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Ａ．研究目的 
 近年、腸内細菌叢と健康や疾患との関わり
に関する多くの報告がなされている（Chatel
ier et al. Nature 2013, Clemente et al. 
Cell 2012）。また、我々が摂取する食事によ
っても腸内細菌叢は大きく影響を受けている
（Davide et al. Nature 2014）。しかしなが
ら、これらの研究成果は欧米人を対象とした
ものであり、食事・栄養摂取状況や身体活動
が異なるわが国では異なった知見が得られる
可能性がある。また、先行研究では、参加者

の生活習慣の違いは全く考慮されていない。
さらに、腸内細菌叢は食事内容に加えて腸管
免疫の違いにより変化するが、その個人差に
ついても検討されていない。 
本研究では、食事・栄養状況や身体活動・

運動などの生活習慣と免疫疾患・生活習慣病
との関係に関するコホート研究から得られた
ヒト試料を対象に、生活習慣病やアレルギー
疾患の新しい予防法確立に資する健康な日本
人の腸管免疫と腸内細菌データベースを構築
し、そのデータを横断的に分析することによ

研究要旨 
＜目的＞食事・栄養状況や身体活動・運動などの生活習慣と免疫疾患・生活習慣病との関係に
関するコホート研究から得られたヒト試料を対象に、生活習慣病やアレルギー疾患の新しい予
防法確立に資する健康な日本人の腸管免疫と腸内細菌データベースを構築し、生活習慣、腸内
細菌叢、腸管免疫、疾患発症との相互関係を明らかにすることを目的とする。 
＜方法＞首都圏、山口県周南市、新潟県南魚沼市、大阪府に在住する 20〜80 歳までの男女を
743 名を研究対象者とした。また、腸内細菌叢に関連する生活習慣調査・身体測定を実施した
（宮地）。先端解析技術を用いて糞便の腸内細菌叢や免疫指標、血液サンプルの脂肪酸や胆汁
酸を網羅的に分析する（國澤、窪田）。それらをデータベース化しバイオインフォマティクス
手法を用いて解析する（水口）。 
＜結果＞2018 年 2 月末日現在 743 名の研究参加同意が得られた。そのうち 722 名の腸内細菌
叢のシークエンスが終了し、646 名分の免疫指標の測定が完了した。434 名の血漿サンプルの
脂肪酸、胆汁酸の分析が完了した（窪田）。データベースにこれらのデータを格納し、データ
解析した（水口）。腸内細菌叢解析の結果、Firmicutes門、Bacteroidetes門が全体の約 9割を占め
ていた。Enterotype解析の結果、クラスター分けには Bacteroides属、Prevotella 属、Faecalibacterium
属が主に影響していることが明らかとなり、それぞれのクラスターの割合は約 4：1：5 であった。細菌群
集構造（Bray-Curtis 指数）とメタデータとの関連をステップワイズ回帰で分析した結果、19
項目が関連し、最も強い要因はコホートの違い（現居住地域）で、運動習慣、座位時間、睡眠
時間などの生活習慣や、カリウム摂取量や色の薄い野菜の摂取量などの食事要因に加え、習慣
的な排便頻度や採便当日の糞便の形状・色・量など、複数の排便・糞便状況が関連していた。
19 項目により細菌群集構造の個人差の 7.3%が説明された。糞便中の短鎖脂肪酸の測定系を確
立し 237 名について解析した。その結果アセテート、プロピオン酸、吉草酸は有意に男性で高
く、乳酸は女性で上昇していた。 
＜まとめ＞4つの研究班により、生活習慣、腸内細菌叢、腸管免疫、疾患発症との相互関係を明
らかにするための健康な日本人の腸管免疫と腸内細菌データベースが構築することができた。
データベースから得られる知見を今後論文等で公表していく。 
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り、生活習慣、腸内細菌叢、腸管免疫、疾患
発症との相互関係を明らかにすることを目的
とする。 
平成30年度の具体的な研究目的は以下のと

おりであった。 
① 疫学研究の進捗状況と腸内細菌叢と生

活習慣との関係（宮地） 
② 腸管免疫と腸内細菌叢の解析に関する

研究（國澤） 
③ 脂肪酸や胆汁酸のメタボローム解析（窪

田） 
④ 健康な日本人の腸内細菌データベース

の構築（水口） 
 
Ｂ．研究方法 
① 疫学研究の進捗状況と腸内細菌叢と生活

習慣との関係（宮地） 
 首都圏コホート（NEXIS）の参加者、山口
県周南市の市職員、新潟県魚沼市の住民なら
びに市職員、大阪市の特定非営利活動法人職
員に研究参加の依頼を行った（平成27年9月7
日倫理審査委員会承認済み、受付番号：健栄3）。
平成30年2月末までに同意が得られた743名の
研究参加者に対し、自宅にて糞便の採取を行
っていただいた。 
うち722糞便検体において16S rRNAによる
腸内細菌叢の解析を行った（分析班＜國澤＞）。
また、身体特性や生活習慣病危険因子、身体
活動量、栄養摂取状況、排便状況などのメタ
データを調査した（疫学班＜宮地＞）。得ら
れたメタデータ140項目に欠損値がない578名
を対象として、腸内細菌叢とメタデータとの
関連を検討した。 
 
② 腸管免疫と腸内細菌叢の解析に関する研
究（國澤） 
 平成28年度までに確立した保存液を用いた
サンプル収集とサンプルからのDNA抽出方法
を学術論文に投稿した。また同方法を用い、
ヒト糞便を対象に次世代シーケンサーを用い
た糞便中の菌叢解析を行った。またBioplex
やELISA法を用いて血液サンプル中のサイト
カイン、IgGおよびIgA抗体、抗菌ペプチドな
どの免疫因子を測定した。さらに本研究班で
構築したデータベースを用いて腸内細菌叢と
食事成分や免疫因子の関連を解析した。 
 
③ 脂肪酸や胆汁酸のメタボローム解析（窪
田） 
1.脂肪酸の測定:サンプルに誘導化試薬と内
部標準液を添加して、遠心分離にて分離した
上清をサンプル管に分注し、GC-ESIを用いて
脂肪酸24種類について測定した。 
2. 糞便中の短鎖脂肪酸の測定:糞便サンプル
5-10mgを用いて、ミリQと内部標準液を混合し
た後、塩酸とジエチルエーテルを入れ、誘導
化試薬を混合し、GC-MSを用いて解析した。 
3.胆汁酸の測定:血漿と糞便サンプルからカ
ラムなどを用いて抽出し、MRM法を用いてLC-
MS/MSで測定した。 

 
④  健康な日本人の腸内細菌データベース
の構築（水口） 
 首都圏コホート（NEXIS）の参加者、山口県
周南市の市職員、新潟県南魚沼市の住民な
らびに市職員、大阪市の認定特定非営利活
動法人の活動参加者の計722人の便からDN
Aを抽出し、16SリボソームRNA遺伝子配列を
取得した。これらの配列データから腸内細菌
叢を解析し、食事・栄養摂取状況、身体活動・
運動などの生活習慣のデータとともにデータ
ベース化した。 
 
（倫理面への配慮） 
本研究は、国立研究開発法人医薬基盤・健

康・栄養研究所研究倫理審査委員会の承認を
得て行われた（受付番号：健栄３）。 
 
 
Ｃ．研究結果 
① 疫学研究の進捗状況と腸内細菌叢と生活
習慣との関係（宮地） 
 細菌群集構造（Bray-Curtis指数）とメタデ
ータとの関連を単変量解析により検討した結
果、58項目がBray-Curtis指数と有意に関連
していた（P < 0.05）。変数増加法によるス
テップワイズ回帰を行った結果、19項目が独
立してBray-Curtis指数と関連しており、最も
強く関連していた要因はコホートの違い（現
居住地域）であった。また、運動習慣、座位
時間、睡眠時間などの生活習慣や、カリウム
摂取量や色の薄い野菜の摂取量などの食事要
因に加え、習慣的な排便頻度や採便当日の糞
便の形状・色・量など、複数の排便・糞便状
況が関連していた。これら19項目により細菌
群集構造の個人差が7.3%説明された。各細菌
の存在比と強く関連するメタデータを探索し
た結果、ピアソンの積率相関係数0.3以上の強
さで関連するメタデータと細菌のペアが23
組抽出された。抽出されたメタデータはいず
れも微量栄養素の摂取量で、抽出された細菌
の大半をRuminococcaceae科が占めていた。
さらに、様々な微量栄養素の摂取量が、Fir
micutes門に属するFaecalibacterium属、Su
bdoligranulum属、Eubacterium rectale gr
oup属およびRoseburia属などの酪酸産生菌
として知られる細菌と正に相関していた。 
 
② 腸管免疫と腸内細菌叢の解析に関する研

究（國澤） 
すべての糞便からDNA抽出を完了しており、
そのうちの722検体についてはシーケンスを
完了し、16S配列データを取得した。また、
余剰のDNAおよび便サンプルは-30℃で凍結
保管している。これまでに収集した血液サン
プルのうち、646検体のサイトカイン・ケモ
カイン、抗菌ペプチドの測定を完了した。余
剰の血液サンプル（血清および血漿）は-80℃
もしくは液体窒素で凍結保管している。 
 健常者20名のデータを用いて食事成分と
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腸内細菌の相関を解析した結果、食事成分A
がそれぞれBacteroidetesと負に相関するこ
とが明らかとなった（未発表データのため食
事成分名は明示せず）。さらに、腸内細菌と
免疫因子の相関を解析した結果、炎症性サイ
トカインであるMIP-1βやIL-4と負の相関を
示す腸内細菌が同定された（未発表データの
ため食事成分名は明示せず）。 
 
③  脂肪酸や胆汁酸のメタボローム解析

（窪田） 
 腸内細菌や疾患の発症に深く関与する脂肪
酸24種類についてGC-ESIを用いて測定を行
い、434名の血漿サンプルの分析が完了した。
男性では善玉の脂肪酸であるn-3系が低く、n
-6/n-3系の比率は男性の方が有意に高かった。
年齢を3群に分類すると若い人ほどn-6系の方
が高く、n-6/n-3系の比率は年齢の増加ととも
に有意に低下することが明らかとなった。さ
らに血中n-3系脂肪酸はn-3系脂肪酸摂取量と
魚介類と正の相関を示した。一方血中n-6系脂
肪酸は、n-6系脂肪酸摂取量とは相関を示さな
かった。次に血漿中の胆汁酸438名分と糞便
中71名分について18種類の胆汁酸の測定を
完了した。血中と糞便中の相関解析を行った
ところ、リトコール酸やデオキシコール酸と
いった2次胆汁酸で有意な相関関係を認めた。
最後にGC-MSを用いて糞便中の短鎖脂肪酸
の測定系を確立し237名について解析した。
その結果アセテート、プロピオン酸、吉草酸
は有意に男性で高く、乳酸は女性で上昇して
いた。 
 
④ 健康な日本人の腸内細菌データベースの

構築（水口） 
 成人日本人722名の腸内細菌叢を解析した
結果、Firmicutes門、Bacteroidetes門が全体の
約9割を占めていた。Enterotype解析の結果、ク
ラスター分けにはBacteroides属、Prevotella属、
Faecalibacterium属が主に影響していることが明
らかとなり、それぞれのクラスターの割合は約4：
1：5であった。細菌群集構造、多様性には性別、
年齢、地域による偏りがあり、Lachnospiraceae科、
Ruminococcaceae科の細菌がα多様性と正の相
関を示した。腸内細菌叢のデータに加え身体
データや食事・栄養摂取状況、身体活動・運
動などの生活習慣、さらに腸管免疫に関わる
因子のデータをデータベース化した。さらに、
作成したデータベースを用いて、腸内細菌叢
と様々な身体データや生活習慣、腸管免疫に
関わる因子との関連を対話的に解析できるソ
フトウェアを開発した。このソフトウェアを用い
ることによって、それぞれの菌種と相関の高い
生活習慣等を容易に抽出することができるよう
になった。 
 

Ｄ．考察とまとめ 
① 疫学研究の進捗状況と腸内細菌叢と生

活習慣および排便状況との関係（宮地） 
 平成29年度の研究により、1)一般的な日本
人の成人男女において、コホートの違い（地
域差）が最も強く細菌群集構造に関連するこ
と、2) 19項目のメタデータにより細菌群集構
造の個人差が7.3%説明されること、3) 微量栄
養素の摂取量が、Ruminococcaceae科ならびに
Firmicutes門に属するFaecalibacterium属、Sub
doligranulum属、Eubacterium rectale group属
およびRoseburia属などFirmicutes門に属する
細菌と正に相関し、Bacteroides属、Parabacte
roides属、Sutterella属とは負に相関することが
明らかになった。 
以上、600名近くの一般的な日本人の成人男
女を対象として、腸内細菌叢と関連する生活
習慣や排便・糞便状況などの要因を横断的に
明らかにした。当初の計画である600名を大き
く超える700名以上の、重篤な疾患を有さない
自立した日本人を対象とした研究成果である
が、欧米で実施された1,000名余りの研究と比
較してサンプル数が足りないこと、サンプル
数や参加者の特性に地域差がある事など、デ
ータの価値ならびに分析結果の精度を高める
余地が残されている。また、研究開始時のこ
れらの腸内細菌叢や生活習慣と腸管免疫およ
び疾患発症との相互関係、さらには因果関係
を解明するまでには至らなかったことから、
これらの研究データを活用して今後より詳細
な分析を実施すると共に、サンプル数の増加
や介入研究の実施が必要である。 
 
② 腸管免疫と腸内細菌叢の解析に関する

研究（國澤） 
 722名分の腸内細菌叢、646名分の腸管免疫
因子の分析を完了し、600名という目標を達成
できた。さらに、予備的な検討ではあるが、
腸内細菌と食事成分や免疫因子の関連が明ら
かになってきたことから、今後、これらのデ
ータをもとに介入試験や動物モデルを用いた
試験が行われ、因果関係や機能が解明される
ことで食事や腸内細菌を介した新規の疾患の
予防法や治療法の開発に繋がると期待できる。 
 
③ 脂肪酸や胆汁酸のメタボローム解析（窪

田） 
 脂肪酸では男性において善玉の脂肪酸と考
えられるn-3系が低く、n-6/n-3系の比率が有
意に増加していた。男性では女性に比べて心
血管イベントが低いことがよく知られており、
その大きな原因として女性ホルモンであるエ
ストロゲンの影響と考えられている。さらに
年齢を3群に分類すると若い人ほどn-6/n-3系
の比率が高いことが明らかとなり、これは大
塚らが無作為に抽出した一般住民における年
齢群別血清脂肪酸構成比率における横断研究
で報告した結果と一致した。このことからお
そらく年齢に伴い食事摂取の内容が変化した
ことにより、血漿中の脂肪酸構成比率が変化
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したのではないかと考えられた。 
血漿中の胆汁酸については抽出方法を変更
したことにより前年と比較して感度以下のサ
ンプルがかなり減少したが、それでも感度以
下になり測定できない検体が存在した。 
2次胆汁酸は血中と糞便中で正の相関を示し、
血中の2次胆汁酸を測定することにより糞便
中の産生量を予測できる可能性が示唆される。
また糞便中の短鎖脂肪酸、特にアセテート、
プロピオン酸、吉草酸、乳酸に男女の違いを
認めることから、食事の質や量の違い、腸内
細菌叢の違いが関与しているのではないかと
考えられた。 
 
④ 健康な日本人の腸内細菌データベース

の構築（水口） 
 本研究では、詳細な生活習慣情報と腸内細
菌叢や腸管免疫データについてバイオインフ
ォマティクス技術を用いて横断的に分析するこ
とによって、分子機序の推定や各種測定量の
間の相関予測モデルを構築することを目指し
ている。今年度は、722名の腸内細菌叢の解
析を完了し、生活習慣のデータとともにデータ
ベース化した。昨年度までに作成した腸内細
菌叢と生活習慣等の関連を図示化して解析
するソフトウェアにヒートマップや主座標分析
の結果を表示する機能を追加し、このソフトウ
ェアを用いて各データ間の関連を解析した。 
これまでに腸内細菌叢に関する多くの研究が
なされ、食事や疾患との関連が明らかにされて
きている。しかしながら、腸内細菌叢を身体活動
や運動との関わりといった観点から解析された
例は少ない。さらに、多数のサンプルを同じ手法
を用いて解析した腸内細菌叢のデータはほとん
どなかった。今回構築したデータベースは実験・
データ解析手法による影響を排除した腸内細菌
叢のデータおよび食事・栄養状況や身体活動・
運動などの生活習慣と免疫疾患・生活習慣病と
いった多様な情報も含まれている。従って、腸内
細菌と様々なPhenotypeとの関連を確認すること
はもちろん、動物実験の結果をヒトデータと照合、
あるいは動物実験の設計・条件検討など様々な
形で貢献できる可能性がある。さらに、開発した
ソフトウェアを用いることによって、データベース
上のデータを表示、相関解析が可能なため、バ
イオインフォマティクスの専門家でなくても、簡便
に結果を求めることが可能である。 
 
 平成29年度は目標とした参加者600名を超
える722名の参加者を確保し、全参加者の糞
便の腸内細菌叢の分析を完了した。646名の
腸管免疫指標、400名余りの血液の脂肪酸・
胆汁酸の分析の完了し、分析を完了したデー
タのデータベースへの格納を行った。このデ
ータベースの分析結果から、腸内細菌叢と生
活習慣、腸管免役指標、代謝産物との関係に
関する知見を今後公表していく。 
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