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研究成果の概要（和文）：本研究は、プロバイオティクス乳酸菌の肥満抑制の作用機序を時計遺伝子の発振変動
を介したエネルギー代謝の概日リズム調整という観点から明らかにし、代謝調節機能を有する食品設計に活用す
ることを目的とした。消化管内で生残性を示す漬物由来乳酸菌株のうち、胆汁酸加水分解酵素(BSH)活性の高い
菌株は、高脂肪食により誘導される体脂肪蓄積を抑制したが、BSH活性の低い菌株にはその効果は認められなか
った。脱抱合型胆汁酸であるデオキシコール酸は、体内時計を同調したHepG2細胞の時計遺伝子発現の振幅を増
大させ、脂質代謝への関連も示唆された。

研究成果の概要（英文）：This research project aimed to clarify anti-obesity activities of probiotic 
lactic acid bacteria (LAB) via the modification of circadian rhythm. LAB from Japanese pickles were 
screened based on survivability in GI tract atmosphere and bile salt hydrolase (BSH) activity. 
Isolate with high BSH activity showed anti-adiposity effect in high-fat diet administered mice, 
although that with low BSH activity failed to show the effect. Deoxycholic acid, a deconjugated bile
 acid, increased oscillation of clock gene expressions and affected lipid metabolism in circadian 
synchronized HepG2 cells.

研究分野： 食品機能科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでに肥満抑制作用を示すプロバイオティクス乳酸菌が報告されている。本研究では、乳酸菌により生じる
脱抱合型胆汁酸がエネルギー代謝の概日リズム調節を通じて抗肥満作用を示すという作業仮説を検証した。デー
タは十分ではないものの、この仮説を支持する知見が得られた。本研究の成果をさらに検証することで、概日リ
ズムが関与する肥満のみならず種々の疾病改善効果を有する食品設計につながることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｆ－１９－１ 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 肥満人口が増加傾向にあるが、肥満は種々の疾病の発症リスクを増加させることから、肥満へ
の対応の必要性が広く認識されている。肥満は脂肪組織が肥大化し、体脂肪が過剰に蓄積した状
態である。肥満の改善には食事介入が重要であり、摂取カロリーの抑制が指導される。一方で、
肥満の改善を意図した食品成分の代謝調節機能に関する研究が行われてきた (Sun et al, 2105, 
Mi et al, 2017)。一部のプロバイオティクス乳酸菌は、実験動物において高脂肪食摂取による肥
満を抑制するばかりでなく (Kawano et al, 2016)、ヒト介入試験においても体脂肪率の減少効
果が示されている。 
 申請者らは、日本食の特徴的な食材の 1 つである漬物から 200 株以上の乳酸菌を分離・同定
するとともに、消化管内環境に耐性を示し、プロバイオティクスとして有望な菌株を複数選抜し
てきた。また、分離株の中に高い胆汁酸加水分解酵素活性を示し肥満抑制に有望な乳酸菌株を見
出した。消化管内には膨大な腸内細菌が棲息しているが、摂取されたプロバイオティクス乳酸菌
を含め腸内細菌の体内への侵入は防御されている。消化管内のプロバイオティクス乳酸菌が遠
隔的に体脂肪の蓄積を改善するメカニズムとしては、腸管からの食餌脂質の吸収抑制、腸管上皮
細胞に由来するエキソソームが血流を介して脂肪細胞に作用して脂肪蓄積を抑制すること 
(Aoki-Yoshida et al, 2017) などが報告されている。一方で、体内時計の乱れが肥満を促進する
ことが報告され (Zarrinpar et al, 2014) 、体内時計の正常化はエネルギー代謝の概日リズムの
正常化を通じて肥満の抑制につながる可能性が示唆されている。一部のプロバイオティクスや
腸内細菌が有する胆汁酸加水分解酵素 (BSH) は、胆汁中に含まれる抱合型胆汁酸を脱抱合する。
BSH 活性を有する乳酸菌の投与により、高脂肪食摂取による体重増加が抑制されることが報告
された (Michael et al, 2017)。また、本酵素の反応産物である遊離胆汁酸投与により肝臓での時
計遺伝子の発振が変動することが報告されている (Joyce et al, 2014)。以上の知見は、プレバイ
オティクス乳酸菌の概日リズム改善を介した代謝調節機能を示唆するものであり、とりわけ胆
汁酸加水分解酵素による消化管内胆汁酸組成の変化がその分子作用機序である可能性を示唆す
る。しかしながら、プロバイオティクス乳酸菌が示す肥満抑制作用の機序としてエネルギー代謝
の概日リズム調整に関する研究報告はなされていなかった。 
 
 
２．研究の目的 
本研究は、プロバイオティクス乳酸菌の肥満抑制の作用機序を時計遺伝子の発振変動を介した

エネルギー代謝の概日リズム調整という観点から明らかにし、代謝調節機能を有する食品設計
に活用することを目的とした。 
 具体的には、(1)プロバイオティクス乳酸菌による肥満抑制が、エネルギー代謝の概日リズム
変化を介することを明らかにし、(2)エネルギー代謝の概日リズム変化が、時計遺伝子の発振変
化を伴うことを明らかにするとともに、(3)時計遺伝子の発振変化をもたらす作用機序を腸内の
代謝産物に注目して明らかにすることとした。 
 
３．研究の方法 
(1) プロバイオティクス乳酸菌の選抜と肥満抑制作用の検討 
 0.3%胆汁末を含む MRS 中での乳酸菌分離株の増殖を測定することにより胆汁酸耐性を、pH を
2.5に調整したMRS中で2時間処理した時の生残率を測定することにより低pH耐性を評価した。
また、6mM タウロコール酸を含む MRS で乳酸菌分離株を 24 時間培養し、生成するコール酸をフ
ルフラールと硫酸を用いて比色定量して胆汁酸加水分解酵素活性を測定した。 
 雄性 C57BL/6J マウス 48 匹を馴化後に 1 群 12 匹ずつにわけ、通常脂肪食飼料 (AIN93M)、高
脂肪食 (HFD, HFD60; オリエンタル酵母)、あるいは乳酸菌 1109 CFU/g を添加した HFD で 8週
間飼育した。体重の推移と解剖時の脂肪組織重量を測定するとともに、小腸および結腸組織より
RNA を抽出し、RT-PCR により時計遺伝子 (Clock, Bmal1) 発現を測定した。 
 
(2)HepG2 細胞における脂質代謝に及ぼす脱抱合型胆汁酸の時計遺伝子調節を介した影響 
 ヒト肝臓がん由来細胞株 HepG2 を 24 時間無血清の DMEM/Ham F12 培地で 24 時間培養し、50%
ウシ胎児血清を含む DMEM/Ham F12 培地で 2 時間処理して時計遺伝子を同調した。その後、100 
M デオキシコール酸 (DCA) 含有あるいは非含有の無血清培地に切り替え、経時的に RNA を抽出
し、RT-PCR により時計遺伝子 (Clock, Per 1, Bmal1) 発現を測定した。また、同様な条件で
HepG2 細胞を処理し、DCA に加えて 0.4mM パルミチン酸を添加して 18 時間培養し、脂肪酸合成
酵素 (Fas) の発現を測定した。 
 

  



４．研究成果 
(1)プロバイオティクス乳酸菌の選抜と肥満抑制作用の検討 
 漬物より分離した乳酸菌株から胆汁酸耐性、低 pH 耐性を有する菌株を選抜し、BSH 活性を評
価したところ Lactobacillus plantarum #53 株が最も高い活性を示した。また、#25F 株の BSH
活性は胆汁酸耐性、低 pH耐性を有する L. plantarum 分離株の中で最も低かった (図 1)。これ
ら 2種の乳酸菌株を高脂肪食 (HFD) に添加してマウスに 8週間摂取させたところ、いずれの乳
酸菌株とも HFD により誘導される体重増加に有意な影響を及さなかったが、腎周囲脂肪組織重
量は BSH 活性の高かった#53 株摂取群においてのみ増加が抑制され、BSH 活性の低かった#25F 株
ではその効果が見られなかった (図 2)。しかしながら、回腸および結腸における時計遺伝子の
発現に及ぼす乳酸菌投与の影響は観察されなかった。脂肪組織の採取などのある程度の時間を
要し、解剖を複数の日数に分けて実施したもののほぼ同一の時間に臓器を回収するのが困難で
あり、これが時計遺伝子の発現変動が観察されなかった要因の１つとして考えられた。 
 
(2)HepG2 細胞における脂質代謝に及ぼす脱抱合型胆汁酸の時計遺伝子調節を介した影響 
 血清処理により時計遺伝子発現を同調した HepG2 細胞を脱抱合型胆汁酸の１つである DCA で
処理したところ、時計遺伝子発現の振幅が未処理と比較して有意に増大した (図 3)。このよう
な作用は抱合型胆汁酸であるタウロデオキシコール酸には認められなかった。パルミチン酸処
理による脂肪酸合成酵素発現上昇は、血清処理により時計遺伝子発現を同調し DCA を処理した
際は発現上昇の抑制傾向が見られたが(図 4)、血清処理を行わずに DCA を処理しても抑制作用は
限定的であった。このことは、脱抱合型胆汁酸の時計遺伝子調節を介した脂質代謝調節の可能性
を示唆するものと考えられた。 
 

 
図１ Lactobacillus plantarum 分離株の胆汁酸加水分解酵素 (BSH) 活性 
BSH 活性は生成物であるコール酸濃度 (平均値SD) として表した 
 

 
図２ 標準脂肪食 (NFD), 高脂肪食 (HFD) および乳酸菌 (#53 および#25F) 添加 HFD 摂取マウ
スの体重 (A)と腎周囲脂肪組織重量 (B) 
平均値SEM (n=12)として表した。異なる文字は群間で有意差のあることを示す。 
 



 
図３ 血清処理した HepG2 細胞における時計遺伝子発現（(A)Clock, (B)Per 1, (C)Cry 1）の発
現変動に及ぼすデオキシコール酸処理の影響 
平均値SD として表した。*は処理区間に発現量の有意差があることを示す。 
 

 
図４ 血清処理した HepG2 細胞におけるパルミチン酸誘導による脂肪酸合成酵素発現に及ぼす
デオキシコール酸添加の影響 
平均値SD として表した。異なる文字は群間で有意差のあることを示す。 
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