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研究成果の概要（和文）：植物性食品に含まれるグルコシルセラミド(GluCer)をセラミドに転換することで、そ
の生理効果を高めることを目標として、GluCer水解能の高い新規菌をイヌの糞便より単離した。本菌はGluCerを
分解してセラミドを生成するが、セラミドを分解することなく蓄積するので、本菌の利用により多量の植物性セ
ラミドを回収することが可能となった。GluCerを給与したマウスに、本菌を投与すると、①GluCer水解が増加す
ること、②大腸炎モデルマウスでは炎症の重篤化が緩和されることを示した。本新規菌の活用（プロバイオティ
クス等）による食事性GluCerの生理効果の増大と、疾病の予防と抑制への応用が期待される。

研究成果の概要（英文）：A novel anaerobic bacterium capable of hydrolyzing plant glucosylceramide 
(GluCer) was isolated from canine feces. This isolate hydrolyzed GluCer to ceramide without 
producing sphingoids at a higher rate than other bacteria. This enables the production of large 
amounts of ceramide. Oral administration of the isolate to mice fed diets supplemented with GluCer 
enhanced GluCer digestion without showing acute toxicity. Oral administration of the isolate with 
dietary GluCer to dextran sodium sulfate (DSS)-treated mice (inflammatory bowel disease model) 
alleviated the symptoms of colitis including body weight loss, diarrhea, and bloody stool. 
Myeloperoxidase (MPO) activity levels in colonic tissue were increased greatly in response to DSS, 
but probiotic utilization of this isolate lowered MPO activity significantly. Thus, this novel 
isolate might be used as a probiotic to augment the bioactive effects of dietary GluCer without the 
adverse effects.

研究分野：農学
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1. 研究開始当初の背景 

 スフィンゴ脂質の代謝中間体は、細胞内シ

グナル伝達におけるセカンドメッセンジャー

などの機能を有し、生命機能の制御において

重要な役割を果たしていることが明らかにさ

れつつある。天然のスフィンゴ脂質給源とし

ては動物性のスフィンゴミエリン（SM）と植

物性のグルコシルセラミド（GluCer）が代表

的であり、SM は主に肉、魚、乳、および鶏

卵に、一方の GluCer は主に米や麦などの穀

類や大豆に含まれる。しかし、生理活性を持

つのは SMや GluCer ではなく、それらの加

水分解によって生じるセラミド、およびそれ

が更に分解されたスフィンゴイドである。 

 SM も GluCer も、経口摂取した場合には

セラミドやスフィンゴイドに分解されないと

吸収されない。SM は腸管内で動物の酵素に

よりある程度分解されるので、比較的吸収さ

れ易いと考えられている。これに対し、

GluCerは多くの植物性食品やその残渣（食品

加工時に排除される部分）に多く含まれてお

り入手し易いが、小腸内で分解・吸収されに

くく、かなりの部分が糞中に排泄される。こ

のことは、GluCerは小腸内での分解・吸収を

免れて大腸に到達し易いことを意味している。

従って、腸内細菌によって大腸内で分解され

れば、大腸で吸収されるセラミドやスフィン

ゴイドが増加することになり、大腸癌や炎症

性腸疾患（Inflammatory bowel disease; IBD）

の予防・抑制に役立つことが期待される。 

 GluCerの水解能を持つ菌として、土壌由来

の Paenibacillus sp.と Rhodococcus sp.の 2

菌がこれまでに報告されていたが、いずれも

長鎖のアシル基をもつ植物由来の GluCer の

分解能が極めて低く、植物性 GluCer の実質

的な分解は不可能であった。すなわち、腸管

内で植物性 GluCer をセラミドに水解する菌

の詳細については知られていない。 

  

2. 研究の目的 

 ヒトの腸内細菌やラットの盲腸内細菌の中

にグルコシルセラミダーゼ活性を持つものが

存在することが報告されていることから、腸

内細菌の中には GluCer 水解能を持つ菌が存

在すると考えられる。 

 そこで、本研究では GluCer 水解能の高い

新規の腸内細菌を発見し、それをプロバイオ

ティクスとして利用することで、大腸癌や

IBDの予防・治療に役立てることを目的とす

る。この研究期間内では、次の 4 点からアプ

ローチを行う。 

研究(1)“GluCer 水解活性の高い新規の腸内

細菌の探索と単離”； 種々の動物の糞便を用

いて、長鎖のアシル基を持つ植物性 GluCer

を水解できる腸内細菌を探索し、その分離培

養を試みる。 

研究(2)“新規 GluCer水解菌の特性解析によ

るセラミド製造法の確立”； 新規菌の至適培

養条件および GluCer 水解条件を検討し、効

率的なセラミド製造法（菌に GluCer からセ

ラミドを生成させ、それを精製する）を確立

する。 

研究(3)“新規 GluCer水解菌のプロバイオテ

ィクス利用の検討”； 調製したセラミドを用

いて、その生理効果を実験動物で確認する。

また、新規菌をプロバイオティクスとして利



用して、動物の腸管内で GluCer からセラミ

ドを生成させる方法を検討する。 

研究(4)“GluCer 水解酵素の精製と遺伝子の

クローニング”； GluCer 水解酵素の精製と

遺伝子のクローニングを行い、セラミド生成

を増大させるように育種・改良することを狙

う。 

 

3. 研究の方法 

研究(1) 種々の動物から糞便を採取し、基礎

液体培地に種々の寒天を加えた培地で培養し、

形成されたコロニーを回収した。GluCer含有

培地で各コロニーを培養し、培養後の GluCer

残存量とセラミド生成量を測定することで、

高 GluCer 水解菌を探索した。すなわち、濃

縮した培養液から有機溶媒により総脂質を抽

出し、アルカリ加水分解法によりグリセロリ

ン脂質を分解した。薄層クロマトにより

GluCerとセラミドを分離し、各々のスフィン

ゴ脂質の量を測定した。また、分離された菌

から遺伝子を抽出した。16SrRNA 遺伝子を

PCR により増幅し、得られた PCR 産物の塩

基配列を決定し、菌種の同定と系統解析を行

った。 

研究(2) 単離された新規菌の増殖特性及び

GluCer水解酵素の特性を解析し、セラミド生

成に最適な条件を検討した。また、培養液か

ら効率的にセラミドを精製・回収する方法を

検討した。 

研究(3) 薬剤により実験的 IBD を誘発した

マウスにセラミドを経口投与し、糞の形状、

腸管上皮細胞の形態、血中イムノグロブリン

量等を観察することで、セラミドの生理効果

を検討した。また、GluCer 単独投与または

GluCerと新規菌の同時投与時を比較し、菌の

投与により GluCer の利用効率が増加するこ

とや IBDの症状がより大きく緩和されるかど

うかを観察し、新規菌のプロバイオティクス

利用について検討した。 

研究(4) 新規菌の GluCer水解酵素をコード

する遺伝子を決定することを目的に、その精

製を行った。方法としては、硫安沈殿におい

て酵素画分を回収し、限外沪過により酵素液

を濃縮した。逆相、ゲル濾過、イオン交換な

どの各種クロマト法を組み合わせることで酵

素タンパクの精製を行った。 

 

4. 研究成果 

研究(1) 約 6,000 個のコロニー(菌株)を供試

したところ、イヌの糞便由来の一菌株で

GluCer水解能が見られた。本菌は GluCerを

分解してセラミドを生成するが、セラミドを

分解することなく蓄積していくことから、本

菌はグルコシルセラミダーゼ(GCase)は持つ

が、セラミダーゼは持たないものと推測され

た。また、その GluCer の分解産物がセラミ

ドであることを薄層クロマト及び質量分析に

より確認した。16SrRNA 遺伝子の相同性か

らは、Clostridium coccoidesグループに属す

るが、他菌との同一性は 94 %以下であり、芽

胞形成能もないことから、新規の菌である可

能性が高いと考えられた。 

研究(2) 新規菌の培養液を培養上清と菌体

画分に分画し、GCase活性を比較したところ、

90 %近くの活性が培養上清から検出された

ことから、本菌の GCaseは菌体外に分泌され



る酵素と思われた。また、本菌の菌体タンパ

ク量あたりの GCase比活性は、以前に報告し

た Blautia glucerasei HFTH-1の倍近くあり、

GluCer 水解能がより高い菌であると思われ

た。また、新規菌は GluCer の類似化合物は

水解しなかったことから、その GCase は

GluCerに特異的であると考えられた。従って、

新規菌を腸管内で増やすことができれば、消

化管内での GluCer からのセラミド産生を増

加させられると考えられる。そこで、増殖特

性について解析したところ、多糖類の分解能

が低く、更に利用できる糖基質の種類が少な

いことも明らかになった。本菌は腸管内では

少ない単糖を他菌と競合しなくてはならず、

エネルギー枯渇の状況にあると推測された。

しかし、本菌はフルクトオリゴ糖の利用が可

能であり、糞中細菌混合系(本菌を含む)にフル

クトオリゴ糖を添加したところ、GluCerの水

解が増加したことから、フルクトオリゴ糖を

プレバイオティクスとして利用することで、

本菌の生息数を増加させることも腸管内の

GluCer 水解を増強する手段の一つになると

考えられた。 

研究(3) 新規菌の安全性を確認するため、そ

の生菌粉末をマウスに 1ヶ月間給与したが、

急性毒性は見られなかった。そこで、本菌の

プロバイオティクス利用が食餌性 GluCer の

利用に及ぼす影響を動物試験により検討した。

すなわち、GluCer単独投与時または GluCer

と新規単離菌の同時投与時を比較したところ、

菌との同時投与により GluCer の利用効率が

増加した。次に、セラミドの生理効果の一つ

として IBDに及ぼす影響について調べた。薬

剤により実験的大腸炎を誘発したマウスに

GluCerを経口投与したところ、血便や軟便の

程度が改善される傾向は見られたが、その効

果はわずかなものであった。しかし、セラミ

ドを投与した場合には、糞便がより正常化し

た。更に、炎症の重篤化による体重の低下も

軽減された。組織切片の観察、血中イムノグ

ロブリンの量や好中球の走化性も、セラミド

の投与により低下した。従って、GluCerより

もセラミドを給与した場合の方が、腸管から

の吸収効率が良く、生理効果が増加したと考

えられた。また、新規菌と GluCer を同時に

給与した場合にも、セラミド給与時と同様な

炎症抑制効果が見られた。それ故、この新規

菌の腸管内の存在数が増えるように工夫する

ことで、食事性 GluCer の利用量が増加し、

その生理機能が更に高くなると考えられた。 

研究(4) 培養液上清を回収し、酵素溶液とし、

その至適 pH 及び至適温度を明らかにし、酵

素活性の測定条件を決定した。硫安沈殿画分

を回収し、透析したサンプルをイオン交換ク

ロマトとゲル濾過法を組み合わせることで、

比活性は 100倍近くに増加した。しかし、そ

の過程で総活性値が大きく低下してしまい、

単一タンパクの回収には至らなかった。方法

を改善し、再検討の必要があると考えられた。 

 

本研究において、GluCerを水解する能力の高

い新規菌を単離した。GluCerを給与したマウ

スに、本菌を経口投与したところ、GluCer

水解が増加した。また、本菌の投与による急

性毒性は見られなかった。糞中微生物混合系

に本菌を添加した場合にも、GluCerの水解が



増加したことから、本菌は、動物の大腸内で

も増殖しえると考えられた。従って、GluCer

を摂取した場合に、新規菌をプロバイオティ

クスとして使用することで、大腸における

GluCer水解が増加し、食事性 GluCerの生理

効果が増大し、大腸炎の緩和などに役立てる

ことができると考えられた。 
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