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研究成果の概要（和文）：無菌マウスにヒト唾液細菌叢を投与作成したノトバイオートマウスの経時糞便細菌叢の16S 
rRNA遺伝子とメタゲノム解析、及び同マウスの大腸粘膜固有層の炎症性T細胞のフローサイトメトリー解析を行った。
その結果、20～30菌種がマウス腸内で常在性を持ち、元の唾液細菌叢に比べてこれら細菌種は豊富な炭水化物代謝関連
遺伝子と少ない酸化ストレス耐性関連遺伝子を有していた。また、いくつかのマウスでは炎症性T細胞の蓄積が観察さ
れ、その誘導と有意に関連する細菌種を特定した。これらの結果から、ヒト唾液には腸内常在性をもつ細菌種が存在し
、そのいくつかは宿主の炎症応答を誘起する作用をもつことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We examined the bacterial composition and genes by analyzing 16S rRNA gene and met
agenomic data obtained from the fecal microbiota longitudinally collected from gnotobiotic mice constructe
d by inoculation with human salivary microbiota. Also, we measured inflammatory T cells of the mouse intes
tinal lamina propria by flow cytometry. We found 20~30 bacterial species stably colonizing the mouse intes
tine. The metagenomic analysis revealed that these saliva-derived microbial communities were enriched with
 genes for carbohydrate metabolism but depleted in genes related with oxidative stress tolerance as compar
ed with human salivary microbiota. We also observed the accumulation of colonic inflammatory T cells in se
veral mice, and identified bacterial species that were significantly associated with the accumulation of t
he T cells. These data suggested that some human salivary microbes stably colonize the mouse intestine and
 have the ability of eliciting the host inflammatory response.
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１．研究開始当初の背景 
	 今日のヒト常在菌叢研究の世界的な推進
により常在菌叢の様々な実態が明らかにな
りつつある。これらの研究から、とくに、腸
内細菌叢は疾患や様々な生理状態と密接に
関連することが明らかとなり、医学・生理学
的に極めて重要な生態系であることが認識
されて来ている。 
	 申請者らは国際ヒト常在菌叢コンソーシ
アムのメンバーとして、メタゲノム解析等を
用いた腸内細菌叢を含むヒト常在菌叢の生
理機能の研究を長年進めている。その中で、
申請者らは炎症性腸疾患（IBD）において消
化器系の病変部位とは遠隔にある口腔（唾液）
の常在菌叢異常を発見した（Said HS他：DNA 
Res., 2014）。この発見と唾液が消化管に常時
流入するという事実から、IBDの腸内細菌叢
異常と唾液細菌叢異常との関連が示唆され
る。このような口腔—腸内細菌叢間の関連性
を調べた研究はこれまでに皆無に等しく、こ
の関連性を証明するには、唾液中に腸内で常
在性をもつ細菌種が存在することを示すこ
とである。そこで、本研究では、腸内常在性
を有するヒト唾液由来細菌種の同定及びそ
の機能的特性を調べた。 
 
２．研究の目的 
	 本研究では、腸内常在性を示す唾液中の細
菌種の有無を明らかにするために、ヒト（健
常者、IBD患者）唾液細菌叢を無菌マウスに
接種したノトバイオートマウス（ヒト唾液マ
ウス）を作成し、そのマウスから経時的に採
取した糞便細菌叢を次世代シークエンサー
により 16S rRNA遺伝子解析することで、糞
便中で長期に安定して生息する細菌種（腸内
常在性細菌種）の存在を証明し、さらに、そ
れら細菌種の細菌学・分類学的特徴ならびに
遺伝子組成や代謝系に関する機能的特徴を
解明する。 
 
３．研究の方法 
（1）ヒト唾液細菌叢をもつノトバイオート
マウス（ヒト唾液マウス）の作成：無菌マウ
ス（5 週齢の C57BL/6 または BALB/c）にゾ
ンデを用いてヒト唾液細菌叢サンプルを胃
底部に接種した（n=3〜4／サンプル）。これ
らマウスを独立した無菌アイソレーター中
で 6〜8週間飼育した。 
 
（2）経時的糞便の採取と細菌叢 DNA の調
製：接種後、１週間おきにマウス糞便を採取
した。採取した糞便から酵素法（Morita H他：
Microbe Environ., 2007）により細菌叢 DNAを
調製した。 
 
（3）次世代シークエンサーを用いた 16S 
rRNA 遺伝子のシークエンス解析：申請者ら
が開発したプライマー27Fmodと 338Rを用い
て 16S rRNA遺伝子の可変領域 V1-V2領域を
PCR増幅し、得られたアンプリコンをロシュ

社 454シークエンサーを用いてシークエンス
した（Kim SW他：DNA Res., 2013）。得られ
た高精度配列データ（2,000 リード／サンプ
ル）を UCLUST で閾値 96%配列類似度でク
ラスタリングし、各リードを operational 
taxonomic units (OTUs)に分類した。ついで、
得られた OTUsをデータベース検索し、菌種
帰属（門、属、種レベル）、菌種組成解析、
系統樹作成等の情報学的解析を行った。 
 
（4）次世代シークエンサーを用いたメタゲ
ノム解析：ライフテクノロジー社 Ion PGMを
用いて細菌叢 DNA をメタゲノム解析した
（Kurokawa K他：DNA Res., 2007）。本解析
では、ヒト唾液（2 サンプル）及びそれを接
種したそれぞれのマウスの 4週間目の糞便サ
ンプル（2 サンプル）より計約 300 万の細菌
叢メタゲノムリードを得た。メタゲノムリー
ドは COG（Clusters of Orthologous Groups）及
び KEGG（Kyoto Encyclopedia of Genes and 
Genomes）データベースに対する BLASTXに
よる検索を行い、その機能プロファイルを解
析した。 
 
（5）ヒト唾液マウスの大腸粘膜固有層の調
製と炎症性 T細胞の解析：8週間飼育したマ
ウスの腸管から粘膜固有層を調製し、そこか
ら免疫細胞（T 細胞を含む）を分離した。つ
いで、Th1、Th17、IFN-γ産生 T細胞等をフロ
ーサイトメトリーにより解析した。また、こ
れら細胞データと細菌叢との関連解析を行
った。 
 
４．研究成果 
(1)ヒト唾液中のマウス腸内常在性細菌の同
定：ヒト唾液マウスから１週間ごと（1〜8週）
に採取した糞便細菌叢の OTU解析（16Sデー
タのクラスタリングより求めた OTU 数）か
ら、接種後 4週間目以降に安定した OTU（菌
種）数をもつ腸内細菌叢の形成が観察された
（図 1）。また、ヒト唾液マウスの盲腸は正常

マウスのそれと同様であり、無菌マウスの盲
腸に特徴的な肥大化はなかった。これらの結
果は、マウス腸内で自立的に代謝増殖してい
るヒト唾液由来の細菌群が存在することを
示唆する。図 1からヒト唾液マウスの腸内細
菌叢は 20〜30 菌種で構成されていることが
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わかった。一方、インプットした元のヒト唾
液細菌叢の OTU数は 100〜200菌種であった。
すなわち、元の唾液細菌叢の 1/5〜1/6がマウ
ス腸内に定着している。なお、コントロール
のヒト腸内（糞便）細菌叢を接種したノトバ
イオートマウスの糞便には 100菌種以上が安
定的に存在していた（図 1）。このマウス腸内
に定着する細菌種数の違いは、細菌叢の生息
部位である口腔と腸内におけるさまざまな
環境要因の違いによるものと考えられる。 
	 
（2）ヒト唾液マウス糞便細菌叢の細菌組
成：マウス糞便細菌叢（5〜6週目）の全 16S
データのうち、優占する 40 OTUs（> 5% 組
成比）について、その菌種帰属と菌種組成解
析を行った。 Firmicutes、 Actinobacteria、
Fusobacteria、Proteobacteriaの 4門の菌種が検
出されたが、ヒト唾液細菌叢に優占する
Bacteroidetes 門の菌種はまったく検出されな
かった。また、健常者と IBD患者間での有意
な違いはみられなかった。40 OTUsの存在比
を解析した結果、マウス糞便細菌叢は
Bifidobacterium dentium と Streptococcus 
parasanguinisの 2菌種が優占していることが
わかった。すなわち、これら 2菌種はヒト唾
液細菌叢ではきわめてマイナーな菌種であ
るにもかかわらず、マウス腸内での高い常在
能力をもつことが示唆された。このほかに、
Fusobacteriumや Veillonella、Actinomycesなど
の菌種も検出された。 
 
（3）ヒト唾液マウス糞便細菌叢の機能特
性：ヒト唾液及びヒト唾液マウスの糞便細菌
叢から得られたメタゲノムリードを COG 及
び KEGGデータベースに類似度検索し、腸内
常在性細菌叢の遺伝子（機能）の特徴をイン
プットしたヒト唾液細菌叢との比較解析か
ら調べた。COG解析の結果、腸内常在性細菌
叢では、ヒト唾液細菌叢に比べて、炭水化物
の代謝と輸送及びアミノ酸の代謝と輸送に
関係する機能が有意に多く存在していた（図
2）。 

	 
さらに、KEGG解析からは、でんぷんやしょ
糖、ガラクトース、ペントース等の糖類の代
謝に関わる遺伝子がヒト唾液細菌叢に比べ
て腸内常在性細菌叢に豊富に存在していた。
これらの結果は、炭水化物が腸内における細

菌叢の主要なエネルギー源であることを示
唆する。一方、葉酸やリポ多糖類合成系、グ
ルタチオン代謝系、ユビキノン等のテルペノ
イド合成系、D-アラニン代謝系等が腸内常在
性細菌叢で減少していた（図 3）。これらの結
果は、腸内常在性細菌では、酸化ストレス耐
性が減少していることを示唆しており、唾液
に比べて腸内では酸素濃度が低いことと一
致する。 

 
（4）ヒト唾液マウスにおける炎症性T細胞の
解析：8週間の飼育後、ヒト唾液マウスの大
腸粘膜固有層を調製し、炎症性T細胞（Th1、
Th17、IL-17／INF-γ産生T細胞）をフローサイ
トメトリーで解析した。同様に、コントロー
ルとして無菌マウスの大腸粘膜固有層にお
ける上記T細胞を解析した。その結果、いく
つかのヒト唾液マウスでは、無菌マウスとの
比較において、Th1とIL-17／INF-γ産生T細胞
の有意な増加（蓄積）を示す細菌叢とTh17だ
けを有意に増加させる細菌叢が見いだされ
た。しかし、健常者とIBD患者間にはT細胞増
加における有意な違いは観察されなかった。 
これら炎症性T細胞の増加と細菌組成比と

の相関解析から、VeillonellaとTh17細胞、
FusobacteriumとTh1及びIL17/IFN-γ産生T細胞
の増加との間に有意な相関が得られた。 
以上をまとめると、①ヒト唾液中にはマウ

ス腸内で常在性を持つ細菌種が存在する。②
これら常在性細菌種は20〜30菌種存在し、メ
ジ ャ ー な 菌 種 と し て Bifidobacterium と
Streptococcusを同定した。③腸内常在性細菌
叢は元のヒト唾液細菌叢に比べて炭水化物
代謝関連遺伝子が増加し、酸化ストレス耐性
関連遺伝子が減少していた。④一部の細菌叢
は炎症性T細胞の誘導能をもち、その誘導と
相関する細菌種を特定した。 
これらの結果は、ヒト唾液細菌叢には、腸

内常在性を有する細菌種が存在し、それらの
中にはマウス腸管免疫システムに影響を与
える細菌種が含まれることを示唆する。 
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