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Ａ．研究目的 
 腸内細菌叢の変化や乱れがぜんそくなどの
アレルギー疾患や肥満、代謝性疾患などと関
連することがヒトや動物モデルを用いた研究
から明らかとなってきている。また、食事や
運動といった生活習慣や腸管免疫の違いが腸
内細菌叢を変化させることも報告されている。
しかし、これらの研究成果の多くは欧米人を
対象としたものであり、食文化や生活習慣が
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おらず、腸管

免疫に関する個人差も明らかとなっていない。
本研究では、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の構築を目的
に、食事や運動などの生活習慣と健康に関す
るコホート研究から得られたヒトの便サンプ
ルについて次世代シーケンサーを用いた16S
メタゲノム解析を行うと共に、血液サンプル
について免疫因子（サイトカインや抗菌分子）
などを免疫学的手法（ELISAなど）を用いて分
析する。 
また、腸内細菌の研究分野において簡便か

＜目的＞ 
本研究では、食事や運動などの生活習慣、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に健康な日本人の腸管免疫と腸内細菌データベースの構築を目指して
いる。採便キット（保存液）を用いた腸内細菌叢の解析プロトコルに関する検討結果を研究
論文としてまとめ、プロトコルを公開する。また、研究期間の最終年度となる 29 年度は、
腸管免疫と腸内細菌の分析を進め、目標である 600 名分の分析を完了する。また得られたデ
ータの一部を用い、腸内細菌と関連のある生活習慣を検索する。 
＜方法＞ 
前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。 
＜結果と考察＞ 
保存液を用いて採取した便からの菌叢解析においては、採便量に注意し、便の複数か所か

ら採取した便を保存液とよく混和し、できれば採便から 1週間以内に前処理を行わずに抽出
した DNA を用いて菌叢解析することが望ましいという結果を研究論文として公表し、さら
に、関連機器メーカーのホームページで公開した。 
またこれまでに収集したヒト試料（糞便、血液）について腸内細菌と免疫因子の分析を進

め、目標である 600 名分以上（腸内細菌叢 722 名分、免疫因子 646 名分）のデータ取得を行
い、データベースに収載した。本データベースを用いた解析から、Bacteroidetes の割合と
正の相関もしくは負の相関を示す食事成分や血中の炎症性サイトカイン濃度と負に相関す
る腸内細菌を同定した。今後、これらの知見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。 
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つ安定に試料を採取・保管し、腸内細菌叢を
分析できる方法の確立が求められている。そ
こで、本事業で確立した保存液を用いた解析
プロトコルを論文などで公表し、さらに多く
の研究者が活用できるようにする。 
また得られたデータをデータベースに収載

し、腸内細菌と関連のある生活習慣や生体機
能を検索する。 
 
Ｂ．研究方法 
ヒト便をテクノスルガ・ラボから市販され

ている採便キット（保存液入り）を用いて採
取し、ビーズ破砕（ガラスビーズ、4,260 rpm、
50秒）および核酸自動抽出器GENE PREP STAR 
(クラボウ)によってDNAを精製し、16SのV3-V4
領域を増幅し、シーケンスを行った。シーケ
ンスはMiseq Reagent Kit v3 (Illumina)を用
いてMiseq (Illumina)で行い、得られたFastq
ファイルから、Qiimeなどの解析パイプライン
を用いて菌種を推定した。 

保存液を用いた採便においては、以下の点
に注意が必要である（詳細は平成28年度に報
告済み）。 
１．便の複数か所からサンプリングを行う。 
２．採便量は0.1 g/ml以下にする 
３．保存液の希釈を避ける 
４．保存液と便をよく混和する 
５．保管期間は短い方が望ましい 
６．前処理を行わずにDNAを抽出する 

これらの検討結果を研究論文として公表
し、さらに本プロトコルと関連しているメー
カーであるクラボウ、ニッポンジーン、イル
ミナの各社のホームページでプロトコルを
公開した。 
 

また、採取した血液から血清を分離し、サ
イトカインや抗菌ペプチドなどをELISAや
Bioplexを用いて測定した。さらに質問票や
BDHQなどを用いて対象者の食事などの生活
習慣に関する情報を取得した。得られたデー
タをデータベース化し、ピアソンの相関係数
などを用いて相関解析を行った。 
 
（倫理面への配慮） 
ヒトサンプルを用いた解析について所属する
研究所において申請を行い、承認後に研究を
開始している。 
 
Ｃ．研究結果 
C-1 健常な日本人の腸内細菌および腸管免疫

データの収集 
 平成27年度から平成29年度の研究期間にお
いて、糞便と血液をそれぞれ746検体収集した。
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。 
 
C-2 腸内細菌と食事や免疫因子との関連 
 健常者20名のデータを用いて食事成分と
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（図1。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（図2。未
発表データのため食事成分名は明示せず）。 
 
 
Ｄ．考察 
 C-1の通り、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。 
 
Ｅ．結論 
本研究の検討から採便キットを用いた腸内

細菌叢の解析プロトコルを最適化し、論文発
表した。さらに関連メーカー各社のホームペ
ージでプロトコルを公開し、広く活用しても
らえる体制が構築できた。データベースの構
築においては、目標である600名を超える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、データベースを用いた解析か
ら腸内細菌と食事成分や免疫因子の関連を明
らかにした。 
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ジウム 神戸（兵衛向陽閣）（2017年7
月10日） 

35 國澤純、腸から考える健康増進と疾患 
第18回日本毒性学会生涯教育講演会 横
浜（パシフィコ横浜）（2017年7月9日） 

36 國澤純、アレルギー疾患における腸内環
境の影響と健康科学への展開 第48回日
本職業・環境アレルギー学会総会・学術
集会 福井（AOSSA）（2017年6月30日） 

37 國澤純、腸内細菌と食事を介した免疫環
境の構築とヘルスサイエンスへの展開 
第17回日本NO学会学術集会 徳島（阿波
観光ホテル）（2017年5月20日） 

38 國澤純、腸内環境に関連するビッグデー
タの集積と健康科学、創薬、機能性食品
開発への展望 第383回CBI学会研究講演
会 大阪（グランフロント）（2017年5
月12日） 

39 國澤純、お腹から始まる生体反応の摩訶
不思議 生物資源工学研究所 特別セミ
ナー 石川（石川県立大学）（2017年4
月24日） 

40 國澤純、食や腸内フローラが形成する腸
内環境と免疫制御、健康科学への展開 
第76回 関西耳鼻咽喉科アレルギー研究
会 大阪（難波御堂筋ホール）（2017年4
月22日） 

41 國澤純、健康維持・増進に関わる腸内環
境の摩訶不思議と創薬・機能性食品への
展開 ～腸（お腹）から健康を考える～ 
第151回 彩都バイオサイエンスセミナー 
大阪（彩都バイオヒルズセンター）（2017
年4月14日） 

 

Ｈ．知的財産権の出願・登録状況 
1. 特許取得 
なし 
 
2. 実用新案登録 
なし 

3.その他 
なし 
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図1. 食事成分と腸内細菌の関連 
 
 
 
 

図2. 免疫因子と腸内細菌の関連 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


