４ 腸内細菌が生体に与える影響の評価 

 本プロジェクトはこれまでに 40 種類を超える腸内細菌

基準株の安定培養方法を確立してきた。それらを用いることに

より、昨年度にグラム陰性常在腸内細菌の一つが脾臓におい

て強い炎症応答を引き起こし、各種免疫細胞の増加を引き起

こすことを明らかにしてきた。本年度はさらに詳細な機構を解

明するために炎症を引き起こすグラム陰性常在細菌側の因子

および様々な組織に対する影響を検証した。その結果、細菌

の膜画分を投与すると、細菌を投与した際と同様の炎症が引

き起こされることを新たに見出した。また新たに、骨髄において

造血幹細胞や骨髄系前駆細胞の減少が見られた。これらの

細胞サブセットの減少は脾臓やリンパ節などの全身に細胞が

移行したことによるものである推測される。これらの結果からグ

ラム陰性常在腸内細菌の膜成分が炎症の引き金となり、造

血幹細胞および多能性前駆細胞が脾臓に移行し、免疫細胞

を増やしていることが示唆された。 

図 4 細菌膜画分投与後 12 時間における脾臓の重さ（左図）およ

び骨髄における各細胞数（右図）  

 グラム陰性常在腸内細菌の定着が生体に与える影響を評価

するため無菌マウスおよび単独グラム陰性常在腸内細菌定着

マウスにおける脾臓での免疫細胞の検討を行なった。その結

果、脾臓の重量や免疫細胞数に大きな変化は生じておらず、

菌の定着のみでは脾臓における炎症を惹起しないことが明ら

かとなった。以上のことから、グラム陰性常在腸内細菌は恒常

性が保たれた状態では生体内に侵入できないため炎症を惹

起できないことを示唆するものであった。今後炎症時における

本グラム常在腸内細菌が及ぼす影響を明らかにするには実

験腸炎モデルによる検証が必要である。 

３． 考察及び今後の展望 

 本年度は 16 種類の腸内細菌基準株の安定的培養法の確

立に成功した。一方で、安定培養法の確立出来ていない腸

内細菌基準株に関しては引き続き二槽式透析培養器を用

いた培養による培養を検討していく。常在グラム陰性腸内

細菌の免疫感作により引き起こされる強い炎症応答に関して

も引き続き詳細なメカニズムの解明を進めていく。共同研究先

とも連携しつつ、一つでも多くの腸内細菌単独定着マウスを構

築し、代謝物の網羅的解析、腸管上皮細胞や免疫細胞の変

化を検討する。 
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腸内環境制御基盤技術の開発に向けた研究ツールの作成  

大縄 悟志、中藤 学、井上 浄

１． はじめに 

ヒトの腸管内に共生する腸内細菌は食物由来の未消化

物を発酵分解することで代謝物質を産生し、腸管上皮細胞

の恒常性維持や粘膜免疫系の構築に寄与している。中には

腸内環境改善効果を有する菌も存在しており、それらを含

む製品や食品はプロバイオティクスと呼ばれ、腸内環境を

整え、宿主に良い影響をもたらす。その一方で、生活習慣

の乱れなどのストレスにより腸内細菌叢が撹乱されると、

腸内細菌叢より産生される代謝物質が疾患の発症に関与

することも知られている。機能性食品やプロバイオティク

スの開発や、疾患に関連する腸内細菌を標的とした創薬を

効率よく進めるには、標的となる腸内細菌を宿主の腸内細

菌叢から効率よく分離するツールの開発が必要不可欠で

ある。

１．１ 腸内環境を整える方法と課題 

腸内細菌叢を含む腸内環境を整える方法として、ヨーグ

ルトや発酵食品等の機能性食品の摂取が一般に浸透して

おり、これは日常的に実施可能という観点から予防的アプ

ローチとして広く利用されている。しかしながら、機能性

食品を摂取している間は便中から機能性食品に含まれる

有用菌が検出されるものの、摂取していない期間は体内か

ら有用菌は検出されなくなるため（参考文献 1）、機能性

食品の効果は一時的であることが示唆されている。一方で、

人から分離した有用菌を人に摂取することで 200 日間経

過しても摂取した有用菌が検出されるという報告もある

（参考文献 2）。また、臨床的見知からは、潰瘍性大腸炎

などの特定疾患に指定されている炎症性腸疾患治療にお

いて「便細菌叢移植療法」が一定の効果を示すことが報告

されている（参考文献 3、4）。しかしながら、これらの方

法は同一個人由来の細菌叢ではなく他人の細菌叢のため、

投与した腸内細菌群が患者の腸内に定着できないなどの

問題も残る。そこで我々は腸内環境を調整する一つの手法

として、外来性細菌ではなく宿主由来の腸内細菌を利用し、

再度体内に戻すことにより、持続的な腸内環境改善が期待

できると考えた。このような腸内環境制御基盤技術の開発

を行うには宿主由来の特定の腸内細菌を多種多様な腸内

細菌が存在する腸内細菌叢の中から効率よく標的細菌の

みを単離するツールの開発が重要となってくる。

１．２ 標的細菌特異的抗体の作製意義 

抗体は免疫細胞の一つである B 細胞から産生される糖

タンパク質で、抗原と呼ばれる免疫応答を引き起こす物質

に特異的に結合する能力を持っている。抗原の中には細菌

も含まれており、特定の細菌を認識することのできる抗体

も報告されている。例えば、有用菌の一つである

Bifidobacterium longum (B. longum)に対する抗体作製の報

告がある。本抗体は B. longum を認識するものの、他の

Bifidobacterium属細菌にも広く交差性を示すため腸内細菌

叢などの集団から標的となる B. longum を特異的に単離・

濃縮するために利用することは困難であることが示唆さ

れる（参考文献 5）。B. longum に対する抗体以外にも市販

の細菌に対する抗体も多くのものが標的細菌以外の細菌

に反応するという問題がある。そのため、腸内細菌叢を構

成する多種多様な腸内細菌の中から標的となる細菌のみ

を単離するにはより特異性の高い抗体の使用が求められ

る。

１．３ 腸内環境制御基盤技術の構築のための研究

ツール作成

腸内細菌叢を含む腸内環境を適切に制御する基盤技術

の構築は、我々の健康維持や疾患予防に有効な手段となる。

プロバイオティクスのような基盤技術を構築するため以

下に示す 2つの課題に取り組んだ 

1. 特異性の高い腸内細菌特異的抗体の取得

2. 作製した腸内細菌特異的抗体を用いた標的細菌

の分離・濃縮法の検討

２． 実験と結果 

２．１ 標的腸内細菌特異的抗体の作製 

 本研究室で安定培養方法を確立した菌の中から、腸内細

菌 A（以後、菌 A）を選択し、菌 A に対する抗体の作製を

試みた。はじめに従来の抗体の作製方法と本研究室で確立

した免疫不全マウスを使用した新規抗体作製方法（以降、

新規法と記載する）を比較し、抗原感作後における血清中

の抗体価の確認を ELISA法により検討した。最終抗原感作

が終了した時点で、血清を採取し、抗体価を検討したとこ

ろ従来法に比べ、新規法では有意な抗体価の上昇が確認さ

れた（図 1）。 

図 1 最終抗原感作後の血清中の菌 Aに対する抗体価の比 
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較、青は従来法、赤は新規法、グレーは未感作をそれぞれ示す。

* p<0.05

２．２ 菌 Aに対する特異的な抗体の選抜 

抗体価の上昇が確認されたマウスの脾臓を用いて、抗

体産生細胞（ハイブリドーマ）の構築を行なった。得られ

た 48 クローンのハイブリドーマの中から菌 A に対する反

応性が高いものを選択し、以後の解析に用いた。はじめに、

菌 A に対する特異性を検証するために、菌 A および菌 A
と同属の腸内細菌に対する抗体の反応性の検証を行なっ

た。フローサイトメータを用いて、各菌と抗体との反応を

検討したところ菌 A 以外の同属の菌に対して反応性を示

さなかった（図 2）。次に作製した抗体と腸内細菌叢を構

成する代表的なグラム陰性菌、グラム陽性菌との反応性の

検証を行なった。2 種類のグラム陰性菌、3 種類のグラム

陽性菌に対する抗体の反応性を検証したところ全ての菌

に対して結合は見られなかった(図 3)。これらの結果から、

新規法を用いた抗体作製方法は標的細菌に対して高い特

異性を有する抗体を作製するための有効な手法であるこ

とが明らかとなった。

図 2フローサイトメータによる抗体と菌 Aおよび同属菌への結合

の検証。赤色は菌 Aに対する抗体、青はアイソタイプコントロー

ル抗体をそれぞれ示している。

図 3 フローサイトメータによる抗体と代表的な腸内細菌への結

合の検証。赤色は菌 Aに対する抗体、青はアイソタイプコントロ

ール抗体をそれぞれ示している。 

２．３ 抗体を使用したアプリケーションの検討 

 標的となる腸内細菌を特異的に認識する抗体が得られ

たため、次に腸内環境制御基盤技術へと応用するためのツ

ールとしての有用性を検証した。まず、作製した抗体を用

いて以下の点についての評価を行った。

1. 抗体が結合した標的細菌が再培養できるか

2. 複数の腸内細菌が存在する中から標的細菌のみを単

離・濃縮することが可能か

一般的に抗体を用いた標的の分取方法としてはフロー

サイトメトリーを使用した分離方法が使用されている。し

かしながら、酸素濃度に過敏な腸内細菌を扱うためには可

能な限り嫌気環境下において作業をする必要が生じる。そ

こで、本プロジェクトでは抗体、磁気ナノ粒子、カラムを

使用して標的を分離することが可能な、Magnetic-activated
cell sorting (MACS)を使用することとした。MACS 機材は

嫌気チャンバーに入れ込むことが可能であり、嫌気環境下

で作業をすることが可能である。

項目 1 の検討のため標的細菌に特異的抗体および

MACS に必要な各種試薬を反応させたサンプルをカラム

に通したのちに、標的分画を寒天培地上に撒種し、コロニ

ーが形成されるかどうかの検討を行なった。未処理の状態

と MACS 工程を経たサンプルの双方においてコロニー形

成が確認された。このことから MACS 試薬は標的細菌の

生育を阻害しないことが明らかとなった(図 4)。 

図 4 未処理と MACS処理した後の菌 Aを寒天培地に播種したのち

24時間後のコロニー形成の様子 
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 最後に菌 A および 5 種類の腸内細菌 B から F までを混

合した、擬似腸内細菌叢から作製した抗体を用いた MACS
により菌 A の単離・濃縮を検討した。作製した抗体を擬

似腸内細菌叢に反応させたのち、MACS による分離・濃縮

を検証した。MACS 前後の試料をそれぞれフローサイトメ

ータにて解析したところ、標的細菌を含まない分画である

フロースルー分画では菌 A が含まれず、標的分画の方に

のみ菌 A のシグナルが観察された。より詳細な解析を実

施するため MACS 後のフロースルー画分と標的画分から

それぞれ DNA を抽出し、菌 A を検出するプライマーおよ

び腸内細菌 B を検出するプライマーを利用した定量 PCR
を実施した。その結果、フローサイトメータの結果と同様

の結果を得ることができた。これらの結果から本プロジェ

クトで作製した抗体を用いることで効率よく標的細菌を

分離・濃縮するツールとして利用できる可能性を示せた

（図 5）。

図 5 MACS 前後におけるそれぞれの試料の FACS の結果（上段）、

菌 A 検出用プライマーおよび菌 B 検出用プライマーを用いた

q-PCR（下段）

３． 考察及び今後の展望 

本年度は腸内環境制御基盤技術の構築に向けたツールの

作成として腸内細菌特異的抗体の作製に着手し、新規法を

利用することで標的細菌のみを認識する抗体の作製に成

功した。それらの抗体を利用して、擬似腸内細菌叢からの

標的細菌の分離・濃縮法を構築することができた。来年度

以降の課題としては、多種多様な腸内細菌で構成される腸

内細菌叢からの標的細菌の単離・濃縮法の検証が必要とな

る。また、これまでに蓄積した腸内細菌の基礎データの中

から機能性食品への応用や創薬の標的になりうる腸内細

菌に対する抗体の作製を進めていく予定である。 
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Soga T, Wada T, Kopp JB, Fukuda S, Hozawa A,
Yamamoto M, Ito S,Wada J, Tomioka Y, Abe T. 
Gut microbiome-derived phenyl sulfate contributes to
albuminuria in diabetic kidney disease.
Nat Commun. 2019 Apr 23;10(1):1835.
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1. 福田真嗣

腸内環境に基づく層別化医療・ヘルスケアがもたら

す未来

第 35回日本臨床栄養代謝学会学術集会，京都府，

2020 年 2 月 27 日

2. 福田真嗣

もう一つの臓器腸内細菌叢の機能に迫る 微生物の

個・集団・共生が支える持続可能な社会

茨城県つくば市，2020 年 2 月 10 日

3. 田中一己，Aw Wanping，鈴木健大，尾花望，楊佳

約，木村彰宏，冨田勝，福田真嗣．

米ぬか摂取による大腸炎抑制効果は腸内細菌叢由

来トリプトファン代謝物質がもたらす

第 42 回日本分子生物学会年会，福岡県博多市，

2019 年 12 月 6 日

4. 福田真嗣
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腸内環境を標的とした新たな疾患予防・治療基盤技

術の創出 

第 23 回腸管出血性大腸菌感染症研究会，愛媛県

松山市，2019 年 12 月 6 日 
5. 中藤学

私たちと腸内細菌:腸内環境を整えて、健康寿命を

延ばそう

健康に働くための腸内細菌セミナー 神奈川県川崎

市, 2019 年 10 月 28 日

6. 福田真嗣

微生物叢に基づく層別化医療・ヘルスケアがもたら

す未来

第 3 回大型医療研究推進フォーラム 歯科医師会

館（東京）、2019 年 5 月 25 日

7. 福田真嗣

第 3の液性因子：腸内細菌叢由来代謝物質がもたら

す機能

第 92 回日本内分泌学会学術集会 仙台国際センタ

ー（宮城）、2019 年 5 月 10 日

（口頭発表）

1. Haruno Takahashi, Kazuki Tanaka, Nao Takeuchi,
Nozomu Obana, Masaru Tomita, Shinji Fukuda
Investigating the relationships between gut
microbiota and obesity onset in androgen receptor
knockout mice
Miami Winter Symposium 2020 Molecular
Mechanisms Linking the Microbiome and Human
Health, Miami, Florida, 2020 年 1 月 27 日

2. Hikaru Inoue, Gaku Nakato, Masaru Tomita, Joe
Inoue, Shinji Fukuda
Development of target bacterial isolation method
using anti-bacterial species specific monoclonal
antibody
Miami Winter Symposium 2020 Molecular
Mechanisms Linking the Microbiome and Human
Health, Miami, Florida, 2020 年 1 月 27 日

3. Kazuki Tanaka, Wanping Aw, Kenta Suzuki,
Nozomu Obana, Jiayue Yang, Akihiro Kimura,
Masaru Tomita, Shinji Fukuda
Gut microbiota-derived tryptophan metabolites from
rice bran dietary intervention ameliorate colonic
inflammation
Miami Winter Symposium 2020 Molecular
Mechanisms Linking the Microbiome and Human
Health, Miami, Florida, 2020 年 1 月 27 日

4. Nao Takeuchi, Kazuki Tanaka, Wanping Aw,
Nozomu Obana, Masaru Tomita, Shinji Fukuda,
Understanding the anti-obesity molecular
mechanisms of rare sugar, D-psicose, intake via gut
microbiota modulation
Miami Winter Symposium 2020 Molecular

Mechanisms Linking the Microbiome and Human 
Health, Miami, Florida, 2020 年 1 月 27 日 

5. 田中一己，Aw Wanping，鈴木健大，尾花望，楊佳

約，木村彰宏，冨田勝，福田真嗣

米ぬか摂取による大腸炎抑制効果は腸内細菌叢

由来トリプトファン代謝物質がもたらす

日本農芸化学会 2019 年度関東支部例会，東京都

世田谷区，2019 年 12 月 7 日

6. 竹内奈穂，田中一己，Aw Wanping，尾花望，冨田

勝, 福田真嗣

希少糖摂取がもたらす腸内細菌叢を介した抗肥満

効果の分子機構の解明

第 42 回日本分子生物学会年会，福岡県博多市，

2019 年 12 月 6 日

7. 髙橋春乃，田中一己，竹内奈穂，尾花望，冨田勝,
福田真嗣

アンドロゲン受容体欠損マウスにおける腸内細菌

叢を介した肥満発症機構の解明

第 42 回日本分子生物学会年会，福岡県博多市，

2019 年 12 月 6 日

8. 井上ひかる，中藤学，冨田勝，井上浄，福田真嗣．

腸内細菌標的抗体を用いた標的腸内細菌分離技

術の開発

第 42 回日本子生物学会，2019 年 12 月 4 日

9. 田中一己，Aw Wanping，鈴木健大，尾花望，楊佳

約，冨田勝，福田真嗣

米ぬか摂取による大腸炎抑制効果は腸内細菌由

来トリプトファン代謝物質がもたらす

第 23 回腸内細菌学会，東京都江戸川区, 2019 年

6 月 18 日 最優秀発表賞 受賞

【共同研究成果】

（口頭発表）

1. Hayashi Y,Sezaki M, Sheoran S, Morishima T,
Nakato G, Fukuda S, Takizawa H.
Microbial signal instructs early hematopoiesis upon
intestinal tissue damage
48th Annual Scientific Meeting of International
Society of Experimental Hematology， Brisbane,
Australia, 2019 年 8 月 24 日

2. Takizawa H, Hayashi Y, Sezaki M, Sheoran S,
Morishima T, Nakato G, Biswas S, Fukuda S.
Early hematopoiesis translates microbial signals to
intestinal tissue repair
24th Congress of the European Hematology
Association，Amsterdam, Netherlands, 2019 年 6 月

16 日
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