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研究成果の概要（和文）：近年、腸内細菌叢が産生した短鎖脂肪酸（SCFA）が宿主の健康状態に非常に重要な役
割を担うことが明らかとなっている。SCFAのうち、酢酸を摂取すると生活習慣病の予防に役立つことが示されて
おり、そのような酢酸の機能性は、酢酸代謝および受容体を介したシグナル伝達により発揮されると考えられて
いる。本研究では、酢酸摂取が宿主の腸内細菌叢構成に与える影響を明らかにすることを目的とした。酢酸をSD
ラットに摂取させると、腸内細菌叢構成が明確に変化することが細菌の16SｒRNAのPCR-DGGE法による解析で明ら
かとなり、メタゲノム解析によって、ある種の乳酸菌が酢酸摂取によって有意に増加することが分かった。

研究成果の概要（英文）：Recently, the evidences have been revealed that short-chain fatty acid 
(SCFA) produced by gut microbiota plays important roles in host physiology. The acetic acid intake 
helps the prevention of the lifestyle-related disease. Mechanisms underlying the effect may be 
caused through the metabolism of acetic acid and the signal transduction of receptors called GPR43. 
Aim of this study is to reveal the effect of acetic acid intake on composition of host gut 
microbiota. PCR-DGGE using fecal bacterial 16S rRNA gene revealed that the composition of fecal 
microbiota from SD-rats which were administered acetic acid was different from that of control rats.
 Metagenome analysis of fecal microbiota showed that the abundance of Lactobacillus sp. 
significantly increased by intake of acetic acid.

研究分野：食品機能学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、酢酸摂取が腸内細菌叢構成を変化させ、ある種の乳酸菌が増加することを明らかとした。この種
は、マウスにおいて、免疫応答の抑制的制御やO157大腸菌感染による大腸炎抑制に関与する制御性T細胞の分化
を促進することが示されており、酢酸摂取がアレルギー症状の緩和や大腸炎を予防する可能性を示唆している。
また、本研究において、糞便から摂取した酢酸（安定同位体ラベルのd4酢酸）が検出できなかったことから、摂
取酢酸は速やかに吸収され、腸管まで到達できないことをあらためて示した。腸管に到達することがない酢酸が
どのような機構を介して宿主の腸内細菌叢構成を調整しているのか興味が持たれる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
腸内細菌叢を良好に保つことは健康長寿を達成する上で重要である。 
 近年の分子生物学的手法を用いた腸内細菌の解析から、哺乳類の腸管には約 1,000種、ある
いはそれ以上の細菌種が宿主と相互作用しながら増殖しており、これらは全体として腸内細菌
叢と呼ばれている。腸内細菌叢は宿主の状態（肥満、糖尿病、免疫、ガン、精神疾患、炎症な
ど）に大きな影響を及ぼし、“細菌叢構成の乱れ”は多くの疾患の原因となる可能性が示唆され
ている。細菌叢構成は様々な要因（例えば食事内容、宿主の遺伝的要因、抗生物質など）によ
り可逆的に変化することが知られており、加えて、腸内細菌叢を移植することで特定の疾患が
改善したとの報告も多数ある。従って、腸内細菌叢構成を調節する（整える）ことは多くの疾
患に対する予防や治療につながることが期待され、健康長寿の要となると考えられる。 
 
腸内細菌叢が産生する短鎖脂肪酸（SCFA）の重要性と投与酢酸の腸内細菌叢への影響 
 腸内細菌叢は宿主による消化を免れた未消化物を分解する消化器官様の機能を担い、様々な
代謝物を作り出す。哺乳類は食物繊維を消化することができず、食物繊維は腸内細菌叢の作用
により主に酢酸、プロピオン酸、酪酸などの短鎖脂肪酸（SCFA）へと変換され、一部の腸内
細菌に利用される他、消化管上皮より吸収され、宿主に利用される。近年、腸内細菌叢と宿主
との関連において、腸内細菌叢が産生した SCFAが様々な機構を介して、非常に重要な役割を
担うことが明らかとなった。例えば、酪酸は大腸上皮細胞のエネルギー源として重要なだけで
なく、HDAC阻害を介して免疫応答の抑制に重要な役割を担う大腸粘膜の制御性Ｔ細胞（Treg）
の分化誘導に寄与し、大腸の粘膜免疫システムの制御（大腸炎抑制）に関与する(1)。プロピオ
ン酸や酢酸は腸管粘膜における胸腺由来 Tregの維持(2)、好中球のアポトーシスの誘導(3)、腸
管上皮のバリア機能制御(4)など宿主免疫に重要な役割を担う。また、SCFAは宿主の食欲や脂
肪細胞に作用し、宿主の代謝機能に影響を及ぼすことから、生活習慣病予防としての機能も注
目されている。以上のように、腸内細菌叢によって産生される SCFAの宿主への影響を調べた
例は多いが、経口投与した酢酸などの SCFAが、腸内細菌叢へ及ぼす影響に関して調べられた
例は少ない。そこで本研究では、酢酸摂取が宿主の腸内細菌叢構成に与える影響を明らかにす
ることを目的とした。 
 申請者の研究室では、酢酸摂取が生活習慣病予防に役立
つことを示してきた(5, 6)。経口摂取した酢酸は血中に移行
し、末梢組織細胞表面の受容体（GPR41, GPR43）を介し
たシグナル伝達により機能を発揮し、加えて、細胞内に取
り込まれた酢酸は、アセチル CoA合成酵素による代謝に伴
ったAMPK活性化を介して代謝制御に関与する(7)。また、
代謝産物であるアセチルCoAも代謝中間体として重要な役
割を担うだけでなく、タンパク質アセチル化を介して転写
や酵素活性の調節を担う。酢酸は、以上のような機構を介
して機能を発揮していると考えられる。一部の腸内細菌が
産生した酢酸や他の SCFAは、腸内環境を弱酸性に変化さ
せ、SCFA をエネルギー源として利用する細菌の生育を促
進すると考えられることから、申請者は、摂取した外来性
の酢酸も腸内環境並びに腸内細菌叢構成を変化させ、宿主
に影響を及ぼしていると考えた。これまでに食物繊維によ
る糞中 SCFA量並びに腸内細菌叢構成変化の解析例は多く
発表されているが、摂取した SCFAの腸内細菌叢構成への
影響を調べた例はほとんどない。これは摂取した SCFAの
大部分が上部消化管に到達するまでに吸収され、大腸部ま
で到達するのは微量であるという考えから調査されていな
いものと考えられる。しかしながら、申請者は、長期間（32
～65週齢）の酢酸投与（0.3％になるように酢酸を飼育水に
添加）がラットの糞中の細菌叢構成を変化させることを確
認しており（図１）、投与酢酸は、ある程度腸内へ到達して
いると考えている。 
 
研究期間内に明らかにすること 
以上のようなことを踏まえ、申請者は 2 年間の研究期間中
に、糞中の SCFAを GC-TOFMSにより定量し、経口投与
された酢酸（重水素酢酸）の腸内到達量を決定する。また、腸内細菌叢構成の変化を、PCR-DGGE
法により定性的に捉え、16S rDNAを標的とした定量的 PCRにより属レベルの解析、次世代
シーケンサーを用いたメタゲノム解析により種レベルの変化および機能的な変化を定量的に捉
え、酢酸投与が宿主の腸内細菌叢構成に与える影響を明らかにする。 
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２．研究の目的 
 申請者が所属する研究室では、酢酸の機能性に注目し、酢酸摂取が生活習慣病予防に役立つ
ことを示してきた。そのような酢酸の機能性は、酢酸代謝を介した機構および受容体を介した
シグナル伝達により発揮されると考えられているが、申請者は、酢酸が腸内細菌叢構成に影響
を与えることも要因の一つであると考えた。本研究では、酢酸摂取が宿主の腸内細菌叢構成に
与える影響を明らかにすることを目的とした。本研究においては、安定同位体である酢酸-d4
（重水素酢酸）をラットに経口投与し、投与酢酸の腸内到達量を GC-TOFMSにより正確に定
量し、腸内細菌叢構成の変化を分子生物学的手法およびメタゲノム解析を用いて定量的に捉え
ることで、酢酸摂取が宿主の腸内細菌叢構成に与える影響を明らかにしたい。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、酢酸摂取が腸内細菌叢構成に及ぼす影響を明らかにするために、ラットに週 5
日間 1％酢酸（重水素酢酸, 0.5 mL/100 g BW）を胃ゾンデで 1日 1回経口投与し、24時間の糞
サンプルを毎週末に回収する（①）。腸内細菌叢構成の経時変化を解析するため、糞サンプル中
の細菌 DNA の 16S rRNA 遺伝子可変領域を PCR により増幅し、分子生物学的手法により定量解析
を行う（②、④）。また、GC-TOFMS を用いて、糞サンプル中の SCFA を定量することで、酢酸に
よる細菌叢変化と SCFA 量との関連性および腸内到達量を明らかにする（③）。 
 
平成 29年度 
① 酢酸投与およびサンプル調製 
SD ラット（オス９週齢）を購入し、1 週間の予備飼育後、酢酸群と水群に分け（5 個体ずつ）、
それぞれ週に 5 日間、1％酢酸（重水素酢酸）もしくは飼育水を体重 100 g あたり 0.5 mL を 1
日 1回体重測定後に胃ゾンデにより経口投与する（ヒトが飲料として飲むことができる濃度、
量を想定）。餌と飲料水は自由摂取とする。毎週末、24 時間に排泄された糞サンプルを回収す
る。なお、糞中の細菌 DNA は 72 時間の室温放置により変化しないことが先行研究で確かめられ
ている（8）。糞サンプル中の DNA を抽出キットにより抽出し、下記②の方法により糞サンプル
中の細菌叢 DNA の構成変化を調べ、水群と酢酸群で違いが見られるまで投与を続ける。2 か月
程度、違いが生じない場合、結果が出ている長期間の継続投与に切り替える。違いが生じた後、
数週間投与をせず糞サンプルを回収し、起こった変化が可逆的な変化であるかどうかを調べる。 
 
② PCR-DGGE(Denaturing Gradient Gel Electrophoresis)による腸内細菌叢クラスター解析 
①で得た DNA を鋳型として、5’に GC リッチな配列(GC クランプ)を付加したプライマーを用い
て、細菌 16s rRNA 遺伝子の可変領域 V3 を PCR により増幅させる。増幅産物を変性剤(尿素、ホ
ルムアミド)の濃度勾配を作ったアクリルアミドゲルにて 60℃温度制御下で電気泳動する。泳
動中、増幅産物の GCクランプ以外の部分は解離し、増幅産物は解離部分の DNA 配列の Tm に従
ってゲル中の特定の変性剤濃度で泳動が停止する。従って、増幅産物泳動パターンが異なる場
合、腸内細菌叢の構成が異なることを意味する。解析ソフト GelJ（9）もしくは市販の解析ソ
フトを用いて、泳動結果のクラスター解析を行い、各サンプル間の細菌叢構成の差異を分析す
る。この解析により、腸内細菌叢構成の変化・差異を捉えることができる。また、各群で泳動
度の異なる DNA バンドの塩基配列を決定し、Ribosomal Database Project (10)を利用し細菌種
の同定を行うことも可能であるが、時間および必要経費の問題から下記⑤の方法で種レベルの
解析を行う。 
 
③ GC-TOFMS による糞サンプル中の SCFA 定量 
糞サンプルの SCFA は、文献（11）に従い 0.5%リン酸溶液中で凍結融解することで抽出し、そ
の後、酢酸エチルによる液液抽出を行い、GC-TOFMS を用いて定量を行う。重水素酢酸を利用す
るため、投与酢酸と内在性の酢酸を質量の違いにより区別し検出することができ、摂取酢酸の
腸到達量および糞中 SCFA 量を同時に定量することができる。 
 
平成 30年度 
④ リアルタイム PCR による門レベルでの腸内細菌の定量解析 
細菌の門レベル、あるいは属・種レベル特異的な 16S rRNA 遺伝子をターゲットとしたプライマ
ーが多数開発されており、それらプライマーを利用し、定量的リアルタイム PCR を行うことで、
サンプル中の細菌門もしくは属・種の定量的解析を行う。 



⑤ メタゲノム解析による細菌叢解析および機能解析 
 次世代シーケンサーを利用し、16S rRNA PCR 産物の塩基配列を網羅的に解析し、相同性検索
および系統分類解析を行い、水群、酢酸群で腸内細菌叢の構成変化を種レベルで定量的に解析
する。 
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４．研究成果 
酢酸摂取が腸内細菌叢構成に与える
影響 
 酢酸を摂取させる前の腸内細菌叢
構成をPCR-DGGE法により解析すると、
各サンプル間の similarity は低く、
明確な差は見られなかった（図 1A,B）。
28 日間酢酸あるいはペクチンを摂取
させたラットの腸内細菌叢構成を比
較したところ、各サンプル間の
similarity が高まり、は水を飲ませた
水群が多いクラスターⅢ、酢酸群とペ
クチン群が混在するクラスターⅡ、ペ
クチン群のみで構成されるクラスタ
ーⅠに分かれた（図 1C,D）。腸内細菌
叢構成のパターンを多次元尺度法に
より距離に置き換え、2 次元上にプロ
ットしたところ、酢酸群およびペクチ
ン群が近くに存在し、水群がそこから
離れて存在しているプロット図が得
られた（図 1E）。このことから、酢酸
摂取によりペクチンを摂取した場合
と同様な腸内細菌叢の変化が起こっ
ていることが示唆された。 
 次に、酢酸摂取によって腸内細菌叢
にどのような変化が起こっているか
を確かめるため、リアルタイム PCR 法
に よ り 、 腸 内の 優 勢門 で あ る
Bacteroidetes 門、Firmicutes 門、
Actinobacterium 門 、
gammaProteobacterium 門の定量を行
った。その結果、28 日後において、酢
酸群では、水群、ペクチン群と比較し
て Bacteroidetes 門が増加した。
Firmicutes 門は、摂取 14 日後から酢
酸群で低下し、Actinobacterium 門は、
水群と比較して、酢酸群、ペクチン群で低い結果となった。肥満と関連性があるとされる
Firmicutes 門／Bacteroidetes 門の比は、摂取 7日目に酢酸群とペクチン群で水群と比較して
低く、摂取 28日後に酢酸群で有意に低くなっていた（図２）。 



酢酸摂取による糞中短鎖脂肪酸量の変化 
 SD ラットへ 1%重水素酢酸（d4-酢酸、Ace 群）もしくは飼育水（Wat 群）を体重 100 g あたり
0.5 mL、1日 1回体重測定後に胃ゾンデにより、1か月間にわたり投与した。糞便サンプル中の
短鎖脂肪酸解析の結果、d4-酢酸を摂取させた個体の糞便中に存在する酢酸は、分子量が 60で
あり、摂取させた d4-酢酸の分子量 64とは異なることが判明し、摂取させた d4-酢酸の多くは
大腸まで到達せず、上部消化管で吸収されていることが示唆された。 

 
 また、Wat 群と比較して Ace 群では統計的
に有意に酪酸量が低下し、酢酸量が増加する
ことが分かった。以上のことは、酢酸摂取に
より腸内細菌叢構成が変化した結果、腸内細
菌叢により生成される短鎖脂肪酸分子種が
変化することを示唆している。 
 
次世代シーケンサーを用いたメタゲノム解
析 
 次世代シーケンサーを用いた 16S rRNA 遺
伝子をターゲットとした腸内細菌叢解析の
結果、上位 30 位までの優占種において、酢
酸群で Lactobacillus属のある細菌種が有意
に増加し、いくつかの未同定の細菌種の増減
が見られた。Lactobacillus 属の細菌の全体
に占める割合を求めたところ、酢酸群と同様
にペクチン群においても、水群と比較して有
意に増加していることが分かった。 
 
まとめ 
 本研究では、酢酸摂取が腸内細菌叢構成を
変化させるかどうか調べることを目的とし
た。その結果、酢酸摂取により、腸内細菌叢
構成が変化し、特に Lactobacillus 属のある
細菌種が有意に増加した。この種は、マウス
において、免疫応答の抑制的制御や O157 大
腸菌感染による大腸炎抑制に関与する制御
性 T細胞の分化を促進することが示されてお
り、酢酸摂取がアレルギー症状の緩和や大腸



炎を予防する可能性を示唆している。また、本研究において、糞便から摂取した酢酸（安定同
位体ラベルの d4酢酸）が検出できなかったことから、摂取酢酸は速やかに吸収され、腸管まで
到達できないことをあらためて示した。腸管に到達することがない酢酸がどのような機構を介
して宿主の腸内細菌叢構成を調整しているのか興味が持たれる。 
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