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研究成果の概要（和文）：肥満群の便では健常児と比較してビフィズス菌の有意な減少と便中酢酸濃度の明らかな低下
が認められた。肥満群は、観察期間の前半6ヶ月を食事・運動療法のみ、後半6ヶ月は乳酸菌シロタ株含有飲料を飲用さ
せたところ、飲用1ヶ月後に有意な体重減少が得られた。また、飲用3カ月後に中性脂肪値の有意な低下、1カ月後にHDL
コレステロール値の上昇傾向、飲用3カ月後に便中ビフィズス菌の有意な増加と酢酸濃度の有意な上昇が認められた。
以上より、シロタ株には肥満抑制効果があることが示唆され、その効果は、シロタ株が腸内のビフィズス菌の増殖を促
進して、その代謝産物である酢酸などが脂質代謝に影響している可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：We performed this open study to clarify the usefulness of Lactobacillus casei stra
in Shirota (LcS)fermented milk in the reduction of body weight and prevention of metabolic syndrome in obe
se children. A significant reduction of the fecal bifidobacteria and acetic acid concentration were noted 
in the obese children compared with the controls prior to treatment. Continuous intake of LcS fermented mi
lk for six months contributed to a reduction of body weight and decreased serum triglyceride levels, accom
panied by a significant increase in the number of fecal bifidobacteria and an increased fecal acetic acid 
level in the obese group in comparison with those treated with kinesitherapy and dietetic treatment during
 the same period. LcS may help increase the proliferation of intestinal bifidobacteria, resulting in benef
icial effects on the lipid metabolism, as evidenced by the increased fecal acetic acid, one of the main pr
oducts of these bacteria, in obese children.
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１．研究開始当初の背景 
肥満は、高血圧、糖尿病、高脂血症、痛風、
脳血管障害、動脈硬化症、虚血性心疾患など
生活習慣病を引き起こす元凶であり、肥満を
コントロールすることが、現代の日本人の健
康を維持する上での急務といえる。近年の動
物実験では、遺伝的に肥満のマウスでの腸内
細菌叢では、Bacteroidetesが痩せたマウスよ
り50%少なく、代わりにFirmicutesの割合が増
加していることが指摘されている(Ley,R.E. 
et al. Proc. Natl Acad. Sci. USA 
2005;102:11070-5)。ヒトにおいても、炭水化
物制限食ならびに脂肪制限食で治療中の肥
満成人の腸内細菌を検索したところ、
Firmicutesの割合が低下し、Bacteroidetesの増
加が見られたとの報告がある(Ley,R.E. et al. 
Nature 2006;444:1022-3）。しかし、肥満と腸
内細菌叢の関係に関するこれら数少ない検
討は、成人を対象としたもので、小児のデー
タはない。申請者は、Bifidobacteriumがエン
ドドキシン血症を抑制してI型糖尿病を予防
し た り (Cani PD et al. Diabetologia, 
2007;50:2374-83)、イソフラボンなどの産生を
介して高コレステロール血症を改善させる
効 果 が あ る (Choi I et al. Biofactors, 
2007;29:105-12)とする動物実験の報告がある
ことより、腸内のBifidobacteriumを増殖させ
ることにより、肥満やその合併症を改善させ
る効果があるか否かを証明したいと考える
に至った。 
 
２．研究の目的 
申請者は、上記の仮説を証明するために、ま
ず、肥満児と健常児の腸内フローラを比較し
て、肥満児では、Bifidobacteriumが健常児に
比較して減少していることを示し、腸内の
Bifidobacteriumを増殖させる効果が示唆され
ているLactobacillus casei シロタ株（以下、シ
ロタ株と略）含有飲料を肥満児に飲用させ、
体重減量効果や高脂血症、血糖低下作用があ
るか否かを明らかにしたいと考えた。 
 
３．研究の方法 
(1)検討：以下の 2検討を前方視的に行った。 
①肥満児と健常小児の腸内細菌叢の比較研究 
②肥満児における Lactobacillus casei シロタ株
含有飲料飲用による肥満、高脂血症、および耐
糖能の改善効果 
(2)研究予定期間 
平成 23年４月 1日～26年 3月 31日 
(3) 試験品：市販品のヤクルト 400®(1本中シロ
タ株 400億個含有) 
(4) 被験者および試験群 
申請者らの小児科外来を受診した小児のうち、
当該検討参加の意思を文書で確認した肥満度
20%以上の肥満児と肥満のない健常児。 

(5) 被験者の人権および安全性・不利益に対
する配慮 
① 人権への配慮（プライバシーの保護） 
試験実施に係る素データ類および同意書等
を取扱う際は、被験者の秘密保護に十分配慮
した。病院外に症例報告書等を提出する必要
性が生じた場合は、被験者識別コード等を用
いた。 試験結果を公表する際は、被験者を
特定できる情報を含まないようにした。 試
験の目的以外に、試験で得られた被験者のデ
ータを使用していないよう徹底した。被験者
の検体等を病院外に出して測定を行う必要
性が生じた場合は、匿名とした。 検体は順
天堂大学医学部附属静岡病院 小児科所有
の冷凍庫にて冷凍保存し、試験終了後は研究
代表者の指示の下に速やかに廃棄した。被験
者に関するデータの閲覧は、研究代表者およ
び共同研究者に限るものとした。 
②ＧＣＰ及びヘルシンキ宣言への対応 
本試験はGCPを準用するものとした。 また、
ヘルシンキ宣言（2000 年改訂）を遵守して実
施した。 
(6)試験デザイン 
検討①：肥満群、健常群の初診時の腸内細菌
叢および便中脂肪酸濃度を、次項に示す方法
により測定し、2群間で比較検討した。 
検討②：肥満群は、観察期間の前半 6カ月を食
事・運動療法のみ、後半 6 カ月はシロタ株含有
飲料を 1日 1本飲用させ、飲用前、1カ月後、
3カ月後、6カ月後の体重、末梢血・血清中性
脂肪値、HDLコレステロール値、空腹時血糖
値および、飲用前、3カ月後、6カ月後の腸内
細菌叢および便中脂肪酸濃度を解析した。 
(7)食事療法 
目標総エネルギー量は（年齢x100）+1,000Kcal
の簡易式で計算し、男児2,700kcal、女児
2,250kcalをそれぞれ上限とし、カロリー比は
炭水化物：タンパク質：脂質＝50～55: 15～
20: 30（％）とした。 
(8)運動療法 
摂取総カロリーの10%程度を消費する運動を
最低1日おきに行うよう指導した。 
(9) 腸内細菌叢解析 
糞便採取済みのチューブを秤量後、9 倍量の
RNAlater (Ambion)を添加して糞便懸濁液を
調製後、糞便懸濁液 (200 µl)に 1 mlのリン
酸緩衝液 (PBS)を添加して、5,000×g にて 10 
分間遠心分離した。上清を除去して得られた
沈査より抽出された核酸を 1 ml の 
nuclease-free water (Ambion)に溶解した。 
糞便より抽出された RNA、および標準菌株
RNAを鋳型として、各菌群に特異的なプライ
マーにより定量的 RT-PCR を行った。
4,6-diamidino-2-phe-nylindole (DAPI)カウ
ントして菌数調整した標準菌株由来の RNA
を用いて作成した標準曲線をもとに、得られ



たCT値から糞便 1 g当りの菌数を算出した。 
(10)便中有機酸解析 
pH：IQ 150 pH/Thermometer (IQ Scientific 
Instrument)を用いて糞便内に直接挿入する
ことによって糞便中の pH を測定した。糞便
採取用チューブ(有機酸分析用)内の糞便を秤
量後、4倍量の 0.15 M Perchloric acidを添
加して 4℃、12時間静置後、4℃、15,000回
転、10分間遠心分離して分取した上清を、0.45 
µm メンブレンフィルターで濾過滅菌した。
この試料の有機酸濃度を、Waters HPLC シ
ステム (Waters 432 Conductive Detector; 
Waters, USA)で Shodex Rspack KC-811 カ
ラム (昭和電工)を用いて測定した。なお 1～
20 mMのコハク酸、乳酸、蟻酸、酢酸、プロ
ピオン酸、酪酸、イソ-吉草酸、吉草酸の標準
混合液を作製し、得られた標準曲線をもとに
有機酸濃度を算出した。 
(11) 統計解析 

2 群間の解析結果の比較には、ノンパラメ
トリック検定の Student t検定( 体重、血清
中性脂肪値、HDLコレステロール値、血糖値
および糞便 pH)およびノンパラメトリック検
定のウィルコクソンの符号付順位和検定(糞
便中の細菌叢および有機酸濃度)を用いた。飲
用前後の比較には、パラメトリック検定の
paired t 検定(体重、血清中性脂肪値、HDL
コレステロール値、血糖値および糞便 pH)お
よびノンパラメトリック検定のウィルコクソ
ンの符号順位検定 signed-rank test (糞便中
の細菌叢および有機酸濃度)を用いた。統計ソ
フトには SPSS Ver. 11 (SPSS)を使用し、い
ずれの検定においても有意水準は両側検定で 
5%とした。 
 
４．研究成果 
研究代表者の所属施設の小児科外来におい
て、肥満小児（n=9; 平均年齢10歳9ヶ月；男:
女=8:1; 平均肥満度28.1%）と肥満のない健常
児（n=22; 平均年齢8歳6ヶ月；男:女=13:9; 平
均肥満度-3.6%）が試験登録された。対象群の
初診時の腸内細菌叢の分析では、肥満群の便
ではBifidobacteriumの有意な減少（肥満群7.5
±0.5 Vs 健常群 9.8±0.5 Log10cells/g；p<0.01）
が認められると共に, Bacteroides fragilis 
group、Atopobium cluster、L. gasseri subgroup 
のそれぞれ有意な減少が認められた（表 1）。便
中有機酸分析においては、肥満群で酢酸濃度
の明らかな低下（肥満群45.1±16.9 vs 健常群 
57.9±17.6μmol/g; p<0.05）と共に、総有機酸、
プロピオン酸、酪酸濃度の有意な低下が認めら
れた(表1). 

 
 
 
 

 
表1. 肥満群、対照群のベースデータ(初診時)  

  肥満群 対照群 P 

value 

n (人) 9 22  

男女比 8:1 13:9  

年齢(歳) 10歳9カ月 

(4歳5カ

月)a 

8歳6カ月  

(2歳11カ

月) 

ns 

肥満度(%) 28.2 (15.4) -3. 6(6.8) p<0.01 

腸内細菌叢解析b    

 Bacteroides 

fragilis  

group 

8. 1(1.5) 9.8 (0.4) p<0.05 

 Bifidobacterium 7.5 (1.7) 9.8(0.5) p<0.01 

 Atopobium  

cluster 

7.1 (1.3) 9.0 (0.7) p<0.05 

 L. gasseri 

 subgroup 

4.4 (1.8) 5.0 (1.4) p<0.05 

便中有機酸解析c    

 総有機酸 66.5 (29.8) 85.5 (23.3) ns 

 乳酸 2.0 (4.3) 2.4 (1.4) ns 

 酢酸 45.1 (16.9) 57.9 (17.6) p<0.05 

 プロピオン酸 9.7 (5.1) 14.4(4.1) ns 

 酪酸 5.7 (4.5) 8.4 (2.7) ns 

 pH 6.8 (0.5) 6.6 (0.6) ns 

a: ()の数字は標準偏差； b:単位 Log10 

cells/g；c: 単位 μmol/g 
 
肥満群は、観察期間の前半6ヶ月を食事・運
動療法のみ、後半6ヶ月はシロタ株含有飲料（1
本中シロタ株400億個含有）を1日1本飲用させ、
体重、末梢血・血清中性脂肪値、HDLコレス
テロール値、空腹時血糖値をモニタリングし
たところ、シロタ株含有飲料飲用1ヶ月後に食
事・運動療法のみ１ヶ月後のものに比較して
有意な体重減少が得られた（図1: 食事・運動
療法のみ-0.25±1.8% vs シロタ株含有飲料
飲用-3.2±1.6%; p<0.05%） 
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また、同飲用3ヶ月後に中性脂肪値は食事・
運動療法3ヶ月後のものに比して
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空腹時血糖
・運動療法同期間との比較において
認められなかった（図
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

さらにHDLコレステロール値
ヶ月後に食事・運動療法
昇傾向(図3: 食事・運動療法
シロタ株含有飲料
であった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
空腹時血糖は、
・運動療法同期間との比較において
認められなかった（図

コレステロール値
食事・運動療法1ヶ月後に比較して
食事・運動療法

シロタ株含有飲料飲用13.2±

は、シロタ株含有飲料
・運動療法同期間との比較において
認められなかった（図4） 

コレステロール値は、同飲用
ヶ月後に比較して

食事・運動療法+0.55±1.1
±17.5%; p<0.1%)

シロタ株含有飲料飲用と食事
・運動療法同期間との比較において有意

 

同飲用1
ヶ月後に比較して上

1.1% vs 
%; p<0.1%)

と食事
有意差は



 
腸内細菌叢分析においては、シロタ株含有飲
料飲用3カ月後に飲用前に比較して
Bifidobacteriumの有意な増加が認められた（
表2: シロタ株含有飲料飲用前7.5±0.5  vs 
飲用後 9.0±1.1 Log10cells/g；p<0.05）。便中
Bacteroides fragilis group、Atopobium cluster
、L. gasseri subgroup、L. casei subgroup の菌数
については、シロタ株含有飲料飲用前後で有
意な変化は認められなかった。便中有機酸分析
では、酢酸濃度の明らかな上昇（表2: 飲用前
45.1±16.9 vs 飲用後66.8±5.0μmol/g; p<0.05
）が認められた。また同飲用により便pHの低下傾
向も伴っていた。 
 
表2. 肥満群のLactobacillus casei シロタ株
含有飲料飲用後の腸内細菌叢・便中有機酸分
析結果の推移 

  飲用前 飲用3カ

月 

飲用6

カ月 

腸内細菌叢解析b    

 Bacteroides 

fragilis  

group 

8. 

1(1.5)a 
8.7 (1.2) 6.9 

(0.9) 

 Bifidobacterium 7.5 

(1.7) 

9.0 (1.1)d 7.0 

(.04) 

 Atopobium  

cluster 

7.1 

(1.3) 

7.7 (1.1) 7.1 

(1.0) 

 L. gasseri 

 subgroup 

4.4 

(1.8) 

4.1 (1.6) 3.8 

(0.9) 

 L. casei  

subgroup 

4.0 

(1.2) 

4.3 (1.3) 3.9 

(0.9) 

便中有機酸解析c    

 総有機酸 66.5 

(29.8) 

92.9 

(13.6) 

77.0 

(38.5) 

 乳酸 2.0 

(4.3) 

0.24 

(0.06) 

3.6 

(4.8) 

 酢酸 45.1 

(16.9) 

66.8 

(4.96)d 
46.7 

(26.4) 

 プロピオン酸 9.7 

(5.1) 

14.1(8.0) 13.5 

(13.1) 

 酪酸 5.7 

(4.5) 

9.2 (2.5) 12.1

（7.6） 

 pH 6.8 

(0.5) 

6.4 (0.2) 6.5 

(6.9) 

a: ()の数字は標準偏差； b:単位 Log10 cells/g
；c: μmol/g； d: p<0.05 
 
以上より、プロバイオティクスは肥満抑制に有
効であることが示唆され、その機序は、外来性に
投与されたシロタ株の直接効果というより、腸
内のBifidobacteriumを増殖させ、その代謝産
物である酢酸などの有機酸の産生を促進する
ことによる宿主の脂質代謝などに及ぼす影響
が関与している可能性が考えられた。 
肥満の治療においては、食事・運動療法に
より肥満が解消されても、その後にリバウン
ドがあり一時的な効果で終わることが最大の
問題である。シロタ株の習慣的な使用により
、Bifidobacterium主体の腸内細菌叢が維持さ
れ、腸内環境が適正に安定されれば、ストレ
スフルな運動・治療食後も肥満への逆戻りに
歯止めがかかり、さらに将来的な生活習慣病
への移行をも阻止できる可能性も期待できる
ことから、意義深いものと思われる。 
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