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研究成果の概要（和文）：まずL.reuteri、L. brevis、B.breveの菌数の調整を行い、増殖培養を行った。続い
て、Caco-2細胞の培養条件を検討し、単層細胞培養を膜の抵抗値を測定することにより確認した。次に新生仔マ
ウスを母乳群と生後3日より人工哺育する群とに分け、免疫担当細胞の数や細胞組成の変化について解析したと
ころ、人工乳群において自然免疫細胞やCD8+T細胞が母乳群に比較して腸管のみならず全身性に活性化された。
さらに生後1日からの低出生体重児へのB.breve（M-16V）投与により1か月と1歳のサンプルからM-16Vと考えられ
る細菌が検出され、生後早期に投与したB.breveの定着が確認された。

研究成果の概要（英文）：To evaluate effects of Lactobacillus reuteri, Lactobacillus brevis and 
Bifidobacterium breve on the tight junction function of Caco-2 monolayer culture we established the 
measurement of TEER (transeptithelial electrical resistance) using volt-ohm meter. Newborn BALB/c 
mice were divided into dam-rearing pups and pups reared with milk substitute from 3-day-old using a 
hand-feeding system. In milk substitute-fed group, immune cells, such as the innate immune cells and
 CD8+T cells, were systemically more activated compared to those in dam-rearing group. We observed a
 colonization of Bifidobacterium. breve (M-16V) in low birth weight infants by administration of 
M-16V from soon after their birth detecting M16-V from stools of those infants ages at 1 month and 1
 year. This finding shows the importance of early administration of probiotics in low birth weight 
infants.

研究分野： 医歯薬学

キーワード： プロバイオティクス　消化管粘膜　免疫応答　低出生体重児　母乳　腸内細菌
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１．研究開発当初の背景 

（1）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 1500g 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 114 回日

本小児科学会学術集会、2011）。 

（2）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）、またラットを用いた実験によっ

て、B.breve が TGF-β の発現を誘導すること

（Fujii, Shimizu, et al. J Pediatr Gastroenterol 

Nutr, 2006）、炎症関連遺伝子の発現に影響を

与えること（Ohtsuka, Shimizu, et al. Pediatr Res, 

2012）などを報告してきた。しかしながら実際の

臨床においては、B.breve の単独投与では重症

感染症の発症を十分にコントロールするまでに

は至っておらず、これらの感染症が様々な合併

症の増悪因子になっていることも否定できない。 

（3）これまで消化管粘膜における免疫応答は、

CD4 陽性 T 細胞における‘Th1/Th2 サイトカイン

バランス’仮説に基づいて考えられてきたが、近

年、免疫を抑制する能力を有する制御性 T 細胞

（Treg 細胞）および感染防御能を有するが自己

免疫疾患や炎症に関与する Th17 細胞の重要性

が注目されている。さらに、Treg 細胞や Th17 細

胞の誘導については腸内細菌が関与しているこ

とが証明されており、Treg 細胞は Clostridium や

Bacteroides によって、Th17 細胞はマウスでは

Segumental filamental bacteria（SFB ）によってま

たヒトでは Faecalibacterium prausritzii（FP ）によ

り誘導されることが知られている。これまで T 細胞

は最終的な effector 細胞になると他の細胞には

変化しないとされていたが、T 細胞間でも環境に

より表現型が変わることがわかり、可塑性という概

念が構築されつつある。すなわち、プロバイオテ

ィクスの投与によって腸内細菌を含めた腸内環

境の変化が生じ、T 細胞が誘導され免疫抑制や

感染制御あるいは炎症惹起に関与するT細胞に

表現型を変化させると考えられるが、現時点で低

出生体重児へのプロバイオティクスの投与がこれ

らの消化管粘膜における Treg 細胞や Th17 細胞

を介した免疫応答系にどのような影響を及ぼして

いるかについては解明されていない。 

（4）プロバイオティクスによる低出生体重児の消

化管粘膜における免疫応答に影響を及ぼす要

因として、投与するプロバイオティクスの菌種の

違 い が 挙 げ ら れ る 。 近 年 欧 米 に お い て

Lactobacillus reuteri（L.reuteri）の有用性につい

て多くの報告がなされている。低出生体重児に

おいても NEC の発症防止や感染症の予防効果

などの報告があるが、現在までのところわが国で

の低出生体重児に対する使用経験の報告はな

い。また、Lactobacillus brevis（L.brevis）はわが

国で発見された安全性に優れる植物性乳酸菌



であり、免疫調節能や感染制御作用などが動物

実験レベルでは証明されているがヒトでの応用の

報告は少ない。さらに、投与菌の腸管内定着能

も免疫応答に影響を及ぼす重要な要因と考えら

れるが、現在までのところ各プロバイオティクスに

おける腸管内定着能と消化管免疫との関係は明

らかにされていない。 

 

２．研究の目的 

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腸管免疫からみた有効

性を検討し、B.breve、L.reuteri、L.brevis の消化

管粘膜における免疫応答やその応答に影響を

及ぼす要因などを検討することを目的に本研究

の計画に至った。本検討により、Treg 細胞や

Th17 細胞、および関連サイトカインや誘導細菌

を介したプロバイオティクスの低出生体重児にお

ける消化管免疫応答への影響を検証していく。 

 

３．研究の方法 

（1）Caca-2 細胞を用いたプロバイオティクスの

付着能の検討 

・ヒト腸管上皮由来 Caco-2 細胞を単層培養し、

1×108CFU/ml となるように調整した B.breve、

L.reuteri、L.brevis をそれぞれ培養液に添加す

る。37℃で 1 時間培養を行ったのち、各菌を PBS

で静かに洗い流し、付着した菌をメタノールで固

定したのちメチレンブルーで染色を行う。 

・Caco-2 細胞 10 個当たりの付着した各菌数を顕

微鏡にて数え付着能を検討する（Matsuo, et al.  

（2）新生仔マウスにおけるプロバイオティクスの

消化管免疫応答への影響 

・ddY 妊娠マウスを用い、生後 2 日目から新生仔

マウスに B.breve、L.reuteri、L.brevis をそれぞれ

1×109CFU/ml に調整し、ポリエチレンチューブ

を用いて胃内に0.1mlを5日間連続で注入する。 

・生後 1、2、4 週目にマウスをエーテル麻酔し脱

血後消化管を抽出し、胃、小腸、盲腸、大腸に

分け、小腸はさらに上部、中部、下部に分けて、

ホモジェナイズした後の各消化管粘膜を凍結保

存する。 

・採取した胃、小腸上部・中部・下部、盲腸、大腸

の各粘膜から mRNA を抽出し、cDNA を作成した

のち、Treg 細胞および Th17 細胞ならびに関連

サイトカインの遺伝子発現を R-T PCR 法を用い

て確認し、さらに Western blot 法にて蛋白量を定

量して各プロバイオティクス間で比較検討を行う

（ Ohtsuka, Shimizu, et al. Pediatr Res 

71:46-53,2012）。 

・また腹部大動脈より採血を行い、炎症性関連サ

イトカインであるIL-6、TNF-α、Th1関連サイトカ

インである IFN-γ、Th2 サイトカインである IL-4、

Treg サイトカインである TGF-β、IL-10、Th17 サ

イトカインである IL-17、IL-22、IL-23 の測定をそ

れぞれマルチプレックスアッセイシステムあるい

は ELISA kit を用いて行う。 

（3）極低出生体重児におけるプロバイオティクス

の消化管免疫応への影響の検討 

・順天堂大学附属順天堂医院 NICU に入院した

出生体重 1500g 未満の極低出生体重児をイン

フォームドコンセントを取得した後に対象と

し、現在行っている出生日からの B.breve

（109CFU/日）投与に加え、生後 1週目からの

L.reuteri（109CFU/日）同時投与群、L.brevis

（109CFU/日）同時投与群、および B.breveの

みの投与群の 3群に分け検討を行う。 

・各群における腸管感染症、敗血症、NEC、ア

レルギー症状などの臨床症状と糞便中短鎖脂

肪酸や sIgA 値、血中サイトカイン値および糞

便中細菌分析の結果との関係を検討する。糞

便中短鎖脂肪酸分析は HPCL にて行い（Wang, 

Shimizu, et al. J Pediatr Gastroenterol 
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研究で使用する 3 種のプロバイオティクス

Lactobacillus reuteri、Lactobacillus brevis

Bifidobacterium breve の菌数の調整を行い、次

および L.brevisは好気的に、

培地に培養条件を確認後増殖

培養を行った。続いて、Caco-2

を検討し、ストック保存と安定増殖培養を確認し

単層細胞培養を膜の抵抗値を

測定することにより確認した。 

新生仔マウスを母乳群（Dam

AR-2 群）に分けた

両群マウスとも日齢 14 に解剖し、胸腺、脾臓、小

腸における免疫担当細胞の数や細胞組成の変

化についてフローサイトメトリーを用いて解析し、

比較を行った。自然免疫細胞については

T 細胞、iNK 細胞、

状細胞、マクロファージ、顆粒球が脾臓、腸管で

いずれも増加を示した（図 3）。獲得免疫細胞に
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（3）低出生体重児へのプロバイオティクス投与の

有用性につき検討するにあたり、生後早期の

B.breve

調査した

投与により１か月と１歳のサンプルから

思われる産物が検出されたが、一部のサンプル

から菌株を分離したところ、１か月糞便サンプル

からのみ

5）。また、特異的プライマーの再設計により、現

行プライマーの特異性には問題が在ることが示さ

れたため、新規プライマーにより再検討を行った

結果、１か月のサンプルからのみ

れる PCR

 

図 5 
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