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研究成果の概要（和文）：研究代表者は、ショウジョウバエを無菌状態で長期間維持する技術を確立している。
無菌ハエをγ線滅菌したエサで飼育するとと、幼虫が成長を完全に止めて死んでしまうことを見出していた。ま
た、無菌ハエについて、幼虫期をオートクレーブエサで飼育して成虫期にγ線滅菌エサで飼育すると、寿命が顕
著に短縮することを見出していた。本研究では、通常菌叢ハエから腸内細菌を複数種類単離し、幼虫期の成長停
止や成虫期の寿命短縮を回復させる腸内細菌の探索を行った。その結果、酢酸菌が当該表現型を回復させること
を見出した。加えて、酢酸菌が産生する微量栄養素が幼虫の成長と成虫の寿命を回復させることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We have developed a novel technique that enables one to keep germ-free flies
 for multiple generations. We found that larvae raised with γ-ray irradiated food stopped their 
growth, and that adult flies raised with γ-ray irradiated food (larval stage, autoclaved food) 
reduced their lifespan significantly. In this study, we isolated several gut bacteria from our 
wild-type flies, and generated gnotobiotic flies with those bacteria. We found that Acetobacter 
recovered both larval growth and reduced adult lifespan. We also identified a micronutrient that 
could be supplied by Acetobacter recovered both larval growth and reduced adult lifespan.

研究分野：自然免疫学

キーワード： 腸内細菌
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研究成果の学術的意義や社会的意義
高齢化が世界中で進展し、健康寿命を伸ばすための基礎的研究が期待されている。「もう一つの臓器」としての
腸内細菌叢は、健康寿命延伸を目的とした介入の対象として、近年特に注目を集めている。腸内細菌が宿主に与
える影響の分子基盤として、腸内細菌が産生する代謝産物が重要な要素と考えられている。本研究では、栄養不
足の飼育環境において、酢酸菌が産生する微量栄養素がショウジョウバエの成長や寿命をサポートすることを示
した。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 ヒト腸内細菌叢は、腸管内に棲む 1,000種類 1,000兆個（計 1kg）もの多種多様な細菌の混合
物から構成されている。腸内細菌が作り出す代謝産物は上皮細胞から体内に取り込まれ、ヒトの
健康に対して直接的に影響を及ぼす。したがって、有益な腸内細菌種や代謝産物の同定できれば、
健康寿命の延伸へと応用できる。しかし、健康寿命への影響を調べる実験研究は、哺乳類を用い
た場合には数年に及ぶために非常に障壁が高い。さらに哺乳動物では、腸内細菌は代謝産物に加
えて宿主との直接的接触により影響を及ぼすため、相互作用のメカニズム解析が複雑化する。ゆ
えに、宿主寿命を延ばす腸内細菌種を発見してその機構を明らかにする研究は、これまでにほと
んど行われていない。そのため人類は、寿命延伸に有益な腸内細菌についての科学的知見を持ち
合わせていない。この問題を克服するため、研究代表者･倉石は、寿命が 2ヶ月程度と短く、腸
管内腔の囲食膜が腸内細菌と上皮細胞との直接的接触を阻むという特徴を持つ（PNAS 
108:15966-71. (2011), 研究代表者責任著者）キイロショウジョウバエ（以下、ハエ）を用いて、
腸内細菌代謝産物が健康寿命に与える影響を調べる研究を開始した。 
 宿主に多種多様な細菌が棲んでいる状況で、特定の腸内細菌と宿主との相互作用を調べるこ
とは難しい。腸内細菌叢を完全に取り除いた「無菌動物」を作成して細菌由来代謝産物をいった
んゼロにし、そこに特定の菌を定着させて解析する必要がある。しかしこれまで、完全に腸内細
菌叢を除去してハエを飼育し続ける技術が無かった。そこで研究代表者は、ハエの無菌化手法や
飼育装置そしてエサの成分を改良し、完全な無菌ハエを何世代にもわたって維持することに成
功した。すなわち、世界初の無菌ハエ維持技術を確立した。 
 無菌ハエは、γ線滅菌したエサで飼育した場合、極めて特徴的な表現型を 2つ示した。1つ目
は、γ線滅菌したエサで飼育した無菌ハエの幼虫が成長を完全に止めて死んでしまうことであ
る。2つ目は、寿命が 3週間程度へと著しく短縮することである。これらの生理異常が生じる原
因を本研究で突き止めることを目標とした。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、無菌ハエ成長停止を回復させる腸内細菌とその代謝産物の同定を試みた。また、
無菌ハエの寿命を延ばす腸内細菌と代謝産物の同定を目的として研究を進めた。将来的に目指
すところは、宿主の成長と生存を支える腸内細菌代謝産物をヒトに応用するシーズを得ること
である。 
 
３．研究の方法 
 無菌動物の飼育に用いる器具やエサは滅菌処理を行う必要がある。主に使用される滅菌方法
はオートクレーブによる滅菌やガンマ線照射による滅菌である。ショウジョウバエのエサは、こ
れらの滅菌方法で滅菌することが可能である。しかし、ガンマ線滅菌を行ったエサ（以下、ガン
マ線滅菌エサ）で飼育を行うと無菌ハエ幼虫が成長しないことがわかった。また、幼虫期の成長
停止を回避するため、オートクレーブを行ったエサ（以下、オートクレーブエサ）で幼虫を育て、
成虫期になった後にガンマ線滅菌エサで成虫を飼育した。その結果、通常菌叢ハエと比較して、
無菌ハエの寿命は著しく短くなった。 
 これらの結果は、ガンマ線滅菌エサによるハエの飼育において、通常菌叢ハエに存在する腸内
細菌が幼虫の成長や成虫の寿命をサポートしていることが考えられる。そこで、通常菌叢ハエを
飼育することで腸内細菌がエサに混入した状態を作り出し、そこに無菌ハエを入れて飼育した。
すなわち、腸内細菌を戻した無菌ハエを作成し、幼虫の成長を観察した。 
 次に、通常菌叢ハエの腸管を回収して破砕し、さまざまな組成の培地に塗布してコロニーを単
離した。リボソーム RNA をコードする遺伝子領域を PCR 法で増幅してシーケンスを行い、菌種を
同定した。 
 単離した腸内細菌を無菌ハエに摂食させ、数世代の飼育後、CFU アッセイにて腸内細菌の定着
を確認した。酢酸菌のみを定着させたハエ（酢酸菌ノトバイオート）と乳酸菌ノトバイオートを
作出した。作出したそれぞれのノトバイオートハエについて、ガンマ線滅菌エサで幼虫を飼育し
て成長を観察した。また、成虫をガンマ線滅菌エサで飼育して寿命を測定した。 
 ガンマ線滅菌エサでは、成長に必要な栄養素がガンマ線滅菌によって破壊されている可能性
があると予想される。そこで、LC-MS/MS や HPLC によるエサ成分の分析を実施した。ガンマ線滅
菌エサで減少している微量栄養素に着目し、当該栄養素をガンマ線滅菌エサに添加して飼育し
た無菌ハエ幼虫の成長を観察した。また、成虫の寿命を測定した。 
 
４．研究成果 
 通常菌叢ハエの腸内細菌を無菌ハエに戻した幼虫の成長を観察した。その結果、幼虫の成長停
止は見られなくなり、成長は回復した。すなわち、ガンマ線滅菌エサ飼育における無菌ハエ幼虫
の成長をサポートする腸内細菌が存在することが示唆された。そこで、通常菌叢ハエからさまざ
まな腸内細菌を単離した。乳酸菌と酢酸菌が単離された主な腸内細菌であったため、これらをそ



れぞれ単独で定着させたノトバイオートハエを作出した。CFU アッセイにより、通常菌叢ハエと
同程度の腸内細菌数が定着していることが確認されるノトバイオートハエを作出できた。そこ
で、これらのノトバイオートハエを用いて、ガンマ線滅菌エサで幼虫の成長と成虫の寿命を測定
した。その結果、乳酸菌ノトバイオートでは幼虫の成長と成虫の寿命は無菌ハエと同様であった
のに対し、酢酸菌ノトバイオートでは、幼虫の成長と成虫の寿命はともに正常に戻った。すなわ
ち、酢酸菌が、ガンマ線滅菌エサ飼育における無菌ハエ幼虫の成長と成虫の寿命をサポートして
いる責任細菌であることが明らかとなった。 
 ガンマ線滅菌エサに含まれる低分子化合物について、LC-MS/MS および HPLC 分析を行った。そ
の結果、微量栄養素であるビタミンの一種（以下、微量栄養素）がほとんど失われていることが
わかった。そこで、微量栄養素をガンマ線滅菌エサにさまざまな濃度で添加して、幼虫の成長と
成虫の寿命を観察した。その結果、HPLC による微量栄養素の検出限界を遙かに下回る濃度で、
幼虫の成長と成虫の寿命が回復した。したがって、微量栄養素が幼虫の成長と成虫の寿命をサポ
ートしていることが明らかになった。ノトバイオートハエを作成した乳酸菌と酢酸菌のゲノム
を解析したところ、乳酸菌には微量栄養素を合成する酵素経路が欠損しており、酢酸菌には存在
していた。この結果は、酢酸菌が微量栄養素をハエに供給していることを強く示唆する。 
 本研究は、ガンマ線滅菌エサによるハエの飼育というやや特殊な飼育環境ではあるものの、腸
内細菌が産生する微量栄養素が宿主の成長や寿命をサポートすることを示した初めての研究で
ある。これは、研究代表者が確立した無菌ショウジョウバエ技術が、腸内細菌が産生する重要な
代謝産物の解析に有用であることを示している。今後の本技術を活用し、健康寿命延伸といった
保健衛生上の重要な課題に対し、腸内細菌代謝産物をヒトに応用するシーズを得る基盤が確立
できたと考えられる。 
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