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腸内環境デザイングループ 

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

ことで、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向けた基盤技術の構築を目的として

いる。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している。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こと

で腸管内の恒常性を維持している。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消

化器関連疾患のみならず、代謝疾患やアレルギー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や種類につい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、もしくはその培養法については研究途上である。また、腸内

細菌叢由来の代謝物質も宿主の健康維持や疾患に深く関与していることが示唆されてきたが、それらがど

のような腸内細菌から産生されているかなど不明な点が多い。

腸内細菌叢をはじめとする腸内環境を適切に制御するには、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。これらの

腸内細菌を培養するために、グローブボックスなどの嫌気環境を構築する装置や、これらを用いた嫌気培

養による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基盤技術の構

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・培養することで、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開発が必要となる。そこで、本研究では、構築した嫌気培

養方法を用いた腸内細菌の単離および安定培養方法の確立、標的となる腸内細菌を選択的に取得するため

のツール開発、およびその有用性の検証に取り組んだ。これらの課題に取り組むことで、腸内環境を適切

に制御するための基盤技術を確立し、将来的には腸内環境の乱れが素因となるような疾患の新たな予防法

や治療法開発への貢献が期待できる。

１．  2022 年度の研究目的  
2022 年度は以下の 3 つの項目を重点項目として定めた。 

(1) ヒト由来腸内細菌の単離・培養技術の確立

ヒト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

叢の中でその割合が低く、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

とは異なる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である。加えて、

われわれ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。これまでに開発した腸内細菌培地や嫌気培養

法を活用することによりヒトの便試料から腸内細菌の単

離・培養を試みた。

(2) 標的腸内細菌を単離するためのツール開発およびその

有効性の評価

 腸内細菌叢を構成する腸内細菌の中には、ビフィズス菌

や乳酸桿菌などに代表される宿主の健康維持や免疫系の

亢進に作用する有用菌が存在する（参考文献 1-3）。その一

方、病原性大腸菌などの消化器関連疾患や代謝疾患やアレ

ルギー疾患に関与する腸内細菌などが存在することも報

告されている(参考文献 2-4)。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・培養す

るには、便試料懸濁液を培地プレートに播種し、コロニー

を形成させ単離する方法が採用されることが多い。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

選択は可能であるが、標的細菌のみを単離する効率は低い

ことが課題となっている。そこで、標的腸内細菌を効率よ

く単離するためのツールとして腸内細菌特異的抗体の開

発を実施し、その有効性を評価した。

（3）新型コロナウイルス抗体価社会調査プロジェクト

世界規模でパンデミックを引き起こした新型コロナウ

イルスは今後も変異を重ね、オミクロンに匹敵するウイル

スが出現する可能性もある。そのためワクチンや感染によ
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り獲得した免疫機能を維持・増強することが今後の課題と

なる。新型コロナ感染症においては、欧米では感染者数や

死亡率が高く、アジアでは低いといった地域的な違いも指

摘されており、その要因として遺伝子配列の違いや BCG
ワクチン接種率（参考文献 5）、食生活をはじめとした生

活習慣の違いなどが挙げられている。また、新型コロナ感

染症の重症度や後遺症と腸内細菌叢との関連も示唆され

ている。本プロジェクトではこれまでに神奈川県立保健福

祉大学、神奈川県立病院機構神奈川県立がんセンター、株

式会社メタジェンとともに新型コロナウイルス抗体保有

者の生活習慣や腸内環境の調査に関する共同研究を実施

してきた。本年度から株式会社明治も参画し、あらたな産

官学連携による共同研究として「神奈川県産官学共同 新
型コロナウイルス抗体価社会調査プロジェクト」をスター

トした。

２． 2022 度の研究成果  
2022 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からの報告

書に記載しているため、本項では要点のみを示す。

(1) ヒト由来の腸内細菌の単離・培養

これまで蓄積してきた嫌気培養法のノウハウを用いて、

ヒト便試料からの腸内細菌の単離・培養を試みた。便試料

を選択培地プレートに播種し、嫌気チャンバー内にてコロ

ニーを形成させた（図 1）。プレートに形成されたコロニ

ー群からシングルコロニーを釣菌し、再度選択培地プレー

ト、液体培地内にて培養を継続した。増幅が認められたも

のから 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。本年度はヒト便試料より疾

患への関連が示唆される 2 種類のグラム陰性菌の単離な

らびにその安定培養法の確立に成功した。

図 1 ヒト便試料からの腸内細菌の単離・安定培養法構築の流れ、

疾患への関連が示唆される腸内細菌の単離・安定培養法の構築手

順

(2) 標的腸内細菌単離に向けたツールの開発とその応用利

用法の検証

 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・培養するには、選択培地や特定の基

質を添加した培地による培養を経る必要がある。そこで、

より効率良く標的細菌のみを単離・濃縮する方法を検討す

るツールとして抗体に着目した。抗体は抗体産生細胞が産

生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。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、その特異性は低く

分類学的に類似の腸内細菌も認識してしまうなどの課題

があった。このような課題を解決するために本プロジェク

ト独自の抗体作製法を用い、腸内細菌に対する抗体の作製

を試みた。

 本年度は疾患に関連するグラム陰性菌に発現するタン

パク質（タンパク質 X）に対する抗体の作製を行った。様々

な腸内細菌との交差反応を検証し、タンパク質 X を発現

する腸内細菌ならびに細菌破砕溶液に対して反応する抗

体の作製に成功した。また抗体の作製と並行して、タンパ

ク質 X を簡易的に検出する方法の検討を行なった。その

結果、タンパク質 X を発現する腸内細菌を添加した便懸

濁溶液からタンパク X 特異的プライマーを用いた PCR 法

により簡便にタンパク質 X を検出する方法を構築するこ

とができた。次に、これまでに作製した腸内細菌特異的抗

体の機能解析を実施した。本年度はヒト由来腸内細菌を特

異的に認識する抗体について標的分子の解析を実施した。

抗体を用いた免疫沈降法ならびに遺伝子欠損細菌を用い

たウェスタンブロット解析から、予想とは異なり抗体 A
は細菌に広く保存されている細胞内酵素を認識している

ことが明らかとなった。昨年度までの研究から本抗体を作

製した際に用いたヒト由来腸内細菌では抗体が表層の分

子を認識していることが示される結果が得られていた。そ

こで免疫組織染色や腸内細菌培養上清を用いたウェスタ

ンブロット解析により、酵素の局在ならびに酵素が細胞外

に分泌されるかどうか検討を実施した。その結果、ヒト由

来腸内細菌では酵素が細菌の表層に発現し、菌体外へと放

出されることを見出した。

（3）新型コロナウイルス抗体価社会調査プロジェクト

本年度は神奈川県が中心となり進めている大規模ゲノ

ムコホートである「神奈川県みらい未病コホート研究」の

研究基盤を活用し、新型コロナウイルス抗体市中モニタリ

ングを進めた。さらに追跡調査として、新型コロナウイル

ス抗体保有者の健康状態や腸内環境の特徴について、アン

ケート調査や、腸内環境の解析、免疫グロブリン A（IgA）

の測定を実施し、特に不顕性感染者の腸内環境の特徴を明

らかにした。併せて、生活習慣や食習慣、健康状態に関す

るアンケートや腸内環境の網羅的解析、さらには免疫系へ

の影響を検討するための末梢血単核球等の評価に向けた

研究体制の構築を進めた（図 2、プロジェクト URL: 
https://www.kistec.jp/kistec-manage/wp-content/uploads/press_
221104.pdf）。
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図 2 新型コロナウイルス抗体価社会調査プロジェクトに参画す

る産学官の研究機関並びに各拠点における研究実施項目

3．研究体制  
 本プロジェクトでは、研究を円滑に進めるために様々な

研究機関との共同研究を実施した。共同研究先との綿密な

連携はプロジェクトを推進する上で重要な項目となる。本

プロジェクトではオンラインを活用し、研究室同士を繋ぐ

環境を構築していたため、COVID-19 による制限下におい

ても、共同研究先とも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し、共同研究の進

め方を議論することができた。

4．  総括  
本プロジェクトでは前身となる腸内細菌叢プロジェク

トから引き続き、 腸内環境制御基盤技術の構築への礎と

なる腸内細菌に関する新たな知見の取得、制御技術・ツー

ルの開発を実施している。特に個々の腸内細菌の特性を理

解するため、一つでも多くの腸内細菌を単離・培養するた

めの手法の開発に注力し、その方法を活用することで腸内

細菌の単離・安定培養法の確立を進めている。本年度はヒ

ト便試料より新たに 2 種類の疾患への関連が示唆される

腸内細菌を単離、安定培養することに成功した。今後は、

腸内細菌単独定着マウスの構築や、腸内細菌の投与実験に

より、腸内細菌の特性や宿主に及ぼす影響を評価する。

 腸内環境制御基盤術構築に向けたツールの一つとして、

腸内細菌特異的抗体の作製に着手し、独自に見出した作製

法を利用することで、本年度は疾患に関連するグラム陰性

菌に発現するタンパク質を標的とする抗体の作製ならび

に、PCR を用いたタンパク質の簡易検出法の構築に成功し

た。またこれまでに作製した腸内細菌特異的抗体の評価に

よりヒト腸内細菌が持つ新たな特性の一端を明らかにし

た。本プロジェクトを通じて作製した抗体は、これまで作

製されてきた既報・販売されている細菌に対する抗体とは

異なり、標的細菌に対する特異性が高い。また、抗体の機

能解析を実施することで新たな腸内細菌の特性を見出す

ことができた。これらの結果は、本プロジェクトで使用し

た新規抗体作製法は標的細菌に特異性の高い抗体を作出

する上で優れた方法であり、作製された抗体を解析するこ

とにより新たな腸内細菌の性質を明らかにすることがで

きる可能性を示唆するものであった。今後は、これまでに

蓄積した腸内細菌の基礎データの中から、機能性食品開発

への応用や創薬の標的として活用することができる腸内

細菌に対する抗体の作製を引き続き進め、腸内環境制御基

盤技術開発ツールとして活用する。

 本年度からはアフターコロナを見据え、産官学共同で新

型コロナウイルス抗体価社会調査プロジェクトを開始し

た。今後は抗体市中モニタリングの結果と生活習慣や食習

慣、健康状態に関するアンケート、腸内環境の網羅的解析、

免疫系への影響の評価を統合的に解析・評価することで、

生活習慣、特に食習慣がもたらすワクチン抗体価への影響

について調べる。これらの研究成果を元に、免疫機能を高

めるようなサプリメントや食品開発など行い、食を基盤と

したアフターコロナ時代に求められる感染症に強い身体

作りを実現する。 

 プロジェクト実施中に蓄積したデータやツールを活用

することで、腸内環境制御を目指した有用菌を用いたサプ

リメントや機能性食品の開発、病原性細菌や疾患に対する

予防・治療薬の開発など、医療やヘルスケア産業への応用

を実施する。最終的には腸内環境を「意のままに」制御す

るための基盤技術を構築し、健康寿命の延伸を目指す。
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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開発 

 
「腸内環境デザイン」グループ 
 大縄悟志、中藤学、井上浄 

 
1. はじめに  
 ヒトの腸管内に生育する腸内細菌は食物由来の未消化

物（食物繊維）を異化代謝することで短鎖脂肪酸を産生

して増殖し、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

細菌も存在しており、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、生活習慣の乱れやストレス

など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、疾患に関

連する腸内細菌を標的とした創薬を効率よく開発する為

には、標的となる腸内細菌を宿主の腸内細菌叢から効率

よく検出するツールの開発が必要不可欠である。 
 
(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は、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、日常的に取り入れられる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、摂取をやめてし

まうと腸管から有用菌は検出されなくなる（参考文献

1）。そのため、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。その一方で、ヒトから分離した有用菌

を人が摂取することで 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）。このよ

うに有用菌が定着する、もしくはしない人がどのように

決定されているかについては現在研究途上となってい

る。臨床的面においては、潰瘍性大腸炎やクローン病な

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「便微生物叢移植療法」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

などの課題も残る。そこで腸内環境を整える一つの手法

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

が期待できるのではないかと考えた。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検出する為のツールの開発が

重要となってくる。 
 

(2) 標的腸内細菌由来タンパク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つ。細菌も抗原としての

性質を有しており、実際に特定の細菌を認識する抗体も

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 のみを単離・

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細

菌に対する市販の抗体の多く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

検出するには、より特異性の高い抗体の使用が求められ

る。 
 
(3) 腸内環境制御基盤技術の構築のための研究ツー

ルの開発   
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、治療もしくは診

断への有効な手段となる可能性がある。これまで本プロ

ジェクトにおいて、独自の抗体作製方法を確立し、複数

の腸内細菌に対して特異性の高い抗体の作製に成功して

いる。標的細菌のみを認識する抗体作製の成功について

は昨年度報告したが、本年度は疾病の新規診断法開発へ

と枠を広げ、疾病への関連が示唆される腸内細菌に発現

するタンパク質の検出用抗体の取得、ならびにその遺伝

子の簡易的検出について評価を行った。 
 
2. 実験と結果  
(1) 標的腸内細菌由来タンパク特異的抗体の作製  
 これまでに構築した独自の抗体作製方法を用いること

でグラム陽性菌およびグラム陰性菌に対する特異性が高

い抗体作製に成功している。そこで本年度は、安定培養

法を確立した腸内細菌の中から特定の疾病時に増加が認

められる細菌由来タンパク(以下、タンパク X と仮称す

る)を標的とした特異的抗体の作製を行った。はじめに一

般的に使用されている抗体の作製方法（従来法）と本プ

ロジェクト独自の抗体作製法（独自法）を比較した。抗

原感作後における血清中に含まれるタンパク X に対する

抗体価の上昇を ELISA 法により検討した。最終抗原感作
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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、独自法では過去の作製時と同様に血

清における抗体価が高くなる傾向を示した。（図 1）。 

図 1 最終抗原感作後の血清中のタンパク Xに対する抗体価の比

較。青は従来法、赤は独自法を示す。  
 
(2) タンパク X に対する特異的な抗体の選抜  
 血清中のタンパク X に対する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。はじめに、タンパク X に対する

特異性を検証するために、タンパク X を発現する細菌に

対する反応性の検証をフローサイトメーターと ELISA で

行なった（図 2、図 3）。図 2(A)と図 3 で示すようにタン

パク X に特異的に結合する抗体を選抜した。 

図 2 フローサイトメーターによる抗体とタンパク X発現細菌へ

の結合の検証（一部）。(A)は陽性反応クローン、(B)は陰性反応ク

ローンをそれぞれ示す。  

図 3  ELISA による抗体とタンパク X 発現細菌への結合の検証

（一部）。  
 

(3) タンパク Xを発現する腸内細菌を含んだヒト便

試料からのタンパク X 遺伝子検出の検討  
 次に、抗体の作製と並行して、タンパク X を簡易的に

検出するための方法の構築を試みた。実際に便懸濁液を

DNA テンプレートとして使用した際に PCR で検出でき

るかどうかの検討を行なった。健常者便懸濁液にタンパ

ク X を発現する細菌を 3 段階の濃度（0.1, 1, 10%）で添

加し、３つの処理を行った懸濁液を調製した。各処理が

完了した懸濁液をテンプレートとし、PCR を行い各試料

における反応性の検討を行なった（図 4）。その結果、便

懸濁液をテンプレートとして使用しても PCR 反応を阻害

しないこと、また便中に 1%のタンパク X 発現細菌が含

まれていればタンパク X 特異的プライマーにて検出でき

ることを明らかにした。  

図 4 タンパク X発現細菌を添加した便懸濁液からのタンパク X
遺伝子の検出。タンパク X 発現細菌を含んだ便懸濁液を事前処

理した後に、タンパク X特異的プライマーにてPCR 増幅した後

に PCR 産物をアガロースゲル電気泳動した結果を示す。  
 
3. 考察及び今後の展望  
腸内環境制御基盤技術の構築に向けたツールの一つと

して腸内細菌由来タンパク特異的抗体の作製に着手し、

独自法を利用することで標的細菌のみを検出する抗体の

作製に成功した。作製した抗体は特定の疾病時に増加が

認められる細菌由来タンパク対して特異性が高いもので

あった。タンパク X は一種類の腸内細菌のみならず、同

属細菌にも同様に発現しており、本タンパク質は疾病へ

の関与が示唆されている。次の課題としては、現在取得

している様々なハイブリドーマの中から、特定の菌にお

けるタンパク X に特異的な抗体のみならず同属菌に発現

するタンパク X についても認識する抗体作製の取得も行

い、用途に応じた使い分けをできるようにする。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

性食品開発への応用や創薬の標的として活用することが

できる腸内細菌に対する抗体の作製についても引き続き

進めていく。 
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腸内細菌の単離・培養法の確立および腸内細菌特異的抗体の

実用化に向けた評価 
「腸内環境デザイン」グループ 

中藤学、大縄悟志、井上浄 

 
 

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で

ある。腸内細菌同士は互いに生存競争を繰り広げたり、支

えあったりしながら一定のバランスを保っている。腸内に

生息する細菌たちは腸内細菌叢とも呼ばれる。腸内細菌叢

は食生活の変化が大きい乳幼児期では変動も大きくなる

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）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

質である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、

腸管上皮同士の結合の強化にも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）。 
 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（ディスバイオーシス）が疾病につ

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、ディスバイオーシス時の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。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

病気を防ぎ、健康維持にとって重要となる。 
 
（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、各個人の腸内細菌叢の構成および

経時的変化については多く知見が得られている。また、項

目 1.1 で述べたように腸内細菌叢由来代謝物質は宿主の健

康維持に重要な要素となっているのみならず、様々な疾患

とも深く関わることが明らかになってきた。そのため個々

の腸内細菌の特性や腸内細菌由来代謝物質を理解するこ

とは健康維持ならびに疾患を予防するために重要となる。

メタボローム解析などにより疾患時などおいて変化する

代謝物質は明らかとなっているが、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によるものである

かについては、不明な点が多い。個々の腸内細菌における

研究報告数が少ない一番の要因は、腸内細菌の培養法が十

分に確立されていないことが挙げられる。腸内細菌の多く

が偏性嫌気性細菌に分類されており、わずかな酸素の混入

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法の開発が進んでいるも

のの、依然として単離・培養が困難な腸内細菌が数多く存

在している。 
 
（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、以下に示す課題

に取り組む必要がある。 
1. 腸内細菌の安定培養方法の確立ならびにヒトや

マウスからの有用性の高い腸内細菌の単離 
2. 単独腸内細菌定着マウスの構築および解析によ

る腸内細菌投与が宿主に与える影響の評価 
3. 腸内細菌研究ツールの開発およびその評価 

 個々の腸内細菌がもつ特徴を明らかにすることや、それ

らの安定培養方法のノウハウの蓄積は、腸内環境制御基盤

技術に結びつく創薬、栄養補助食品、機能性食品の開発に

も直結するのみならず基礎研究の発展にも大きな役割を

果たす。 
 
２．  実験と結果  
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 本年度はヒト便試料からの腸内細菌の単離およびその

安定培養方法の確立、本プロジェクトにて作製した腸内細

菌特異的抗体の標的分子の解析ならびに腸内細菌の特性

の解析の 3 つの項目に取り組んだ。 
 
（１）ヒト由来腸内細菌の単離および安定培養法の

確立  
 これまでに蓄積してきた嫌気培養技術と腸内細菌選択

培地を組み合わせることで、腸内環境制御基盤技術への応

用が期待される腸内細菌の単離ならびにその安定培養方

法を確立した。 
 標的となる腸内細菌が多く含まれる便懸濁溶液を選択

培地プレートに播種し、嫌気環境下においてコロニーを形

成させた。24-72 時間後に形成されたコロニー群から単コ

ロニーを釣菌し、別な選択培地プレートへの植菌し、PCR
により標的細菌であるか否かの検討を実施した。目的の細

菌コロニーを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を添加した本グループ

独自の改良型 YCFA 培地(mYCFA)を用いて培養した。その

中から増殖が認められたものは DNA を抽出し、その配列

を 16S rRNA 遺伝子増幅用ユニバーサルプライマーで遺伝

子増幅した後にシークエンス解析を実施し、菌種の同定を

行った（図 1、A）。その結果、本年度は疾患との関連性が

示唆されている 2 種類、計 14 菌株のグラム陰性菌の単離・

培養に成功した（図 1、B）。 

図 1 本年度ヒト便試料より単離した疾患との関連が示唆される

腸内細菌の単離方法 (A)とグラム染色画像 (B) 
 
（２）作製した腸内細菌特異的抗体の標的分子の同

定  
 本プロジェクトにおいて、これまでにヒト由来腸内細菌

A に対する細菌特異的抗体（抗体 A）を作製し、標的腸内

細菌を含む腸内細菌混合液から標的となる腸内細菌を分

離濃縮する手法の確立を実施してきた。本年度は抗体の機

能解析として、抗体 A の標的分子の検討を行った。抗体 A
が認識する抗原分子を同定するため、標的となる抗原を標

的腸内細菌の細胞壁分画溶液から免疫沈降法により濃縮

した（図 2、A）。はじめに、Protein A ビーズ、アイソタイ

プコントロール抗体、抗体 A を使用し、標的分子の濃縮

を検討した。その結果、抗体 A を使用すると 55kDa 付近

に標的分子のシグナルが検出された。一方でアイソタイプ

コントール抗体においてはそのシグナルが検出されなか

った（図 2、B）。抗体 A を用いると銀染色においても同様

の位置にバンドを確認することができた（図 2、C）。次に

銀染色ゲルから標的分画を含むゲルを切り出し、質量分析

計により標的タンパク質の同定を行なった。その結果、細

菌間においても広く保存されている細胞内酵素（酵素 X）

が抗体 A の標的分子であることが明らかとなった。また、

抗体 A の標的が酵素 X であるかどうか検討するために、

酵素 X を欠損する大腸菌株を用いて検討を行った。その

結果、酵素 X を欠損する大腸菌ではバンドはなく、抗体 A
の標的は酵素 X であることが確かめられた（図 2、D）。 

図 2 抗体 A の標的分子の検討  
(A)免疫沈降法の概略  (B) アイソタイプコントロール抗体

（Ctrl）と抗体 A による免疫沈降後のウェスタンブロット、図

の赤枠は標的分子を示す（C）免疫沈降後の銀染色ゲル、赤枠で

示される標的部分を切り出した。(D)抗体 Aを用いたウェスタン

ブロットによる酵素 Xの検出、欠損株は酵素 Xを欠損する大腸

菌を示す  

 
（３）抗体 A 標的腸内細菌の特性の解析  
 項目 2.2 で記載したように抗体 A の標的分子である酵

素 X は通常細胞内に発現する分子であった。しかしなが

ら、昨年度までの研究から抗体 A を作製した際に用いた

腸内細菌（細菌 A）では本酵素を表層に発現することが示

される結果が得られている。そこで免疫組織染色を行い蛍

光顕微鏡にて観察し、局在の検討を行なった。その結果、

腸内細菌 A では酵素 X が細菌表層に強く発現しているこ

とが明らかとなった。一方で、腸内細菌 A の基準株であ

る腸内細菌 B においては細胞表層での発現は見られなか

った（図 3、A）。腸内細菌 A は表層において酵素 X を強

く発現していたことから、最後に酵素 X が菌体外へと放

出されるかどうかを検討した。腸内細菌 A および腸内細

菌 B を液体培地にて 24 時間培養し、細菌培養上清をもち

いてウェスタンブロット解析を行った。その結果、腸内細

菌 A では酵素 X が細胞外へと放出されていたが、一方で

腸内細菌 B では放出されないことが明らかとなった。（図

3、 B）。 
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図３  腸内細菌 A における酵素 X の発現  
（A）抗体 Aによる免疫組織染色画像。緑は抗体 A、青はヘキス

ト 33258による細菌を示す。（B）腸内細菌培養上清中に含まれる

酵素 X をウェスタンブロットにより検討したもの  
 
３．  考察及び今後の展望  
 本年度はこれまでに培ってきた嫌気培養法を用い、ヒト

便試料から疾患への関与が示唆される 2 種類の腸内細菌

を単離し、安定培養することができた。これらの菌は、作

製した腸内細菌を標的とする細菌に対する機能評価なら

びに腸内細菌の特性の解明に有用である。今後は、腸内細

菌単独定着マウスを構築することで、代謝物質の網羅的解

析、腸管上皮細胞や免疫細胞の変化を検討することで疾患

との関連性を評価する。 
 抗体の機能評価においては抗体 A の標的分子が細胞内

酵素の一つである酵素 X であることを明らかにした。ま

た、腸内細菌 A が同種の腸内細菌を含む多くの腸内細菌

とは異なり酵素 X を表層に発現し、それを細胞外へと放

出することを新たに見出した。酵素 X は細胞内のにおい

て代謝物質の産生を触媒する酵素であるが、本機能以外に

も別な機能を持つことも知られ、細菌の接着にも関与する

報告もある。腸管内において酵素 X のような挙動を示す

分子については、大腸菌のペリプラズムに発現する分子が

細胞表層に分泌され、宿主から分泌される IgA 抗体により

認識されることが報告されている（参考文献 6）。今後は

腸内細菌 A が酵素 X を表層に発現する分子機構や、酵素

X が腸内細菌の表層に発現し、菌体外へと放出されること

が腸内細菌 A や宿主にとってどのような利点があるのか

について検討する。一方で、昨年度実施した標的腸内細菌

を含むヒト腸内細菌叢からの分離について、標的分画にお

いて濃縮は見られたものの、標的分画内には標的以外の腸

内細菌も含まれており、標的細菌の純度を上げることが課

題であった。本年度も実験条件の変更などを試みたが、根

本的な改善には至らなかった。本課題についても引き続き

抗体と標的腸内細菌の非特異的な反応を抑える手法を検

討し、精度を上げることに取り組む。 
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