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はしがき

ヒトや動物の体内や体表には様々な細菌が棲息し､常在細菌叢を形成 している｡その

数は､ヒトの体を作る細胞の10倍から100倍にのぼると推定され､その多くは腸管内に棲

息する｡特に大腸には最も多くの細菌が常在 し､その数は1グラムの糞便中に1011個も

の細菌細胞が含まれ､その種類は500-1000種と推定されている｡これらの細菌集団と宿

主との間には深い共生関係が成立していることは明らかであり､両者はひとつのシステ

ム (超有機体 superorganism)を形成していると考えられている｡例えば､腸内の常在細

菌叢の場合､腸内細菌叢は種々の有害物質を分解 して解毒作用を行 うことから "第二の

肝臓"とも呼ばれる｡また､宿主が分解できない難分解性の食事成分を分解 して宿主が

利用可能な低分子に変換したり､宿主が合成できない葉酸などを合成 して宿主を供給す

る｡さらに､腸管上皮や粘膜免疫系を刺激してその発達を促す機能を有すると考えられ

ており､外界から侵入してくる病原体に対しても､生物学的なバリアーを形成 (感染防

御機構の1つ)している｡反対に､その異常や撹乱は種々の疾患の発生と関連すると考え

られており､その代表は潰癌性大腸炎やクローン病などの慢性炎症性腸疾患と腸内細菌

叢の関連である｡しかし､極めて多数の菌種が細菌叢を構成し､しかも種々の条件によ

って変動すること､難培養性細菌が相当数を占めることなどの理由から､腸内常在細菌

叢の研究は進んでおらず､実態のごく一部が明らかになっているのみである｡このよう

な腸内細菌叢の実態を明らかにし､宿主を含めた超有機体としての機能を解明すること

は､医学 ･生物学における今後の大きな研究テーマである.

この課題に取り組むためには､まず､どのような遺伝子をもった菌種が､どのような

比率で存在するかを明らかにする必要があり､さらに､それらが加齢や栄養条件などの

変化に伴って､どのように変動するかを明らかにする必要がある｡その解析に有効な手

段として考えられるのは､糞便中に含まれる細菌群のメタゲノム解析である｡しかし､

腸管といっても､上部消化管と下部消化管では細菌叢の構成も大きく異なり､さらに管

腔の内部と粘膜表層とではさらに大きな菌叢の違いが存在すると推測される｡したがっ

て､このような空間的な分布を糞便のメタゲノム解析から明らかにすることは難しい｡

特にヒトの場合には､健常人の腸管から特定部位のサンプルを採取してくることは､倫

理的な問題から現実的にはほとんど不可能である｡そのため､腸内細菌章の空間的な分

布やその時間的変動を解析するためには､まず動物モデルを使って解析し､そのデータ

からヒトの腸内細菌叢の動きを推定していくことが現実的なアプローチであると考えら

れた｡そこで､本研究を立案するにあたって､種々の実験動物の中でも､最も頻繁に腸

管細菌叢の解析に使用され､しかも様々な疾患モデルの作成が進んでいるマウスを材料

とし､粘膜表層に存在する細菌叢をターゲットとすることとし､その構成と発育に伴 う
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変動をゲノム科学の手法を用いて解析することとした｡実際的には､予算額の問題等が

あり､粘膜表層の細菌群全体のゲノム解析を行 うことは不可能であったため､離乳期の

回腸部位にターゲットを絞り､この時期の回腸粘膜表層で優勢菌種となっていることが

明らかとなった難培養性細菌､segmentedfilamentousbacterium (SFB)のゲノム解読を

中心に研究を進めた｡また､SFBの解析と平行して､溶菌法の確立や実際に糞便中の細

菌群を使ったメタゲノム解析の実施など､将来の腸内常在細菌叢の解析に向けた基盤的

技術 ･手法の確立を試みた｡

我々の研究課題の最終目標は､腸内常在細菌叢の構成と機能の解明､細菌叢構成細菌

における腸内常在性のゲノム基盤の解明､さらには細菌層の変動と疾患との関連の解明

である｡残念ながら､SFBの解析には難培養性という性質が大きな障害となって､本研

究課題実施期間中には､SFBの全ゲノム解読には至らなかったが､無菌マウスを用いた

難培養性細菌の分離という画期的な手法を確立できた｡ゲノム解読自体も最終的なフイ

ニッシングの段階に到達しており､近く全ゲノム配列を取得できる見通しである｡した

がって､その全ゲノム情報を解析することによって､SFBと宿主との共生関係のゲノム

基盤や難培養性のゲノム基盤を明らかにすることできると期待できる0

本研究の遂行と本報告書の作成にあたっては､宮崎大学医学部およびフロンティア科

学実験総合センタ丁の藤井伸子氏､吉田朱美氏､竹下由美子氏､金丸範子氏､井口純博

士､Asadulghami博士に多大なご協力をいただきました.また､SFBのゲノム解析､溶菌

法の確立､ヒト糞便中の細菌群を使ったメタゲノム解析等の実施に関しては､服部正平

博士､大島健志朗氏 (東京大学新領域)､伊藤武彦氏 (三菱総合研究所)､高見英人博

士 (海洋研究開発機構)､伊藤喜久冶博士 (東京大学)､森田英利博士 (麻布大学)の

協力を受け､共同研究として遂行した｡全ての研究協力者､共同研究者の皆様に深く感

謝の意を表します｡
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研究成果の概要

本研究の目的

ヒトや動物の体内や体表には様々な細菌が棲息し､常在細菌叢を形成している｡特に､

腸管内には多数の細菌が棲息しており､その数は500から1000種と推定されている｡これ

らの細菌集団と宿主との間には深い共生関係が成立しており､両者はひとつのシステム

(超有機体)を形成する｡具体的には､種々の有害物質を分解して解毒作用を行 うこと

から､ "第二の肝臓"と呼ばれるほか､宿主に対して葉酸などの栄養素を供給したり､

腸管上皮や粘膜免疫系を刺激してその発達を促す機能を有する｡さらに外界から侵入し

た病原体と競合して生物学的なバリアーを形成 し､感染防御機構としても極めて重要な

働きをしている｡反対に､潰癌性大腸炎やクローン病などの慢性疾患の発症に関与する

場合もあると考えられている｡しかし､極めて多数の菌種が細菌叢を構成すること､し

かも､その構成は食事や年齢など種々の条件によって変動すること､さらに難培養性細

菌が20-30%を占めることなどの理由から､腸内常在細菌叢の研究は進んでおらず､実

態のごく一部が明らかになっているのみである｡このような腸内細菌叢の構成と変動の

実態を明らかにし､宿主を含めた超有機体としての機能を解明すること､さらに腸内細

菌叢の撹乱と種々の疾患との関係を明らかにすることは､医学 ･生物学における今後の

大きな研究テーマとなっている｡最終的には腸内細菌叢のモニターリングとコントロー

ルによってヒトの健康増進に寄与することが期待される｡

この研究テーマに取り組むためには､まず､どのような遺伝子をもった菌種が､どの

ような比率で存在するかを明らかにする必要があり､さらに､それらが加齢や栄養条件

などの変化に伴って､どのように変動するかを明らかにする必要がある｡そのための手

法の1つが､糞便中に含まれる細菌群のメタゲノム解析である｡しかし､同じ腸管でも､

上部消化管 (空腸 ･回腸)と下部消化管 (大腸)では細菌叢の構成も大きく異なり､さ

らに管腔の内部と粘膜表層とでも大きな菌叢の違いが存在すると推測される｡したがっ

て､このような空間的な分布を糞便のメタゲノム解析のみから明らかにすることは難し

いと考えられる｡特にヒトの場合には､健常人の腸管から特定部位のサンプルを採取し

てくることは､技術的にも､また倫理的な問題からも非常に難しいと思われる｡そのた

め､腸内細菌叢の空間的な分布を考慮した上で､その時間的変動を解析するためには､

動物モデルを使って解析し､そのデータからヒトの腸内細菌叢の動きを推定していくこ

とが現実的なアプローチの1つであると考えられる｡

本研究では､種々の実験動物の中でも､最も頻繁に腸管細菌叢の解析に使用され､し

かも様々な疾患モデルの作成が進んでいるマウスを材料とし､粘膜表層に存在する細菌
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叢をターゲットとして､その構成と発育に伴 う変動をゲノム科学の手法を用いて明らか

にすることを試みた｡すなわち､腸管内において宿主細胞が直に接する粘膜表層の細菌

群に解析の焦点を絞り､まず､その 16SrRNA配列解析を行い､腸管の部位別に優性構

成菌種を同定する｡さらに､離乳期の回腸部位にターゲットを絞 り､離乳期の回腸粘膜

表層で細菌叢の主要構成メンバーとなっている細菌 (群)のゲノム解析を行い､これら

の菌種がなぜ優勢菌種となりうるかという常在性のゲノム基盤を明らかにすることを目

指した｡特に､離乳期の粘膜表層には､連鎖状あるいは分節をもった繊維状の特異な形

態を示す難培養性細菌 segmentedfi1amentousbacterium (SFB)が最優勢菌種として一過

性に出現することが報告されてお り､SFBの存在様式からは､本菌が宿主との密接な共

生関係を形成することによって､重要な生理的役割を果たしていることが推測される｡

そのため､そのゲノム解読を行 うことによって､SFBと宿主との共生関係を明らかにす

ることを最大の目標 とした｡また､SFBの解析と平行 して､溶菌法の確立や実際に糞便

中の細菌群を使ったメタゲノム解析の実施など､将来の腸内常在細菌叢の解析に向けた

基盤的技術 ･手法の確立を試みた｡

研究篇具の我妻

(1)離乳期マウスの空腸と回腸における粘膜表層常在細菌叢のポピュレーション解析

予備的な解析として､離乳期マウスの空腸と回腸における粘膜表層の常在細菌叢のポピ

ュレーションを行った (本項目に関しては､論文等に発表する機会がないと考えられるた

め､やや詳しく記載する)｡ まず､妊娠マウスを購入し､生まれてくるマウスを母親とと

もに同一環境下で飼育し､離乳期 (第4週)マウスの空腸と回腸部位を回収した｡採取し

た各部位の腸管内部を生理食塩水で充分に洗浄し､腸管内腔に存在する菌叢を除去した後､

腸管を開き､中央部の粘膜表面を回収した｡ここでは､30mM EDTAを含むHanks溶液に

室温で20分間浸した後､シリンジを用いて粘膜固有層から上の上皮をシー ト状に回収した

(約1cm平方)｡ 回収したサンプルにPBSを加えてホモジナイズし､菌体を遠心により回

収した後､Ultraclean SoilDNAIsolationKit(MOBio)を使用してtotalDNAを抽出した.

抽出したDNAを鋳型として､真正細菌の16SrRNA遺伝子に対するユニバーサルプライマー

である27Fと1492Fを用いたpCRにより16SrRNA遺伝子を増幅した｡この際､増幅サイクル

を15回にとどめることにより､増幅による偏 りを最小限に抑えた｡16SrRNA遺伝子の増幅

を確認 した後､増幅されたDNA断片を pUC18ベクターにランダムにクローン化し､大腸菌

に導入した｡その結果､次ページの表に示すように､離乳期回腸では全体の90%を3種類の

細菌種が占めて､いずれも未知の細菌種であった｡3菌種の中でも､SFBは約40%を占め､

最優勢菌種であることが確認できた｡また､組織の形態学的な観察でも､腸管の粘膜表層

にひも状に張り付いた連鎖状あるいは分節した繊維状の菌の存在を確認できた｡
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【空腸】 【回腸】

unculturedbacteriumS24-10 46% Segmentedfilamentousbacterium 39%

hctobacillusjohnsonii 18% unculturedbacteriumS24-10 27%

unculturedbacteriumrc3-1 17% unculturedbacteriumrc3-1 22%

hctobacillusmurius 6% LaCtObacillusmurius 2%

Segmentedfilamentousbacterium 5% Lactobacillusjohnsonii 1%

unculturedbacterium(unnamed) 4% Allobacteriumstercovicanis 1%

(2)マイクロマニピュレーターを用いたSFBの分離

SFB のゲノム解析を行 うため､離乳期マウスから空腸 ･回腸部を採取し､マイクロマニ

ピュレーターを用いて､約 10,000個の SFBを回収して DNA を抽出した後､rollingcircle

amplification法で増幅を行い､ショットガンライブラリーを作成したO試験的なシークエン

シングを行ったところ (300クローンの両端読み)､プラスミド由来と考えられる配列が約

60%と圧倒的多数を占めた｡この結果は､SFB がプラスミドを保有することを初めて明ら

かにしたものである.しかし､マイクロマニピュレーターとrollingcircleamplificationを用

いた方法では全ゲノム解析に利用できるライブラリーの作成は難しいことが判明した｡

(3)無菌マウスを用いたSFB分離の確立

sFB が芽胞形成細菌であり､クロロホルムに耐性であることが示唆されているため､離

乳期の仔マウスから採取した空腸 ･回腸部をクロロホルム処理した後､無菌マウスに投与

し､その空腸 ･回腸部を回収した｡DNA を抽出し､16SrRNA配列を解析した結果､SFB

のみが検出されたことから､本法によって､難培養性細菌である SFBが分離できることが

確認された｡

(4)sFBのゲノム解析

抽出した DNAを用いて Shortinsertlibraryを作成し､ランダムショットガンシークエン

シング法による全ゲノム配列の決定を試みた｡5万リー ドのショットガンシーケンスを行

ったところ､予想外に､SFB以外にも､GC含量が極めて高い (約 68%)Ⅹ皿血omonas由

来と思われる配列が存在し､全リー ドの約半分を占めた｡そこで､SFB 由来と考えられる

ATリッチな配列のみを用いて PCRによるギャップクローズを進め､約 50のスーパーコン

ティグとなった｡最終的なゲノムサイズは約 2Mbと推測される｡現在､全配列を取得する

ため､無菌マウスを用いて SFB を再度分離して､2つの方法を用いてフイニッシングを進
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めている段階であるolつは､新生代シーケンサー (454)の使用であり､まもなくそ

の配列データが取得可能であり､Sanger法によるデータと重ねることにより､ほぼ全長に

近い配列の取得ができると期待される｡また､これと平行 して､繰 り返し配列によるギャ

ップに対応するために BAC ライブラリーを作成している｡必要に応 じて､BAC クローン

の両端配列を決定し､この情報を基に最終的なフイニッシング作業を行 う予定である｡

なお､Ⅹ弧也omonas由来と考えられた配列に関しては､その後の解析で､溶菌に使用し

たAchromobacterproteaseの標晶に混入していたAchromobacterのDNAであることが判明し

ている｡本菌の全ゲノム解読が共同研究者の高見らによって進められており､現在フイニ

ッシングが進行中である｡

(5)ヒト由来 sFB株の分離

マウス由来のSFB分離法として確立した､無菌マウスを用いた手法を用いて､乳児糞便

由来のSFBの分離を行った｡残念ながら､これまでの試みは失敗に終わっているが､サン

プルの選択および調整法についての検討を進めており､工夫次第では､成功する可能性が

高いと考えている｡

(6)その他の研究成果

SFBの解析と平行して､溶菌法の確立や実際に糞便中の細菌群を使ったメタゲノム解析

の実施など､将来の腸内常在細菌叢の解析に向けた基盤的技術 ･手法の確立を試みた｡溶

菌法に関しては､従来のビーズ法では､BACライブラリーなどに使用しうる高分子DNA

の取得が難しいため､酵素法による溶菌法の確立を行った｡その結果､1つは､リゾチー

ムとAchromobacterproteaseを併用した方法であり､ヒトの糞便を使った実験では高い溶菌

効率が達成できた (Moritaetal.2007;参考論文参照).また､Labiaseを用いた溶菌法につ

いても検討を行い､これがグラム陽性 ･陰性菌に広く有効であることを明らかにした (論

文投稿中)｡本法に関.しては､今後､ヒトの糞便を使った実験を行 う必要があるが､腸内常

在細菌華の解析にも応用できる可能性が高いと期待される｡一方､本研究課題に関連して､

ヒト糞便中の細菌群のメタゲノム解析を実施した (Kurokawaetal.,2007;参考論文参照)0

今回の解析は､13名に健康日本人由来の糞便中に含まれる細菌のメタゲノム解析であり､

成人型と乳児型の細菌叢の違いや特徴とともに､ヒト腸内常在細菌叢に共通してエンリッ

チした形で存在する遺伝子ファミリーの同定にも成功した｡空間的な分布や変動に関して

は､マウスでの解析を含めて､今後さらに解析を進める必要があるが､今回得られたメタ

データセットは､今後のヒト腸内常在細菌叢研究において重要な情報基盤となると期待さ

れる｡
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研究藩果の意義と今後の槻

sFBのゲノム解析はまだ終了してはいないが､腸内常在細菌叢の20-30%は難培養性細

菌であるといわれており､代表的な難培養性細菌の1つであるSFBの分離法を確立できた意

義は極めて高い｡今後､今回確立した分離法の他の難培養性細菌-の適応を検討する必要

がある｡特に､ヒト乳児の糞便よりヒト型sFBを分離し､その全ゲノム配列を決定して､

マウスのSFBと比較することにより､ヒトの常在細菌研究-の応用を図ることが最重要課

題である｡SFBのゲノム配列決定が終了した段階では､その難培養性のゲノム基盤が明ら

かにできると期待されるため､決定を急ぐ必要があるが､その情報は他の難培養性菌の解

析にも応用できる可能性が高い｡また､特記すべき点は､今回のSFBゲノム解析は､菌の

クローン化を経ずに行った一種のメタゲノム解析である点である｡得られた配列の解析で

は､複数のクローンが混在 していることが明らかになっており､その詳細な配列解析は､

難培養細菌群のゲノム情報解析のための新 しい方法論の開発につながると考えられる｡さ

らに､本研究課題を実施する過程で確立した2つの溶菌法は､腸内常在細菌叢のみならず､

他の部位のヒト常在細菌叢の解析や環境中の細菌集団のゲノム解析-も応用できる可能性

が高いと思われる｡冒頭でも述べたように､本格的なヒト常在細菌叢の解析はまだ開始さ

れたばかりである｡今後のヒト常在細菌叢研究に､本研究の成果が大きく貢献するものと

期待される｡
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