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研究成果の概要（和文）：本研究では、一人の被験者に対し、野菜摂取増加、たんぱく質摂取増加、運動量増加
の1週間(7日)単位の介 入と除去を各6回ずつ繰り返し、その間の全ての糞便と被験者の身体状況と24時間365日
の生活習慣を観察・記録することで、生活習慣変動が腸内細菌叢群集構造 の個人内変動に及ぼす影響を経時的
に明らかにするN-of-1交差介入試験を実施した。その結果、腸内細菌叢は１週間のたんぱく質や野菜の摂取増加
によって繰り返し変動することが示唆された。N-of-1研究の成果を最大化するためには、集団を対象としたコホ
ート研究を実施し、腸内細菌叢と生活習慣や健康アウトカムとの関連を示す研究成果が得られた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we repeated the intervention and removal of increased 
vegetable intake, protein intake, and amount of exercise six times each for one week (7 days) for 
one subject, and all feces and the subject's physical condition were collected for a year. By 
observing and recording the subject's lifestyle habits 24 hours a day, we conducted an N-of-1 
crossover-intervention study to clarify the effects of lifestyle changes on intra-individual changes
 in intestinal microbiota community structure over time. These results suggested that gut microbiome
 repeatedly fluctuated as a result of increased protein and vegetable intake over a one-week period.
 Furthermore, to maximize the findings of the N-of-1 study, we conducted a population-based cohort 
study, which yielded research results showing the relationship between the gut microbiota and 
lifestyle habits and health outcomes.

研究分野： 健康・スポーツ科学

キーワード： マイクロバイオーム　身体活動　食事　介入

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
この研究は、1人の被験者に対して介入を繰り返すことで、介入の効果の検出を改善し、介入の効果の再現性を
確認できたことである。 本稿で発表された成果以外にも、未解析の多数のデジタルデータ（活動量、睡眠、食
事と栄養、ショットガン分析データ）や生体サンプル（凍結便、血液、唾液）が保存されており、さらなる分析
やデータ解析が可能であり、今後の腸内細菌叢研究に活用することができる。 これらの研究成果と蓄積された
データやサンプルは、新しい生活習慣病の予防法や個別化・精密化された生活習慣指導の開発に活用することが
できる。

※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。



１．研究開始当初の背景 
ヒト常在細菌叢に関する大型プロジェクトである米国Human Microbiome Project、宿主の背景情報も合わ
せて収集する欧州連合の MetaHIT が 2008 年に開始され、10 年が経過した。これまでに、①次世代シーケ
ンサーによるメタゲノム解析法の発展と普及、②わずか 4 門の菌種がヒト常在細菌叢の大部分を占め、ヒト
腸内細菌叢が 3 つのエンテロタイプに分類できること、③病態細菌叢と健常者の細菌叢が異なること、④細
菌叢の代謝産物が宿主の恒常性や疾患発症に関連することなど、全体像の解明と研究基盤整備が進められて
いる。 
欧米では、腸内細菌叢と健康や疾患との関わりに関する報告がなされている（Chatelier et al. Nature 2013, 
Clemente et al. Cell 2012）。生活習慣要因では、宿主の食事の変化が及ぼす影響が報告されている。食物繊
維の多い食事と腸内細菌叢の多様性は正相関し、介入研究では、菜食や肉食を摂取させると、2−3 日で腸内
細菌叢が変化し、短鎖脂肪酸や胆汁酸の代謝も変化する（David et al. Nature 2014）。 
ラグビー選手の腸内細菌叢は一般人よりも高い多様性を呈し、多様性とタンパク質摂取量には正の相関関係
がある(Clarke ら Gut, 2014)。また、腸内細菌の代謝産物であるプロピオン酸が運動能力を向上させること
も報告されている（Scheiman et al. Nat Med. 2019）。一方で、人を対象とした運動介入研究が複数報告され
ているが、結果は一致していない。 
我が国の研究として、106名の日本人を含む 12カ国 800名余の腸内細菌叢には、国・集団間の差が存在し、
日本人は、Bifidobacteriumや Blautiaなどが多いことが明らかとなった（Nishijima et al. DNA Research 
2016）。日本人では年齢層により保有する細菌叢が異なる（Odamaki et al. BMC microbiology 2016）。我が
国で腸内細菌叢と生活習慣との関連を検討した研究は極めて少ない。日本人の腸内細菌叢や生活習慣は欧米
人と異なることから、日本人を対象とした腸内細菌叢と生活習慣との関連についての研究成果が一層望まれ
る状況である。 
近年、我々を含む複数の研究グループが、個人の生活習慣と腸内細菌叢データを収集し、複数の記述的・横
断的研究成果が公表され、日本人の腸内細菌叢と関連する生活習慣因子が明らかになりつつある。一方で、
両者の因果関係あるいは腸内細菌叢の個人内変動のタイムコースや大きさについては明らかでない。細菌叢
の分析コストなどを考慮すると、無作為割付介入研究のような集団疫学的手法は、実施が困難な状況である
と思慮される。 
 
２．研究の目的 
先述の通り、宿主のたんぱく質や食物繊維の摂取量、および運動などが腸内細菌叢を変動させると仮説を立
てることができる。この検証のために、疫学的には集団を対象とした介入研究を用いるが、１）腸内細菌叢
群集構造は個人差が大きく、大きなサンプルサイズを設定する必要があり、2）生活習慣介入ならびに採便作
業の繰り返しは、多くの参加者の心身に負担を強いる侵襲行為であり、3）研究計画の実施や腸内細菌叢の分
析に必要な経費が参加者の人数や期間に応じて増加する、といった遂行上の課題がある。N-of-1 試験は上記
の 3 課題を克服する上で合理的な方法で、我々が蓄積した横断研究の知見に基づく仮説の妥当性を縦断的に
検証することができ、腸内細菌叢を鍵とする新たな健康増進の手立ての提案が期待される。そこで、本研究
では、一人の被験者の 1 年間の糞便採取から得られる腸内細菌叢群衆構造と、ウエアラブルデバイスによる
24 時間 365 日の身体活動と、食事記録による栄養のデータを収集し、解析する N-of-1 研究により、腸内細
菌叢群集構造の個人内変動に影響する生活環境や習慣と寄与の大きさ明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
１）研究デザインと被験者 
本研究は、単一被験者に対する介入と中断を複数回繰り返す、計画的多重交差N-of-1 試験である。本研究の
サンプリングや介入は、2022年 9月 1日から 2022年 8月 31日までの 365日間で実施された。被験者は重
篤疾患や肥満を有しない、自立した日本人壮年男性であった。本研究は、早稲田大学倫理審査委員会に承認
され（承認番号：2021-105）、日本臨床研究会議倫理委員会(UMIN、東京、日本)に臨床研究登録された（登
録番号：UMIN000045186）。全ての研究手順は、ヘルシンキ宣言を含む研究倫理指針に基づいて実施された。 
２）暴露要因とアウトカム 
本研究における暴露要因は、①たんぱく質摂取、②野菜摂取、③運動量の増加であった。主要アウトカムは
腸内細菌叢の多様性指数（Shannon, Simpson, Bray-Curtis）の時系列変動、副次アウトカムとして、属レベ
ルでの各腸内細菌の存在比の変化、身体活動、食事・栄養摂取、睡眠の時系列変動とした。 
３）介入方法 
たんぱく質摂取介入では、総たんぱく質摂取量を 1 日あたり 1.3g/kg 体重に増やし、それに相当するエネル
ギーの主食（米、パン、麺など）を減らすことで達成した。野菜摂取介入については株式会社新進が開発し
た人参と玉葱のペーストを乳酸菌発酵させた発酵野菜ペーストを 1日 350g（80kcal）摂取し、相当エネルギ
ーの主食を減らした。運動介入は、7日間連続で 1日 10kmのランニングとした。これら 3つの介入を毎週
水曜日から翌週火曜日まで 7日連続で行った。 
４）プロトコール 
Davidら（Nature, 2014）の報告では、食事介入による腸内細菌叢の変化はわずか 2-3日で観察され、介入
終了後数日で回復することから、介入や対照ならびに効果の洗い流し期間はそれぞれ 1 週間として、研究ス
ケジュールを構築した。介入−対照−洗い流しの 3週を 1単位とし、1年間 52週で、18単位を計画した。3つ
の暴露要因ごとに年間 6週間の介入が可能であった。 
5）サンプリングとデータ採取 
腸内細菌叢解析のために、1 年間の起床後最初の糞便を採取した。洋式便器に廃棄可能な紙製の便受けを設



置し、全便を確保の上、便性状を目視観察・記録した後に、腸内細菌分析用の試料を採取する。 
身体活動量とエネルギー消費量を測定するためのウエアラブルデバイスは Fitbit Ionicを使用し、24時間の
うち入浴時を除いて非利き手に装着した。間食を含む全ての食事を、スマホアプリに記録した。毎日の就寝
時と起床時の体重ならびに身体組成を測定した。測定期間の前後で身長を測定した。 
６）細菌叢の分析・解析方法 
便試料はグアニジン・チオシアン酸塩溶液と混和し、４℃で冷蔵保存した。採取後 14日以内に、保存液混和
便から DNA を精製した後、16SV3-V4 領域を増幅し、シーケンスした。16SrRNA 法によるシーケンスは、
Miseq Reagent Kit v3を用いてMiseq（イルミナ社）で行った。得られた Fastq ファイルから、Qiimeをパ
イプラインとして菌種を同定した。Rパッケージ phyloseqを用いて OTUの菌叢構成より Bray-Curtis指数
を求め、veganの envfit関数を用いて、Bray-Curtis指数と宿主の背景情報との関連を解析した。 
７）その他の測定方法 
生活習慣測定記録：24時間 365日の身体活動の指標として、総エネルギー消費量、歩数、移動距離を記録し
た。全ての食事の記録から、1日の総エネルギー摂取量、マクロ栄養摂取量、食物繊維量、ナトリウム摂取量
を含む栄養情報を、Fitbit のスマホアプリのアルゴリズムで算出した。生活習慣データは背景情報として腸
内細菌解析データと共にデータベースに格納した。排便時の糞便の形状・大きさ・色の 3 つの状態を、我々
が開発した妥当性検証済みの評価票「腸見えるシート」を用いて観察し、記録した。 
８）統計解析 
Biom テーブル形式の QIIME パイプラインの出力は、R（バージョン 3.5.1）でインポートおよび分析され
た。α多様性指数は、「phyloseq」Rパッケージの estest_richness関数によって計算された。α多様性比較
分析では、属レベルデータを使用して Bray-Curtis 距離によって計算された。ベータ多様性指数は、「ビーガ
ン」R パッケージの vegdist 関数を使用して生成された。エンテロタイプ分析には、前述の方法を使用して
ジェンセン・シャノン発散(JSD)を使用した。主座標解析(PCoA)は、「ade4」R パッケージの dudi.pco 関数
を使用して実行された。腸内微生物叢β多様性の共変量は、連続またはカテゴリ表現型と属レベルのコミュ
ニティと「ビーガン」Rパッケージの envfit関数との関連性を計算することによって同定された。この関数
は、それぞれカテゴリ変数と連続変数の MANOVAと線形相関を実行する。微生物叢変異の非冗長決定要因
を特定するために、envfit 関数によって選択された共変量は、「ビーガン」R パッケージの ordiR2step 関数
と Bray-Curtis 距離によって計算された属レベルのコミュニティオーディナンスに関する前方段階的冗長分
析によってサブ選択された。門から属レベルまでの支配的な細菌は、少なくとも 1%の相関分析を伴う細菌組
成の分布の平均として定義された。比較と相関分析には、それぞれウィルコクソンランクテスト（「統計」R
パッケージの wilcox.test関数）とスピアマン相関分析（「統計」Rパッケージの cor関数）を使用した。メタ
データの比較分析は、データの要約統計に基づいていた。ヒートマップは「corrplot」と「過熱」Rパッケー
ジを使用して作成され、PCoA 図と Boxplotは Rパッケージ「ggplot2」を使用して作成された。すべての統
計テストは両面で、p 値<0.05を有意とした。この研究で使用されたパッケージ情報と機能情報は、を通じて
リリースされた（githubのURL）。 
 
４．研究成果 
被験者は 2021年 9月 1日から 2022年 8月 31日までの 1年間を通し、計画された全ての介入を実行した。
1年間を通し、疾患の発症もなかった。e期間の移動距離は約 15km/日で、その他の期間の約 5km/日よりも
約 10km 有意に長かった。p 期間の総たんぱく質摂取量は 95g/日でその他の約 65g/日よりも 30g/日多かっ
た。v 期間の食物繊維摂取量は 17g/日で、その他の約 10g/日よりも有意に多かった。1 年間の全排便回数は
285回、排便日数は 276日であった。v期間の排便頻度は 6.5回/週で、c期間の 4.8回/週よりも有意に高か
った。v 期間におけるブリストルスケールで評価した好ましい便形状である 3, 4, 5 に該当する割合は 96％
で、c期間の 75%よりも有意に高かった。e, p, wo期間の排便状況は、c期間との違いは観察されなかった。 
被験者の腸内菌叢は属レベルで 1%以上の存在比の菌が 30 種類であった。Blautia, Prevotella 9 (Copli), 
Bacteroides, Feacallibacterium, Bifidobacterimの 5属で、菌全体の約 40%の存在比を占めた（ドミナント
菌）。p期間は c期間や wo期間よりも Shannon指数と Simpson指数で評価した α多様性指数が有意に高か
った。e期間や v期間のα多様性指数は、c期間や wo期間と比較して有意差はなかった。ドミナント菌では、
p期間は c期間や wo期間と比較して、Prevotella 9の存在比が有意に少なく、Bacteroidesの存在比が高か
った。v期間では c期間や wo期間と比較して、Bifidobacteriumが有意に少なかった。 
ドミナント菌以外の存在比の低い菌では、p期間で Akkermansiaや Christensenellaceaeを含む 4つの菌が
c期間やwo期間と比較して高値を示し、Eubacterium rectale.groupを含む 3つの菌で有意に低値を示した。
v期間では Eubacterium rectale.groupや Ruminococcus torques.groupを含む６つの菌の存在比で、c期間
や wo期間と比較して有意に高値を示し、Akkermansiaを含む４つの菌で有意に低値を示した。これら腸内
細菌叢の変化は 1年間の 6回の介入期間において繰り返し再現された。 
p 期間における、α多様性指数や属レベルの菌の存在比の日毎の変化パターンを観察した結果、介入翌日か
ら即座に変化するパターン（Shannon index, Simpson index, Prevotella 9, Akkermancia et al.）、7日かけ
て徐々に変化量が増加するパターン（Ruminococcus torques, Anaerostipes, et al.）が見られた。v期間にお
いても、同様の 2つパターンで、比較的短い期間に属レベルの菌の存在比に変化が観察された。 
PCoAプロットと PERMANOVA解析により、p期間と v期間は c, wo, eの期間と比較して β多様性の Bray-
Curtis 距離が有意に異なっていた（図）。また、p期間と v期間による菌叢の β多様性の変化の方向は相反し
ていた。envfit関数と ordiR2step解析の結果、介入により生じた β多様性の違いに有意に関連する宿主のメ
タデータの共変量として、便の形状、便の色、体重、たんぱく質摂取量、食物繊維摂取量、体脂肪率、便の量
が選択された。 



我々の先行研究で収集した、954名の日本人の腸内細菌叢の個人間変動と、本実験の 1名の 276回の排便か
ら得られた腸内細菌叢の個人内変動を比較することを目的として、両データを突合する PCoA解析を実施し
た結果、一人の腸内細菌叢の個人内変動が、954 名の個人間変動の大きさのかなりの割合を占めることが観
察された。 
この研究の強みは、1 人の被験者に対して介入を繰り返すことで、介入の効果の再現性を確認できたことで
ある。 また、1 年間にわたる個人の腸内細菌叢のほぼすべての変化を、ホストの生活習慣記録と組み合わせ
て記録したデータは他に例がない。 今回報告した以外に、多数のデータ（活動量、睡眠、食事と栄養、ショ
ットガン分析データ）や生体試料（凍結便、血液、唾液）が保存されており、さらなる分析やデータ解析が
可能である。一方で、この研究にはいくつかの限界もある。 一個人の結果であるため外部妥当性が低い。 今
回の被験者とベースラインの腸内細菌叢と生活習慣が大きく異なる人の場合、この研究で観察された結果を
再現できない可能性がある。 したがって、異なる年齢、性別、腸内細菌叢プロファイルの被験者のデータと
の比較が必要である。さらに、糞便中の代謝産物の分析結果が欠如しているため、介入による腸内細菌叢の
変化の機能的および生理学的重要性を説明できない。この研究で観察された腸内細菌叢の変化をより深く理
解するためには、保存された凍結便の生化学分析およびショットガン分析の結果を使用して機能分析を実行
する必要がある。 
結論として、タンパク質摂取、野菜摂取、運動という 3 つの生活習慣の変化が腸内微生物叢に及ぼす影響を
調べるために、日本人の中年男性を対象にランダム化クロスオーバー介入研究を実施した結果、週あたりの
タンパク質摂取量と食物繊維摂取量が増加すると、腸内細菌叢の多様性の増加と複数の細菌の可逆的な変化
が繰り返し観察された。これらの変化は、排便の頻度と性状の変化と強く関連していた。保存された試料と
宿主のメタデータをさらに解析することで、腸内細菌叢の変化の機能的および生理学的重要性をさらに理解
できる可能性がある。 
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