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現在、腸内細菌を中心にマイクロバイオームをテーマとした研究が世界中で進められて

いる。本研究グループは、国内の各研究機関で収集されている有疾患者のデータを最大限

に活用するため、種々のデータベースと突合・参照可能な日本人健常者のデータベースの

構築を進めている。さらに糖尿病患者を対象に同一プロトコルでの解析を進め、疾患と相

関する腸内細菌や糖尿病を改善出来る脂質代謝物の同定にも成功している。 

 本研究では、これらの研究基盤を用い、サンプルの追加と腸内細菌の高機能なメタゲノ

ムデータを加えたデータベースへの格納と拡張、さらにはデータ解析のためのプラットフ

ォーム改変、糖尿病改善のための有用菌の機能・ゲノム解析、最先端メタボローム解析シ

ステムの導入と有用代謝物（ポストバイオティックス）の同定、メカニズム解明、生産シ

ステムの開発などを進めた。これにより、データベースならびに人工知能（AI）の機能強

化、ならびに実効菌・代謝物の開発など、糖尿病の個別化予防やヘルスケア・機能性食品

開発等につながる研究を進めることが出来た。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A. 研究目的 

 欧米等では、マイクロバイオームをテー

マとした大型プロジェクトが国家規模で進

められているところ、日本では、各研究機

関が個々に有疾患者を主対象とした研究を

個別に行っているのが現状である。本研究

グループは、国内の各研究機関で収集され

ている有疾患者のデータを最大限に活用す

るため、種々のデータベースと突合・参照

可能な日本人健常者のデータベースの構築

が急務であると考え、平成 27 年度より健常

人を対象にしたデータベースの構築・公開

活用を目指した取り組みを行っている。こ

れまでの研究から、3 千名を超える健常者

マイクロバイオームデータベースを構築し

ている（令和元年度末時点）。 

 本データベースには、腸内細菌叢を中心

とするマイクロバイオームデータだけでは

なく、食事状況や身体活動などの生活習慣、

健康診断情報、動脈硬化度や筋力などの生

理・体力指標、免疫因子や代謝物など生活
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習慣や生体内因子等の豊富なメタデータが

登録されている。また一部の参加者におい

ては経時的な変化を解析するための縦断デ

ータが含まれている。さらに現在、共同研

究として多くのグループに解析プロトコル

を提供し、同一プロトコルで収集した様々

な疾患患者のデータ統合を進めている。特

に糖尿病に関しては、本システムを用いる

ことで疾患と相関する腸内細菌や糖尿病を

改善出来る脂質代謝物の同定に成功してい

る。 

本研究では、これまでに構築した研究基

盤を活用し、サンプルの追加と腸内細菌の

高機能なメタゲノムデータを加えたデータ

ベースへの格納と拡張、さらにはデータ解

析のためのプラットフォーム改変、糖尿病

改善のための有用菌の機能・ゲノム解析、

最先端メタボローム解析システムの導入と

有用代謝物（ポストバイオティックス）の

同定、メカニズム解明、生産システムの開

発などを進める。これにより、糖尿病の個

別化予防やヘルスケア・機能性食品開発等

のためのデータベースならびに人工知能

（AI）の機能強化を図る。   

 

B. 研究方法 

サンプリング、遺伝子抽出、16S rRNA 解析、

ショットガンメタゲノム解析、シングルセ

ル解析 

グアニジン塩を含む保存液を用いて採取

した便サンプルから、ビーズ破砕法により

DNA を抽出した。糞便 DNA から 16S rRNA

遺伝子の V3-V4 領域を PCR 法で増幅し、

MiSeq を用いて塩基配列を解読し、QIIME

パイプラインを用いて菌種を同定した。 

同じ糞便 DNA を物理的に断片化、アダプ

ターを付加し、NovaSeq6000 を用いて塩基

配列を解読した。Bowtie2 を用いてヒトゲノ

ム由来の配列を除去し、マイクロバイオー

ムのショットガンメタゲノム情報を取得し

た。 

同じ便サンプルから調製した腸内細菌懸

濁液から、SAG-gel 法を用いてシングルセ

ルゲノム（SAG）DNA を取得した。NextSeq

を用いて各 SAG の塩基配列を獲得し、

SPAdesによるゲノムアセンブリを行った後、

GTDB-tk および CheckM を用いて得られた

細菌ゲノムの系統情報および品質を評価し

た。 

 

代謝物解析 

代謝物解析について、健常人と糖尿病患

者の血清ならびに糞便サンプル、さらには

有用菌の培養上清を対象に、液体クロマト

グラフィーと質量分析計を用いたメタボロ

ーム解析を行った。メタボローム解析にお

いては、昨年度導入した高感度定量解析に

有用な三連四重極型質量分析計と、精密質

量の解析によってノンターゲット解析にも

有用なオービトラップ型質量分析計を用い

たシステムを立ち上げ、解析を行った。 

さらには、超臨界流体を用いたサンプル

抽出やカラムクロマトグラフィー分析、分

取システムを導入し、従来の前処理法に依

存しない多角的な観点でメタボローム解析

を実施する解析基盤を整えた。 

 

データベースへの格納とシステム拡張 

16S rRNA アンプリコンシーケンシング

データは、QIIME パイプラインを基盤とし

て作成したスクリプトを用いて解析し、処

理した。ショットガンメタゲノムシーケン

シングデータは、Kraken2-Braken 法を用い

た系統組成解析および FMAP 法を用いた遺

伝子機能解析を実施した。これらの解析結

果データは、食事習慣などの様々なメタデ
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ータとともに、PostgreSQL データベースに

格納した。さらに、対話的なデータの共有、

可視化、統計解析を実現するために独自に

開発した統合解析プラットフォーム

MANTA について、ショットガンメタゲノ

ムデータなど新規のデータ型に対応できる

機能を拡張した。MANTA を用いて上記の

PostgreSQL データベースと組み合わせるこ

とで、NIBIOHN マイクロバイオームデータ

ベースシステムを構築した。 

 

動物モデル 

 8週齢の野生型C57BL/6J雄マウスに高脂

肪・高糖質餌を 3 ヶ月間給餌し、糖尿病モ

デルマウスを作製した。糖尿病の病態評価

として、腹腔内グルコース負荷試験とイン

スリン抵抗性試験を行った。さらに、精巣

上体周囲脂肪組織を回収し、フローサイト

メトリー解析や免疫組織学的解析を実施す

るとともに、マクロファージを単離し遺伝

子発現解析を行うことで炎症レベルを評価

した。 

 小川班で生産したポストバイオティック

スの糖尿病に対する活性を評価するため、

糖尿病モデルマウスの誘導時から継続的に

週に 3 回経口投与を行なった（10g/マウス

/回）。また、ヒトコホートから肥満や糖尿

病との関連が見出された腸内細菌を培養し、

糖尿病モデルマウスへ経口投与した。 

 

生産システム 

 本プロジェクトにより同定した有用代謝

物（ポストバイオティックス）について、

生産に関わる酵素の特定を行い、遺伝子工

学手法を用いて鍵酵素を発現する形質転換

大腸菌を作製した。さらに、作製した形質

転換大腸菌を用いて有用代謝物の生産シス

テム構築、及び精製手法の構築を行った。 

 

（倫理面への配慮） 

本研究は、医薬基盤・健康・栄養研究所な

らびに早稲田大学において倫理審査、承認

を得た後、人を対象とする医学系研究に関

する倫理指針に従って遂行した。 

 

C. 研究結果 

新規サンプルの収集と 16S rRNA 解析 

医薬基盤・健康・栄養研究所において、

大阪府や山口県、弘前市などの地域コホー

トに加え、新たに自衛隊やアスリートを対

象にした拠点から約 1,800 名のサンプルを

収集し、糞便の 16S rRNA 解析を実施した。

また、これまでの観察研究の知見を発展さ

せる形で、加東市とマルヤナギ小倉屋と三

者連携協定を締結し、加東市民を対象に大

麦による介入研究を開始した。 

 

ショットガン解析による機能的メタゲノム

解析 

医薬基盤・健康・栄養研究所で収集しシ

ョットガンシーケンシングが終了している

3,011 検 体 の デ ー タ に つ い て 、

Kraken2-Braken 法を用いた系統組成解析お

よび FMAP 法を用いた遺伝子機能解析を実

施した。 

本年度は新たに、弘前市（1,022 名）、自

衛隊（103 名）、アスリート（76 名）の合計

1,201 検体のショットガン解析をタカラバ

イオ株式会社に委託し実施した。平均リー

ド数 5,841万リード、最少リード数 3,402万、

最多リード数 8,801 万リードであった。

1,201 検体のショットガンシーケンシング

データについて、これまでと同様な方法を

用いて、解析を進めている。 

 

データベースへの格納と機能拡張の状況  
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本年度取得の約 1,800 名のサンプルを含

め、これまでに約 5,000 名の 16S rRNA アン

プリコンシーケンシデータをデータベース

に格納した。 

ショットガンメタゲノムデータは 3,011

検体のうち 1名のサンプルでヒト由来DNA

が大部分を占めていたことにより、不適合

となり、最終的に 3,010 検体の系統組成デ

ータおよび遺伝子機能データを取得し、デ

ータベースに格納した。さらに、MANTA

の機能を拡張してこれらの解析結果データ

を取り込むことで、対話的に活用できる

NIBIOHN マイクロバイオームデータベー

ス基盤を構築した。 

 

シングルセル解析 

健常者（20 名）ならびに糖尿病患者（20

名）のシングルセルゲノム解析を開始した。

検体あたり 384 個ずつと多数の腸内細菌

SAG データを菌叢網羅的に取得することで、

候補菌 X を含む多様な細菌系統に関するゲ

ノム情報が獲得された。4 検体から獲得さ

れた計 5 株の候補菌 X のゲノムを用いて、

検体および細胞間ゲノム比較解析を行った

結果、菌株間で異なる配列を有する機能遺

伝子が約 30 個検出された。 

 

メタボローム解析 

本事業で導入した最先端のメタボローム

解析システムを用いて、ポストバイオティ

ックスを含む約 230 の脂溶性・水溶性代謝

物を定量できるメタボローム解析基盤を確

立した。本分析系を用いて、糖尿病患者と

非糖尿病健常者の血清を使ったメタボロー

ム解析を実施したところ、腸内細菌によっ

て代謝産生されることが知られる脂肪酸代

謝物 Z が糖尿病患者で減少していることを

見出した。 

動物モデルを用いた機能評価とメカニズム

解明 

小川班で生産したポストバイオティック

ス（代謝物 Y）をマウスに経口投与すると、

高脂肪・高糖質食による体重増加において

大きな影響は認められなかったが、グルコ

ース耐性やインスリン抵抗性が改善するこ

とがわかった（Fig. 1）。 

さらに、精巣上体周囲脂肪組織への炎症

性マクロファージの集積が抑制され、その

作用がペルオキシソーム増殖剤応答性受容

体（PPAR）に依存して発揮されることも

わかった。さらには、in vitro マクロファー

ジ培養系を用いた解析により、代謝物 Y が

炎症型 M1 マクロファージの分化を阻害す

る一方で、抗炎症型 M2 マクロファージの

分化を促進する作用があることを明らかに

した。 

腸内細菌に関しては、昨年度の解析にお

いて、ヒトコホートから同定した肥満・糖

尿病を改善できる候補菌 X の作用メカニズ

ムの解明を進めた。菌 X の抗肥満、抗糖尿

病効果を担う実効分子を同定するために、

メタボローム解析を行ったところ、他の代

表的な腸内細菌では産生されないが、菌 X

のみで特異的に産生する代謝物を複数同定

した。さらに、in vitro の脂肪細胞培養系を
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用いた解析により、これらの代謝物が脂肪

細胞へ直接作用して脂質蓄積などを抑制で

きることを明らかにした。 

 

生産システム 

本プロジェクトにより同定した有用代謝物

（ポストバイオティックス）を生産する酵

素を見出し、形質転換大腸菌を用いて反応

を行ったところ、有用代謝物を生産するこ

とを明らかにした。そこで、本形質転換大

腸菌を用いて生産システムを構築した。第

１候補代謝物を対象に精製手法について検

討を行ったところ、純度 95％以上で回収率

75％以上の系の構築に成功した。 

 

D. 考察 

 他のコホートとの連携もあり、当初の予

定よりも多い 1,800 名超える方からサンプ

ルを収集し、解析することが出来た。昨年

度までの 3 千名以上のデータと併せ、約 5

千名のメタデータの付随した世界最大規模

のデータベース構築となった。これまでの

医薬基盤・健康・栄養研究所でのサンプリ

ングは健常者を中心に行っていたが、今回

は自衛隊やアスリート、乳幼児なども含め

たこれまで対象としていなかった生活習慣、

年齢層のサンプルを収集することで、本研

究で同定される健康状態と関連のある腸内

細菌や代謝物について、幅広い対象者での

解析が可能になると期待される。さらに現

在、他のコホートとのデータ比較なども進

めており、自データの拡充のみならず、コ

ホート連携によるデータの有効活用の方針

も示すことが出来ると予想する。 

 最先端のメタボローム解析システムを用

いて、ポストバイオティックスを含む約 230

の脂溶性・水溶性代謝物を定量できるメタ

ボローム解析基盤を確立し、解析を開始し

た。すでに糖尿病と関連のある代謝物を同

定し、生産システムの構築や動物モデルで

の検証を開始しており、実効分子候補の拡

充が出来てきている。さらに本事業では

PRISM 認知症事業との連携にも取り組んで

おり、その連携基盤の一端として、メタボ

ローム解析で定量可能な代謝物の総攬カタ

ログを作成し情報共有を進めている。 

さらに動物モデルを用いた解析から、小

川班で生産したポストバイオティックス

（代謝物 Y）に糖尿病を予防する活性があ

ることを見出した。一般に、糖尿病のリス

ク因子として肥満が知られているが、興味

深いことに代謝物 Y に肥満を抑制する作用

は認められなかった。その一方で、代謝物

Y はマクロファージに対する強力な抗炎症

作用を発揮することで、糖尿病の病態基盤

を抑制することが示唆された。実際に近年、

糖尿病の病態形成の背景に慢性的な炎症反

応が深く関わることがわかってきている。

そのため代謝物 Y は、抗炎症作用により糖

尿病予防効果を発揮する新規成分として、

体重に影響を与えず糖尿病改善のみを望む

人にとっても魅力的なポストバイオティッ

クスになり得ると期待される。 

小川班の解析から、代謝物 Y は食事に由

来する成分 A を原料に腸内細菌によって代

謝産生されることが判明した。一方で、ヒ

トコホートを活用したメタボローム解析に

より、糞便中の原料成分 A と代謝物 Y の量

に正の相関関係があることが確認できてい

るが、原料成分 A の量が同じでも代謝物 Y

の量にバラツキが生じていることも事実で

ある。このことは腸内細菌叢の違い、もし

くは個々の菌が有する代謝酵素の個体差に

よる可能性が考えられる。後者に関連し、

竹山班を中心にシングルセルメタゲノム解

析を行うことで、今後、代謝物 Y とマイク
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ロバイオームの関連性、さらには、本年度

新たに同定した代謝物 Z の生理機能の解明

につながると期待される。 

本事業では、有用代謝物（ポストバイオ

ティクス）のみならず、肥満・糖尿病を改

善できる腸内細菌 X を日本人コホートから

見出している。この菌 X は欧米諸国の解析

ではあまり検出されないことから、日本人

の食文化など生活習慣と関連して日本人の

健康維持に貢献していることが推察される。

また、その作用メカニズムとして機能的な

代謝物を複数同定しており、その原料と食

事成分との関係も今後解析を行っていく予

定である。さらに本菌を対象にしたシング

ルセルゲノム解析では、検体ごとに腸内細

菌 X のゲノム配列が異なることが示された。

今後、健常者および糖尿病患者に由来する

菌株のゲノム情報を比較することで有用菌

株が有する遺伝的特徴を推定し得ると考え

られる。特に次年度においては、腸内細菌

X のゲノム情報をさらに拡充するとともに、

メタボローム解析によって同定された特異

な代謝物の産生能を推定やエリート菌の選

定に資する遺伝子データの確立を目指す。 

 

E. 結論 

 本研究において、メタデータの付随した

世界最大級のマイクロバイオームデータベ

ースの拡充、精度の高いマイクロバイオー

ムメタゲノム解析による腸内細菌の機能解

析と高機能メタボローム解析によるポスト

バイオティクス（有用微生物が産生する有

用代謝物）分析の実施が進捗したことによ

り、糖尿病だけではなく、他の健康状態も

対象にした研究基盤へと拡張しつつあり、

すでに企業と含む多くの機関との共同研究

の開始・推進につながっている。さらにこ

れまで未測定であった糖尿病予防に繋がる

実効因子の同定とメカニズム解明が進んで

きた。これにより、糖尿病の個別化予防や

機能性食品開発等のための人工知能（AI）

開発へ発展させると共に、民間と連携し糖

尿病予防に関連する機能性食品・ヘルスケ

ア関連産業の開発・投資につながる研究基

盤として着実に構築が進んでいると言える。 
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