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研究成果の概要（和文）：本研究においてヒト腸管試料から見出された高い酪酸酸性能を有する
Lachnospiraceae科酪酸産生細菌は、海藻多糖を基質として生育することが可能であった。そこで、海藻多糖分
解産物であるフコースを資化するビフィズス菌を乳児腸管由来菌株ライブラリから選抜し、フコースを提供する
酪酸産生菌と、酢酸を提供するビフィズス菌のクロスフィーディングによる共培養系の条件を検討した。さら
に、ヒト腸管ムチンを固定化したマイクロプレートを用いた競合付着阻害試験では、炎症性腸疾患発症に関与す
ることが知られるDesulfovibrio属硫酸還元細菌に対する高い置換・競合能を有するビフィズス菌が見出され
た。

研究成果の概要（英文）：Culture enrichments of human gut microbiota using various polysaccharides as
 a substrate were performed and bacterial strains affiliated with Lachnospiraceae, which produce 
butyrate and simultaneously degrade algae polysaccharides, were found. We screened probiotic 
bifidobacterial strains with an ability to utilize fucose to establish a co-culture of 
butyrate-producing Lachnospiraceae and probiotics. We also identified bifidobacterial strains with 
an ability of competitive adhesion to purified human mucosal polysaccharides against 
sulfate-reducing bacteria, which occurrence has been known to be correlated with inflammatory bowel 
disease. Our findings offer a new aspect of probiotics for preventing inflammatory bowel disease by 
promoting butyrate-producing bacteria or by preventing sulfate-reducing bacteria in human intestine.

研究分野：応用微生物学
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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、炎症性腸疾患の予防や発症に関与すると考えられている酪酸産生細菌や硫酸還元細菌と、クロスフ
ィーディングや付着競合を通して直接的に相互作用するビフィズス菌株を単離・選抜した。これまでに開発され
たプロバイオティックビフィズス菌の多くが、ビフィズス菌単独の機能性に着目したものであったが、本研究に
おいて選抜されたビフィズス菌株は、ヒト腸管に常在する腸内フローラ細菌との相互作用に着目した新規性の高
いプロバイオティクス候補であり、腸管の炎症抑制に関与する酪酸産生細菌の増殖促進と腸管炎症の悪化に関与
する硫酸還元細菌の阻害という複合的な作用により、炎症性腸疾患の予防への応用が期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
近年若年層を中心に急増している炎症性腸疾患（Inflammatory Bowel Disease, IBD）は、腸
管内が慢性的な炎症を起こしている状態であり、その多くが難治である。IBDの発症には、腸
管内の細菌叢（腸内フローラ）の異常（dysbiosis）が深く関与しており、患者の腸内では、健
常な腸内フローラで優勢化する酪酸生成細菌が顕著に減少していることが報告されている。一
方、健常者の腸内にはあまり見られない硫酸還元細菌やフソバクテリウム属細菌が高頻度で検
出され、これらによる硫化水素 H2Sや毒素産生、過剰な脂肪酸生成は、炎症性腸疾患を悪化さ
せる原因になると考えられている。酪酸（butyrate）は、腸内フローラが行う嫌気発酵により
生成する主な短鎖脂肪酸の一つであるが、宿主の栄養として吸収されるだけではなく、大腸粘
膜の制御性 T細胞を誘導し、大腸炎を緩和することが報告されており、腸管免疫の恒常性や炎
症抑制に重要なはたらきを持っていると考えられている。そのため、酪酸を利用した腸疾患の
予防や治療方法の開発・投与試験、食品への添加が広く実施されているが、酪酸が下部消化管
まで到達しにくいヒトや大型動物に対する酪酸塩の経口摂取の効果は低く、腸管内における酪
酸生成を促進する新しい手法が求められている。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、ヒト腸管内における酪酸生成細菌の増殖や酪酸生成を補助すると同時に、硫
酸還元細菌等の炎症性腸疾患発症に関与すると言われている要因菌を阻害する機能を有する機
能性ビフィズス菌株を選抜し、その特性を生かした機能性ヨーグルトを開発することである。
これまでに開発されている機能性ビフィズス菌を用いたプロバイオティクスの多くは、ビフィ
ズス菌自体の機能に着目したものが多いが、本研究では、本来腸内フローラに存在する酪酸産
生菌や硫酸還元細菌に対するビフィズス菌の相互作用に着目した。また、過去の炎症性腸疾患
と腸内フローラの関連性の研究では、腸管由来酪酸生成細菌や硫酸還元細菌は 16S rRNA遺伝
子レベルで検出されてきたが、本研究ではこれらの細菌をヒト腸管試料から集積培養・単離し、
ビフィズス菌との共培養や付着競合阻害試験に用いることにより、プロバイオティックビフィ
ズス菌の各菌株が特異的に示す細菌間相互作用に関する知見を獲得し、炎症性腸疾患予防プロ
バイオティクス開発へ応用可能な機能性を有する菌株を選抜することを目指した。 
 
３．研究の方法 
（１）ヒト腸内フローラ細菌の集積培養と酪酸量測定 
本研究において実施した集積培養で用いた合成培地は、Plugge（2005）による手法および培地
組成を用いて、以下のように調製した。基本培地を作製し、沸騰、冷却後バイアル瓶に分注し、
ヘッドスペースを N2ガスと CO2ガス（4:1）で置換し、ブチルゴム栓とアルミシールで密閉した。
121℃、20 分間のオートクレーブ後、塩化カルシウム溶液、ビタミン類混合溶液、炭酸水素ナ
トリウム、Na2S およびシステイン塩酸塩を含む還元溶液を添加した。調製した各培地に多糖（セ
ルロース、海藻多糖、β-グルカン）およびヒト腸管試料を添加し、37 ℃において培養した。
濁度が上昇した培養液について、イオン排除高速液体クロマトグラフィーによる短鎖脂肪酸量
の測定を行い（栄養・病理学研究所による受託解析）、酪酸量を比較した。特に酪酸産生比率の
高い培養液を新鮮な培地に植え継ぎ、同条件で継代培養を行った。 
 
（２）酪酸量産生細菌の同定 
 酪酸産生比率が高い培養液から DNeasy キット（QIAGEN）を用いて DNA を抽出し、濃度および
純度について NanoDrop1000 を用いて測定後、20 ng/µLとなるように希釈調製し、16S rRNA 遺
伝子の配列のシーケンス解析（illumina MiSeq、受託解析）を行った。得られたシーケンス配
列は CLC Microbial Genomics Module（QIAGEN Bioinformatics）を用いて アセンブリ、トリ
ミング、フィルタリングおよび OTU クラスタリングを行い、酪酸産生菌と考えられる細菌種の
存在を調べた。単離した菌株については、同様に抽出した DNA を鋳型として得られた 16S rRNA 
遺伝子の PCR 産物を鋳型とし、BigDye terminator によるサイクルシーケンス反応を行い、ジ
ェネティックアナライザ ABI3500 により塩基配列の決定を行った。 
 
（３）ヒト腸管由来酪酸産生細菌とビフィズス菌の共培養条件の検討 
 多糖を資化する酪酸産生細菌と単糖からオリゴ糖までを資化するビフィズス菌との共培養条
件を調べるため、合成培地を調製し、多糖（セルロース、海藻多糖、β-グルカン）を栄養基質
として添加し、ヘッドスペースを CO2ガスで置換した。GAM 培地で培養したビフィズス菌および
BL 培地で培養した酪酸産生細菌を同時に植菌し、30 ℃において培養を行った。計時的に採取
した培養液を GAM 寒天培地および BL 寒天培地に塗布し、30 ℃においてアネロパックおよび専
用培養ジャーを用いて培養後、出現したコロニー数を計測した。 
 
（４）ビフィズス菌と硫酸還元細菌の付着競合阻害試験 
ヒトの大腸粘液（腸管正常部位由来）よりゲル濾過クロマトグラフィーにより溶出・精製した
可溶性ヒト大腸ムチン（HCM）をマイクロプレート（Thermo Scientific™ Pierce™ Maleic 
Anhydride Plates）に固定化し、ビフィズス菌および CFDA 染色した硫酸還元細菌を添加した。
ビフィズス菌を先に添加した後に硫酸還元細菌を添加して硫酸還元細菌の付着量を検討する



「排除」、ビフィズス菌を後に添加し硫酸還元細菌の残存付着量を検討する「置換」、同時添加
による付着量を検討する「競合」について、マイクロプレートリーダーによる蛍光強度測定に
より検討した。 
 
４．研究成果 
（１）ヒト腸内フローラ由来酪酸産生細菌の集積培養と同定 
ヒト腸管試料を添加した集積培養の 16S rRNA 遺伝子解析の結果、本研究において検討した各条
件において、培養初期では Enterobacteriaceae 科などの通性嫌気性細菌が優勢であり、短鎖脂
肪酸の中でも酪酸の生成量は少なく、ギ酸の生成が多く見られた。継代培養を行うと、通性嫌
気性細菌は減少し、代わりに酪酸の生成量が増加し、ギ酸は検出限界以下となった。各培養条
件の中でも、酢酸やプロピオン酸に比べて酪酸の生成比が高かった培養液の条件では、
Lachnospiraceae 科および Phascolarctobacterium 属細菌が優勢的であった。そこで、これら
の培養液を段階希釈し、アガーシェイク法により得られたコロニーを取得し、単離培養を行っ
た。 
 
（２）ヒト腸管由来酪酸産生細菌とビフィズス菌の共培養系の確立 
研究計画時に予定していた酪酸生成細菌 Eubacterium limosum RA27 株とプロバイオティックビ
フィズス菌共培養を試みたところ、両菌株が同時に増殖可能な条件の特定には至らなかった。
この理由として、RA27 株がビフィズス菌の生成する酢酸を利用して増殖可能である一方で、ビ
フィズス菌の生育に必要となるラクトースなどの糖を培地に添加すると、ビフィズス菌の急速
な増殖により生じる乳酸の増加とそれに伴う pH の低下が、RA27 株の増殖を阻害するためであ
ることが考えられた。そこで、多糖を資化して酪酸を生成し、さらにはビフィズス菌が資化可
能な単糖やオリゴ糖を多糖の分解産物として生成するヒト腸管由来細菌の探索を試みた。その
結果、海藻多糖を唯一の炭素源として添加した合成培地において、酪酸産生細菌として知られ
る Lachnospiraceae 科の細菌が増殖し、これらがビフィズス菌の栄養基質と成り得る L-フコー
スを生成する可能性が示唆された。そこで、ヒト腸管試料および乳児糞便試料を用いてヒト腸
管由来ビフィズス菌株ライブラリを作製し、L-フコースの資化能を有するプロバイオティック
ビフィズス菌のスクリーニングを行った。その結果、乳児腸管由来の複数菌株に、フコース資
化性が認められた。現在、これらのフコース資化能を有するプロバイオティックビフィズス菌
と本研究において見出された Lachnospiraceae 科酪酸産生菌が同時に増殖する共培養条件の検
討を行っている。 
 
（３）硫酸還元細菌に対する腸ムチン付着競合性を有するプロバイオティックビフィズス菌の
選抜 
先行研究において単離培養した新規の硫酸還元細菌は、純粋培養系では本試験に必要となる細
胞数が得られなかった。そこで、JCM 分譲株である Desulfovibrio 属 2 菌株を用いて、プロバ
イオティックビフィズス菌による硫酸還元細菌の競合付着性の評価を行った。バイオセンサー
Biacore による腸管付着性評価法において、ヒト腸ムチン sHCM-A に対する高い付着性を示した
プロバイオティックビフィズス菌５菌株について、硫酸還元細菌に対する付着阻害試験を行っ
たところ、Bifidobacterium bifidum MCC1092 株に、特に高い置換・競合能が認められた。本
菌株は、先行研究において硫酸基を認識して付着する Bacteroides 属細菌に対しては付着競合
性が見られなかったことから、硫酸還元細菌とプロバイオティックビフィズス菌間の付着競合
性には異なる付着メカニズムが関与すると考えられた。 
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