
１．はじめに

ヒトは無菌の状態で生まれてくるが，生後すぐに母親

や環境に由来するさまざまな微生物が体の各所に住み着

き始める。常在微生物の定着が宿主にもたらす影響は，

無菌動物に特定の腸内菌のみを定着させた場合に起こる

宿主側の変化を調べることによって，腸管の組織の形態

形成から，代謝能力の刺激，粘膜面の粘液成分や IgA

の産生などの防御機構にまで関わっていることが明らか

にされている１）。特に常在菌の量が多い腸管では腸内菌

の定着の影響は大きく，ヒトの健康に及ぼす影響が注目

されている。出生後すぐに定着するのは産道内や周辺環

境中の大腸菌や腸球菌などであるが，哺乳期間中は Bifi-

dobacterium，Lactobacillus が優勢菌となる。離乳期

を経て大人と同じ食生活をするようになると，大人と同

様にヒト細胞の総数を超える多種多様な細菌が常在菌叢

を形成する。これらの菌叢を構成する菌の多くは培養困

難な菌種だが，近年の解析技術の進歩により，腸内菌叢

を構成している菌種の解析が容易になり，菌叢の相違や

腸内菌の持つ機能の変化がヒトの健康や疾患感受性に深

く関わっていることが次第に明らかにされてきている。

ここでは，動物モデルおよびヒト臨床研究で，食品成分

が腸内菌叢に及ぼす影響を調べてきた研究結果を菌叢解

析の手法とあわせて紹介し，ヒトの健康保持における腸

内菌の役割について概説し，今後の研究の展望について

述べたい。

２．腸内菌の解析方法

これまでに解析に利用した方法の手順は以下のとおり

である。

（１）培養法

光岡の方法２）に従って，BL寒天，EG寒天に各種の選

択培地（Rogosa SL agar，Bacteroides培地，DHL寒天，

KF streptococcal agarなど）を組み合わせて便サンプル

の希釈液を塗布，嫌気または好気培養後の集落の形状や

グラム染色性，生化学性状などを照合して菌属または菌

種を決め，集落数からその腸内菌の生菌数／gサンプル

を求めた。サンプル採取後すぐに培養を行う必要があり，

集落の形状等の観察には熟練が必要で，使用する培地の

組成や培養条件の影響による誤差も入りやすい。しかし

ながら，選択培地を用いることで腸管内に少数しか存在

しない菌の存在量を測定することができる。また，重要

な働きをしている可能性のある菌種の機能を明らかにす

る目的でノトバイオート等を作製したい場合には分離培

養する必要がある。分離培養が困難な非常に酸素感受性

の Clostridium 属菌の選択の場合，クロロホルム処理に

よる他の菌種の除去など３）を行う。

（２）培養によらない方法

私たちは主に Terminal-restriction fragment length

polymorphism（T-RFLP）法４）と菌種特異的リアルタイ

ム PCRによって菌叢の解析を行ってきた。用いたプラ

イマーは表１のとおりである４‐９）。便からの DNA抽出は

森田らの方法１０）に従った。便（約５０mg）を１０mM Tris-

HCl-５０mM EDTA（pH８．０）で洗浄し，PCR反応を阻害

する胆汁酸や食物由来成分などを除く。洗浄後の便はペ

レットの状態で冷凍保存可能である。便をアクロモペプ

チダーゼおよびリゾチーム，プロテイナーゼで処理後

SDSを加えて完全に溶菌させ，フェノール法によって

DNAを抽出する。溶菌処理の前後にグラム染色を行っ
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て，サンプル中の腸内菌が完全に溶菌していることを毎

回確認している。

T-RFLP法の手順は図１のとおりである。便から抽出

した DNA中の細菌由来１６S rRNA遺伝子をユニバーサ

ルプライマー（５’‐FAM蛍光標識入り２７Fプライマー

および１４９２Rプライマー）を用いて PCR増幅する。約

１５００bpの増幅産物を１箇所で切断する制限酵素 Hha I

またはMsp Iで処理する。菌種により１６S rDNAの塩基

配列が異なるため，５’FAM標識された切断 DNA断片

の長さは菌種によってさまざまである。この DNA断片

を Genetic analyzerにかけ，DNA断片の長さとピーク

の大きさの多型を比較することによって，菌叢の経時的

な変化や個体間での相違を解析する。サンプルの冷凍保

存が可能であるので，多数のサンプルの解析を同時に行

表１ T-RFLP法およびリアルタイム PCR法に用いたプライマー

解析方法／対象菌 プライマー名 塩基配列 参考文献

T-RFLP
２７F-FAM
１４９２R

６FAM‐AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
GGTTACCTTGTTACGACTT

４

Bifidobacteria
Bif１６４F
Bif６６２R

CATCCGGCATTACCACCC
CCACCGTTACACCGGGAA

５

Sulfate reducing bacteria
Des-f
Des-r

CCGTAGATATCTGGAGGAACATCAG
ACATCTAGCATCCATCGTTTACAGC

６

Enterococci
Enc-F
Enc-R

CCCTTATTGTTAGTTGCCATCATT
ACTCGTTGTACTTCCCATTGT

７

Clostridium subcluster I

Clostridium subcluster XI

Clostridium subcluster XIVab

Clostridium common probe

CI-F１
CI-R２
CXI-F１
CXI-R２
CXIV-F１
CXIV-R２
Clostridium probe

TACCHRAGGAGGAAGCCAC
GTTCTTCCTAATCTCTACGCAT
ACGCTACTTGAGGAGGA
GAGCCGTAGCCTTTCACT
GAWGAAGTATYTCGGTATGT
CTACGCWCCCTTTACAC
６FAM‐GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACG‐TAMRA

８

Bacteroides
AllBac２９６F
AllBac４１２R
AllBac３７５Probe

GAGAGGAAGGTCCCCAC
CGCTACTTGGCTGGTTCAG
６FAM‐CCATTGACCAATATTCCTCACTGCTGCCT‐TAMRA

９

図１ Terminal-RFLP法による腸内菌叢の解析の概略
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うことが可能であり，菌叢のパターンをクラスタリング

して個体ごとの食事の内容や疾病の有無その他のさまざ

まな情報との関連を探索することも可能である。個々の

T-RFピークの由来菌種についてはこの方法では決定で

きないが，断片サイズから菌種を予測することができ，

その菌種に特異的なプライマーを用いたリアルタイム

PCRと組み合わせることにより定量できる。菌叢全体

の比較およびクラスタリングを行った後に，クラスター

間で相違がみられる T-RFのサイズから予測される菌種

について，リアルタイム PCRを行う。遺伝子のコピー

数まで算出する場合には，各種腸内菌の標準菌株から１６

S rDNAをクローニングしたプラスミドを標準物質とし

て用いた１１，１２）。

（３）腸内菌による代謝産物の分析

難消化性食物繊維や腸管粘膜由来の粘液成分の代謝は

下部腸管の腸内菌の機能として重要である。主に発酵に

よって代謝され，酢酸，プロピオン酸，酪酸などの短鎖

脂肪酸が生成する。これらは，吸収されて大腸粘膜のエ

ネルギーとなり，また粘膜上皮細胞の増殖・分化を刺激

し，ムチンの産生を促進して粘膜表面の物理的防御を強

化することが知られている。私たちは，サンプル中のこ

れら短鎖脂肪酸をガスクロマトグラフにより定量した。

糞便中から滅菌水で抽出し，酸性条件下でエーテル抽出

したもの（揮発性短鎖脂肪酸）をガスクロマトグラフに

注入し，濃度既知の標準液を同様に処理したものを用い

て，サンプル中の脂肪酸量を算出した。残った水層中の

非揮発性有機酸（乳酸，コハク酸など）はメチルエステ

ル化後にクロロホルムで抽出し，ガスクロマトグラフで

分析した。

３．ラットの腸内菌叢に対する食品成分の影響

食物繊維を豊富に含む発酵食品（FBRA）の摂取が腸

内菌叢に及ぼす影響を培養法および T-RFLP法により検

討した。培養法では extremely-oxygen sensitive Clostrid-

ium などは分離できなかったが，培養可能な菌種のう

ち Lactobacillus 属が試験食品 FBRAの１０％混餌投与に

よって有意に増加していた。T-RFLP法による１６S rDNA

由来のフラグメントの出現パターンをその類似性によっ

てクラスターに分けてみると，図２に示すように菌叢に

大きな影響を与えていることがわかった１３）。図２（a）中

に矢印で示した T-RFピークはその比率が１０％FBRA投

与によって有意に増加していた。このピークはその断

片サイズから Lactobacillus acidophilus，L . johnsonii，

L . intestinalis と予測された。試験に用いた FBRAにも

Lactobacillus が含まれていたため，ラットの便から分

離した Lactobacillus 属と食品から分離した Lactobacil-

lus 属を randomly amplified polymorphic DNA（RAPD）

解析により鑑別した。１０塩基のランダムプライマーによ

る PCR反応を行った後の増幅産物の電気泳動パターン

は食品由来菌とラット便由来菌とでは異なっていた。し

たがって，発酵食品 FBRAがもとからラット腸内に常

図２ Terminal-RFLP法によるラット腸内菌叢の解析（a）とクラスタリング（b）
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在していた Lactobacillus 属菌を増加させたものと考え

られる。

ラットにデキストラン硫酸ナトリウム（DSS）の５％

水溶液を自由摂取させると組織学的にヒトの潰瘍性大腸

炎と類似した大腸炎が起こる。このモデルに上記の発酵

食品をあらかじめ５，１０％混餌投与しておくと，DSS

投与による Lactobacillus 数の減少が抑制され，大腸炎

による潰瘍部分の面積および好中球の浸潤レベルが有意

に減少した１４）。FBRAは Lactobacillus が炭素源として

利用可能な β-glucanや arabinoxylanを大量に含んでい

るため Lactobacillus 菌数の減少を抑制できたものと思

われる。そのことがどのように大腸炎の抑制に結びつく

のか詳細は明らかにできていないが，Lactobacillus 属

の菌株の中には過剰な免疫を抑制する作用を持つ制御性

T細胞を誘導するものや腸管上皮細胞のバリア機能を強

固にする作用を持つものがある１５，１６）。また，Lactobacillus

属によって産生される乳酸は腸内菌叢構成菌の間で

Metabolic cross feedingによって酪酸などの有機酸へ変

換される１７）が，酪酸は抗炎症作用を持つことが知られて

いる１８）。

４．ヒト腸内菌叢に対する食品成分の影響に関する臨床

研究

ラットを用いた研究で，被験食品が腸内菌叢中の乳酸

桿菌を増加させること１３），またヒトの潰瘍性大腸炎と病

理組織像が類似している DSS誘導性大腸炎に対して抑

制効果があった１４）ことから，ヒトでの有用性の有無を評

価するため，上記の発酵食品が健康成人（便秘のあるヒ

トを含めて）の腸内環境に及ぼす影響，および潰瘍性大

腸炎患者の症状の抑制や寛解の維持などの効果の有無を

評価する臨床研究を行った。徳島大学病院臨床研究倫理

審査委員会により承認を受けたのちに被験者を募り，試

験の詳細を説明して文書による同意を取得した。

「玄米酵素の摂取がヒト腸内フローラに与える影響」

では，被験者は研究計画書のプロトコールに従って無作

為に２群に割付けられ，試験食品またはコントロール食

品を２週間摂取し，１２週間の休食期間をおいた後にコン

トロール食または試験食を２週間摂取した。この２週間

の前後に計４回自然排泄便を被験者自身に採取してもら

い，すぐに嫌気状態を保てる専用袋（酸素を除去するため

の試薬入り）に密封して冷蔵保存状態で提出してもらっ

た。試験期間中の食生活の内容については食物摂取頻度

調査票を用いて調査し，試験食摂取前後で大きな変動が

ないことを確認した。便の性状や便通の頻度については

アンケート調査を行った。２２～６７歳の被験者３６名につい

て，試験前半のデータをもとに発酵食品の摂取が便通の

回数や便性状に及ぼす影響を比較した。試験前の食物繊

維の摂取量には差はなかったが，発酵食品の摂取（食物

繊維量にして５．０６g／日，コントロール食では０．４２g／日）

による有意な影響は見られなかった。腸内菌叢を T-RFLP

法で調べた結果でも，試験食摂取の前後で菌叢の大きな

変化があったのは少数の被験者のみであった。しかしな

がら，便と上記発酵食品を in vitro で混合保温すると有

機酸の産生が増加し，T-RFLP解析では個人差はあるが

Clostridium subcluster XIVabや Bifidobacterium など

の菌種の増加がみられた１１）。健康成人では容易に摂取可

能な量の試験食を摂取した場合に菌叢の変動は少なく，

個人間の差を超えるような大きな変化が起こったのは一

部のヒトだけであり，成人の腸内菌叢は非常に安定であ

ることが示唆された。

「潰瘍性大腸炎患者における FBRAの有効性評価の

ための臨床研究」では京都府立医科大学の共同研究者が

被験患者の募集，同意取得，潰瘍性大腸炎の診察，内視

鏡検査等を担当し，他大学所属の統計の専門家がデータ

管理および倫理モニタリングを担当，徳島大学では便の

解析に同意した被験患者４８名から送られた便を用いて腸

内菌叢の解析と腸内菌由来の代謝産物の分析を行った。

今回の摂取量の発酵食品を３ヵ月継続したことによる炎

症症状の抑制傾向はみられたが，効果には個人差があっ

た。現在服用期間を長期にした試験で引き続き効果の検

討が行われている。

５．健常成人と潰瘍性大腸炎患者の腸内菌叢比較解析

健常成人と潰瘍性大腸炎患者における発酵食品の影響

を評価する試験は並行して行ったので，試験開始前の腸

内菌叢を健常成人と潰瘍性大腸炎患者（UC）の間で比

較解析した１２）。UC患者の便の T-RFLPのパターンでは

主要な T-RFピークの大きさが減少する傾向がみられた

（図３）。寛解期の UC患者ではピーク数は平均４１．０

（interquartile range（IQR）：３５．５‐４９．０）であり，健康
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成人の平均５０．５（IQR：４４．３‐６０．５）に比べて有意に減

少していた。ヒトの腸内菌叢における優勢菌は大きく分

けると Bacteroidetes 門と Firmicutes 門であるが，そ

の代表的な菌属である Bacteroides および Clostridium

に相当する T-RFピークの減少がみられた。クラスタリ

ングすると，UCが主のクラスターと健康成人が主のク

ラスターに分かれ，健康成人のクラスターに含まれる

UCサンプル４つのうち３つは寛解期であった（図４）。

培養法およびリアルタイム PCRの結果，UCでは通常の

優勢菌種である Bacteroides 属および Clostridium sub-

cluster XIVabの減少が確認された（図５）。被験患者の

治療薬の用量やプロバイオティクスの利用による影響は

観察されなかった。優勢菌種の減少の影響を受けて，通

常は少数である腸球菌は増加していた。Bacteroides 属

や Clostridium subcluster XIVabに属する偏性嫌気性

菌は腸管内で協働して難消化性の食物成分の分解・発酵

に関わっている１９，２０）。UC患者ではこれらの優勢嫌気性

菌の減少を反映して，便中の有機酸の量が有意に少なく

なっていた（図５）。

以上の結果から，潰瘍性大腸炎患者では腸内菌叢の多

様性の減少とそれに伴って腸内菌による代謝産物である

有機酸の減少が起こっていることが明らかになった。UC

およびクローン病患者の腸内菌叢について同様の特徴が

複数報告されている２１‐２３）。この研究では試験食品による

大腸炎の症状の抑制を主目的にしていたため，１回のみ

の自然排泄便で比較を行ったが，UC患者では腸内菌叢

が不安定であることが他の研究で指摘されている２４）。今

後，同じ被験者から定期的に複数回の便の解析を行って

比較解析を行うことにより，より正確に腸内環境の相違

を明らかにできると考えられる。

６．腸内菌叢の相違と慢性炎症性腸疾患との関連

腸管は外界から栄養を吸収するための器官であるが，

ヒトに必要なビタミンを合成し，一方で外来性の食物由

来の異物や病原微生物に対しては物理的・化学的バリア

としても機能している。管腔内の多種多様な腸内常在菌

図３ 健康成人と潰瘍性大腸炎患者の腸内菌叢の T-RFLP法によ
る解析

図４ 健康成人と潰瘍性大腸炎患者の糞便中の菌叢のクラスタリ
ング
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は，腸粘膜表面への病原菌の接着を競合的に阻害し，ま

た腸管上皮細胞におけるムチン，抗菌ペプチド，分泌型

IgAの産生を促進している１，２５，２６）。さらに，ヒトが上部

消化管で消化できなかった難消化性の食物繊維や腸管粘

膜成分を分解し，発酵により代謝して酢酸，プロピオン

酸，酪酸，乳酸などの有機酸を合成している１７‐２０）。これ

らの有機酸は大腸上皮細胞に吸収されてエネルギー源と

して利用され，上皮細胞の増殖や分化を促し，ムチンや

抗菌物質の産生を促すなどバリア機能を高めている１８）。

腸内優勢菌のうち Bacteroides やプロバイオティクスと

して利用される Bifidobacterium など数種類の腸内菌に

ついては，定着によって腸管上皮における抗菌物質や細

胞間接着分子の産生を促進して腸管バリアを強化する作

用と炎症性シグナルの伝達の修飾や制御性 Tリンパ球

の誘導による炎症抑制作用が報告されている１６）。もうひ

とつのヒトにおける優勢菌である Clostridium について

も，過剰な免疫応答を抑制する制御性 T細胞の誘導に

関係すること，そこには有機酸（酪酸など）が関係して

いることが最近報告された２７，２８）。常在菌とヒトは定着に

よる刺激とそれに対する応答を行いながら絶妙なバラン

スを保って共生関係を結んでいる（図６）。宿主である

ヒトは定着の場と栄養源を提供し，常在菌は外来病原菌

の侵入を退けつつ，ヒトの防御機構の発達を刺激し，免

疫系の調整にも関わっている。ヒトとの間に絶妙な距離

図５ 潰瘍性大腸炎患者における優勢菌の減少と有機酸濃度の変化。（a）Bacteroides および Clostridium subcluster XIVab特異的リアル
タイム PCRによる定量値。（b）便中の総有機酸濃度の比較。箱ひげ図中の＊はMan-whiteny U-testによる健康成人との比較で p＜
０．０５を示す。

図６ 腸内菌とヒトの健康

片 岡 佳 子１４４



をとることによって共生関係を結んでいるのである。こ

の絶妙な距離を保てなくなってしまった場合（物理的・

化学的バリア機能が破綻した場合）に侵入してきた常在

菌に対して免疫細胞が過剰に応答してしまい，慢性的に

炎症が継続する。

慢性炎症性疾患の発症要因となる遺伝的要因として，

クローン病では NOD２，ATG１６L１，TLR５などがあげら

れている２９，３１）。NOD２は細胞内において細菌のセンサー

として働く分子，TLR５は細菌の鞭毛タンパクを認識し

て抗菌物質や自然免疫を誘導する分子である。ATG１６L１

は細胞内に侵入した細菌の分解や抗菌物質の貯蔵に関わ

る顆粒形成の遺伝子である。これらの分子の異常または

機能不全があると腸管の防御機能が低下して腸内菌とヒ

ト細胞との間に適切な距離を保つことができなくなり，

腸内菌に対する免疫応答が起こり腸炎を発症する。潰瘍

性大腸炎では粘液を産生する杯細胞の消失が起こってい

るが，疾患感受性に関わる遺伝子はまだはっきりと特定

はされていない。遺伝的要因による防御バリアの脆弱さ

に加えて，過労，ストレス，感染症などにより防御機構

が破たんしてしまった時に腸内菌を標的とした免疫応答

が引き起こされ，常在菌の減少によりさらに免疫調整機

構や腸管粘膜の修復能が低下し，炎症が持続すると考え

られている。そこで腸内菌を移植する治療法が提案され，

治療効果が上がったという事例も報告されている３２）。

７．おわりに

この数十年で食事内容を含めて生活スタイルが大きく

変化したが，ほぼ平行して炎症性腸疾患，過敏性腸症候

群，アレルギー疾患，糖尿病や動脈硬化などの生活習慣

病が増加している。これらの疾患の発症リスクに腸内菌

叢の変化が影響していることが明らかになりつつある。

腸内菌叢の構成は，母親から受け継ぐ菌種に加えて，出

生以降の生育環境，食事，運動，ストレス，抗菌薬の使

用，プロバイオティクスの摂取，加齢などさまざまな要

因により影響を受ける３３）。腸内菌叢は，離乳期から大人

と同様の食事を取るようになる時期に大きく変化するが，

その時期の生活環境や食事，抗菌薬治療などは，その後

の腸内環境に大きな影響を与え，腸管免疫系のバランス

にも影響し，さまざまな疾患に対する感受性に影響を及

ぼすと考えられている３４‐３６）。次世代シークエンサーを利用

した解析手法が実用化され，複雑な腸内菌叢をより短い

時間で解析することが可能になってきている。１６S rRNA

遺伝子を対象にして菌種の構成を比較する場合には疾患

とは関連のない個人ごとの菌種の多様性が見られるが，

メタゲノム解析法により細菌叢の持つ遺伝子をランダム

にシークエンスして遺伝子の機能についての情報を比較

すると疾患に特異的な遺伝子機能の相違を知ることがで

きる３７）。生後のどの時期にどのような腸内菌叢を持って

いることが重要なのか，それは疾患によって違うのだろ

うか，遺伝学的な発症素因を持つヒトはプロバイオティ

クスやプレバイオティクスを利用して腸内環境を良好に

すれば発症を抑制できるのだろうか，大規模なメタゲノ

ム解析によってヒトの腸内菌叢と疾患との関係が次第に

明らかになってきており，今後急速に研究は進展してい

くと予想される。
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Intestinal microbiota and its role in human health
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SUMMARY

The healthy gut environment is complicated and controlled by the balance of intestinal im-

mune system, intestinal microbiota, and microbial metabolites produced by intestinal bacteria.

Imbalance of these elements in genetically susceptible persons has been known to promote inflam-

matory bowel disease and some lifestyle-related illnesses. Manipulation of intestinal microbiota

with prebiotics, which can selectively stimulate a growth of beneficial bacteria, might contribute to

keep healthy condition and to improve patient’s condition. I present some results of prebiotic

effects in animal model and placebo-controlled, crossover study in healthy adults and patients with

ulcerative colitis（UC）. Through the clinical study, we found that UC patients had differences in

microbiota composition and microbial metabolites. Decrease of Dominant anaerobic bacteria Bac-

teroides and diversity of microbiota composition was observed in UC. Amount of organic acids

produced by bacterial fermentation reflectively decreased. Update on correlation of intestinal

bacteria with human health and disease are reviewed.

Key words : intestinal microbiota, ulcerative colitis, prebiotics, Bacteroides , organic acid
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