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Ａ．研究目的	

	 肥満・2型糖尿病といった生活習慣病やアト

ピー性皮膚炎といったアレルギー性疾患は、

近年増加の一途を辿っている。これらの疾患

の増加は、遺伝素因と高脂肪食といったエネ

ルギー過剰や車社会といった身体活動・運動

不足といった環境因子の相互作用に起因する

と考えられている。特に環境因子の一つとし

て最近腸内細菌は注目されており、食事によ

りダイナミックにその組成が変化し、肥満・2

型糖尿病をはじめとする生活習慣病やアレル

ギー性疾患との関連性が指摘されている。従

って腸内細菌を含む環境因子と遺伝素因の相	

互作用を明らかにしていくことが極めて重要

である。しかしこれまでの腸内細菌に関連し

た多くの研究は、欧米によるデータであり、

欧米とは遺伝的背景や食事・運動といった身

体活動も異なっていることから、日本人のデ

ータが必須である。そこで食事・栄養摂取状

況や身体活動・運動と生活習慣病との関連に

ついて、コホート研究から得られたヒト試料

研究要旨	

＜目的＞環境因子の一つとして注目されている腸内細菌は、食事によりダイナミックにその

組成が変化し、肥満・2型糖尿病をはじめとする生活習慣病やアレルギー性疾患との関連性

が指摘されている。特に食事に含まれる脂質や食後分泌される胆汁酸は腸内細菌によって分

解され吸収されるが、食事や腸内細菌の変化によって分解や吸収が異なることが知られてい

る。そこで血漿中や糞便中の脂肪酸、胆汁酸、短鎖脂肪酸の測定系を確立する。	

＜方法＞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。 
＜結果＞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。 
＜まとめ＞GC-MSやLC-MS/MSを用いて、血漿中の脂肪酸24種類、血漿中と糞便中の胆汁酸18

種類、糞便中の短鎖脂肪酸10種類の測定系を確立することが出来た。今後測定できた代謝産

物と食事摂取、女性ホルモンや腸内細菌の影響などの因子を考量しながら解析していく。	

	



26 
 

を用いて、バイオインフォマティクス手法な

どを駆使し、腸内細菌を含めた食・栄養によ

る免疫と代謝の相互メカニズムを踏まえつつ、

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する必要がある。ま

た、そのデータベースを横断的に分析するこ

とにより、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ことも

目的とする。具体的には、国立健康・栄養研

究所が確立し運営している既存のコホート研

究（NEXIS）に対し、１）腸内細菌叢のメタゲ

ノム解析、２）腸管免疫指標、３）メタボロ

ーム解析、４）詳細かつ標準的な生活習慣、

５）動脈硬化度、体格、身体組成、体力など

の生理指標、６）GWASとインピュテーション

法の併用による網羅的遺伝子多型解析する。

遺伝子やパスウェイ情報を鍵とし、すでに構

築しているデータベースに独自のデータウェ

アハウス技術等を用い新たな情報を追加した

基盤データベースを設計する。特に食事に含

まれる脂質や食後分泌される胆汁酸は腸内細

菌によって分解され吸収されるが、食事や腸

内細菌の変化によって分解や吸収が異なるこ

とが知られている。そこで本研究では血漿中

や糞便中の代謝産物である短鎖脂肪酸を含む

脂肪酸や胆汁酸を測定する方法を確立する。	

	

Ｂ．研究方法	

国立健康・栄養研究所がすでに確立し運営し

ている大規模介入研究の参加者を対象とし、2

0〜80歳までの男女の血漿と糞便を用いて、脂

肪酸や胆汁酸を測定する。	

	

1. n-3やn-6を含む脂肪酸の測定	
血漿サンプル400μlに誘導化試薬と内部標準
液を添加して撹拌後に加温する。その後NaO
Hとn-ヘキサンを添加し振盪後、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
(図1)。	
	

2.	血漿と糞便中の胆汁酸の測定	

血漿サンプル100μlを用いて3mlのアセトニ
トリルと10μlの内部標準液を混合し抽出し
た。糞便サンプル (71名分 )に関しては
20-30mgを用いて230μlの水、1N NaOH,メ
タノールと内部標準液を混合し、さらにODS
カラムを用いて抽出した。LC条件としては、
カラムはInertSustainSwift C18を用い，移動

相は0.2％のギ酸を含むメタノールと水を用
いてグラジエント条件で18種類の胆汁酸を
分離した。MS条件としては、イオン化はESI
によるネガティブモードで行い、MRM法で
測定し、18種類の胆汁酸についてMRM設定
を行った (図1,2)。 
	

3.	糞便中の短鎖脂肪酸の測定	

糞便サンプル5-10mgを用いて、90μlのミリQ

と内部標準液を混合した後、塩酸とジエチル

エーテルを入れる。その後誘導化試薬であるM

TBSTFAを混合し、80℃で20分間インキュベー

トする。48時間後GC-MSを用いて解析した(図

3)。	

	

（倫理面への配慮）	

提供された血漿サンプルは、鍵付きの-20℃で

保存する。当研究室ではヒトゲノムを扱わな

いが、本研究ではヒトゲノムを扱うことから、

当研究所ではヒトゲノム・遺伝子解析研究に

関する倫理指針に則って申請し、倫理委員会

で承認されている。	

	

Ｃ．研究結果	

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(図4)。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(図5)。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(図6-9)。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抽出方法と測定系を

確立し、237名について解析した。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(図10)。年齢
別では3群間で差を認めなかった(図11)。 
	

Ｄ．考察	

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
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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。本研究

においても血中のn-3系が低い理由の一旦に
エストロゲンなどのホルモンが関与している

可能性が考えられた。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したのではない

かと考えられた。また血中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

が、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。これは同じ代謝酵

素を用いてn-3系とn-6系が代謝されているた
めではないかと考えられた。すなわちn-3系の
脂肪酸をより多く摂取するとn-3系を代謝す
るために代謝酵素が使用されてしまい、n-6
系の代謝が起こらない。実際血中n-3系が増え
ると血中のn-6系が減少していた。また血中に
おいてn-6系ではリノール酸が多く、n-3系で
は最終代謝産物であるドコサヘキサエン酸

(DHA)が最も高かった。 
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。胆汁酸

は肝臓においてコレステロールから合成され

一次胆汁酸が胆嚢に蓄えられる。その後食事

により腸管に分泌され、腸内細菌によって2
次胆汁酸に代謝され、95%が肝臓に再吸収、
4%が糞便とともに排出、1%が血中に吸収さ
れる。従って血漿中に存在する胆汁酸はかな

り低いことが予想され、そのため感度以下と

なり測定できなかった可能性が高いと考えら

れた。面白いことに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。 
 
Ｅ．結論	

GC-MSやLC-MS/MSを用いて、血漿中の脂肪酸24

種類、血漿中と糞便中の胆汁酸18種類、糞便

中の短鎖脂肪酸10種類の測定系を確立するこ

とが出来た。今後食事摂取内容、女性ホルモ

ンや腸内細菌の影響などの因子を考量しなが

ら解析していく必要があると考える。	
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