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研究成果の概要（和文）：肥満や糖尿病などのメタボリック症候群様症状を示す生活習慣病にお

いて、近年重要視されている慢性的な軽度の炎症レベルを評価できるバイオマーカーの探索・

同定を目的とし、疾患モデル動物の盲腸・大腸内容物・糞便などに含まれる化合物の LC-MS
分析を行ったところ、疾患モデル群で有意に変動する複数の MS イオンピークが認められた。

今後これらの成果を基にして、生活習慣病モデル動物の糞便、腸管内容物、腸管粘膜組織、血

液を解析し発展型研究を展開していく。 
 
研究成果の概要（英文）：Recent pioneering studies have revealed that intestinal flora was an important 
factor to determine the host phenotype associated with lifestyle-related diseases. Moreover low level but 
continuous inflammation derived from the alteration of intestinal flora appears to contribute to the 
pathogenesis of these serious diseases. Therefore, in this study, we performed chemical and statistical 
analysis of intestinal flora and feces to identify the inflammation biomarkers. We examined conditions 
for the breeding, sample preparations, MS analyses, multivariate analyses, and etc. Using optimum 
condition, harvested samples were subjected to UPLC-TOF-MS or GC-EI-MS. Several MS ion peaks 
were detected as a candidate for inflammation biomarker. Based on these results, further study is in 
progress to identify inflammation biomarker in intestinal tract. 
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１．研究開始当初の背景 
腸内細菌研究は 1919 年の Leeuwenhoek の

腸内菌の発見に始まったとされているが、個
人差が大きい、不変ではない、さらに多く
（75%以上）の菌が培養困難・不可能である
こと等が理由で、これまで腸内細菌の全体像
をつかむことが出来なかった。しかし無菌飼
育装置や次世代シークエンサー等の技術の
進歩に伴い、腸内細菌叢が様々な生体調節機
能の中心的役割を担っていることが明らか
になりつつあり、腸内細菌研究は今後 10 年

の最もホットな研究分野の一つとして注目
されている。その中で、Gordon らによる肥満
症やメタボリック症候群に関する最近の報
告は興味深い。食欲調節ホルモン leptin 遺伝
子に異常のある ob/ob マウスの腸内細菌叢は、
有意に菌組成が野生型と異なっており、ob/ob
マウスの腸内細菌叢を野生型 germ-free マウ
スへ移植すると宿主のgenotypeに依存しない
肥満の表現型を示した。また別の報告による
と、メタボリック症候群の症状を示す toll 様
受容体（TLR）5 欠損マウスの腸内細菌叢の
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移植も宿主の野生型genotypeに依存しないメ
タボリック症候群を引き起こし、抗生物質に
よる殺菌の結果、肥満や過食の症状が抑制さ
れた。このようなメタボリック症候群の症状
は腸内細菌叢の変化に起因していることが
確認され、その腸内細菌叢の変化は食餌内容
（高脂肪など）に依存していることが強く示
唆されている。さらに腸内細菌叢の変化は、
肥満やメタボリック症候群だけでなく現代
の 3 大死因である、がん・心疾患・脳血管疾
患、さらに痴呆など多くの病気と関係してい
ることが指摘されている。その一つの理由と
して、これら疾患の共通リスク要因として炎
症があり、腸内細菌叢の変化に伴う炎症が
様々な疾患を惹起・進行・重症化させること
が示唆されているからである。例えば、遺伝
的要素や高脂肪食等によって変動する腸内
細菌叢（グラム陰性菌）の細胞壁成分である
リポ多糖（LPS）が TLR を介した慢性的な低
レベルの炎症を持続的に誘導し、インスリン
抵抗性を引き起こすメカニズムが提唱され
ている。それゆえ、腸内容物の網羅的解析に
より慢性炎症疾患に関連する化合物の探索
し、その中で起炎性物質が同定できれば、プ
ロ・プレバイオティクスへの応用や栄養指導
や食事療法における有望な疾病予防戦略と
なりえるだけでなく、多くの炎症関連疾患バ
イオマーカーとして非侵襲的な早期診断へ
の利用が可能となる。 
２．研究の目的 

本研究では疾患モデル動物腸内容物のメ
タボロミクス解析を行い、統計学的手法によ
り慢性炎症疾患特異的なバイオマーカー候
補分子群を抽出する。さらにその候補分子群
の中から起炎活性の評価を行い、腸管内炎症
バイオマーカー分子を同定することを目的
とする。 
３．研究の方法 
本研究で行った全ての動物実験は静岡県

立大学における動物実験に関する指針に従
い静岡県立大学倫理委員会の承認を得て行
った。 
まず高脂肪食負荷および糖尿病態による

腸管内容物の変動を捉えることを目的とし
て、5 週齢雄性 KK- Ay/TaJcl マウス及び、対
照群 C57BL/6J マウスを日本クレア社から納
入し単独飼育した。飼育条件は、温度 23±1°C、
湿度 55±5%の空調、照明時間は 7 時から 19
時、消灯時間は 19 時から 7 時とした。1 週間
普通食（CE-2：日本クレア社）で予備飼育を
おこなった後、体重によって高脂肪食群（Fat 
kcal 30 %の高脂肪食 Quick Fat を自由摂取）
と普通食群（標準飼料 CE-2 を自由摂取）に
群分けし、24 週間飼育した。給水は水道水と
した。24 週間飼育後の各マウスより盲腸を採
取した。その一部（20 mg）にアセトニトリ
ル（500 µl）を添加し懸濁後、一晩シェイカ

ー で 撹 拌 し 、 遠 心 分 離 後 上 清 を
UPLC-TOF-MS 解析に供した。分析条件は、
UPLC （ Acquity™, Waters ）、 TOF-MS
（ Micromass LCT Premier™ XE mass 
spectrometer, Waters）を用い、カラムは Acquity 
UPLC™ BEH C18 column (1.7 μm, 100 
mm×2.1 mm i.d., Waters)、カラムオーブンは
40°C、移動相 A は 0.1% 蟻酸を含む超純水、
移動相 B は 0.1% 蟻酸を含むアセトニトリル
を用い、流速 0.4 ml/min で 0-3 分（A : B = 95 : 
5%）、20-25 分（A : B = 10 : 90%）のリニアグ
ラジェント方式で分離を行った。イオン源は
ESI のポジティブモード、検出器は以下の条
件で行った（capillary voltage at 3000 V, sample 
cone voltage at 10 V, desolvation gas flow at 650 
l/hr, cone gas flow at 50 l/hr, source temperature 
at 120°C, desolvation temperature at 350°C, 
mass range m/z 100–2000）。また lock spray に
よる MS 軸補正にはレファレンスとして
leucine−enkephalin（m/z 556.2771）を用いた。
UPLC-TOF/MS 分析によって得られた MS デ
ータは MarkerLynx ソフトウェア（Waters）に
よって以下の条件でピーク検出を行った
（mass tolerance = 0.05 Da; apex track peak 
parameters: peak width at 5% height (seconds) = 
auto, peak-to-peak baseline noise = auto, apply 
smoothing = Yes; collection parameters: intensity 
threshold (counts) = 50, mass window = 0.05, 
retention time window = 0.1, noise elimination 
level = 4, deisotope data = Yes）。検出された
MS イオンピークは主成分解析（PCA）およ
び判別分析（OPLS-DA）に供した。 
さらに食生活の欧米化や、それに伴う炎症

と強い関連がある大腸発がんを引き起こす
化合物の探索を目的として、大腸発がんリス
クの一つである飲酒の影響に注目し、飲酒マ
ウスの糞便分析を行った。ここでは飲酒マウ
スの腸内細菌が生成する成分のうち炎症や
発がん性が指摘されている α-ジカルボニル
化合物の網羅的解析を行った。C57BL/6CrSlc 
マウス雄 10 週齢を日本エスエルシー株式会
社より納入した。飼育条件は、温度 23±1°C、
湿度 55±5%の空調、照明時間は 7-19 時、消
灯時間は 19-7 時の条件下にて、3-4 匹ずつケ
ージで飼育した。納入から 1 週間は予備飼育
とし、給餌はマウス用標準合成試料（CE-2）
を自由摂取させ、給水は水道水を与えた。納
入 2 週目に、体重を測定しコントロール群と
エタノール投与群で差のないよう 3-4 匹ずつ
に群分けした。その後の 2 週間、給水はコン
トロール群には純水を自由摂取させ、エタノ
ール投与群には 20%エタノールを自由摂取
させた。24 時間代謝ゲージにて採糞を行い、
得られた糞試料は水抽出後 o-フェニレンジ
アミンを加え還流冷却下煮沸によりキノキ
サリン誘導体を得た。シリカゲルカラムによ
り粗精製したキノキサリン誘導体画分を遠



 

 

心エバポレイターで濃縮乾固し、酢酸エチル
に溶解し（1 µg/µl）スプリトレス（1.0 µl）で
GC-MSに注入した。GC装置は6850（Agilent）、
MS 装置は 5975（Agilent）を使用した。キャ
リアガスは He（1.0 ml/min）、注入口温度は
158°C、カラムはHP-5MS（30 m × 0.25 mm id、
0.25 µm）を用い、初期温度 70°C で 4 分間保
持し 10°C/min のグラジエントで 300°C まで
上昇させた。イオン化は EI 法を用い、MS イ
オン源 230°C、MS 四重極 150°C で、スキャ
ン範囲は 50-1050 で分析した。 

 
４．研究成果 
まず、世界中で罹患率、罹患者数が共に増

加している糖尿病の腸管内起炎性分子の探
索を行う目的で、糖尿病マウス KK-Ay とその
対照マウス（C57BL/6）を高脂肪食あるいは
普通食の自由摂取にて 24 週間飼育した。各
マウス盲腸内容物のアセトニトリル抽出画
分を UPLC-TOF/MS 分析に供し、得られた
MS ピークの主成分分析（PCA）を行った。 
その結果、食餌含有物（高脂肪）の影響とい
うよりはむしろ糖尿病の進行具合に依存し
た盲腸内容物の成分プロファイルである可
能性が示唆された（図 1）。また判別分析
（OPLS-DA）より、糖尿病群特異的な化合物
（MS ピーク）の抽出にも成功した（図 2）。 

さらに、食生活の欧米化や、それに伴う炎
症と強い関連がある大腸発がんを引き起こ
す化合物の探索を目的として、大腸発がんリ
スクの一つである飲酒の影響に注目し、飲酒
マウスの糞便分析を行った。ここでは飲酒マ
ウスの腸内細菌が生成する成分のうち炎症
や発がん性が指摘されている α-ジカルボニ
ル化合物の網羅的解析を行った。糞便抽出物
中のα-ジカルボニル化合物をo-フェニレンジ
アミンで誘導体化し、GC-EI/MS で分析した
ところ、特異的な開裂パターンを示す α-ジカ
ルボニル化合物を網羅的に検出することに
成功した（図 3）。検出された α-ジカルボニル
化合物は有意ではないものの、飲酒に依存し
た量的変動が認められた。 

このような疾患モデル動物を用いた解析
のなかで、飼育方法（単独飼育、飼料の標準
化）、サンプル調製法（抽出法、誘導体化法）
の検討、分析機器（分離・検出器）の検討、
統計解析法（PCA、OPLS-DA など）について
検討を行った。 
今後これらの成果を基にして、生活習慣病

モデル動物の糞便、腸管内容物（大腸・盲腸・
小腸）、腸管粘膜組織、血液に分析対象を絞
り、先行研究の発展型研究を展開していく。 
 
５．主な発表論文等 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
 

図 1 各マウス（n=2-4）盲腸内容物アセトニトリル抽

出画分の UPLC-TOF-MS 分析によって得られた MS
イオンピークの PCA（主成分分析）。糖尿病病態の進

行に依存した成分プロファイルである可能性を示唆し

ている。 
 
 

 
図 2 高脂肪食 KK-Ay および普通食 C57BL/6j マウ

ス盲腸内容物抽出物の UPLC-TOF-MS 分析によっ

て得られた MS イオンピークの OPLS-DA。 
 

 

 
図 3 エタノール摂取マウス糞便中の α－ジカルボニ

ル化合物（DCC）分析。DCC は o-phenylen diamine
誘導体化し GC-EI-MS で検出した。さらに糞便試料

からは cholesterol などのステロイド化合物も検出さ

れた。 
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