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研究成果の概要（和文）：腸内細菌叢の構成変化と腸管バリア機能の低下に関連性があることは徐々に明らかに
されつつあるが，その詳細は明らかにされていない。本研究では，食餌誘導性肥満マウスにおいて，腸管ムチン
に見出される硫酸化糖鎖に結合性を示すプロバイオティクス候補株が腸内細菌叢の構成を改善することで腸管透
過性の亢進を抑制することを強く示唆した。また，高脂肪食によって増加する胆汁酸の一種であるコール酸の腸
内細菌による代謝産物がバリア機能低下の一つの因子となっているという新しいメカニズムを提示することがで
きた。

研究成果の概要（英文）：Intestinal epithelial barrier dysfunction and increased permeability is 
supposed to cause microbial or microbial components translocation which may induce low-grade 
inflammation in various diseases. It has also been suggested that high-fat diet-induced obesity 
causes gut dysbiosis that drives inflammation in various diseases. Moreover, the relation of gut 
dysbiosis to intestinal barrier dysfunction has gradually been clarified, but mechanisms are 
unknown.
This study strongly suggested that potential probiotic which binds to sulfated sugar chains found in
 gut mucin prevents intestinal epithelial barrier dysfunction through improving the profile of gut 
microbiota in high-fat diet-induced obesity model mouse. Furthermore, we suggest a novel mechanism 
for barrier dysfunction on a high-fat diet involving the effect of metabolites of cholic acid which 
is one of bile acids by gut microbiota.

研究分野： 農学
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１．研究開始当初の背景 
人や動物の腸内には 500 種類、100 兆個を

超える多種多様な細菌（バクテリア）が棲息
していると考えられており、一定のバランス
が保たれた生態系が作り上げられ、いわゆる
腸内細菌叢を形成している。腸内細菌叢の解
析技術がこの数年で劇的に発展し、細菌叢の
全体像が明らかにされつつある。その結果、
腸内細菌叢を構成している菌叢の変化、換言
すれば正常な腸内細菌叢の破たんが、種々の
疾病の原因になっていることが示唆されつ
つある。 
本研究では肥満と腸内細菌の関係につい

て取り上げるが、最近、正常な腸内細菌叢の
破たんが肥満の要因となることが報告され
注目されている。すなわち、一部の腸内細菌
がエネルギー調節や栄養摂取のエネルギー
恒常性維持に寄与しており、Firmicutes 門に
対する Bacteroidetes 門に属する細菌種の比
率が低下すると肥満が誘導されることが報
告されている（Turnbaugh et al. 2009）。ま
た、「肥満型」の腸内細菌叢の中では、炎症
や DNA 損傷作用が示されている硫化水素を
産生する細菌種が特異的に増加する（Shen 
et al. 2013）。 
一方で、肥満になると腸管粘膜バリア機能

が低下し、腸内細菌由来グラム陰性菌の細胞
壁リポ多糖（LPS）が、低濃度のレベルで血
中へ持続的に移行することが示唆されてい
る（Hawkesworth et al. 2013）。LPS は炎症
誘導物質であり、LPS の腸管外への漏出、そ
れに続く血中への持続的な移行は、特定の器
官での慢性的な炎症反応を引き起こすこと
が強く推察される。たとえば、内臓脂肪組織
において炎症反応が持続すると、インスリン
抵抗性の亢進に伴う糖尿病や動脈硬化のリ
スクが高まることが示唆されている。また、
LPS により誘導された炎症性サイトカイン
が視床下部－下垂体－副腎皮質軸を刺激す
ることで、ストレス性疾患を増悪することが
示唆さされている（John et al. 2012）。すな
わち、正常な腸内細菌叢が破たんし肥満が誘
導されると、粘膜バリア機能が低下し、全身
的な慢性炎症が亢進され、結果として動脈硬
化やがんなど生活習慣病やストレス性疾患
が増悪することが強く推察される。 
ところで、研究代表者は本申請以前まで、

乳酸菌の腸内定着機構を検討する過程で、あ
る種の乳酸菌の中には糖鎖結合タンパク質
であるレクチンを産生し、腸上皮細胞を特異
的に認識する菌株が存在することを世界で
初めて明らかにしてきた。その後、ヒトや動
物腸内からレクチン産生菌株を幅広く見出
してきたが、一連の研究に基づき、腸上皮を
覆うムチン糖タンパク質を構成する硫酸化
糖鎖に結合性を有する乳酸菌やビフィズス
菌が存在すること、およびその結合機構を明
ら か に し た （ PLoS ONE 、 2013 、
Biosci.Biotech.Biochem、2014）。硫酸化ム
チンは腸上皮ムチンの主要糖鎖であること

が示されていることから、硫酸化ムチン結合
性を有する乳酸菌は、腸内定着性や腸内細菌
叢の安定化に大きく寄与できる可能性がス
よく推察された。 

 
２．研究の目的 
本研究では、腸内細菌叢の恒常性を維持す

ることが、肥満や生活習慣病やそれらが引き
金となる慢性炎症や老化の予防に繋がるで
あろうとの仮説を立て、申請者がすでに見出
してきた硫酸化ムチン結合性ビフィズス菌
を活用して腸内細菌叢の恒常性を維持する
ことで、慢性炎症に起因する疾病を予防でき
るものと考え立案した。 
具体的には、高脂肪食給餌マウスにおける

硫酸化ムチン結合性ビフィズス菌や乳酸菌
投与による腸内細菌叢に及ぼす影響と内臓
脂肪蓄積抑制効果、腸管バリア機能低下抑制
効果、それに伴う炎症抑制効果などを評価す
ることを第一の目的とした。 
次いで、高脂肪食摂取時の腸管バリア機能

低下のメカニズムを明らかにするため、高脂
肪摂取により腸管で増加することが示唆さ
れている胆汁酸の主成分であるコール酸
（CA）に注目し、CA 添加食の給餌が腸管透
過性を亢進させるものと推察した。そこで
CA 給餌が腸管バリア機能（腸管透過性）、腸
内細菌叢、炎症惹起に及ぼす影響を評価する
こととした。 

 
３．研究の方法 
（１）標準食、高脂肪食および硫酸化ムチン
結合性乳酸菌（ビフィズス菌を含む）を添加
した高脂肪食を 16 週齢まで給餌することで
食餌性肥満マウスに対する乳酸菌の影響を
評価する。評価項目として、肥満研究に関わ
る一般的な項目に加え、炎症にかかわるサイ
トカイン関連遺伝子の発現量を測定する。腸
管バリア機能は、腸管透過性にかかわるタイ
トジャンクション関連タンパク遺伝子およ
び投与した蛍光標識デキストランの血中へ
の移行量あるいは血中LPS濃度を測定するこ
とで評価する。病態の増悪に関与すると推察
される腸内細菌叢は次世代シークエンサー
を用いて解析する。 
（２）腸管透過性亢進モデルマウスを作製す
るため、標準食 1 ㎏にコール酸 0.5g を添加
して調製したコール酸添加食を4週間投与し
た。 
また、腸内細菌叢が腸管透過性に寄与してい
るか否かを明らかにするため、抗生物質の投
与を行うとともに、次世代シークエンサーに
より腸内細菌叢を明らかにすることとした。 
  
４．研究成果 
（１）Cani らの方法（Diabetes、 2007）に
従い食餌性肥満モデルマウスを作製し、ビフ
ィズス菌や乳酸菌の腸管バリア機能改善効
果や内臓脂肪蓄積に伴う脂肪組織の炎症に
及ぼす影響を精密に評価することとした。供



試菌株として、腸粘膜を覆うムチンに対して
付着性を有することが明らかにされてきた
硫 酸 化 ム チ ン 付 着 性 Bifidobacterium 
bifidum BB 株（ビフィズス菌）および
Lactobacillus IWF 株（乳酸菌）を用いた。 
C57BL/6J マウスを標準食(ST 区)、標準食

+BB 株投与(STB 区)、高脂肪食(HF 区)及び高
脂肪食+ BB 投与(HFB 区)の 4群に分け、12 週
間の飼料給餌を行った。その結果、HF 区と比
較してHFB区は体重増加及び内臓脂肪蓄積の
抑制傾向が観察された。また HF 区と比較し
てHFB区では摂取エネルギー量の減少傾向が
認められた。血漿成分に関しては HF 区で総
コレステロールの有意な上昇が観察された
が、BB 株投与による改善は認められなかった。
一方、レプチン、インスリン濃度は HF 区で
有意に増加し、BB 株投与により有意に改善さ
れた。 
腸内菌叢解析を行った結果、高脂肪食給餌

により腸内菌叢の構成は大きく変化し、BB 株
投与により変化が一部抑制されることが観
察された。特に、リアルタイム PCR およびシ
ークエンス解析の結果から、HF 区では
Enterobacteriaceae の増加が観察され、HFB
区で増加は抑制された。また、リアルタイム
PCRの結果HF区では Lactobaccilusの有意な
減少が観察され、HFB 区で減少の抑制傾向が
認められた。さらに次世代シークエンス解析
の結果、HF 区では高脂肪食給餌下で腸管バリ
アへの影響が示唆されている Oscillibacter
や Desulfovibrioなどの増加が観察され、HFB
区での抑制傾向が認められた。 
次に、結腸における腸管バリア関連遺伝子

の mRNA 発現量を比較した結果、HF 区と比べ
て HFB区で Muc3 の有意な増加が観察された。
しかし、脂肪組織における TLR4、TNF-α、IL-6
の mRNA発現量に有意差は認められなかった。
しかし、HF 区で C/EBP-α発現量の有意な減
少が観察され、HFB 区で減少抑制傾向が認め
られた。 
次いで、同様にIWF株の投与実験を行った。

その結果、①IWF 株投与で有意な体重増加の
抑制は見られない ②IWF 株投与により内臓
脂肪の蓄積抑制と脂肪細胞の肥大化の抑制
傾向が認められた ③IWF 株を投与すること
で内臓脂肪における炎症性サイトカイン
TNF-α の有意な抑制およびマクロファージ
のケモカインの一つであるMCP-1の抑制傾向
が認められた ④IWF の投与により、血漿中
LPS の増加の抑制傾向が示された。高脂肪給
餌マウスを用いて腸内細菌叢の網羅的解析
を行った結果、 IWF 投与により腸管バリア機
能改善への関与が示唆されている腸内細菌
が増加した。 
以上から、BB株および IWF 株投与による腸

管透過性亢進の抑制効果が示唆されため、コ
ール酸（CA）給餌による腸管透過性亢進モデ
ルマウスを作製することとした。 
供試動物は 6 週齢の C57BL/6J マウスを用

い、標準食+水道水区(N 区)、標準食+抗生物

質水区(N/AB区)、CA添加食+水道水区(CA区)、
CA 添加食+抗生物質水区(CA/AB 区)に分け 4
週間飼育し、腸管透過性試験は 0および 3週
目に行った。実験期間中、N/AB 区の増体量は
他の試験区より有意に抑制された。また、内
臓脂肪蓄積量は抗生物質非投与区対して、抗
生物質投与区で有意に抑制された。16S rRNA
遺伝子の定量により糞便中の総菌数を測定
したところ、抗生物質の投与により糞便中の
菌数は約 100 分の 1に減少した。腸管透過性
に関しては N 区と比較して CA 区での有意な
亢進およびCA/AB区で有意な亢進抑制が示さ
れたことから、CA による腸管透過性亢進には
腸内細菌が影響していることが強く示唆さ
れた。 
次いで、8 種類の腸管バリア関連因子の遺

伝子発現量を測定したところ、N区と CA区に
大きな違いは見られなかった。また、大腸、
小腸、肝臓、脾臓、腎臓および腸間膜脂肪に
おいて炎症関連遺伝子の発現量を測定した
結果、大腸において抗生物質投与により
TNF-αが有意に減少し、肝臓、腎臓において
CA 添加食給餌により TNF-α が増加した。さ
らに、次世代シークエンサーによる腸内細菌
叢の解析の結果、CA 添加食給餌によって
Akkermansia 、 Lactobacillus お よ び
Alistipes などの減少と Ocsillibacter、
Rosebria、Blantia、Lachnospraseae NK4A136 
group および Lachnospiraceae UCG-008 など
の増加が認められた。 
以上から、腸管透過性や大腸における炎症

の亢進には、CA 添加食給餌により変化した腸
内細菌叢を構成している一部の菌種が関与
しているという新しいメカニズムを提起す
ることができた。また、CA増加の一因である
高脂肪食摂取によっても腸内細菌叢の構成
変化によって腸管バリア機能が低下し、腸管
に炎症を惹起する可能性が推測された。 
一方、BB 株および IWF 株投与により CA 給

餌が起因する腸管透過性亢進の抑制傾向が
みられた。これらのことから、BB 株および
IWF 株は高脂肪食給餌による肥満を抑制でき
なかったが、腸管透過性亢進を抑制すること
で脂肪組織の炎症抑制効果を有する可能性
が示唆された。 
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