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研究成果の概要（和文）：潰瘍性大腸炎は大腸の粘膜に炎症ができる病気であり、欧米のみならず日本でも患者
数が増加してきているが、根治的治療は確立されていない。発症には腸内細菌叢の乱れが関連していることが近
年、注目されている。一方、腸内細菌叢に関する評価は動物給餌試験やヒト介入試験によるin vivo系で行われ
てきたが、コストや倫理的制限の問題点が存在する。しかし、in vitro系による潰瘍性大腸炎の代謝プロファイ
ルの再現は困難とされていた。そこで、本研究ではin vitro培養系ヒト腸内細菌叢モデルにて潰瘍性大腸炎患者
の腸内細菌叢を模した上でその代謝プロファイル、特に酪酸生成減を再現した。

研究成果の概要（英文）：Ulcerative colitis is a disease that cause inflammation of the mucous 
membrane f the large intestine, and the number of patients is increasing not only in Europe and the 
United States but also in Japan, but no curative treatment has been established. In recent years, it
 has been noted that the onset is associated with disturbance of the intestinal flora. On the other 
hand, the evaluation of the intestinal flora has been performed in vivo by animal feeding tests and 
human intervention tests, but there are problems of cost and ethical restrictions. However, it has 
been difficult to reproduce the metabolic profile of ulcerative colitis by in vitro system. 
Therefore, in this study, we simulated the intestinal flora of patients with ulcerative colitis 
using an in vitro culture human intestinal flora model, and reproduced its metabolic profile, 
especially the decrease in butyric acid production.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本システムは潰瘍性大腸炎患者のヒト腸内細菌叢における種数や多様性を保持した世界初のモデルである。さら
に今までの他のシステムである多連式システムでは再現が不可能であった酪酸生成の減少を、本システムは再現
している。酪酸生成を実際のヒト腸管内で計測することは困難である。また、酪酸は制御性T細胞の生成を誘導
して炎症を抑制することが知られている。本システムはLachnospiraceae科の減少とそれに付随する酪酸生成の
減収を再現できる系であり、潰瘍性大腸炎患者の腸内環境を迅速に評価できる系である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 
1000 菌種以上、100 兆個にも及ぶ腸内細菌叢（腸内フローラ）は宿主に栄養分（短鎖脂肪酸
やビタミンなど）を供給して、腸管免疫系に作用して恒常性維持に重要な役割を果たしているこ
とが知られている。正常な腸内細菌叢が攪乱された状態（dysbiosis）は、腸管だけでなく腸管外
のさまざまな疾病に関与するとされている。 
ある種の食品には疾病予防や回復、体調調整、老化抑制などの助けとなる成分が含まれており、
これらの機能をもった食品が機能性食品とされる。食品成分の機能性評価は動物給餌試験やヒ
ト介入試験の in vivo系で行われてきたが、倫理的制限が低く繰り返し評価が可能な in vitro系
での腸管内の細菌叢を模したモデルの開発が待たれている。我々は神戸大学にて培養系ヒト大
腸細菌叢モデル（KUHIMM：Kobe University Human Intestinal Microbiota Model）を開発
した。本技術はヒト糞便を培養スターターとしている。KUHIMMは以下の特徴を有している。
①培養後にヒト大腸内の菌種や菌多様性を保持していた、②偏性嫌気性細菌が優勢であった、③
難培養とされている細菌種も増殖していた、④代謝プロファイルを維持していた、すなわち、短
鎖脂肪酸の構成比が実際のヒト大腸内に近いものであった。 
 
２．研究の目的 
  
疾患患者の腸内細菌叢の dysbiosis状態を構築することを目指した。潰瘍性大腸炎（Ulcerative 
colitis：UC）は大腸に限定されて炎症反応が過剰に進行する発症メカニズム不明の炎症性腸疾
患であり、その根治的治療法は確立されていない。もともとは欧米で多いことが知られていたが、
日本でも患者数は年々増加しており医療受給者交付数は現在 16万人を超えている。 
 
３．研究の方法 
 
（１）臨床検体の準備と KUHIMM の運転 
 13 人の健常人ボランティアおよび 13 人の UC 患者ボランティアより、臨床検体の提供を受け
た。 
 KUHIMM の運転には 8連培養装置（Bio Jr. 8; ABLE, 東京）を使用した。 
 
（２）臨床検体および発酵液中より DNA 抽出を行った。すなわち、サンプルをフェノール・ドデ
シル硫酸ナトリウム（SDS）と混合し、ガラスビーズを使用した物理的破砕により抽出した。ク
リーンアップ後に、DNA は TE buffer に溶出した。 
 細菌の 16S rRNA 遺伝子 V3-V4 領域を標的としたプライマーを使用して、PCR 増幅した。PCR 産
物は MiSeq シークエンサ（Illumina）に供して配列を得た。配列は QIIME により解析した。 
 KUHIMM 中の低級脂肪酸濃度は高速液体クロマトグラフに Aminex HPX-87H column を設置して
検出した。 
 
４．研究成果 
 
（１）UC 患者における異常な腸内細菌叢の再現 
 メタ 16S 解析を行った結果、健常人および UC 患者ともに細菌種数は臨床検体中のものが
KUHIMMM 発酵液中に再現されており、α多様性（細菌の多様性の指数）も再現されていた。一方、
臨床検体における種数やα多様性について、健常人と UC 患者で有意な差は認めらず、この傾向
は KUHIMM 発酵液中でも同様であった。全菌量も健常人と患者で有意な差は認められない。 
 ただし、臨床検体中において、細菌叢の構成は健常人と UC 患者で異なっていた。この腸内細
菌叢の違いは、KUHIMM 中に再現されていた。DNA 配列の大部分は、Actinobacteria、Bacteroidetes、
Firmicutes、Proteobacteria、Verrucomicrobia 門に属していた。科レベルで評価した結果、興
味深い事に Lachnospiraceae 科に関連する菌の割合が健常人の臨床検体中に比べて UC 患者臨床
検体中で減少しており、同様に KUHIMM 培養液中でも Lachnospiraceae 科に関連する菌の割合が
UC 患者のもので減少していた（図 1）。過去の知見においても Lachnospiraceae 科の菌が UC 患
者で減少することが報告されており、我々の知見と一致している。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 Lachnospiraceae 科の割合。HS: healthy subject。Feces:臨床検体。Culture:KUHIMM 発
酵液。**は統計的に有意な差があることを示す（P<0.05）。 
 
（２）UC 患者モデルにおける酪酸生成の減少 
 短鎖脂肪酸は腸内細菌叢と宿主の健康を左右するシグナル物質となる。そのため、KUHIMM 発
酵液中における健常人と UC 患者の短鎖脂肪酸の生成を調べた。発酵 30 時間後には酢酸が主要
な産物であり次にプロピオン酸・酪酸が主要な産物であった。興味深いことに KUHIMM 発酵液中
において、酪酸生成が UC患者のもので健常人と比べて有意に減少していた（図 2）。 

 
図 2 KUHIMM 発酵液中における酪酸生成。**は統計的に有意な差があることを示す（P<0.05）。 
 
Lachnospiraceae 科の菌は哺乳動物の腸管内において大部分を占めており、酪酸生成に重要な
役割を果たしている。実際に KUHIMM において Lachnospirace 科の菌の割合と酪酸生成濃度には
正の相関が認められた。 
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