
広島大学・医系科学研究科（薬）・准教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１５４０１

基盤研究(C)（一般）

2021～2019

腸内細菌叢に影響する薬剤の服用による食物抗原の吸収とアレルギー発症への影響解析

Analysis of the effect of drugs affecting the community composition in the 
intestinal microflora on the absorption of food allergens and the development of
 allergy

７０３８９１２０研究者番号：

横大路　智治（Yokooji, Tomoharu）

研究期間：

１９Ｋ０７１６４

年 月 日現在  ４   ５ １０

円     3,400,000

研究成果の概要（和文）：我が国における食物アレルギーの罹患率は増加傾向にある。近年、腸内細菌叢を形成
する常在細菌種の構成比率の変化が、アレルギー疾患の発症に関連する可能性が疫学研究で明らかになりつつあ
る。本研究では、抗菌薬による腸内細菌種の構成比率の変動が、食物アレルギーの発症に関与しているのかをラ
ットモデルで解析した。飲水中にバンコマイシンまたは抗菌薬カクテル（バンコマイシン/アンピシリン/カナマ
イシン）を混合して投与した場合、一部腸内細菌叢の変動が確認された。一方、抗菌薬の投与は、ラットモデル
における卵白アルブミンの感作を低下させることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The prevalence of food allergy has increased in Japan. Some epidemiological 
studies have showed that changes in community composition in the intestinal microflora might cause 
the development of allergic diseases. In this study, we examined the effect of antibiotics including
 vancomycin, ampicillin and kanamycin on the community composition in the intestinal microflora and 
the sensitization to egg white allergen, ovalbumin. As the results, oral administration of 
vancomycin, ampicillin and kanamycin altered the community composition in the intestinal microflora 
partly and decreased the sensitization of ovalbumin in the rat model.

研究分野：医療薬学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の結果では、抗菌薬の服用による腸内細菌叢の変化とアレルギー疾患の増加との関連性を明確に示すこと
ができなかった。一方で、抗菌薬の服用によりOVAの感作は減少傾向を示したことから、ラットモデルにおいて
抗菌薬の服用により変動した細菌種を網羅的に解析することで、アレルギー疾患の予防に有用な知見が得られる
可能性がある。抗菌薬の使用とアレルギー疾患の発症との関連性を明らかにすることで、食物アレルギーの予防
や新規治療法の開発に手がかりが得られるものと期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 我が国における食物アレルギーの罹患率は増加傾向にある。食物アレルギーの罹患率の増加
に関する研究では、遺伝的な要因や「衛生仮説」など環境要因に関する疫学的な報告が多くな
されている 1)。しかしながら、食物アレルギーの発症要因となる決定的な遺伝子は同定されて
おらず、実験動物を用いた基礎的研究も少ないことから、食物アレルギー疾患の増加を裏付け
る決定的な要因は明らかにされていない。 
近年、腸内細菌叢を形成する常在細菌種の構成比率の変化が、炎症性腸疾患や過敏性腸症候
群、糖尿病、肥満、自己免疫疾患および精神疾患などの発症に関連していることが明らかにさ
れている。また、腸内細菌叢における常在細菌種の構成比率の変化は、アレルギー疾患の発症
にも関連することが報告されている 2)。例えば、Björkstén らは 2 歳までにアレルギー疾患を発
症した児では健常児と比較してEnterococcusやBifidobacteriumなどの腸内細菌の検出率が低く、
Clostridiumや Staphylococcus aureusの検出率が高いことを報告している 2)。また、Sonnenburgら
は、長期にわたる腸内細菌叢の変動は次世代においても引き継がれることを報告している 3)。
これらの報告は、腸内細菌叢を形成する常在細菌種の構成比率の変化が抗原の感作を助長し、
数世代にわたる食物アレルギーの発症に関与する可能性を示唆している。 

Peng らを含む多くの研究者により、一部の腸内細菌が消化管のタイトジャンクション（TJ）
の形態維持に関与していることが報告されている 4)。我々はこれまでに、運動負荷や非ステロ
イド性抗炎症薬の服用などの食物抗原の吸収量を増加させる因子が、抗原の感作を助長する可
能性があることを明らかにしてきた。これらの知見から、抗菌薬などの腸内細菌叢を形成する
常在細菌種の構成比率を変化させる薬剤の服用が TJの形態維持に傷害を与え、食物抗原の吸収
や感作を助長させると予想される。しかしながら、抗菌薬による腸内細菌種の構成比率の変動
が、抗原吸収の増加や食物アレルギーの発症に関与していることを動物実験で示した報告はほ
とんどない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、腸内細菌叢を形成する常在細菌種の構成比率に変動をもたらすと考えられる薬
剤の服用が抗原の吸収と感作におよぼす影響を分子・細胞レベルで明らかにすることを目的と
して、抗菌スペクトルの異なるバンコマイシン（VCM）、アンピシリン（ABPC）及びカナマイ
シン（KM）の服用が卵白アルブミン（OVA）の感作におよぼす影響について、ラットモデル
を用いて解析した。 
 
３．研究の方法 
（1）OVAの腹腔内感作におよぼす抗菌薬の影響解析 
感作実験は、図 1に示すプロトコールに従って実施した。生理食塩水に OVAを 4 mg/mLの濃
度になるように溶解した。この溶液を Imject®Alum [10 mg/mL AlOH3, 10 mg/mL Mg(OH)2, Thermo 
Scientific] とともに週 1回の頻度で 3回、雌性 Brown Norway系ラット（4週齢）の腹腔内に 0.5 
mL 投与した。OVA の感作におよぼす抗菌薬の影響を解析するため、感作開始 2 日前より、コ
ントロール群は通常の飲水、VCM 投与群は VCM（500 mg/L）を含む飲水、抗菌薬カクテル投
与群は VCM（500 mg/L）、ABPC（1 g/L） 及び KM（1 g/L）を含む飲水で実験終了（56 Day）
まで飼育した。OVA の感作を開始
後（0 Day）、56 Dayまで 14日間隔
で頚静脈から採血を行い、採取し
た血液を遠心分離することで血漿
を得た。感作の成立は、血漿中の
OVA特異的 IgE及び IgG1抗体価を
測定することで評価した。また、
腸内細菌叢を形成する常在細菌種
の変化を確認するため、抗菌薬の
投与開始前（−2 Day）と実験最終
日（56 Day）の糞便を採取した。 
 
（2）リアルタイム PCRによる糞便中細菌の検出 

QIAamp® Fast DNA Stool Mini Kit（QIAGEN）を用いて、凍結した糞便から全 DNAを抽出し
た。抽出した DNA 中に含まれる全 16S rDNA 量及び Bacteroides、Clostridium coccoides、
Enterococcus spp.、Escherichia coli及び Lactobacillus spp.の 16S rDNA量をリアルタイム PCR法で
定量した。各 16S rDNA量の変化は、実験最終日の糞便試料から得られた Ct値から抗菌薬投与
開始前の糞便試料から得られた Ct 値を減じた値をΔCt とし、各処置における 2-ΔCt値を比較し
た。 
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図 1 OVAの感作と抗菌薬の影響解析プロトコール 



（3）血漿中 OVA特異的 IgE及び IgG1抗体価の測定（ELISA法） 
OVA特異的 IgE及び IgG1抗体価は、ELISA法で測定した。IgEの測定については、1 µg/mLの
抗ラット IgE抗体（MARE-1, GeneTex）で固相化したプレートに 200 倍に希釈したラット血漿を
添加し、ビオチン標識 OVA（2 µg/mL）および 5000 倍希釈した HRP 標識ストレプトアビジン
（Proteintech）と 1時間ずつ反応させた。IgG1の測定については、1 µg/mLの OVA溶液で固相し
たプレートに 30,000倍に希釈したラット血漿を添加した後、100,000倍希釈した HRP標識抗ラ
ット IgG1抗体（Bethyl Laboratories）と反応させた。反応の検出は、基質に 3,3’,5,5’-tetramethyl-
benzidine溶液を用いて 450 nmの波長で測定した。 
 
４．研究成果 
（1）糞便中の 16S rDNA量におよぼす抗菌薬の影響解析 
飲水中に VCM のみまたは 3 種の抗菌薬カクテル（VCM/ABPC/KM）を混合して投与した場
合、感作開始後 56日目で抗菌薬を混合していない飲水を投与した群（コントロール群）との全
16S rDNA 量の有意な差は認められなかった（図 2）。一方、VCM のみを投与した群では、
Escherichia coliの顕著な増加と Clostridium coccoidesの減少が認められた。VCMは Clostridium及
び Enterococcus の一部に対する抗菌作
用を示す薬剤である。したがって、
Clostridium coccoidesの減少は、VCMの
服用による直接的な抗菌作用に由来す
ると考えられる。一方、抗菌薬カクテ
ル投与群においては、Bacteroides と
Escherichia coli の 顕 著 な 増 加 と
Clostridium coccoides の減少が認められ
た。ABPC は Enterococcus に対して、
KMは Enterococcus及び Escherichia coli
に対して、それぞれ抗菌作用を示す薬
剤である。本研究の結果からは、
Bacteroides や Escherichia coli の 16S 
rDNA の量が増加した要因を明らかに
することはできていない。本研究で用
いた抗菌薬の対象となる腸内細菌種が
減少した結果、共生菌により生育が抑
制されていた Bacteroides の数が二次的
に増加した可能性が考えられる。した
がって、抗菌薬の投与による腸内細菌
種の変化と使用した抗菌薬の抗菌スペ
クトルは必ずしも一致しないと考えら
れる。  
  
（2）OVA の感作に及ぼす抗菌薬の影
響解析 

OVAを腹腔内に 3回投与した場合、
投与開始 14 日目より血漿中 OVA 特異
的 IgE 抗体価は増加し、28 日目には一
定値を示した（図 3A）。VCM単独投与
群や抗菌薬カクテル投与群においても
投与 14日目より血漿中 OVA特異的 IgE
抗体価は増加し、28 日目でほぼ定常値
を示した。このとき、VCM単独投与群
や抗菌薬カクテル投与群の OVA特異的
IgE 抗体価は、いずれもコントロール
群の抗体価よりも低い傾向を示した。
一方、両群のOVA特異的 IgG1抗体価は
コントロール群との差は認められなか
った（図 3B）。Russell らは、マウスに
VCMのみを飲水投与した場合、腹腔内
感作後の血清中 OVA特異的 IgE抗体価
が増加したことを報告している 5)。ま
た、疫学調査においても、乳幼児期の
抗菌薬曝露がアレルギー疾患の発症リ
スクを上昇させやすいことが報告され
ている 2)。本研究の結果は、これらの
研究報告と反する結果であった。この

A) 

B) 

図 2 ラット糞便中の各細菌 16S rDNA量におよ
ぼす各種抗菌薬の影響（感作 56日目） 
Mean ± SE (n=10–11). 
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図 3 ラット血漿中の OVA特異的 IgE（A）及び
IgG1（B）抗体価におよぼす各種抗菌薬の影響 
赤線は平均値を示す。(n=10–11). 



原因は不明であるが、ラットとマウス、ヒトの腸内細菌叢を構成する細菌種の違いや抗菌薬の
影響の違いが関与している可能性が考えられる。今後、マウスモデルでも同様の解析を行い、
両者の結果の違いを明らかにする必要があると考える。 

 
（3）まとめ 
本研究の結果では、抗菌薬の服用による腸内細菌叢の変化とアレルギー疾患の増加との関連
性を得ることができなかった。その要因として、抗菌薬の服用による腸内細菌叢の変動がマウ
スやヒトとは異なる可能性が示唆された。一方で、抗菌薬の服用により OVAの感作は減少傾向
にあることから、ラットモデルにおいて抗菌薬の服用により変動した細菌種を網羅的に解析す
ることで、アレルギー疾患の予防に有用な知見が得られる可能性がある。本研究の問題点とし
て、腸内細菌叢を構成する一部の菌種しか解析を行っていないことや、離乳期以降のラットに
対する抗菌薬曝露の影響しか検討できていないことが挙げられる。疫学調査においても、乳幼
児期の抗菌薬曝露がアレルギー疾患の発症リスクを上昇させやすいことが報告されており 6,7)、
今後、乳児期のラットに対する抗菌薬の影響を解析する必要があると考える。さらに、全菌種
を対象とした網羅的解析を行うことで、本研究では検討できなかった他の腸内細菌叢と感作の
影響を解明することが可能である。今後、抗菌薬の使用とアレルギー疾患の発症との関連性を
明らかにし、アレルギー疾患の病態解明につなげたい。 
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