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研究成果の概要（和文）：抗菌薬投与を受けた乳幼児を対象として、抗菌薬投与前後の腸内細菌叢の菌叢組成解
析や機能メタゲノム解析を縦断的に行ったところ、回復期初期から回復期に増加する機能として、オリゴ糖輸送
系、ポリアミンの合成と輸送、および抗菌ペプチド輸送に関与する機能が同定された。これらの代謝機能は
Bifidobacteriaceaeをはじめとした複数の細菌群に由来していることから、微生物間の共生的代謝ネットワーク
により腸内フローラの再生が促されていると推察された。

研究成果の概要（英文）：We conducted a longitudinal analysis of the bacterial flora composition and 
functional metagenomics of the intestinal microbiota before and after antimicrobial treatment in 
infants. We identified functions involved in the oligosaccharide transport system, polyamine 
synthesis and transport, and antimicrobial peptide transport as functions that increase during the 
recovery period. These metabolic functions were derived from multiple bacterial groups, including 
Bifidobacteriaceae, suggesting that a symbiotic metabolic network among microorganisms promotes the 
regeneration of intestinal flora.

研究分野： 細菌学

キーワード： 腸内細菌叢　乳幼児　MAPLE　機能メタゲノム解析　抗菌薬暴露

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ショットガンメタゲノム解析およびMAPLE解析を組み合わせた新規の解析手法を用いて抗菌薬暴露によって破綻
した腸内細菌叢の回復プロセスに関与する複数の代謝機能を同定できたことは非常に画期的である。また今回の
検討から、乳幼児腸内フローラの再生と安定化に関連する物質の候補としてポリアミンを同定したが、当該物質
を新規プロバイオティクスとして用いることによって腸内フローラの破綻に起因する様々な疾患を予防する臨床
的介入法の確立につながる可能性がある。

※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 
ヒトの腸管には 1,000 種、100 兆個にも及ぶ細菌が定着し、腸内フローラを形成している。腸

内フローラは食物の消化、微量栄養素の供給、免疫賦活や種々の薬物代謝、さらには外来病原体
との競合作用など、宿主にとって有益な生理活性を担っている。腸内フローラは非常に安定した
生態系であるが、過度のストレス、偏食、抗菌薬投与などによってその構成や生理活性が変化す
る。この腸内フローラの破綻（dysbiosis）が、アレルギー、肥満、糖尿病、炎症性腸疾患、精神
疾患などの発症リスクを高めることが報告されている。腸内フローラの構成は年齢によって変
化するが、2~3 歳頃までに成人型の腸内フローラが形成され安定化する。新生児期から乳幼児期
の腸内フローラは不安定であるにも関わらず、抗菌薬を投与される機会が多い。抗菌薬暴露によ
る乳幼児腸内フローラの破綻はその後の菌叢形成に影響を及ぼし、成長後の疾患感受性を上げ
ると考えられている。例えば生後 6 ヶ月までの抗菌薬暴露は小児喘息や肥満の発症リスクを上
げることが報告されている。抗菌薬の腸内フローラに対する影響については、メタ 16S rDNA 解
析により検証されており、新生児期から乳幼児期の最優勢菌である Bifidobacterium が最も影響
を受けやすいことが報告されている。しかしながら、抗菌薬投与などによって撹乱された腸内フ
ローラの再構成プロセスを機能的に解析した報告は皆無である。抗菌薬投与を受けた約 3 割の
乳幼児では、腸内フローラの破綻が 3 ヶ月以上にわたって持続するとされている。我々は β ラ
クタム剤服用後に腸内フローラの質的かつ量的な異常が 2 ヶ月にわたって持続した母乳栄養児
の例を経験している。また、抗菌薬暴露を受けた複数の乳幼児の腸内フローラの解析から、抗菌
薬暴露後に腸内フローラの破綻が長期に持続する乳幼児が一定割合存在することを確認してい
る。同一の抗菌薬を同量服用した乳幼児でも腸内フローラへの影響には個人差が認められるこ
とから、抗菌薬投与による影響から「回復しやすい腸内フローラ」と「回復しにくい腸内フロー
ラ」の存在が示唆される。また、両者間の回復度の違いが、腸内フローラのどのような代謝機能
ポテンシャルの違いに起因するのかは未解明である。なぜ、抗菌薬投与中止後も長期にわたり菌
叢が回復しないのか、抗菌薬投与によってどのような腸内フローラ機能が失われ、あるいは増加
するのか、どのような機能が腸内フローラの回復や安定化に重要なのか、これらの疑問に迫る知
見はこれまでにない。そこで今回、抗菌薬による腸内フローラの破綻を題材として、その再生に
関与する腸内フローラ機能を同定することにより、腸内フローラの破綻に起因する様々な疾患
への治療的介入法を開発する糸口になると考え、本研究を開始した。 
 
２．研究の目的 
本研究では、香川大学医学部附属病院に入院中の抗菌薬投与を受けた乳幼児を対象として、抗

菌薬投与前後の腸内フローラのメタゲノム解析を生後 1 ヶ月から離乳期まで縦断的に行った。
収集したデータから、①抗菌薬投与後の菌叢回復が遅延する症例の頻度とその菌叢の特徴を捉
え、②抗菌薬暴露によって破綻した腸内フローラを速やかに回復させる代謝機能を同定するこ
とを研究目的とした。 
乳幼児期の腸内フローラに対する抗菌薬の影響については数多くの報告があり、腸内フロー

ラの破綻がその後の成長過程におけるアレルギーや肥満などの発症リスクを上昇させることが
示されているとはいえ、これらの報告の全ては残念ながら培養法あるいは次世代シークエンサ
ーを用いたメタ 16S rDNA 解析による菌組成解析に留まっている。そこで本研究では、腸内機能
メタゲノム解析を行うことによって腸内フローラの再構成プロセスにおける機能的変動を解析
した。膨大な数のメタゲノム配列情報を用いて腸内細菌叢の機能を比較するためには、効率良く
代謝機能ポテンシャルの変動を捉えるツールが必要となる。そこで今回、MAPLE（Metabolic and 
Physiological Potential Evaluator）と呼ばれる評価システムを用いる。MAPLE は KEGG データベ
ースに登録された機能モジュール（代謝パスウェイから切り出された合成、分解、輸送機能など
に関連する 730 の個別反応経路）にメタゲノム配列をマッピングし、MCR やアバンダンス（マ
ッピングされる read 数）を算出することによりサンプル間での代謝機能の変動を評価するシス
テムである。この評価システムを用いることによって乳幼児腸内フローラの再生と安定化に関
連する代謝機能を網羅的に同定した。 
 
３．研究の方法 
(1)乳幼児便検体の処理 
香川大学医学部附属病院に入院中の乳幼児 4 名（親権者からインフォームド・コンセント取

得）から生後１日目から経時的に得た 24 便検体（香川大学研究倫理審査会承認済）を解析に用
いた。各検体の DNA はアクロモ法により抽出した。また腸内フローラの菌数の変化はグラム染
色および DAPI 染色により評価した。 
(2) ショットガンメタゲノム解析および MAPLE 解析 
抽出した DNA を対象に HiSeq シークエンスシステム（Illumina）を用いて各サンプルあたり

ランダムに抽出した 100 万リードのメタゲノム配列データを取得した。得られたメタゲノム情
報よりリボソームタンパク質遺伝子にヒットするリード数をカウントすることでより精度の高



い菌叢解析を行うとともに、KEGG に登録されている機能モジュールを利用した生理・代謝機能
ポテンシャル評価法である MAPLE を用いて抗菌薬暴露前後に変動する代謝機能を検索した。機
能モジュールアバンダンスに基づいた生物群集解析および階層的クラスタリング解析は、
PRIMER v7 (PRIMER-e)を用いて行った。 
(3) Bifidobacterium breve のポリアミンに対する増殖応答性 
乳幼児から分離した Bifidobacterium breve ARM4-1 株の増殖における各種ポリアミンの影響は、

BHIS 液体培地にオルニチン、アグマチン、スペルミジン、スペルミン、プトレシンをそれぞれ
0-10 mM に添加することで比較検討した。 
 
４．研究成果 
(1) 抗菌薬暴露後の乳幼児腸内フローラ変動の解析 
真正細菌におけるリボソームタンパク質の遺伝子数は全て 52 個と一定であるため、リボソー

ムタンパク質遺伝子に
ヒットするリード数を
カウントすることで正
確な菌組成の把握が可
能である。そこで、HS, 
NEO2, NEO3, UC2 の乳
幼児４名の便検体から
得られたメタゲノムデ
ータより family レベル
での菌叢解析を行った
（図 1）。一般的に乳幼
児 の 菌 叢 は 主 に
Bifidobacteria 科が占め
る。今回の検体も回復期
（あるいは正常時）には
Bifidobacteria 科（青バ
ー）が優勢であるが、抗菌剤の投与後に Bifidobacteria 科の著しい減少が認められた。今回の解
析では、抗菌剤投与によって Bifidobacteria 科の割合が減少傾向にある時期を撹乱期（赤四角）
とし、逆に回復傾向にあ
る時期を回復期（青三
角）とした。さらに撹乱
期の初期段階を撹乱期
初期（ピンク逆三角）、
および回復期の初期段
階を回復期初期（緑ダイ
ヤ）と定義した。 
次 に 、 各 検 体 の

Bifidobacterium 間にお
ける菌種構成の経時的
変動を調べた（図 2）。そ
の 結 果 、 概 し て
Bifidobacterium の菌種
構成は比較的安定して
おり、どの検体も B. breve が優勢であった。ただし UC2 検体のみ時間の経過とともに B. breve の
割合が減少した。 

 
(2) 抗菌薬投与後に変動する腸内フローラ機能の同定 

MAPLE 解析により得られた機能モジュールアバンダンスに基づいた生物群集解析を行った
（図３）。 A
は、菌叢の破
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図1.  乳幼児便検体の菌組成。
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図2. Bifidobacterium の菌種組成の経時的変動。



綻度合いによ
って４つのカ
テゴリーに分
類した各検体
の主座標分析
結 果 を 示 し
た。その結果、
明確に回復期
と撹乱期で分
けられ、それ
ぞれの間に機
能ポテンシャ
ルの明らかな
差が認められ
た。また、この機能ポテンシャルの差がどのような菌種によってもたらされているのかをオーバ
ーレイした結果を B に示した。回復期の機能に最も寄与しているのは Bifidobacteriumであるが、
それ以外にも Streptococcus, Enterococcus, Clostridium, Eubacterium などが寄与していた。一方、撹
乱期の機能には腸内細菌科に属する Klebsiella などの菌群が大きく影響していた。 
さらに、回復期初期、撹乱期初期、撹乱期の 3 分類のみで再解析した（図４−A）。その結果、

撹乱期（赤四角）のサンプルとそれ以外では類似性が異なっていた。また、回復期初期の機能ポ
テンシャルに大きく寄与している菌種として Streptococcus, Enterococcus, E. coli, Ruminococcus, 
Eubacterium が抽出された（図 4-B）。 

次に、各ステージごとに機能モジュールアバンダンスに基づいて階層的クラスタリング解析
を行いどのような機能に違いが認められるのかを調べた（図 5）。その結果、撹乱期初期や撹乱
期において少ない機能で、かつ回復期や回復期初期で比較的多く認められる機能が複数同定さ
れた（緑枠線）。具体的には回復期に多く認められる機能として、エネルギー産生系、核酸・ア
ミノ酸合成、オリゴ糖輸送、ポリアミンやビタミン合成、あるいは抗菌ペプチド輸送に関連する
機能が上げられた。 
次に回復期に多く認められる機能として、ポリアミンの合成や輸送に関連する機能がいくつ

か同定されたので、それらのポリアミン合成関連モジュールアバンダンスがどのような菌種構
成と相関しているのか解析した（図 6）。A は、4 つの菌叢カテゴリーと機能モジュールアバンダ
ンスの主座標分析結果で、これに 4 つのポリアミン合成モジュール（M00028, M00193, M00134, 
M00135）をオーバーレイした。その結果、明らかに M00028 および M00193 と M00134 および
M00135 では菌叢ステージによってそれらのアバンダンスが異なっていた。つまり、M00028 お
よび M00193 は回復期に多く認められる機能で、M00134 および M00135 は回復期初期から回復
期にかけて比較的多く認められる機能であった。B では、各ポリアミンモジュールのアバンダン
スと菌種組成の相関関係を示した。その結果、M00028 や M00193 の機能強度は Bifidobacterium
や Streptococcus の菌種割合と相関しているが、Klebsiella や大腸菌とは逆相関していた。また反
対に、M00134 や M00135 の機能強度は Klebsiella や大腸菌の菌種割合と弱く相関していたが、
Bifidobacterium や Streptococcus との相関性は低いということが判明した。つまり、撹乱期から回
復期にかけて多く認められるポリアミンの合成・輸送に関連する機能は、Bifidobacterium のみな
らず腸内細菌科や Streptococcus などの複数の菌群間の共生的代謝ネットワークが関わっている
ことが推察された。 
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図4. 機能モジュールアバンダンスに基づいた生物群集解析 (2)。 (A) 回復期初期、撹乱期初期、撹乱期の３分類のみで再解析した
各検体の主座標分析。(B)  各機能モジュールの構成に寄与する菌群の表記。
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 (3) Bifidobacterium breve のポリアミンに対する増殖応答性 
ポリアミン合成機能が回復移行期に多く認められることから、ポリアミンが回復プロセスに

関わる候補物質の一つとして考えられる。そこで回復期における最優性菌である B. breve の増殖
におけるポリアミンの影響を検討した（図 7）。その結果、検討したポリアミン（オルニチン、ア
グマチン、スペルミジン、スペルミン、プトレシン）を培地に 0.1 mM 添加することによって添
加しない場合（黄色）と比べて、B. breve の増殖が促進された。 
 
本研究の結果か

ら、抗菌薬投与に
よって機能アバン
ダンスが消失する
代謝モジュールや
回復期に増加する
代謝モジュールが
複数同定された。
特に回復期初期か
ら回復期に増加す
る機能として、オ
リゴ糖輸送系、ポ
リアミンやビタミ
ンの合成と輸送、
および抗菌ペプチ
ドの合成と輸送に
関与する機能など
が同定された。こ
れ ら の 代 謝 機 能 は Bifidobacteriaceae の み な ら ず Enterobacteriaceae, Streptococcaceae, 
Enterococcaceae に由来していることから、微生物間の共生的代謝ネットワークにより腸内フロ
ーラの再生が促されていると推察された。また今回の検討から、回復プロセスに関わる物質で B. 
breve に対する増殖促進物質の候補としてポリアミンが示唆された。 
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