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研究成果の概要（和文）：本研究は、難消化性オリゴ糖、ならびにそれを利用する腸内細菌の代謝産物である水
素ガスについて、妊娠期を対象とした新規生理機能を明らかにした。妊娠期葉酸過剰モデルマウスは仔の成長後
に糖代謝異常を惹起する。このマウスを3群①AIN93G（対照）群、②これに葉酸を添加した葉酸添加群（モデル
マウス飼料、FA）、③FAにフラクトオリゴ糖を含有する飼料（FA-FOS）に割付け、妊娠18日に解剖した。その結
果、母獣の腸内細菌由来水素ガスが胎児へ移行すること、母獣と胎仔双方の生体酸化を抑制すること、胎仔の糖
代謝異常発誘発抑制に関与する膵臓β細胞のタンパク質、および転写因子の発現を維持することを明らかにし
た。

研究成果の概要（英文）：We have revealed novel physiological functions of nondigestible 
oligosaccharides and intestinal microbes derived hydrogen gas (IMDH) which is a metabolic product of
 intestinal microbes, targeting pregnancy period. A pregnancy excessive folic model mouse (PEFAM) 
develops glucose metabolic abnormalities after the growth of offspring. The PEFAM were divided into 
three groups, AIN93G (control) group; excessive folic acid group with folic acid added to AIN93G 
(PEFAM’s diet, FA); diet containing fructooligosaccharides in FA (FA-FOS), and dissection was 
performed on the 18th day of pregnancy. We clarified that IMDH following FOS ingestion was 
transferred into the fetus; IMDH suppressed oxidation in both the mother and fetus, and maintained 
the expression of pancreatic β-cell related proteins and transcription factors involved in 
suppressing the development of abnormal glucose metabolism in fetus of PEFAM.

研究分野：栄養生化学

キーワード： 難消化性糖質　 腸内細菌由来水素ガス（IMDH）　葉酸　胎仔　抗酸化作用　分化・発達

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究は、妊娠期葉酸過剰モデルマウスの母獣に難消化性糖質を摂取させると、母獣の腸内細菌が産生する水
素ガスが胎児に移行し、母獣と胎仔双方の酸化ストレスを軽減することを、初めて明らかにした。また、このモ
デルマウスの出生仔が成長後に糖代謝異常を惹起する要因を検討した結果、胎児期に、酸化ストレスによって膵
臓ランゲルハンス島β細胞の分化・発達抑制が生じていること、また、この抑制は、母獣に難消化性糖質を摂取
させることにより軽減することを明らかにした。
　本研究成果は、妊娠期の適切な栄養素の摂取に関する基礎資料の1つとなり、将来的には母子保健に寄与する
ものと考える。

※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（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
申請者は，難消化性糖質を経口摂取したときに生体内の腸内細菌がこれを代謝することによ

って産生する水素ガスについて研究してきた。その過程において，疾病下にある患者や疾病モデ
ルの実験動物を対象として，外因性水素ガス吸入や溶存溶液により，症状軽減が観察されたこと，
その機序に外因性水素ガスの抗酸化作用が関与しているという報告（①）に強い関心をもった。
以下，本研究では，難消化性糖質摂取により腸内細菌が産生する水素ガスのことを外因性水素ガ
スと区別し，腸内細菌由来水素ガス（Intestinal microbes derived hydrogen gas, IMDH）と称
する。IMDH は消化管粘膜から吸収された後，循環血液に移行し，肺胞を経由した後に終末呼
気へ排出されるほか，皮膚からのガスや腸ガス等へ排出される。申請者らは，呼気への IMDH
排出濃度は，腸内細菌による難消化性糖質の発酵性を定量的に反映すること（②），さらに IMDH
の抗酸化作用を介する生理作用を明らかにした（③-⑤）。老化促進モデルマウス（③, ④）や肝
障害モデルラット（⑤）を用いて，難消化性糖質を継続的に摂取させることにより，生体の酸化
や炎症性の指標が低値を示し，疾病の発症や重症化が遅延し，これらの症状軽減に IMDH が関
与している可能性を明らかにした。難消化性糖質の経口摂取による IMDH が抗酸化を示すこと
は，西村らによっても報告されている（⑥）。 
申請者らは，IMDH は，外来の水素ガスと同じように，抗酸化作用を示すことを明らかした

が，生体内 IMDH の分布や消長に関する科学的エビデンスを確立していなかった。そこで，科
研費（C）17K00976 によって，ラットとマウスに難消化性糖質を継続摂取させた後の，生体内
IMDH の分布を明らかにした（⑦）。また，IMDH が妊娠ラットの母獣の子宮内のみならず，そ
の胎仔に移行していることを明らかにした（⑦）。これまでの外因性水素ガスや IMDH による健
康影響，ならびに疾病の重症化遅延等へ及ぼす影響に関する研究は，高齢者や傷病者とこれらの
モデルマウス等を対象として検討されており（⑧），妊娠期と胎児期を対象とした IMDH の研究
は検索した限りヒットしなかった。 
そこで申請者は，Developmental Origins Health and Diseases, DOHaD 説，すなわち母体の

栄養環境は胎児期の発生過程に影響し，出生後の疾病発症リスクに影響するという考え方を取
り入れることとした。妊娠期の母体では，酸化ストレスが亢進状態にあり，このことが母体の健
康状態を悪化させるのみならず，胎児の正常な分化・発達にも支障をきたすことが明らかになっ
ている（⑨）。近年，National Institute of Health in US は，妊娠期に母体が葉酸を過剰摂取し
た場合には，母体に健康被害が発症するだけでなく，その児には成長後に肥満や糖・脂質代謝異
常を発症するリスクが高まることを報告している（⑩）。申請者らは，これらの発症リスクが高
まる要因について，母体と胎児の双方から検討することを目的として，既に妊娠期葉酸過剰モデ
ルマウス（Pregnant Excessive Folic Acid Model Mice, PEFAM）を構築していた（⑪）。PEFAM
は，C57BL/6J マウスの妊娠期母獣に葉酸過剰飼料を給餌すると，雌性出生仔が 7 週齢時に糖代
謝異常を発症するモデルである。繁殖用飼料（American Institute of Nutrition, 93 Growth diet, 
AIN93G）の葉酸（プテロイルモノグルタミン酸，folic acid）含有量が 2 mg/kg of diet である
のに対し，PEFAM の飼料は，これに 38 mg の葉酸を添加した葉酸過剰飼料を給餌している。 
申請者らは，PEFAM を用いて，妊娠期の母獣が難消化性糖質を摂取することによって，母獣

の IMDH が母獣と胎仔の酸化ストレスへどのような影響を及ぼすか，また出生仔成長後におけ
る疾病発症へどう影響するかについて，母獣と同時にその胎仔について検討することとした。 

 
２．研究の目的 
 本研究の最終目的は，難消化性オリゴ糖，ならびに IMDH の新規な生理作用を明らかにし，
母子の健康の保持増進に寄与することである。本研究費では，まず，そのための科学的エビデン
スを蓄積することを目的とした。 
申請者は，PEFAM においては，葉酸過剰摂取によりマウス母獣と胎仔双方の酸化ストレスが

亢進し，胎仔の膵臓ランゲルハンス島 β 細胞の分化・発達を異常化したと推察した。そこで，実
験動物として PEFAM を用い，難消化性糖質としてフラクトオリゴ糖（Fructooligosaccharide, 
FOS）含有飼料を給餌するプロトコールを作成し，下図の研究仮説を構築した。 
本研究では，仮説①から④を証明することを目的とした。 
 

【研究仮説の説明】 
 以下の①から⑤は、図中の①から⑤に対応する。 

PEFAM の妊娠期母獣に FOS 含有飼料を摂取させると， 
① FOS 摂取群において，母獣に IMDH が観察され，その IMDH が胎仔へ移行する。 
② PEFAM の母獣，ならびに胎仔においては，葉酸過剰による酸化ストレス亢進が観察され

るが，FOS 摂取群では IMDH により酸化ストレス亢進が抑制される。 
③ IMDH による酸化ストレス亢進の抑制は，核内転写因子である nuclear factor erythroid 

2-related factor 2（Nrf2）が関与する。 
④ PEFAM においては，酸化ストレス亢進により，胎仔の膵臓ランゲルハンス島 β 細胞の分

化・発達に関与するタンパク質（pancreatic and duodenal homeobox 1（Pdx1），forkhead 



box protein O1（FoxO1）），ならびに Insulin 等の発現が抑制されるが，FOS 摂取群にお
いてはこれらの発現が維持される。 

⑤ PEFAM 出生仔の成長後に惹起する糖代謝異常の発症は，FOS 摂取により遅延，または抑
制される。 

 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
３．研究の方法 
（1）試験物質  
飼料に混合する難消化性糖質として，FOS（株式会社明治）を使用した。FOS のオリゴ糖画

分の純度は 98%，平均分子量は 608 である。 
 
（2）実験動物，飼育飼料，ならびに群分け 
 妊娠 1 日目の C57BL/6J マウスを以下の 3 種類の飼料を割付け，ad libitum で飼育した。飼
料は，対照（CONT）飼料として葉酸 2 mg/kg 飼料を含む AIN-93G 精製飼料，PEFAM の定義
に定める飼料として CONT 飼料に葉酸 38 mg/kg を添加した葉酸過剰（EFA）飼料，EFA 飼料
中の 10% スクロースの半分を FOS に置換した飼料（EFA-FOS）を給餌した。妊娠 15 日目に
母獣の糞尿を採材し，妊娠 18 日目に母獣を安楽死後，解剖し，胎仔，および各臓器を採材した。
胎仔の成長は速いため，同一条件下でサンプルを採材できるように，同じ飼育実験を繰り返し実
施した。 
 
（3）測定項目，ならびに方法 
母獣肝臓，ならびに胎仔の IMDH 濃度は，下内らの方法（⑫）で水素ガスを遊離させた後，

簡易ガスクロマトグラフィー（水素／メタン測定装置 BGA-1000，（株）呼気生化学栄養代謝研
究所，奈良）を用いて，duplicate で測定した。母獣肝臓，ならびに羊水の葉酸貯留量，酸化ス
トレス指標である 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine（8-OHdG），malondialdehyde（MDA）と肝
臓ミトコンドリア画分の抗酸化酵素活性は，それぞれ専用キットを用いて測定した。母仔肝臓抗
酸化酵素と母獣肝臓 Nrf2 のタンパク質発現量は Western blotting を行った。抗酸化酵素とサイ
トカインの mRNA 発現は real-time RT-PCR で測定し，Tbp，または Actb を reference として
補正した。Western blotting の結果，胎仔肝臓 Nrf2 と膵臓 Pdx1，FoxO1，および Insulin のタ
ンパク質発現量は免疫組織化学染色後，ImageJ を用いて定量解析した。 

 
（4）統計解析 
 平均値，ならびに標準偏差を算出し，正規性と等分散性の検定後，一元配置分散分析を実施し，
Tukey HSD 検定を行った。統計解析は，SPSS ver. 26 を使用し，有意確率 5%未満を統計的有
意とした。 
 
（5）動物実験の倫理審査 
本動物実験は，「実験動物の飼養及び保管並びに苦痛の軽減に関する基準（最終改正：平成 25

年環境省告示第 84 号）」を遵守し，十文字学園女子大学動物実験委員会の承認を得て実施した
（承認番号 2102, 2101, 2106, 2110, 2203）。 
 
４．研究成果 
本研究仮説①から④を証明し，これらの主たる研究成果を文献（⑬）に報告した。実験動物と

して PEFAM を用い，FOS 摂取による IMDH の新規な機能を明らかにし，PEFAM の出生仔が
成長後に惹起する糖代謝異常の要因の一つを明らかにした。 
 

PEFAM を AIN93G（対照）群，これに葉酸を添加した葉酸添加群（モデルマウス飼料，FA），
FA にフラクトオリゴ糖を含有する飼料（EFA-FOS）の 3 群に割付け，妊娠 18 日に解剖した。
結果は以下のとおりである。FA 群と FA-FOS 群の肝臓には，CONT 群に比較して有意に葉酸が
貯留していた（p<0.05）。EFA-FOS 群では，母獣に IMDH が顕著に観察され（p<0.05），母獣
の IMDH が胎児へ移行した（p<0.05）。EFA 群では，母獣と胎児双方の生体酸化が他の 2 群と
比較して有意に高値を示したが（p<0.05），EFA-FOS 群の母獣と胎仔では EFA 群で亢進した生



体酸化が抑制され，CONT 群と有意差が観察されなかった。これらのことより，PEFAM 母獣と
胎仔において亢進する酸化ストレスは，FOS の摂取による IMDH によって抑制されることが明
らかになり，IMDH の酸化ストレス抑制は，核内転写因子 Nrf2 を介する経路であることを明ら
かにした。 

EFA 群においては，酸化ストレス亢進により，胎仔膵臓 β 細胞の分化・発達に関与するタン
パク質，および転写因子の発現が有意に抑制された（p<0.05）。一方，EFA-FOS 群の胎仔では，
膵臓 β 細胞のタンパク質，および転写因子の発現に CONT 群と有意差がなく，膵臓 β 細胞の分
化・発達が維持されていた。 
以上の結果は，PEFAM の出生仔が成長後に糖代謝異常を発症する要因として，葉酸過剰によ

る酸化ストレスを介して，膵臓ランゲルハンス島 β 細胞の分化・発達が抑制されていることが一
要因であることを示唆している。 
 
【本研究の限界と展望】 
本研究は，難消化性オリゴ糖，ならびに IMDH について，妊娠期の母獣と胎仔を対象とした

新規な生理機能を明らかにしたが，腸内細菌の代謝産物とその生理作用は IMDH のほかにも報
告がある。また，早期の胎仔では，wnt 関連の指標が影響を受けている可能性も考えられる。今
後は，これらの複合的作用について検討することにより，興味深い結果を得る可能性が考えられ
る。 
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