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研究成果の概要（和文）： 40週令のウィスター系のオスラットを、セルロース10％、5％、2％含有した餌で1週間飼育
した。セルロースの多い餌で飼育したラットの肝臓の遺伝子発現は、脂質合成系が抑制されるということが示された。
また、肝臓の脂質の分析結果では、総コレステロールの含有量が、セルロースの摂取を多くすると増加したが、血中濃
度はセルロースの量には依存しなかった。腸内細菌叢は食物繊維の摂取量の違いで、有意に変動が認められた。

研究成果の概要（英文）：In 40-week-old male wister rats reared for one week with food containing 10%, 5%, 
and 2% cellulose as dietary fiber, suppression of lipid synthesis system was seen in the gene expression o
f the liver.  Although , in regard to lipid levels in liver, the total cholesterol level was seen to signi
ficantly increase by increasing the intake of cellulose. Also, a significant variation in the intestinal f
lora due to the variation of dietary fiber intake was detected. The observation of the change in gastroint
estinal gene expression due to the amount of cellulose intake is the  report which shows that cellulose th
at is not absorbed into the body has a function to indirectly control the gene expression in the body.

研究分野：

科研費の分科・細目：

総合領域

キーワード： 食物繊維　腸内細菌叢　DNAマイクロアレイ　ラット

生活科学・食生活学



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

1. 研究開始当初の背景 
（１）食物繊維はながらくヒトが消化酵素を
もたないので、その研究は腸内細菌叢の変化
や、血中の成分変化に重点が置かれていた。
血糖値の上昇遅延や、血中コレステロールの
濃度の低下という作用が見いだされていた
のは、それら糖質や脂質と食物繊維が物理的
な吸着により体内に吸収される栄養素の量
が異なり、その結果、血中の値に反映される
と考えられていた。 
 
（２）しかし近年疫学調査の結果から野菜や
果物を多くとると、心疾患の患者で血中濃度
が高くなるPAI-1の血中濃度が低くなるとい
う報告や、高脂肪食で飼育したマウスで乾燥
野菜の添加により、アディポカインである、
レプチンやPAI-1の脂肪組織での発現量が変
化したとの報告があり、食物繊維が単に物理
的な作用だけではなく、他の生理作用がある
のではないかと考えられた。 

 
２．研究の目的 
(1)食物繊維が物理的な吸着や腸内細菌叢の
変化だけでなく、一部腸内細菌で分解され、
もしくは生成した物質が、体内に吸収される
事により、未知の生理作用を発揮しているの
ではないかと考えた。本研究は動物を使った
栄養学実験で、食物繊維による腸内細菌叢の
変化と血清 PAI-1量、臓器での遺伝子発現の
変化との相関関係を検討しようというもの
である。予備実験では、ラット肝臓の DNA
マイクロアレイの解析結果により、食餌中の
食物繊維の量により遺伝子発現変化を起こ
す事が明らかになった。これは単に栄養素の
吸収に差があったためか、腸内細菌叢の変化
により生成した物質が一部吸収されて、遺伝
子発現調節にも変化をもたらせたのかどち
らかである事が、考えられた。 
 
(2) 予備実験の結果から、血清 PAI-1 量が食
物繊維の食事中の量により、変化をする事が
わかったが、それが肝臓で産生されものか、
血管内皮で産生されるものか、脂肪細胞由来
のものかを明らかにする目的で、RT-PCRを
行う事により各臓器での PAI-1の mRNA発
現量の変化を検討した。 
 また、腸内細菌叢と遺伝子発現の網羅的
な解析を相関させて考察することは今まで
行なわれておらず、これらの事が分かれば、
個々の食物繊維の詳細な検討が進み、今ま
で、非栄養素として研究が進まなかった領
域にスポットがあたり、研究が加速すると
考えられた。さらに、いままで物理的な吸
着で、血中の脂質量や血糖値の上昇を緩慢
にするという面でのクローズアップのされ
方をしてきた食物繊維が、PAI-1 のように
腺溶系で重要な働きをしている物質の産生
に関与する事がわかってきたので、食物繊
維のもつ新たな機能の面での研究、推奨量の
検討など、あらたな研究が行われる必要があ

ると考えられる。 
 
３．研究の方法 
（１）動物飼育 
 40 週令の Wister 系の雄ラット 21 匹を用
いた。食物繊維として日本 LSG 社のセルロ
ースを使用し、2％、5％、10%含有量になる
ように AIN-93M のセルロース抜きの飼料に
加え調整した。予備飼育のセルロース５％飼
料で一週間飼育したのちに、平均体重が同じ
になるように３群に分け、試験飼料で更に一
週間飼育した。 
 
（２）DNAマイクロアレイ 
 ラットの肝臓と小腸上皮細胞から isogene
もしくは TRIzol で totalRNA をそれぞれ
抽出し、bioanalyser にて totalRNA の質
と量を検討した。次に Affymetrix 社の
cDNA合成キット、ラベリングキットを用
いて mRNAを鋳型にして cDNA、さら
にビオチン化とともにプローブとなる
cRNA を合成した。それを Affymetrix
社の GeneChip Rat Genomerat 230 
2.0Array に各ラットの cRNA のプロー
ブをハイブリダイズした。同社のラット
のチップには約３万個の遺伝子が搭載され
ている。同社の Fluidisc Station 450にて
プローブを蛍光標識し、Gene chipR 
scanner 3000て検出した。得られた CEL
ファイルを用い、統計環境 R にて DFR、 
qFARMS、 RMA、 MAS5 のいずれかに
よる正規化を行なった。その後、2%と 5%
との２群間比較解析を実施し、FDR（false 
discovery rate）＜0.05 と判定されたプロ
ーブセットを抽出した。 
 
（３）血清分析 
 各ラットの血清は解剖時に処理し、実験す
るまで−80℃で保存した。PAI-1については、
molecular innovation 社製の Kitを用いた。 
血中の成分分析は長浜にあるオリエンタル
酵母(株)長浜研究所・長浜ライフサイエンス
ラボラトリー社に送付し、総コレステロール、
LDLコレステロール、HDLコレステロール、
中性脂肪、アルブミン、GOT、GPT、LDH、
LAP、γ-GT、コリンエステラーゼ、グルコ
ース、Fe、 P、 Ca、 Cl、 K、Na、IP、
CRE、BUN、 A/G、TBA、T-BIL、BIL-F
について測定を依頼した。 
 
（４）腸内細菌叢の解析 
 盲腸内容物を採取し、存在する菌からゲ
ノム DNAを抽出し、FAMで末端標識した
プライマーで16S rRNA遺伝子の特定の領
域を PCRで増幅後、制限酵素であるHhaI 
MspI 処理を行なった。次に、その断片を
ABI のキャピラリー電気泳動装置で FAM
を含む断片を分離し、DNA 断片長毎の蛍
光強度（ピーク面積）を得た。これをもとに、ラ
ットの個体毎に、各 DNA 断片長の蛍光強度



の比率（ピーク面積比）を算出した。そのうち、
全体の 2%以上のピーク面積比を持つ DNA
断片長のデータのみを解析に採用した。その
得られたデータは、個体別に DNA 断片ごと
のピーク面積比（2%以上のもののみ）を算出
して多変量データとして結果を得た。次に、多
変量解析手法の一つである主成分分析
（ principal component analysis: PCA ）を
実施し、食物繊維量の違いによるラットの腸内
細菌叢について各群がクラスターを形成する
か検討した。 
 
（５）RT—PCR 
 今回の実験ではラットの脂肪細胞から
total RNA を抽出し、アディポカインである
アディポネクチン、レプチンについておこな
った。TaqMan Gene Expression Assays system
を 用 い 、 Applied Biosystems 社 の
RT-PCR(step one)を用いて解析した。各サン
プルは、３連で行い、検量線や、各プライマ
ーの増幅効率について検討し、値を出した。 
 
（６）肝臓の脂質分析 
 論文作成にあたり、生体内の脂質代謝に関
しての情報を得る目的で、秋田にあるスカイ
ライトバイオテック社に肝臓を送り、胆汁や
各種コレステロール、中性脂質の分析を依頼
した。 
（７）ペクチン食での検討 
 食物繊維は野菜等の含まれる不溶性のセ
ルロース以外に、果物に含まれるペクチンな
ども日常に摂取する食物繊維として摂取量
の多いものがある。そこで、セルロースの代
わりにペクチンを含んだ食餌で飼育し、
PAI-1,レプチンについてELISAによる血液分
析を行った。ペクチン含有量がセルロースと
同様の量の餌を調整し、ラットの飼育を行っ
た。解剖の後、血清を調整しアディポカイン
について血液分析を行い、セルロースの結果
と比較した。DNA マイクロアレイは予算の関
係から、未試行である。 
 
４．研究成果 
（1）体重及び摂食量 
 食物繊維の量を変化させて、１群７匹ずつ
３グループで飼育したが、どの固体も体重は、
毎日わずかながらであるが、同様に増加し、
各群間の体重における有意差は認められな
かった。また、食餌の摂食エネルギー量にも
有意差が認められなかった。この事から、10%
の食物繊維量が体重増加に影響しない事が
わかった。 
 
（２）DNA マイクロアレイ 
 ラットの肝臓、脂肪組織からそれぞれのラ
ット、臓器毎に得られた結果は、Affymetrix
社のプロトコールに従い、マイクロアレイデ
ータ（CEL ファイル）を取得した。統計解析
のソフト Rを用いて解析し、正規化は Factor 
Analysis for Robust Microarray 

Summerization のデフォルト手法である
qFARMS 行ったが、群間でのクラスターは明確
には分かれなかったが、食物繊維の多い群に
関しては、まとまる傾向にあることがわかっ
た。発現変動遺伝子に着目できる Rank 
Products 法を用い、さらに Gene enrichment 
analysis の結果、食物繊維の多い群に着目す
ると、肝臓では、脂肪のβ酸化、コレステロ
ールの生合成、抗アポトーシスなどに関わる
遺伝子の割合が有意に高まっている事が確
かめられた。これらは、現在個々の代謝経路
に関する検討を行い、各々の酵素の遺伝子変
動について詳細に検討を行っている。小腸の
上皮細胞についても同様に Affymetrix 社の
チップで検討を行ったが、食物繊維量の違い
による、肝臓のような遺伝子の発現変動の顕
著な違いは認められなかった。 
 
(3)血液分析 
 長浜ライフサイエンスラボラトリーに依
頼した血液分析を行った結果を群毎に、
Turkey’s -test を行った結果、食物繊維の
量により、血中の各分析項目での有意差はみ
られなかった。食物繊維量が多すぎると、ミ
ネラルの吸収が悪くなり、血中のミネラルの
値が減少するが、各群のミネラルの値にもほ
とんど差が見られず、今回設定した 10%食物
繊維の量は過剰ではない事が証明された。血
液分析は、業者に委託分析を行った以外に、
ELISA の Kit を用いて解析したが、インスリ
ン量は 5％が高く、次いで 10％群、2％群と
続いた。PAI-1 については、食物繊維の量が
多くなるほど、血中濃度は高くなった。レプ
チンについては、有意差が認められなかった
が、2％群がやや高い傾向があった。 
 
（4）腸内細菌叢の検索 
 糞の個数は食物繊維量に比例して増加し、
2%と 10%ではほぼ２倍であった。それぞれの
個数をTurkey’s—testを行ったところ、２％
と 10%だけでなく、2%と 5%、5%と 10%でも有
意差のある日が多かった。解剖時に採取した
盲腸内容物中の菌から抽出した16SrRNAを鋳
型にした T-RFLP 法で得られた結果をマイク
ロアレイと同じ手法で階層的クラスター解
析を行ったところ、それぞれがクラスターを
形成し、食物繊維の量によって菌叢が違う事
が判明した。これは予備実験の結果では、食
物繊維が少ない群では腸内細菌の種類が多
く、多い群では少ないという結果であったが、
それらを反映している可能性が示唆された。 
 
（５）RT—PCR 
 ELISAで解析したPAI-1,レプチンについて
は、主に脂肪細胞で合成されるアディポカイ
ンであるので、脂肪細胞からRNAを抽出して、
RNA レベルでの遺伝子発現の量的な変化を調
べた。PAI-1 は食物繊維が多いほど発現量が
少なくなる傾向である事がわかった。PAI-1
の血液分析の結果は、脂肪細胞の RT-PCR の



結果と違う事から、血中の PAI-1 の濃度は、
脂肪細胞だけでつくられるのではなく、血管
内皮細胞と肝臓由来のものの貢献も大であ
ると考えられたが、DNA マイクロアレイの結
果から肝臓でのPAI-1の遺伝子の発現には差
が見られなかったことから、血管内皮で作ら
れるPAI-1量が血液濃度に貢献していると考
えられた。今回の結果は疫学調査の結果と反
対であるので、今後更なる検討が必要と思わ
れた。アディポネクチンやレプチンは差があ
まりなかったが、いずれも個体差が大きく、
増加や減少傾向である程度に留まった。 
 
（６）肝臓の脂質分析 
 DNA マイクロアレイでの結果から、脂質代
謝に影響がある事がわかったが、血液分析の
結果では、脂質成分の血中濃度は有意差が見
られなかった事から、肝臓中の脂質成分に違
いが見られるのではと考えて、当初の計画に
はなかった肝臓中の脂質分析を行った。その
結果、総コレステロールの値が食物繊維の量
が多いと増加傾向であった。これは、肝臓の
DNA マイクロアレイの脂質代謝の抑制の結果
と照らし合わせると、ちょうど反対の結果と
なり、生体内の代謝のダイナミックな変動の
一端が伺えた。 
 
（７）ペクチン食での検討 
 セルロースと同様の濃度のペクチンを含
んだ飼料で飼育したラットの血液中のレプ
チン濃度は、ペクチンの量が２％、5％では
殆ど変化がなかったが、10％食で血中濃度が
減少した。また、PAI-1 量は食物繊維の量が
増えるほど血中濃度の増加がみられた。これ
は、セルロースとほぼ同様の結果が得られ、
食物繊維の摂取がPAI-1量を増加させるとい
う、疫学調査の結果とは違う結果になった。
そもそも、PAI-1 の血中濃度の最適量につい
ては不明であり、心疾患の患者のPAI-1量は、
健常人の 4-5 倍であること、最近の研究で肝
臓の再生にはPAI-1の発現が必要な事などが
報告されていて、食物繊維の増加で増えた
PAI-1 量が、健康に不利になる量であるかは
不明であり、今後の検討課題である。 
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