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研究成果の概要（和文）：20歳から90歳の257名の成人双生児の腸内細菌叢と生活習慣に関連する情報の収集を
行った。一部は認知機能調査や血液検査などと同時に収集した。
本課題では、一卵性双生児間の差分に着目する新しい解析方法を検討した。Lactobacillus属は有意にペア内の
構成比の差が小さかったことから、これは環境因子に対する感受性が低いと考えられた。一方で有意にペア内の
構成比の差が大きかった菌は、環境因子に対する感受性が高いと考えた。このように双生児間の差分に着目する
ことで、遺伝の影響を考慮した特異度の高い細菌を抽出する方法を検討した。

研究成果の概要（英文）：We asked adult twins registered at the Center for Twin Research, Osaka 
University Graduate School of Medicine, to participate in this research. We obtained consent from 
257  between the ages of 20 and 90, most of whom are monozygotic twins, and collected stool samples 
and lifestyle questionnaires. Before the COVID-19 epidemic, some had concurrent sampling data 
(cognitive function, blood tests, DNA information, etc.) .
In this project, we investigated a new analysis method that focuses on the differences between 
monozygotic twins. Lactobacillus had a significantly smaller difference in composition ratio within 
a pair, suggesting that it is less sensitive to environmental factors. On the other hand, it was 
considered that with a significantly large difference within a pair was highly sensitive to 
environmental factors. By focusing on the differences between twins in this way, we investigated a 
method of extracting bacteria with high specificity that considers the influence of genetics.

研究分野：基礎看護学

キーワード： 腸内細菌叢　双生児研究

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
一卵性双生児のデータから、これまでにない一卵性双生児間の差分に着目する解析方法で検討した
Lactobacillus属は有意にペア内の構成比の差が小さかったことから、これは環境因子に対する感受性が低いと
考えられた。一方で有意にペア内の構成比の差が大きかった菌は、環境因子に対する感受性が高いと考えた。こ
のように双生児間の差分に着目して、高血圧と腸内細菌叢との関連をみたところ、先行研究と同じ関連性を示す
菌が抽出され、遺伝の影響を考慮しても高血圧との関連があると考えられた。
このように双生児間の差分に着目することで、遺伝の影響を考慮した特異度の高い細菌を抽出する方法を検討し
た。

※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 

ヒトの腸内細菌は、1000 種以上の 100 兆を超える微生物で構成され 1、宿主であるヒトとの間
に平衡関係を維持している。ヒト腸内細菌叢は、肥満、糖尿病、結腸直腸癌、動脈硬化症、炎症
性腸疾患を含む多くの病気との関連が報告されている。例えば、世界中の公衆衛生上の課題であ
る過体重と肥満については、非肥満群と肥満群の腸内細菌叢の違いに着目した結果 2、非肥満群
で腸内細菌の多様性が高く、さらに、肥満群ではインスリン抵抗性、脂質異常症、高い炎症状態
を示したことを報告している。また、長期的な食事が腸内細菌叢の菌種組成に関連する 3ことや、
食事摂取と腸内細菌ならびに代謝物、炎症状態との関連に着目した肥満と過体重の方を対象と
してエネルギー制限食事と体重維持食事の食事介入試験 4の結果、腸内細菌の多様性の低い群に
は食事介入が臨床症状を改善させることを示した。これらのように、生活習慣病の発症リスク評
価や治療効果の予測に腸内細菌叢が一助を担うことも強く示唆されている。したがって、人間の
腸内細菌叢と人間の健康との関係についての知識を高めることは重要である。 

 腸内細菌叢に影響を与えるさまざまな環境要因の中で、腸内細菌叢の組成に影響を与える生
活習慣要因は、食事 5、ストレス、身体活動、薬物摂取、飲酒、喫煙習慣ということが分かって
いる。加えて、遺伝 6、出産（分娩）方法、地理的影響、年齢 7 など調整できない、または、調
整しにくい要因も腸内細菌叢には影響する。また、日本人の腸内細菌叢構成は外国人のそれとは
異なり 8-9、日本人を対象とした研究が必要である。 

本研究では、日本人双生児を対象に調査することで、日本人の腸内細菌叢とそれに影響する環
境要因に着目した。 

 

２．研究の目的 

腸内細菌叢や生活習慣病など疾患の発病や進行の双方にも、生活習慣をはじめとする環境の影
響だけでなく、個々人がもつ遺伝的な影響も関与していることが報告されている。本研究の目的
は、個人の遺伝的背景を考慮した上で、腸内細菌叢や疾患にどのような環境因子が影響を与えて
いるかを特定することである。 

これらを解明するためには、双生児を対象とする双生児研究法は、遺伝要因を制御し、特定の
環境因子の影響を明確に出来る有用な手法である。特に生活習慣に関連するこれらは民族的・文
化的・社会的背景の影響を受けるため、日本在住日本人双生児を対象とした研究法を用いる。 

 

３．研究の方法 

大阪大学大学院医学系研究科附属ツインリサーチセンター（以下、OUCTR）が管理する大阪大学
ツインレジストリ（以下、レジストリ）は全年齢の双生児がボランティア登録されている。本研
究では、レジストリに登録されている成人双生児に協力依頼をし、同時期にサンプリングに協力
いただける双生児ペアに対して、インフォームドコンセントを得て調査を行った。 
調査内容は、糞便サンプルのほか、生活習慣や腸内細菌叢に関連する食事（brief-type self-

administered diet history Questionnaire: BDHQ と自作質問項目）、ストレス、身体活動、薬物接
種、飲酒、喫煙習慣などとした。 
糞便サンプルは、採便キット（株式会社テクノスルガ・ラボ、静岡県）にて採取を依頼した。

採便キットはグアニジン溶液が入っており、採取後よく混合し、受け取り後 DNA 抽出まで 4℃で
保存した。糞便サンプルの混合物は、ビーズ・ビーティング法を用いて機械的に破砕し、DNA の
抽出には Gene Prep Star PI-80X（倉敷紡績株式会社, 東京）を使用した。 DNA 抽出後、16S 
rRNA 遺伝子の V3-V4領域を増幅し、MiSeq シーケンスシステム（Illumina, San Diego, CA, USA）
を用いて塩基配列を決定した。糞便のサンプリングおよび 16S rRNA の配列決定を含むすべての
手順は、細見ら 10のプロトコル通りに実施した。得られたペアエンドの FASTQデータを、リード
トリミングとリード結合をしたのち、操作的分類単位（Operational Taxonomic Unit; OTU）を
作成した。OUT 作成と多様性分析は、QIIME のパイプライン（バージョン 1.9.1）を使用して実
施した 11。FASTQ ファイルのトリミングから腸内細菌叢の多様性分析までのすべての手順は、先
行研究 12通りに実行した。OTUは、USEARCH アルゴリズム[27]を使用し、SILVA 128 リファレン
スデータベース 13を参考にして、97％の相同性で属レベルまで作成した。 
 
４．研究成果 
一卵性双生児 28ペア 56名の男性のデータセットを用いた。対象者の背景は、59.4±19.4（20-

80）歳、BMIは 23.4±3.9であった（表 1）。抗生物質の服用により腸内細菌叢が影響を受けるこ
とが明らかになっていることから、データセットの作成時に、2週間以上抗生物質を服用してい
ないこと、また、習慣的なアルコールの影響を考慮して、大量のアルコールを飲む習慣がないこ
とを確認した。 
一卵性双生児のデータから、これまでにない一卵性双生児間の差分に着目する解析方法で検討

した。はじめに、統計解析のために、1検体あたり10,000リードを無作為に抽出し、平均で1リー 



 

 

ド以下の分類群はノイズとして除外した。その結果、133属が抽出された。次に、相対存在比の
大きさに依存するバイアスを避けるために、菌存在比の標準化のため、生データの組成値を下記
計算式にてQ値を、clusterSim Rパッケージの正規化関数を使用して算出した。 

  Q=(生データの組成値 − X属の平均値)/( X属の標準偏差)  

そのあとで、双生児ペア内で、属ごとに、双生児内差（intra-twin difference ; ITD）を算出し、
抽出した133属それぞれのX属の平均ITD値（mean ITDx）と 全133属28ペアのITDの平均値
（MD）を算出し、mean ITDxとMDをウェルチのt検定で比較し、ITDxの平均値がMDよりも有
意に大きい属を環境要因の影響を受けやすい属として抽出し、分析の対象とした。 

算出には、Rパッケージのcor関数を用いた。全統計解析は、R（バージョン3.5.0）を用いた。 

 
ウェルチの二標本 t検定を用いて、133 属それぞれの X属の平均 ITD 値（mean ITDx）と、全 133

属 28ペアの ITD の平均値（MD）を比較し、MD=0.668（p <0.05）をカットオフ値として比較した
ところ、133属から最終的に 13属を選出した（表 2）。 
13属の中で、Lactobacillus だけが mean ITD が MDよりも有意に小さく、環境因子の影響を受

けなかった。 
そ の ほ か 、 Bacteroides 、 Parabacteroides, Lachnospiraceae UCG-008 グ ル ー プ 、

Lachnospiraceae UCG-004 グループ、Lachnospiraceae ND3007 グループ、Lachnospiraceae 
FCS020 グループ、Roseburia、Eubacterium hallii グループ、Lachnospira、Faecalibacterium、
Ruminococcaceae UCG-003グループ、Gardnerella の 12属は mean ITDx が MDよりも有意に大き
く、環境因子の影響を受けると判断した。 
 
抽出された 13 属のうち、Lactobacillus は双生児内差が小さいことから、遺伝的要因の影響を

受けやすいと考えた。Lactobacillus は幼少期に定着する属として報告されており、この結果の
原因の一つと考えられる。しかし、この結果は、双生児を対象とした既報研究で抽出された属と
は一致していない。Lactobacillus と肥満との関連性に着目した研究では、肥満の被験者では腸
内細菌叢における Lactobacillus の存在量が減少し、逆に Lactobacillus の存在量が増加する
ことが示された。ほかにも、メタボリックシンドローム患者では Lactobacillus が増加するこ
とが示されている。これらのことから、メタボリックシンドロームや肥満と Lactobacillus の関
係についての先行研究の結論は一貫していない。Lactobacillus については、プロバイオティク
スとしての機能について多くの研究がなされている。最近のメタゲノム解析では、高脂肪食を与
えた 8 週齢のスイス系マウスに Lactobacillus と Bifidobacterium の混合プロバイオティクス
を投与すると、腸内細菌叢の組成が変化し、インスリン感受性を増加させたことを示した 14。ま
た、プロバイオティクスの乳酸菌は、非アルコール性脂肪酸肝疾患や IBDにおいて、有害な細菌
を増殖させることで消化管バリア機能を高めることが示されている 15-16。 
先行研究では、メタボリックシンドロームや肥満は，ある程度，遺伝的要因の影響を受けてい

ることも明らかになっており 17、これらの関係を明らかにするためには遺伝的要因を考慮する必
要がある。 
本研究では，他の 12属では双生児内の差が有意に大きかったため、環境因子の影響を受けやす

いと考えた。 
本研究では、腸内細菌叢への遺伝的および環境的影響を、遺伝的要因を排除するために、一卵

性双生児ペア内差に焦点を当てた分析法を考案し、検討した。 
このように双生児間の差分に着目して、腸内細菌叢と疾患の有無や環境因子データの関連をみ

たとき、遺伝の影響を考慮してもその関連があると考えられる。この方法を用いて、生活習慣や
認知機能について分析を進めている。 
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