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研究成果の概要（和文）：ビフィズス菌がもたらす健康増進効果を宿主が受益するうえで、宿主の腸内細菌叢を
構成している固有のビフィズス菌株を利用する方が安全性が高いと考えられる。そこで本研究では、宿主固有の
ビフィズス菌株の増殖を効率よく促進するプレバイオティクスの探索を最終目標とし、ビフィズス菌を含めたヒ
トの消化管内細菌叢を構成する菌種の基準株やヒト糞便由来のビフィズス菌株を用いて、特異的に菌の増殖を促
進するオリゴ糖などの難消化性糖質の種類や配合を評価可能な培養条件を確立した。このスクリーニング試験系
を通して、ビフィズス菌および消化管内常在菌のオリゴ糖資化能に関する基礎的な知見を収集することができ
た。

研究成果の概要（英文）：The unique Bifidobacterium strain constituting the intestinal microbiota is 
desirable for improving the intestinal environment because it has a symbiotic relationship with host
 for a long time. In this study, we aimed to search for the type of oligosaccharide that 
specifically promotes the proliferation of the host-specific Bifidobacterium strain. Firstly, we 
tried to establish the culture conditions for screening of oligosaccharide assimilation by bacteria.
 Then, we evaluated the bacterial proliferation using seven isolates belonging to four 
Bifidobacterium species derived from human feces, in addition to type strains of eight 
Bifidobacterium species and nine representative species that reside in the human gastrointestinal 
tract (including oral cavity). As a result of our screening system, we obtained fundamental data of 
Bifidobacterium strains in the utilization of oligosaccharides.

研究分野： 医歯薬学

キーワード： ビフィズス菌　オリゴ糖　プレバイオティクス　ラクトバチルス菌　RFLP
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１．研究開始当初の背景 
	 出生後、速やかに形成された腸内細菌叢は

離乳期以降、各個人特有の性質を備えるよう

になり、その恒常性が維持される。しかし、

食習慣や慢性的なストレス、加齢などにより、

腸内細菌叢の構成細菌はその割合とともに多

様性が変化する。腸内細菌叢は宿主に対し、

菌の代謝を介した消化吸収の補助やビタミン

の供給だけではなく、腸管感染症予防など生

体防御システムの一部としての機能を担って

いる。よって、腸内細菌叢の変化の影響は腸

管だけにとどまらず、肥満や心血管疾患、さ

らには精神面にも影響すると考えられている。 
そのため、近年、プロバイオティクスによる

健康増進・疾病予防が注目されている。プロ

バイオティクスとして、Bifidobacterium属菌 
(ビフィズス菌)や Lactobacillus属菌が汎用さ
れているが、これらによる保健効果は、プロ

バイオティクス菌株と宿主の腸内細菌叢と宿

主自体の三者間相互作用の結果であり、同一

の菌株を摂取しても、宿主により効果に差が

生じることは以前から指摘されてきた。 
	 一方、プレバイオティクスとして、特定の

有益な腸内細菌以外には利用困難な難吸収性

オリゴ糖や糖アルコールなどが利用されてお

り、これらは摂取後、そのままの形で大腸へ

到達する。プレバイオティクスもまた、広く

世間に流通しており、拡大する市場規模から

消費者の関心の高さを容易に量ることができ

る。プレバイオティクスによる腸内環境正常

化は、ビフィズス菌など大腸に棲息する腸内

細菌の増殖・糖代謝活性に依存している。ヒ

トの大腸内において、ビフィズス菌の占める

割合は Lactobacillus 属菌のそれよりもはる
かに大きい。ビフィズス菌は同じ菌種でも菌

株によりゲノムサイズに多様性があり、遺伝

子数も大きく異なる (J. Sci. Food Agric., 94, 
2014)。これに伴い、糖利用能にも違いがみら
れることが知られている (J. Appl. Microbiol., 
114, 2012)。そのため、画一的なプレバイオテ
ィクスの摂取では、個人によって大腸に定着

しているビフィズス菌の有用性が十分に発揮

されない可能性がある。また、優れたプロバ

イオティクス菌株とその菌株の増殖を促すプ

レバイオティクスを組み合わせたシンバイオ

ティクスであっても、プロバイオティクス菌

株が腸管に定着しない限り、腸内細菌叢の違

いから生じる保健効果の個人差という問題を

克服することは困難である。 
 
２．研究の目的 
	 ビフィズス菌や Lactobacillus 属菌などの
プロバイオティクスは腸内環境を整えること

で、宿主に健康増進機能を付与するため、予

防医学の観点から注目を浴びている。しかし、

「生きたまま腸に届く」プロバイオティクス

を継続的に摂取していても、腸内細菌として

定着せず、摂取をやめれば速やかに排除され

てしまう。よって、最終的に腸内から排除さ

れてしまうビフィズス菌を毎日大量に摂取す

るよりも、既に個人の大腸に定着し、長期間

にわたって共生関係を築いている固有のビフ

ィズス菌を利用する方が、得られる保健効果

の持続性および宿主や他の腸内細菌叢の構成

細菌との適合性の点で効率が良く、安全性が

高いといえる。 
	 一方、難消化性糖質であるオリゴ糖は大腸

においてビフィズス菌の増殖を促すプレバイ

オティクスとしての機能性が既に認められて

いる。しかし、ビフィズス菌は菌株ごとにそ

れぞれ糖の利用能が異なることから、個々の

大腸のビフィズス菌のうち、腸内細菌叢に最

も占める割合の大きい菌株に対してビフィズ

ス菌専用の「エサ」となるオリゴ糖などの難

消化性糖質を最適化することで、大腸内での

さらなる増殖を促し、腸内環境の改善がなさ

れ、宿主にとって最大限の健康増進効果・疾

病予防効果が得られると予想される。 
	 そこで本研究では、個人の大腸に定着して

いるビフィズス菌を分離し、その菌株が最も

効率よく利用できるオリゴ糖などの難消化性

糖質の種類や配合を探索・評価することで、

カスタムメイドなプレバイオティクスへの展

開を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) ビフィズス菌基準株を用いた難消化性糖
利用能試験系の確立 
	 本研究では、ヒト試料由来のビフィズス菌 7
種/亜種およびはっ酵乳製品に利用されている
B. animalis subsp. lactis (B3) からなる計 8
種のビフィズス菌基準株、口腔を含めた消化

管内常在菌基準株 9 種 (表 1) および市販の
オリゴ糖 8種 (A〜H) を使用した。ビフィズ
ス菌は偏性嫌気性細菌のため、全ての操作は

空気を CO2ガスで置換した嫌気ボックス内で

行い、液体培地はビフィズス菌専用に調製さ

れた TOSプロピオン酸培地 (基本培地) を用
1. 	 
�Type strain Species JCM No. 

B1 B. adolescentis 1275 
B2 B. animalis subsp. animalis� 1190 
B3 B. animalis subsp. lactis� 10602 
B4 B. bifidum  1255 
B5 B. breve�� 1192 
B6 B. longum subsp. longum  1217 
B7 B. longum subsp. infantis  1222 
B8 B. pseudocatenulatum 1200 
C1 Escherichia coli  1649 
C2 Staphylococcus aureus  20624 
C3 Streptococcus salivarius  5707 
C4 Streptococcus mutans  5705 
C5 Clostridium perfringens  1290 
C6 Clostridium butylicum  1391 
C7 Clostridium difficile  1296 
C8 Bacteroides fragile 11019 
C9 Porphyromonas gingivalis  12257 



いた。基本培地には転移ガラクトオリゴ糖 
(TOS) が 1%含まれているため、糖資化試験
において、この TOSの組成を各種糖質試料と
入れかえた。また、嫌気性菌の炭水化物資化

試験に用いられる peptone yeast extract (PY) 
培地でも同様に試験し、基本培地を用いた際

の結果と比較した。オリゴ糖を添加していな

い培地および植菌していない糖質試料添加培

地をネガティブコントロールとして用い、ポ

ジティブコントロールには嫌気性細菌の培養

に適した Reinforced Clostridium Medium 
(RCM) 培地を用いた。試験菌株は 96 穴プレ
ート 1ウェルにつきOD600 = 0.050となるよう
に調整し、一定時間培養後の OD600での濁度

を指標としてビフィズス菌の増殖を最も促進

させる難消化性糖質の種類や配合のスクリー

ニングを行った (図 1)。 
 
(2) マウス糞便を用いたスクリーニング菌株
の選抜条件検討 
	 ヒト糞便試料を扱う前に、マウス糞便から

基本培地を用いてビフィズス菌分離、菌種同

定、(1)で確立した糖資化試験を行った。一般
的な細菌の菌種同定には 16S rRNA遺伝子の
配列解析が広く用いられているが、ビフィズ

ス菌の菌種間では高い相同性を示すため、区

別することが難しい。そのため、菌種同定は

PCRにて増幅したhsp60の部分断片を用いた
Hae Ⅲでの制限酵素断片長多型(PCR-RFLP) 
解析法 (BMC Miclobiol., 13, 2013) にて行っ
た。 
 
(3) ヒト糞便から分離した個人固有のビフィ
ズス菌株の菌種同定および難消化性糖質の利

用能試験	  
	 静岡県立大学研究倫理審査委員会の承認を

受け、被験者 12名から糞便を提供していただ
いた。(2)と同様にビフィズス菌を分離・同定
し、糖資化試験を行った。 
 
４．研究成果 
(1) ビフィズス菌基準株を用いた難消化性糖
利用能試験系の確立 
	 ビフィズス菌基準株は基本培地でも、PY培
地でも結果は同じ傾向を示したことから、以

降は基本培地に各糖試料を最終濃度 0.5%で
添加した培地にて、37℃で 24時間嫌気培養後
の増殖を比較することとした (図 2)。 
	 ビフィズス菌基準株において、使用した 8
種類のオリゴ糖のうち、A と F 添加時の生育
はいずれの菌種でも比較的良好であり、E で
は菌の増殖度は大きく 2つに分かれた (表 2)。
また、B1、B5および B8は比較的増殖度が高
く、複数のオリゴ糖を資化できる能力を持っ

ていることが分かった。 
	 一方、Porphyromonas gingivalisなどの口
腔内常在菌や大腸菌 (Escherichia coli ) およ
び Clostridium 属菌などの腸管内の常在菌、
計 9 菌種の基準株を用いて、難消化性オリゴ
糖に関するビフィズス菌との競合性の有無を

確認した。その結果、現在プレバイオティク

スとして多用されているオリゴ糖 Aは C1 (E. 
coli JCM 1649株) および C6 (C. butylicum 
JCM 1391 株 )、オリゴ糖 B は C5 (C. 
perfringens JCM 1290株) および C6の増殖
を促進することが分かり (表 2)、ビフィズス
菌の増殖を狙う糖の摂取がかえってこれらの

細菌を増殖させる可能性を孕んでいることが

推察された。また、腸内細菌叢の構成細菌に

個人差があることや菌株により表現型に差が

存在する可能性があり、これらの細菌につい

ても個人が保有する細菌における糖資化能を

調べなければ、ビフィズス菌の増殖を促進す

る糖を正確に判定できないと考えられる。 

1. 	 	 
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A B C D E F G H   0.8 <
B1 ## ## ## ## ## ## ## ##   0.6-0.8
B2 ## ## ## ## ## ## ## 1%   0.4-0.6
B3 ## ## ## ## ## ## ## 2%   0.2-0.4
B4 ## ## ## ## ## ## ## 0%   > 0.2
B5 ## ## ## ## ## ## ## 0%
B6 ## ## ## ## ##
B7 ## ## ## ## ## ## ##
B8 ## ## ## ## ## ## ## 1%
C1
C2
C3
C4
C5
C6
C7
C8
C9

Strain Oligosaccharide OD�



	 また、ビフィズス菌の生育が促進されたオ

リゴ糖のうち、E は消化管内常在菌の生育が
比較的低かったことから、本研究において使

用した基準株 8種の糖の中では Eが最もビフ
ィズス菌基準株の生育促進に適していると考

えられた。 
 
(2) マウス糞便を用いたスクリーニング菌株
の選抜条件検討 
	 ヒト糞便試料を扱う前段階としてマウス

糞便からビフィズス菌分離を試みた。ビフィ

ズス菌は 35 週齢のマウスからは全く分離さ
れず、2 週齢のほ乳期のマウス糞便からのみ
10株分離することができた。hsp60の部分配
列を標的とした RFLPの結果、分離株はすべ
て同一のパターンを示し、これらの菌種は

B. pseudolongum subsp. pseudolongumで
あると推測された。 
	 ま た 、同一試料を用いて糞便中の

Lactobacillus 属菌についても検索したとこ
ろ、ビフィズス菌を全く分離できなった 35
週齢のマウスからも、45 株の Lactobacillus
属菌を得ることができた。Lactobacillus属菌
の phenylalanyl-tRNA synthase alpha 
subunit (pheS) 遺伝子の 4 種類 (HhaI、
RhaI、Sau3AIおよび Sau96I)の制限酵素を
用いた RFLPによる Lactobacillus属菌の簡
易的菌種同定法で、マウス糞便から得られた

45株の Lactobacillus属菌は 9菌種に分けら
れ、L. reuteri (18/45)、L. kalixensis (10/45)
が優占種となっていた。以上の結果から、

Lactobacillus属菌と比べると、マウス腸内細
菌叢におけるビフィズス菌の多様性は非常

に小さいことが分かった。よって、マウスを

用いた解析は腸管に常在菌として定着して

いるビフィズス菌の検索には有効ではない

と考えられた。 
 
(3) ヒト糞便から分離した個人固有のビフィ
ズス菌株の菌種同定および難消化性糖質の

利用能試験 
	 被験者 12 名に協力していただき、ヒト糞
便から分離した個人固有のビフィズス菌株

の菌種同定および難消化性オリゴ糖の利用

能試験を行った。ヒト分離ビフィズス菌株の

菌種は個人によって大きく異なっていた。B. 
longum subsp. longum 3株、B. adolescentis 

2株、B. bifidumと B. pseudocatenulatum
が 1株ずつ分離・同定できた (表 3)。 
	 これら計 7分離株の糖資化能を確認したと
ころ、全体の傾向としては、基準株と同様で

あり、A、Eおよび Fに対する資化性が高い
ことが分かった (表 4)。最も分離株数の多か
った B. longum subsp. longumにおいて、基
準株と分離株を比較すると、分離株の方が糖

資化能は高かった (図 3)。 
	 また、オリゴ糖 Cは試験したビフィズス菌
の中で唯一 B. adolescentis A-2-a株の 0.6以
上の OD600値を示した。よって、この菌株を

腸内細菌として所有する宿主はオリゴ糖 C
の摂取により、固有のビフィズス菌を効率よ

く増殖させることができると考えられる。 
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