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研究成果の概要（和文）：成人を対象として、腸内常在菌における各菌群の比率の加齢変化につき疫学的に調査した。
加齢に伴いLactobacillales及びPrevotellaの増加、Bifidobacterium及びClostridiumの減少が顕著であった。男女と
も50～60歳代で、Lactobacillalesの比率は増加し、Clostridiumの比率は低下した。一方、女性のみでBifidobacteriu
mの比率は60歳以降で有意に低下した。Prevotellaの比率は50～70歳代に増加する傾向がみられた。すなわち、加齢に
伴う腸内常在菌の変化は男女ともに60歳前後で生じやすいと考えられた。

研究成果の概要（英文）： The alterations of gut microbiota by the advance in aging on the residents of 
Hirosaki, Aomori were investigated by the large-scale survey (about 1,000 adults in Iwaki town in Aomori 
prefecture). The aging introduced a significant increasing numbers of Lactobacillales and Prevotella and 
decreasing numbers of bifidobacteria and clostridia. Then, the increasing number of lactobacilli and 
reduction of clostridia from 50 years old to 60 years old are revealed. A proportion of bifidobacteria to 
all gut microbiota was significantly indicated in more than 60 years old on the only female. The 
isolation of Prevotella was increased from 50 to 70 years old. These results in the present study 
suggested that the gut microbiota on male and female was varied thereabout 60 years olds.

研究分野： 社会医学
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１． 研究開始当初の背景 
 

近年、腸内細菌叢が健康や各種疾患の予防
や治療において重要である可能性が指摘さ
れている。すなわち、Lactobacillales 属は
コレステロールの吸収を抑制する作用や、高
血 圧 の抑制 作 用が報 告 されて お り 、
Bifidobacterium 属に関しては、その摂取に
よりアレルギーの予防効果やアトピー性皮
膚炎の改善に関与することが明らかになっ
て き て い る 。 ま た 、 Clostridium 属 や
Bacteroides 属は大腸がんの発生に関与する
可能性が指摘されている。 
しかし、腸内細菌叢の構成菌は加齢により

変化する。すなわち、先行研究のすべてで加
齢に伴い、Lactobacillales 属は増加するこ
とが報告されている。Bifidobacterium 属に
ついては変化が認められなかったとする報
告が 2例あるものの、近年の報告では減少す
ることがほぼ一致した見解として報告され
ている。しかし、Clostridium 属については
増加を示す報告が 5 例、減少を示す報告が 4
例と一定の見解を得るに至っていない。また、
Bacteroides 属についても増加を示す報告が
4 例、減少を示す報告が 5 例、変化はみられ
ないとする報告が１例あり、こちらも一定の
見解が得られていない。加えて、腸内細菌叢
の加齢変化は、構成菌の増減だけでなく、便
中の総菌量についても減少する可能性が推
測されている。 
つまり、加齢に伴い腸内細菌叢は菌の構成

比率だけでなく、その量も変化する可能性が
考えられる。したがって、腸内細菌叢の加齢
変化を正確にとらえるためには、同定できる
構成菌だけの量の評価では不十分である。す
なわち、糞便中の細菌叢全体の量における
個々の構成菌の量の相対評価が必要と考え
られるが、実際にそのような方法で評価した
研究はない。 
これまでの腸内細菌叢の評価の困難さは、

その測定法にある。従来、腸内細菌叢を評価
するには培養法を用いていた。しかし、腸内
細菌の数は糞便 1gあたり 1014 個と非常に多
く、少なくとも 500 種類以上が存在すること
が知られており、その 60%から 80%は培養で
きない不明な菌であることが明らかとされ
ている。つまり、我々は腸内細菌のわずか 30%
の菌を培養することで全体を評価していた。
また、腸内細菌叢は非常に個体差が大きいた
め、その研究については多検体による疫学研
究が望ましいが、培養法は多検体調査には適
さない。 
しかし、2001 年になって、腸内細菌叢の評

価 に 分子生 物 学的手 法 の一つ で あ る
T-RFLP(Terminal Restriction Fragment 
Length Polymorphism)法が用いられるように
なった。Nagashima らは T-RFLP 解析と
16SrDNA クローンライブラリー法を組み合わ
せたT-RFLP解析(Nagashima法)を用いて細菌
の種類を推定する方法を開発した。これによ

ってより多くの検体を短時間で処理できる
ようになり、未知の微生物を含めた菌群の科
～属レベルで腸内細菌叢全体の構成比が評
価可能になった。しかし、この方法を用いて
腸内細菌叢の加齢変化を調査した研究はな
い。また、これまでの研究の対象者数は 100
人以下がほとんどであり、さらに肥満やライ
フスタイルまで考慮した研究はみられない。 
 
２． 研究の目的 

 
30歳以上の一般住民933名を対象に年齢と

腸内細菌叢の関係を疫学的に調査・検討した。
腸内細菌叢の評価は、糞便をサンプルとして
T-RFLP 解析(Nagashima 法)を用いて、腸内細
菌叢全体の各菌の OTU 割合を測定した。上記
解析の際、肥満、喫煙習慣、飲酒習慣、運動
習慣で補正を行った。 
 
３． 研究の方法 

 
①対象 
対象は 2006 年度の岩木健康増進プロジェ

クト、プロジェクト健診に参加した 30 歳以
上の者 933 名である。このプロジェクトは青
森県弘前市郊外にある岩木地区住人の希望
者を対象とし生活習慣病予防と健康の維
持・増進、寿命の延長を目指して企画された
ものである。 
調査項目に欠損項目があるもの及び下剤

の使用者、既往歴に消化器悪性疾患のあるも
のを除いた 798 名(男性 292 名、女性 506 名)
を解析対象とした。 
被験者には検査の目的と方法を説明し、あ

らかじめ文書で同意を得た。本調査は弘前大
学医学部倫理委員会の承認を得た。 
 
②生活習慣と身体計測 
対象者には事前に自己記入式の質問用紙

を配布し、プロジェクト健診当日に個人面接
を行い、回答の確認後に回収した。調査項目
は、性別、年齢、現病歴と既往歴、薬剤服用
の有無であった。生活習慣は、喫煙習慣、飲
酒習慣および運動習慣について、それぞれの
有無を調査した。 
 
③腸内細菌解析 
自己式アンケートの配布に併せて、便検体

の回収容器として採便キットを配布し、プロ
ジェクト健診当日にキットを回収し、冷凍保
存した。健診終了後に静岡県静岡市のテクノ
スルガ（株）に凍結移送し、T-RFLP 解析
(Nagashima 法)にて分析した。 
T-RFLP解析(Nagashima法)は北海道立食品

加工研究センターおよび株式会社テクノス
ルガ(旧:株式会社NCIMB Japan)との共同研究
により独自開発された T-RFLP 解析の解釈法
である。この方法では腸内細菌の各菌種を
OTU(Operational Taxonomic Units)で表現す
る。OTUは解析において切断された細菌のDNA



断片の断片長が近似した集団であり腸内細
菌の各系統分類群の相対比を表すことがで
きる。なお、本研究ではこれによって得られ
た各OUTに対して推定される菌によって解析
を行った。 
 
T-RFLP 法 
・DNA 抽出 
専用の容器を用いて糞便サンプルを採取

し、新鮮なうちにグアニジウム溶液（4M 
guanidium thiocyanate, 100mM Tris-HCl 
[pH9.0], 40mM EDTA [pH8.0]）に保存した。
糞便を撹拌して懸濁したのち、ビーズチュー
ブ（beads tube）に移し、細胞破砕装置
（FastPrep）にて振とうした。自動核酸抽出
装置にて DNA を抽出した。 
・PCR 
蛍光標識した 516f と、1510r のユニバーサ

ルプライマーセットを用いた。DNA ポリメラ
ーゼは、HotStarTaq（QIAGEN, Tokyo）を用
いた。滅菌水 17.4ul、10xPCR buffer 2.5ul、
dNTPs 2.5ul、25mM MgCl2 1.5ul、25mM labeled 
516f ・1510r プライマー 0.2ul、Taq DNA ポ
リメラーゼ 0.2ul を混合し反応液を作成し
た。反応液 24ul と DNA 抽出液 1ul を加え、
thermal cycler にて以下のサイクルで PCRを
行った。温度とサイクル数は 95℃15 分
（preheating）、95℃30 秒（denaturation）・
50℃30 秒（annealing）・72℃2分（extension） 
30 サイクル、72℃10 分（terminal extension）
とした。得られた PCR 反応物 2ul を 2.0%アガ
ロースゲルで電気泳動し、バンドを確認した。
GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit
にて PCR 産物の精製を行った。GFX カラムを
Collection Tube の上に置き、DNA 溶液に
Capture Buffer 500ul を加え 13000rpm で 30
秒遠心した。Collection Tube の溶出液を捨
て、500ul の Wash Buffer を加え、13000rpm
で 30 秒間遠心した。カラムを 1.5ml のチュ
ーブに移し 55ul の T10E0.1 suspension 
buffer を加え、1 分間室温に放置した。
13000rpmで1分間遠心し、溶出液を回収した。
BslI（5’-CCNNNNN|NNGG-3’） 1ul、NEB3 Buffer
（NEW ENGLAND BioLabs） 1ul、PCR 産物 5ul
を混合し、サーマルサイクラーを用いて 55℃
で 3時間反応させ、氷冷した。 
・T-RFLP 解析 
ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer および

GeneScan ソフトウェアを用いてフラグメン
トの解析を行った。HiDiホルムアミド12ul、
MapMarker X-Rhodamine Labeled 50-1000bp 
サイズスタンダード 0.2ul を混合し、制限酵
素反応液を 1ul ずつ添加した。95℃で 2分間
加熱し氷冷する。injection time は 30 秒、
collection time は 40分とした。泳動終了後、
GeneScan にて蛍光強度を測定した。 
・OTU 化 
塩基長の近いフラグメント同士をグルー

プ化し、Operational taxonomic units (OTU)
とした。OTU 毎に蛍光強度がピークとして観

察されるので、総ピーク面積における各ピー
ク面積から相対的な細菌量を測定した。 
 
④統計解析 
解析は、対象を男女別に分け、各菌の比率

と年齢の相関関係を重回帰分析により評価
した。各菌は測定したOTUにより同定された。
さらに、年齢により対象を 30 歳以上 40 歳未
満、40 歳以上 50 歳未満、50 歳以上 60 歳未
満、60 歳以上 70 歳未満、70 歳以上の５群に
分けて、年齢群ごとの菌の比率を共分散分析
法により比較した。共分散分析後の多重比較
には、bonferroni 法を用いた。上記の統計解
析では BMI、喫煙習慣、飲酒習慣、運動習慣
を補正項目とした。 
以上のデータの入力と解析にはSPSS 21.0J 

for windows を用い、有意水準を 0.05 未満と
判断した。 
 
４． 研究成果 

 
①対象者の概要   
対象者の平均年齢は男性 59.2±12.7 歳、

女性59.23±11.6歳であり有意差はみられな
かった。BMI は男性 23.8±3.0、女性 23.2±
2.9 であり有意に男性で高かった（p<0.01）。
喫煙習慣、飲酒習慣のある割合は女性に比べ
て有意に男性で高かった（p<0.01）。運動習
慣のある割合は男女間で有意差はみられな
かった。 
②各菌群の加齢による変化 
 各菌群に対する年齢による変化について
回 帰 分 析 を 行 っ た 結 果 、 男 女 と も 、
Clostridium 属 （ 男 女 と も p<0.01 ）、
Bifidobacterium 属（男性 p<0.05、女性
p<0.01）については減少傾向が、Prevotella
属（男女とも p<0.01）、Lactobacillales 属
（男女とも p<0.01）については増加傾向が有
意に認められた。 
③各菌群における年齢群ごとの比較 
  男性では、Clostridium 属において、30 歳
代－70 歳代、40 歳代－70 歳代、50 歳代－70
歳代で 70 歳代に減少の有意傾向が認められ
（p<0.10）、Lactobacillales 属において、40
歳代－60 歳代では 60 歳代に、40 歳代－70 歳
代では70歳代に増加の有意傾向が（p<0.10）、
50 歳代－60 歳代では 60 歳代に（p<0.01）、
50 歳代－70 歳代では 70 歳代に（p<0.01）有
意な増加が認められた。また、女性では、
Clostridium属においては、30歳代－70歳代、
40 歳代－70 歳代、50 歳代－60 歳代、50 歳代
－70歳代で60歳代および70歳代に有意な減
少が認められ（p<0.01）、Bifidobacterium 属
においては、30 歳代－60 歳代、30 歳代－70
歳代で 60歳代および 70歳代に減少の有意傾
向が認められ（p<0.10）、Lactobacillales 属
においては、30 歳代－70 歳代（p<0.01）、40
歳代－60 歳代（p<0.05）、40 歳代－70 歳代
（p<0.01）、50 歳代－60 歳代（p<0.01）、50
歳代－70 歳代（p<0.01）で 60 歳代および 70



歳代に有意な増加が認められた。さらに
Prevotella属においては、30歳代－70歳代、
40歳代－70歳代では 70歳代に増加の有意傾
向が（p<0.10）、50 歳代－70 歳代（p<0.05）
で 70 歳代に有意な増加が認められた。 
本論文は、一般成人を対象として、腸内細

菌叢における各菌群の比率の加齢変化につ
いて疫学的に調査した初めての研究である。
先行研究は、加齢に伴う増減変化を高齢者と
若年者で比較したものがほとんどであり、本
研究のように加齢による増減傾向の評価や
年齢群間の比較を大規模に行ったものはな
い。近年、加齢による Clostridium 属の増加
が 大 腸 が ん の リ ス ク を 上 昇 さ せ 、
Bifidobacterium 属の増加が慢性炎症を亢進
させている可能性が指摘されており、この分
野の早期の解明が求められている。 
Lactobacillales 属については、先行研究

のすべてで加齢に伴って増加する傾向が指
摘されており、本調査結果においても男女と
もに増加する傾向がみられた。また年代間の
変化をみると、男女とも、Lactobacillales
属は 60 歳未満では差がないが、その後増加
する傾向がみられた。 
Bifidobacterium 属については、加齢によ

る変化はないと報告している論文が2本ある
が、抗生剤や消化器疾患の影響が除外されて
いない。上記以外の論文では、抗生剤や消化
器 疾 患 の 影 響 を 除 外 し て も 、
Bifidobacterium 属が加齢に伴って減少する
こ と が 示 さ れ て い る 。 本 結 果 で も
Bifidobacterium 属は男女ともに加齢に伴っ
て減少する傾向がみられた。また、年代間の
変化をみると、Bifidobacterium 属は 60 歳
未満では差がないが、女性でのみその後低下
する傾向がみられた。 
Clostridium 属については、先行研究にお

いて加齢に伴って増加を示す報告と減少を
示す報告があり、一定の見解が得られていな
い。本調査においては、加齢に伴って減少す
る傾向がみられた。このように結果が一致し
ない要因としては、対象年齢の幅の違いが考
えられた。すなわち、本研究では 30 歳から
最高齢で 83 歳までを対象にしているが、先
行研究のほとんどが60歳以上でClostridium
属と加齢の関係を調査しており、N 数も少な
い。加えて、本研究においても男女ともに、
年齢と負の相関関係を示したが、年代間の変
化をみると、50 歳代と 60 歳代の間で低下を
示したが、60 歳代と 70 歳以上では有意差は
みられなかった。 
Bacteroides 属については、先行研究にお

いて加齢とともに増加を示す報告、減少を示
す報告、変化を示さないとする報告があり、
一定の見解が得られていない。本調査におい
ては、男女ともに加齢に伴う変化はみられな
かった。 
本調査においてPrevotella属については、

男女ともに加齢に伴って増加する傾向がみ
られた。現在、加齢と腸内の Prevotella 属

の関係については明らかにされていない。し
かし、口腔における Prevotella 属について
は、若い時期に比べて、加齢により出現率が
増えることが報告されている。したがって、
ヒトの腸内の Prevotella 属も加齢に伴って
増加する可能性が推測された。また、年代間
の変化をみると、Prevotella 属は 60 歳未満
では差がないが、女性でのみその後増加する
傾向がみられた。 
本研究では年齢と各菌群の相関関係を示

すのみならず、各菌群の比率の年代間の変化
を検討した。その結果、各菌群の加齢による
変化は、全て 30 歳代から 50 歳代までは有意
差がみられず、その後に増減を示した。すな
わち、加齢に伴う腸内細菌叢の変化は男女と
もに 60 歳後に生じやすいと考えられた。腸
内細菌叢は長期間の食生活によって形成さ
れるため、腸内細菌叢の加齢変化に伴う疾病
予防のためには、この時期に向けた若い時期
からの食生活の管理が重要である可能性が
推測された。 
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