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研究成果の概要（和文）：一卵性双生児の腸内細菌叢メタゲノム配列から得られたribosomeタンパク質に基づく
抗生剤投与前後の乳児の腸内細菌組成は、16S rRNAとは異なり、顕微鏡観察の所見とよく一致した。そこで、こ
の菌叢組成を用いて微生物－ヒト間、微生物間の協力度や競争度、菌叢に対するreactivity(摂動の増幅度)を解
析した。
その結果、抗生剤投与による撹乱から菌叢が回復した生後99日目は、reactivityが高く協力度や競争度が低下し
た非常に不安定な菌叢であることが示され、抗生剤が再投与されると菌叢撹乱の度合いがより大きいと予想され
た。この結果は、抗生剤連続投与の処方の提言へ向けた第一歩となった。

研究成果の概要（英文）：Unlike 16S rRNA, intestinal bacterial composition before and after 
administration of antibiotics based on the ribosome protein obtained from the intestinal flora 
metagenomic sequence of monozygotic twins was in good agreement with the microscopic findings. 
Therefore, using this intestinal flora composition, the degree of cooperation and competition 
between microorganisms and humans, between microorganisms, and the reactivity (amplification degree 
of perturbation) to the intestinal flora were analyzed. As a result, on the 99th day after birth 
when the flora was recovered from the disturbance caused by the administration of antibiotics, it 
was shown that the flora was very unstable with high reactivity and low degree of cooperation and 
competition. It was expected that the degree of flora disruption would be greater. This result was 
the first step toward the recommendation of prescription of continuous administration of 
antibiotics.

研究分野：ゲノム微生物学、環境微生物学、バイオインフォマティクス

キーワード： 乳児　メタゲノム解析　腸内細菌叢　数理解析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
正常な腸内細菌を安定的に維持し腸内環境を整えることは、健康維持に重要である。特に生後間もない乳児は、
成人と比べ抗生剤を投与される機会が多いため腸内細菌叢が撹乱され、これが乳幼児の様々な疾患発症の要因と
なることが知られている。
本研究は、ribosomeタンパク質を用いた菌叢解析および細菌叢の機能解析データを用いた数理解析によって腸内
細菌の動態を正確に把握し、腸内細菌へのダメージの軽減、早期回復へ向けた処方の提言に必要な基礎データと
有効な方法論を示した。腸内細菌を主眼におき開発された本方法論は、様々な環境微生物叢の動態把握にも応用
可能であることから、社会学的にも学術的にも意義深いと考えられる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通）	
１.	研究開始当初の背景 

誕生したばかりの子供の腸内は無菌であるが、生育とともに腸内細菌叢が形成されていく。正常な腸内

細菌叢を安定的に維持することが重要であるが、乳児は、成人と比べ抗菌剤を投与される機会が多い。

抗生剤は腸内細菌叢の乱れを引き起こし、乳幼児期の様々な疾患発症の要因となることが近年明ら

かとなってきた[1]。これまでに発表された論文では、腸内細菌叢の変化を、その簡便さから 16S rDNA の

特定領域をメタゲノム(腸内細菌群から抽出した網羅的ゲノム)DNA から PCR にて増幅した遺伝子断片

配列の由来生物組成に基づき議論を展開している。しかし、細菌によって 16S rDNA のコピー数に大き

な違いがあること、PCR 増幅に使われるプライマーによって、大きなバイアスがかかることが公知であるた

め、これらの問題が未解決の現状の方法による結果が、真の菌叢組成を反映しているとは考えにくい。

抗生剤は、症状に応じて作用機作が異なるものが投与されるが、その種類によって腸内細菌叢に与える

影響が大きく異なると考えられる。したがって、腸内細菌の変化が及ぼす健康への影響を議論するには

菌叢変化を正しく知ることが大前提であるが、腸内細菌叢の機能的な変化を捉えることなしに健康に与

える影響や腸内細菌叢回復までのプロセスや時間を計り知ることは困難である。そこで、我々は、これらの

問題を解決すべく、細菌ゲノム中に一定数存在するリボソームタンパク質を用いた菌叢解析と KEGG 機能モ

ジュールの充足率やアバンダンスに基づき生理・代謝機能を評価する MAPLE (現 GenomapleTM)システム

[2]の開発を行い、これまでに海洋メタゲノムの菌叢や機能的違いをハイライトしてきた経緯がある。腸内

細菌叢は、自然環境の微生物叢と比べればシンプルで、乳幼児期の腸内細菌叢は成人と比べさらに

シンプルである。したがって、GenomapleTM を用いれば、細菌叢の乱れを菌叢組成と機能的変化から正

しく把握でき、撹乱からの回復過程予測が可能になると考えたことが本研究の背景である。 

	
２.	研究の目的 

先に述べたように、腸内細菌の変化が及ぼす健康への影響を議論するには菌叢変化を正しく知ること

のみならず、腸内細菌叢の機能的な変化を捉えることなく健康に与える影響や腸内細菌叢回復までの

プロセスや時間を計り知ることはできない。そこで本研究は、16S rDNA に代わるリボソームタンパク質に

よる菌叢解析に加え、最新の機能メタゲノミクスと複数の数理統計解析手法を組み合わせることで腸内

細菌叢の動態を正確に把握し、撹乱からの腸内細菌叢の早期回復へ向けた処方の提言を可能とする

方法論の開発を目的とした。 

	
３.	研究の方法 
(1) 基礎データサンプル	本研究では、香川大学医学部の

倫理委員会でその使用が承認された一卵性双生児の腸内

細菌メタゲノム配列データ、顕微鏡写真に基づく菌叢所見、

単位糞便当たりの抽出 DNA 量などを基礎データとして用い

た。双子の乳児 1 名のみに抗生剤が 3 回投与されており、投

与前のメタゲノム配列 1 サンプル(生後 27 日)、1 回目投与後

の経時的 2 サンプル(生後 75, 99 日)、2 回目投与後の経時

的 2 サンプル(生後 110, 124)、3 回目投与後の経時的 2 サン

プル (151, 171 日)計 7 サンプルとこれに対応する抗生剤未投与の乳児の経時的 7 サンプルを用いた (表 1)。 

(2) 腸内細菌叢の菌叢組成と機能ポテンシャルの数値データセットの作成		まず、腸内細菌叢のメタ

ゲノム配列データ中に含まれるリボソームタンパク質遺伝子(細菌種を問わずゲノム中に 52遺伝子)の

由来生物種情報をもとに各腸内細菌叢の生物種組成を数値化した。次に、腸内細菌叢が有する様々な

機能ポテンシャル(分解、合成、輸送等)を機能モジュール単位で数値化し、腸内細菌叢の組成と機能

ポテンシャルを評価するデータセットとした。香川大学から提供された腸内細菌叢のメタゲノム配列



データ、各 300万配列から予測された遺伝子配列をアミノ酸配列に変換後 Genomapleに共試した[3]。 

(3) 腸内細菌叢の組成と機能ポテンシャルを用いた数理統計解析   2 で作成したデータセットを用い

てまず PCA 解析を行った。PCA 解析で抗生剤投与乳児の生後 99 日目の菌叢に大きな変化の予

兆が見られたため、さらに以下の手法を用いて詳細に解析した。 

①菌 種 の 相 対 ア バ ン ダ ン ス パ タ ー ン の 解 析  菌 叢 の構 成 種 の相 対 アバンダンスパターンは、

1943 年に Fisher らによって開発された方法 [4]を用いて行い、各腸内細菌サンプルの Fisher’s α 

(多様性指数 )を算出した。この値は、生態系における種の相対頻度が log-series distributionに従うこと

に基づく分布パラメータに対応した指標である。 

②Reactivity (摂動の増幅のしやすさ)解析 Reactivity の解析は、2014 年の Tang & Allesina による方法[5]

を用いて行った。 

③協力度と競争度の解析 協力度と競争度の計算は Freilichらの方法[6]に従ったが、個体群の違いを考慮

するため、個体群における質量作用の法則を仮定した重みづけ指標も用いて行った[7]。 

 

４.	研究成果	

(1) リボソーム蛋白質を用いた腸内細菌叢の解析  抗生剤未投与の双子乳児 I についてリボソームタ

ンパク質に基づく菌叢組成を解析し、すでに得られている 16S rRNA遺伝子の PCRアンプリコンに基

づく菌叢組成解析結果と比較した。その結果、リボソームタンパク質の場合は、ワクチン投与された

後の生後 102 日を除けば菌叢の約 70〜80%を Actinobacteria 門が占め、その殆どが Bifidobacteria 属の

バクテリアであった。これに対し 16S rRNA遺伝子では、Actinobacteria門の割合が 10〜50%程度と低

いのに対し Clostridiaを主体とした Firmicutes門の割合が高く、特に生後 116日では、70%以上を占め

ていた。両者の菌叢組成に非常に大きな差が見られるため、DNAを抽出した糞便サンプルの顕微鏡観

察の所見と見比べたところ、全てのサンプルで分岐した細胞が特徴的である Bifidobacterium が優占種

であったことから、リボソームタンパク質に基づく菌叢組成とよく一致していることがわかった。今

回比較に用いた 16S rRNA遺伝子の PCRアンプリコンによる菌叢組成は、各菌種が持つ 16S rRNAの

コピー数で補正した結果であるにも関わらず顕微鏡の所見と大きく異なっていた。これは、PCR反応

自体のバイアスに加え、今回用いた PCR用の universal primer によるバイアスのため Bifidobacteriaが

過小評価されたものと考えられる。そこで、抗生剤が投与された双子乳児 IIのリボソームタンパク質

に基づく菌叢解析を同様に行ったところ、抗生剤投与前後の菌叢は、顕微鏡による所見とよく一致し

ていた。図 1に示したように抗生剤投与前の生後 27日や抗生剤投与による撹乱から回復した生後 171 

     図 1.	抗生剤未投与の双子乳児 I	の 16S rRNA 遺伝子とリボソームタンパク質に基づく菌叢解析 



日の腸内細菌叢組成は、双子乳児 I と極めて類似していたが、2 回目投与以降は Bifidobacteria がほぼ

消滅したことで菌数自体も激減し、腸内細菌科の γ-proteobacteriaや Firmicutes門のバクテリアなどが

大勢を占めていた。 

(2) 腸内細菌叢の組成を用いた数理統計解析  4(1)でリボソームタンパク質に基づく菌叢組成が

16S rRNA遺伝子のアンプリコンとは異なり、菌叢組成を正しく反映していることが示されたので、こ

の菌叢組成を用いて抗生剤投与の有無が異なる双子乳児の腸内細菌叢を比較するため、PCA解析を行

った。その結果、抗生剤投与後の双子乳児 IIの菌叢が投与前の生後 27日と近くなった生後 99日目の

腸内細菌叢は、2 回目以降の抗生剤投

与によって撹乱された生後 110 日〜

151 日の細菌叢と同様に多くのプロッ

トが集約された一群とはかけ離れた

位置にプロットされた(図 2A)。この結

果、1 回目の抗生剤投与から回復した

と思われた生後 99 日目の菌叢には、

明らかな変化が生じていることが示

唆された。そこで、微生物多様性の指

標となる α 多様性指数を調べたとこ

ろ、99 日目の α 指数が明らかに高く、

菌叢の多様性が高いことが示された

(図 3A)。また生後 99 日目は、摂動

の 増 幅 の し や す さ の 指 標 で あ る

reactivity も高く、2 回目以降の抗生

剤 投 与 による影 響 を非 常 に受 けや

すくなっていることが示 唆 された (図

3B)。実 際 、103〜105 日 目 の抗 生

剤投与によって菌数が激減し、Bifidobacteria がほぼ消滅したことから考えても 99 日目の菌叢が非常

に不安定であったと考えられる。次に、腸内細菌叢を構成する微生物間および微生物のホストである

ヒト間の協力度と競争度を調べたところ、生後 99 日目は微生物間、また、ヒトから微生物、微生物

からヒトへの競争度や協力度が低くなっていることがわかった。これは、99 日目の生態系が不安定

なため、微生物間、微生物−ヒト間の相互作用が脆弱化しているためと考えられる。 



(3) 腸内細菌叢の機能ポテンシャルを用いた数理統計解析 抗生剤投与後の生後 99 日目の双子

乳児 II の菌叢組成は、一見すると投与前と比べ大差ないが(図 1)、4(2)の解析から生態系が不安

定な状態であり、大きな変化が生じる予兆を示していた。そこで、菌叢が持つ機能ポテンシャルにも

変化の予兆が検出されるかを調べるため、各サンプル中で充足率が 100%となった各機能モジュー

ルの相対アバンダンス値に基づく PCA 解析を行った。その結果、菌叢組成の場合とは異なり、生

後 99 日目の機能ポテンシャルは、抗生剤未投与のサンプルが集約された近傍にプロットされ、機

能的には未投与の腸内細菌叢に近いことがわかった(図 2B)。これは、菌叢組成の PCA では、優占種

以外の割合としては少ない菌種の多様性の高さが反映されたのに対し、module アバンダンスの PCA では同

一機能を持つ他菌種のアバンダンスの寄与が非常に少ないため、PCA の結果に反映されなかったのではな

いかと考えられる。 

 一方、抗生剤未投与の双子乳児 I と投与後の双子乳児 II 間の比較で module アバンダンスに差が見られた

14 module のうち、最も顕著な変化が見られた module は raffinose/stachyose/melibiose 等のビフィズス菌の生

育に有効なオリゴ糖の取り込み輸送体であった。この module 機能は 2 回目の投与以降消失したが、菌叢が完

全に回復した双子乳児 II の生後 171 日では未投与時と同様に復活した。しかし、171 日目のビフィズス菌の菌

叢組成は投与前と比べ様変わりし、投与前の優占種 Bifidobacterium kashiwanohense が消失したのに対し、

Bifidobacterium dentium が優占種となっていた。これは B. kashiwanohense と B. dentium のこれらオリゴ糖の取

り込み能に違いがあるためと推測されるが、今後実験による検証が必要である。 

(4)	総括	 リボソームタンパク質に基づく菌叢組成の数理統計解析によって、抗生剤投与直後ではなく、3 週

間程度経過後(生後 99 日)に菌叢の多様性が増加し、微生物間、ヒト−微生物間の競争度や協力度の低下と

共に摂動に対する増幅度が大きくなり、非常に不安定な生態系であることが示唆された。つまり、この時期に

再度抗生剤を投与すれば、腸内細菌叢への影響が大きく、回復までに長時間を要すると考えられるが、実際、

今回用いたサンプルでは、生後 103〜105 日に 2 回目の抗生剤投与がなされ、これにより Bifidobacterium の

消滅と共に菌数自体 1/100 にまで激減している。したがって、これらの知見の蓄積が今後の腸内細菌へのダメ

ージの軽減、早期回復へ向けた処方の提言に繋がっていくと考えられる。残念ながら、香川大学から提供され

る予定のサンプル採取が予想外に遅れたため、本研究にける結果の検証、回復モデルの構築はできなかっ

たが、今後の個別化医療を意識した新しい治療支援への大きな一歩となった。	
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