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研究成果の概要（和文）：NICUでのBifidobacerium breve投与方法を検討し、蒸留水に溶解して、安定期は4ml一括投
与する方法が最も安全で効果的と考えられた。また低出生体重児のNICU退院後の腸内細菌叢を調べたところ、生後早期
のB.breve投与が腸内細菌叢として定着したことが証明された。
仔ラットにB.breveを投与したところBifidobacteriumの割合が増加した一方、Bacteroidesの割合の減少を認め、gluta
thione peroxidase 2などの炎症関連分子の発現の抑制を確認した。さらにCXCL13などの発現亢進および組織におけるI
gA産生の亢進を認めた。

研究成果の概要（英文）：To study the efficacy and safety of Bifidobacterium breve (B.breve) on low birth w
eight infant in NICU we examined the optimum way of B.breve administration. 10 extended 9 CFU of B.breve d
issolved 4ml of distilled water should be ingested at once during stable period. Early administration of B
. breve indicated that the microbiota could colonize in the later life of infants.
After B.breve administration, significant increases in the numbers of Bifidobacterium in both the cecum an
d colon were confirmed during the newborn period. The expression of inflammation-related genes, including 
glutathione peroxidase 2 was significantly reduced in the colon during the newborn period. On the other ha
nd expression of CXCL13 and IgA production in the colonic mucosa was significantly increased.
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１．研究開始当初の背景 

近年の新生児医療の充実により低出生
体重児の生命予後は、たとえ 1000g 未満の
極低出生体重児であっても極めて良好とな
っている。しかしながら、児のインタクト
サバイバルを目指すためには、十分な栄養
の供給と、感染症や児の未熟性に起因する
種々の合併症を防止することが非常に重要
と考えられる。 

その意味から、低出生体重児の消化管機
能を改善し、感染予防効果を有し、新生児
壊死性腸炎（necrotizing enterocolitis: 
NEC）や消化管アレルギーの発症を抑える
ことが知られているプロバイオティクスの
投与が、現在多くの施設で行われている。
最近、プロバイオティクスの安全性や有効
性などについて全国61のBifidobacterium 
breve（B.breve）の投与を行っている新生
児関連施設にアンケート調査を行ったとこ
ろ、安全性は確立されているもののその有
用性あるいは有効な投与方法は、未だ検討
を要するという結果であった（久田, 清水. 
第 10 回新生児栄養フォーラム, 2010）。 

プロバイオティクスについての研究に
関して、これまでに私たちは低出生体重児
を対象に B.breve の投与により正常な腸内
細菌叢の早期確立が望めること（Li, 
Shimizu, et al. Pediatr Int, 2004）、NEC
や重症感染症の予防が可能であること
（Satoh, Shimizu, et al. Int J Probiotics 
Prebiotics, 2007）、短鎖脂肪酸である酪酸
の産生を抑制すること（Wang, Shimizu, et 
al. J Pediatr Gastroenterol Nutr, 2007）
などを報告してきた。その結果、低出生体
重児に対してプロバイオティクスの投与が
有用であるメカニズムとして、腸管内で腸
内細菌によって産生される短鎖脂肪酸の役
割が大きいことが予測されたが、現在まで
のところ海外における報告も含め、プロバ
イオティクスの有用性に多彩な生理作用を
有する短鎖脂肪酸が果たす役割についての
詳細な検討は見当たらない。 

短鎖脂肪酸は消化管において、腸粘膜細
胞のエネルギー源となるほか、腸管運動、
粘膜血流、水・電解質トランスポート、さ
らには免疫応答の調節など様々な生理作用
を有することが知られているが、最近にな
って、遊離脂肪酸受容体（free fatty acid 
receptor:FFAR）に作用してそれらの生理
作用を発揮することが明らかとなっている。
しかしながらプロバイオティクスの投与が、
それらの受容体の発現にどのような影響を
及ぼしているかは現時点で不明であり、私
たちがこれまでに行ってきた DNA 
microarray assay を用いて、短鎖脂肪酸受
容体に加え上皮成長因子や tight junction
構成蛋白、あるいは抗炎症性シグナル伝達

分子の発現を多角的に検討することによっ
て、プロバイオティクスの有用性を短鎖脂
肪酸との関係から証明することも可能と考
える。 
そこで今回、低出生体重児とくに極低出

生体重児に対するプロバイオティクス投与
の有用性ならびに有効な投与方法の確立を
目指し、そのメカニズムとして短鎖脂肪酸
が果たす役割について検討することを目的
に、本研究の計画に至った。 
２．研究の目的 
（1）未熟仔・新生仔ラットを用い、ビフ
ィズス菌および乳酸菌を投与して、分子生
物学的手法により大腸粘膜における短鎖
脂肪酸受容体（FFAR ファミリー）および
上皮成長因子や tight junction 構成蛋白な
どの発現、炎症性および抗炎症性シグナル
伝達分子の発現への影響を明らかにする。
さらに、この結果を踏まえて、腸粘膜の成
熟や抗炎症効果が期待される短鎖脂肪酸
の種類を明らかにする。 
（2）Confluent 状態に達する前の腸粘膜細
胞 T84 を用いてビフィズス菌や乳酸菌が
産生する乳酸および短鎖脂肪酸が、管腔/
基底間電気抵抗（trans-epitherial 
electrical resistance:TEER）に与える影響
を検討することにより、短鎖脂肪酸の腸粘
膜バリヤー機能に及ぼす影響を明らかにす
る。この結果から、未熟な腸管機能の改善
および腸管 integrity の維持が期待できる
短鎖脂肪酸の種類や量を明らかにする。 
（3）出生体重 1500g 未満の極低出生体重
児を対象として、ビフィズス菌および乳酸
菌とともにビフィズス菌増殖因子を投与し、
糞便中ビフィズス菌、乳酸菌および糞便中
短鎖脂肪酸の同定と定量を行い、投与菌や
その増殖因子の種類や量の違いによる腸管
で産生される短鎖脂肪酸の種類や量の違い
を明らかにする。これらの結果を踏まえて、
理想的な腸管内での短鎖脂肪酸の産生を得
ることができるプロバイオティクスおよび
プレバイオティクスの至適投与量や種類を
明らかにする。 
以上の動物実験、細胞培養実験、および臨
床研究を研究期間の 3 年間で順に行い、低
出生体重におけるプロバイオティクス投与
の有用性のメカニズムと有効な投与方法を、
短鎖脂肪酸およびその受容体発現の観点か
ら明らかにしていく。さらに、分子生物学
的検討や培養細胞を用いた検討の結果から、
新たに明らかとなった短鎖脂肪酸の種類や
量に関する知見に関しては、その結果を反
映させながら実際に低出生体重児を対象と
した臨床検討において、投与するビフィズ
ス菌や乳酸菌、あるいはビフィズス菌増殖
因子の投与方法などを再検討し、最も効率
の良い投与方法の検討を行っていく。 



臨床研究における低出生体重児に対する
プロバイオティクスの有用性では、NEC
や感染症の予防、あるいは消化管機能の改
善といった児に対する有効性が報告されて
いるが、そのメカニズムを証明した研究は
非常に少なく、短鎖脂肪酸およびその受容
体発現の観点から検討した報告はない。従
って本研究は学術的にも意味のある独創的
な検討と考えられる。 
短鎖脂肪酸受容体として知られている

FFAR ファミリーのうち、近年オーファン
G 蛋白共役型受容体のリガンド探索の結果
同定された GPR（G-protein coupled 
receptor）43 が、腸内細菌叢との相互作用
で腸管における炎症応答を調節しているこ
とが報告された（Maslowski, et al. Nature, 
2009）。今回の検討において DNA 
microarray assay を用いて、GPR43 を含
め炎症に関与するシグナル伝達分子の発現
を検討することにより、プロバイオティク
スの有用性を分子生物学的手法により証明
するものであり、先駆的で学術的にも価値
の高い研究と考える。 
さらに、腸粘膜細胞 T84 を用いた短鎖脂

肪酸の腸管粘膜 integrity に対する機能的
解析では、通常は confluent 状態で行う実
験を pre-confluent 状態で行うことによっ
て、tight junction が未成熟である低出生
体重児を想定した検討が可能であり、この
培養実験系の確立により腸管粘膜
integrity の発達過程を観察することは、こ
れまでに報告のない独創的な研究と考える。 
本研究の最大の特徴は、日常診療におけ

る重要な課題について、全国アンケートを
行って得られた結果をもとに、まず分子生
物学的手法を用いて得られた結果（プロバ
イオティクスの効果に関与する短鎖脂肪酸
の種類）および細胞培養実験により得られ
た結果（粘膜細胞の integrity 維持に必要
な短鎖脂肪酸の種類および量）から、臨床
研究を行ってプロバイオティクスの有効な
投与方法をビフィズス菌増殖因子の種類や
量を含め、理想的な腸管内での短鎖脂肪酸
の産生を目的として検討していくことであ
る。今回得られた結果を臨床の場に還元す
ることにより、低出生体重児のインタクト
サバイバル率の向上が期待されることから
も、本研究は社会的にも貢献度の高い検討
と考える。 
３．研究の方法 
（1）未熟仔ラットを用いた分子生物学的
検討 
 妊娠ラット（Wistar 系）を麻酔下で帝王
切開し、在胎 20 日で未熟仔ラットを出生
させ、呼吸および体温管理を行いつつ胃瘻
を造設する。以後、温浴槽を用いて保温お
よび保湿に努め、胃瘻よりミルクを注入し

て飼育を行っていく。対照とし満期（在胎
約 21 日）で出生したラットを用い、同様
に胃瘻を造設して飼育を行う。 

B.breve および Lactobacillus casei
（L.casei）をそれぞれラット用人工乳に
108、5×108、109CFU/日の割合で添加して
飼育し、生直後および生後 3、7 日にペン
トバルビタール投与にて呼吸を停止させ、
小腸および大腸粘膜を採取し凍結保存する。
さらに酪酸の prodrug である Tributyrin
（0.5g/kg）の投与を各群で行い、同様に腸
管粘膜を採取する。 
 摂取した腸管粘膜からmRNAを抽出し、
cDNA を作成した後、DNA micoarry assay
を用い、FFAR（GPR40、41、43、120）、
IGF-Ⅰ、EGF、occludin、clandin、Stat、
Cox、Smad、NF-κB、PPAR-γ、Resolvin
などの発現を網羅的に捉え、real time 
PCR 法を用いてその発現を確認し、未熟仔
ラット群と対照群とで比較を行う
（Yamakawa, Shimizu, et al. 2nd ASPR, 
2006）。 
（2）Pre-confluent 状態の T84 細胞を用い
た粘膜細胞 integrity の検討 
 ヒト大腸癌由来 T84 細胞を transwell 上
で培養し、顕鏡法および volt-ohm meter
による TEER 値から confluent 状態に達す
る前の 3 日間を pre-confluent 状態として、
この期間で実験を行う。また対照として
confluent 状態でも同様の実験を行う。 
 Pre-confluent 期間の 3 日間で、ビフィ
ズス菌が産生する乳酸、酢酸、プロピオン
酸、酪酸を培養液（管腔および基底側）に
それぞれ 1、5、10μg/mlとなるように添加
する。 
 Volt-ohm meter を使用して TEER を
pre-confluent 状態の 3 日間で測定し、
permeability（tight junction 機能）の基礎
値を調べ、さらに pemeability 亢進作用を
有する IFN-γ（10ng/ml）の基底側への添
加による TEER 値の変化を検討する（金子，
清水，他．第 30 回日本小児栄養消化器肝
臓学会，2005）。また、管腔側から基底側
の蛍光色素標識物質（fluorescein 
sulfonate: FS，MW478 および
FITC-dextran: FD-4, MW440）のクリアラ
ンスの基礎値および IFN-γ刺激によるク
リアランスの変化も同様に検討する。 
（3）低出生体重児を対象としたプロバイ
オティクスの有用性の検討 
分子生物学的検討および培養細胞を用い

た検討から得られた結果をもとに、上皮成
長因子、tight junction 構成蛋白、抗炎症
因子の発現および粘膜細胞の integrity 維
持に関与する短鎖脂肪酸をそれぞれ同定し、
低出生体重児の腸管内でそれらの短鎖脂肪
酸が最も効率よく産生されるプロバイオテ



ィクスの投与方法を検討する。 
（4）対象:両親の同意を得て、当科 NICU
に入院となった出生体重 1500g 未満の極
低出生体重児 40 例を対象とする。 
方法：対象を現在臨床の場で投与されてい
る量と同量の B.breve（5×109CFU/日）の
みを投与する群と、ビフィズス菌増殖因子
として知られるフラクトオリゴ糖（5g/kg/
日）、ラフィノース（5ｇ/kg/日）、またはラ
クトフェリン（0.5g/kg/日）を B.breve と
同時に投与した群の計 4 群（各群 10 例）
に分けて検討を行う。 
 B.breve 投与前および投与後 2 週、4 週、
8 週に採便を行い、糞便中短鎖脂肪酸分析
を HPLC 法にて行い（Wang, Shimizu, et 
al. J Pediatr Gastroenterol Nutr, 2007）、
便中細菌の分析を定量的RT-PCR法にて実
施する（Wada, Shimizu, et al. J Appl 
Microbiol, 2010）。さらに各群における糞
便中短鎖脂肪酸濃度と糞便中細菌、腸管感
染症、敗血症、NEC、アレルギー症状など
の発症率との関係および血中エンドトキシ
ン値、高感度定量的 RT-PCR による血中腸
内細菌（Enterococcus, 
Enterobacteriacease, Clostridium, 
Bifidobacterium, Staphylococcus, 
Streptococcus, Pseudomonas など）の検出
率との関係を検討する（Sakaguchi, 
Shimizu, et al. J Clin Microbiol, 2010）。 
４．研究成果 
（1）まず我が国における NICU のプロバイ
オティクス使用の現状について把握するた
めに、2 年前に行った一次アンケートをもと
に二次アンケート調査を施行した。その結果、
B.breve 投与の適応は 1500g 未満の極低出生
体重児であり、経腸栄養開始時から投与が多
く、1 日量としては、0.5～1 包（0.6～1.2g）、
蒸留水に溶解する場合が多いが、母乳や人工
乳に溶解する施設もあり投与期間は施設ご
と様々であった（図 1、2）。 
 そこで、安全かつ効果的な B.breve 投与方
法を検討し、浸透圧を上昇させず菌数の減少
を抑えられる投与法として溶解するものを
母乳、人工乳、蒸留水に分け、溶解後の生菌
数に及ぼす保存期間や pH の影響をまず確認
した。次に、溶解による浸透圧への保存時間
の影響を検討し、1 日 1 包（109CFU）を蒸
留水に溶解して初期は 0.5ml/回で 8分割投与、
安定期は 4ml 一括投与する方法が最も安全
で効果的と考えられた（図 3、4）。 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（2）出生直後および離乳期の仔ラットを対
象に、プロバイオティクスを投与した群とそ
うでない群の腸管粘膜における免疫関連分
子の発現を microarray、RT-PCR、免疫組織
染色を用いて比較検討した。仔ラットに
B.breve を投与したところ Bifidobacterium
の割合が増加した一方、Bacteroides の割合
の減少を認めた（図 5）。Microarray および
RT-PCR を用いた炎症性シグナル分子の発現
については、新生児期の仔ラットに B.breve
を投与した際、glutathione peroxidase 2 な
どの炎症関連分子の発現の抑制を確認し、そ
の抗炎症効果が示唆された（図 6）。さらに、
リンパ濾胞の増殖因子である CXCL13 など
の発現亢進および組織における IgA産生の亢
進を認め（図 7）、免疫寛容の誘導により適し
た環境が誘導されていることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（3）近年、腸内細菌叢の変化によって、消
化管免疫応答に違いが生じ、新生児や乳幼
児における感染症の発症やアレルギー疾患
の罹患率に差が認められるとの報告が成さ
れている。そこで B.breve を生後早期から
投与した低出生体重児の NICU 退院後の
腸内細菌叢を調べたところ、投与菌である
B.breve が多量に糞便から検出された。既
に B.breve の投与を行っていない状態で糞
便中から検出されたことより、生後早期の
B.breve 投与が腸内細菌叢として定着した
ことが証明された（表 1、図 8）。また、プ
ロバイオティクス群の腸内細菌叢はコント
ロール群と比べて Bifidobacteriaceae、
Enterococcaceae が高く、
Enterobacteriaceae が低いことがわかっ
た（図 8）。今後これらの児がどのような感
染・免疫応答を示すかについて検討してい
くことで、プロバイオティクスの有用性を
検討することは興味深いと思われた。 
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