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20 1 3年 度 修 士 論 文 ダ ^ ジ x スト 

食事が腸内細菌叢及び腸内代謝物質に与える影響の評価 

Evaluation of the effect of diet on gut microbiota and metabolites

政策 • メディア研究科修士課程2年 

石井千晴

商 匕
安 日

腸 内 細 菌 は 消 化 管 で の 消 化 吸 収 の 補 助 や 粘 膜 免 疫 シ ス テ ム の 構 築 、 さ ら に は ビ タ ミ ン の 供 給 な ど  

種 々 の 役 割 を 担 っ て い る 。 一 方 で ， 腸 内 細 菌 叢 の バ ラ ン ス が 崩 れ る と ， 大 腸 が ん な ど を は じ め と  

す る 腸 管 関 連 疾 患 ， ア レ ル ギ ー ， 肥 満 な ど の メ タ ボ リ ッ ク シ ン ド ロ ー ム の 発 症 に つ な が る こ と が  

知 ら れ て い る .近 年 の 報 告 か ら 腸 内 細 菌 の 構 成 は ， 宿 主 の 食 習 慣 に 依 存 し 、 大きく 3つのタイ プ に  

分 類 さ れ る こ と が 明 ら か に な っ た 。 ゆ え に 腸 内 細 菌 を コ ン ト ロ ー ル し て 腸 内 環 境 を 良 好 に 保 つ た  

め に は 「食 事 」 「腸 内 細 菌 」 「宿 主 」 の 関 係 を 理 解 し す る こ と が 重 要 で あ る が ， この 三 者 が ど の  

よ う な メ カ ニ ズ ム で 相 互 作 用 し て い る の か は 未 だ 不 明 瞭 で あ る .本 研 究 は ， 細 菌 叢 解 析 と 代 謝 物  

質 解 析 を 組 み 合 わ せ た オ ミ ク ス 解 析 を 行 う こ と で ， こ の 三 者 間 の 関 係 を 明 ら か に す る こ と を 目 的  

と し て い る .修 士 論 文 は 高 脂 肪 食 ま た は プ ロ バ イ オ テ イ ク ス の 影 響 を 考 察 す る 2つ の 章 で 構 成 さ れ  

て い る が ， ダ イ ジ ヱ ス ト で は そ の 中 か ら 高 脂 肪 食 が 腸 内 環 境 に 与 え る 影 響 に つ い て 記 述 す る 。 高脂 

肪 食 が 腸 内 細 菌 と 宿 主 に 与 え る 影 響 を 明 ら か す る こ と を 目 的 に 、 通 常 食 ま た は 高 脂 肪 食 を 52週間  

摂 取 さ せ た 人 工 フ ロ ー ラ 定 着 マ ウ ス か ら 経 時 的 採 取 し た 糞 便 を 対 象 と し て 、 16S rRNAクローンラ 

イ ブ ラ リ ー 法 に よ る 細 菌 叢 解 析 と 、 CE-TOF/MSに よ る 糞 便 中 代 謝 物 質 の メ タ ボ ロ ー ム 解 析 を 行 っ  

た。 通 常 食 群 と 高 脂 肪 食 群 の 腸 内 細 菌 プ ロ フ ァ イ ル に つ い て 多 変 量 解 析 手 法 の 一 つ で あ る 判 別 分  

析 を 行 っ た 結 果 、 高 脂 肪 食 群 で Lachnospiraceae, Oscilliospira， Prevotellaの 割 合 が 多 く ，Bacteroides 
の 割 合 が 少 な い こ と が 分 か っ た .ま た メ 夕 ボ ロ ー ム 解 析 の 結 果 、 高 脂 肪 食 群 で は ア ミ ノ 酸 を は じ  

めとして、 腸 内 細 菌 が 産 生 す る こ と が 知 ら れ て い る ビ タ ミ ン B6 な ど の 代 謝 物 が 減 少 し て い た 。 これ 

ら の 結 果 は 、 食 習 慣 に よ っ て 生 じ た 腸 内 細 菌 叢 の 変 化 が ， 腸 内 代 謝 物 質 に プ ロ フ ァ イ ル に 影 響 を  

及 ぼ し て い る 可 能 性 を 示 唆 し て い る 。

キ ー ワ ー ド ：腸 内 細 菌 、 高 脂 肪 食 、 メ 夕 ボ ロ ー ム 、 16S rRNAク ロ ー ン ラ イ ブ ラ リ 一 法
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1 .  序論

ヒ ト の 腸 に は 重 さ に し て 約 1.5 k g， 数 百 種 類 に も 及 ぶ 腸 内 細 菌 が 生 息 し て お り ，難 消 化 性 の 糖 類  

の 分 解 や 食 物 か ら の 栄 養 素 摂 取 量 の 調 整 ， 免 疫 シ ス テ ム の 構 築 ， 人 体 で 生 産 す る こ と の で き な い  

ビ タ ミ ン 類 の 生 産 な ど を 担 っ て い る .腸 内 細 菌 は 我 々 の 生 命 活 動 を 強 力 に サ ポ ー ト す る 存 在 で あ  

る一方で，腸 内 細 菌 叢 の バ ラ ン ス が 崩 れ る と ， 大 腸 が ん な ど を は じ め と す る 様 々 な 腸 疾 患 （ Garrett 

W S  以 a/.，C e ll, 131, 2007; A rth u r J C  W Science, 338, 2012 ) ， 2型 糖 尿 病 な ど の メ タ ボ リ ッ ク シ ン  

ド ロ ー ム （V i ja y -K u m a r 以 《 /., Science，328, 2 0 1 0 )， 肥 満 の 発 症 （ M atam  W  a/., Science, 328, 2010) 

な ど に つ な が る こ と が 示 唆 さ れ て い る . 腸 内 細 菌 の 構 成 は ， 食 習 慣 に よ っ て い く つ か の グ ル ー プ  

(ェ ン テ ロ 夕 イ プ ） に 分 類 す る こ と が で き ， 高 脂 肪 ， 高 タ ン パ ク 質 な ど の 食 事 習 慣 の 特 徴 に よ っ て  

特 徴 的 な 菌 が 異 な る こ と が ボ さ れ （A ru m u g a m 以 a/., Nature, 473, 2011) , 食 習 慣 が 腸 内 細 菌 の 構 成  

を 決 定 す る 重 要 な 要 素 で あ る こ と が 明 ら か に な っ て い る .ゆ え に 腸 内 細 菌 を コ ン ト ロ ー ル し て 腸 環  

境 を 良 好 に 保 ち ，疾 病 を 予 防 す る た め に は 「食 事 」 「腸 内 細 菌 」 「宿 主 」 の 関 係 を 理 解 し す る こ  

と が 重 要 で あ る が ， こ の 三 者 が ど の よ う な メ カ ニ ズ ム で 相 互 作 用 し て い る の か は 未 だ 不 明 瞭 で あ  

る . そ こ で 本 研 究 は ， 高 脂 肪 食 を 長 期 に わ た っ て 摂 取 し た マ ウ ス を 対 象 に 、 細 菌 叢 解 析 と 代 謝 物  

質 解 析 を 組 み 合 わ せ た オ ミ ク ス 解 析 を 行 う こ と で ， 三 者 間 の 関 連 性 を 明 ら か に す る こ と を 目 的 と  

している .

2 .  対象と手法

3 .2 .1 .  対象

本 研 究 で は ， 人 工 フ ロ ー ラ マ ウ ス に 通 常 飼 料 を 与 え る 群 と ， 人 工 フ ロ ー ラ マ ウ ス に 高 脂 肪 食 を  

与 え る 群 の 2 群 の マ ウ ス (各 n = 2 )か ら 経 時 的 （8，12,24,3 6 ,5 2 週 の 5 ポ イ ン ト ） に 採 取 さ れ た 計 2 0 サン 

プ ル の 糞 便 を 対 象 と し て い る . 以 降 サ ン プ ル 名 は 週 齢 ， 食 事 条 件 ， 個 体 を 組 み 合 わ せ た 名 前 で 表 記  

す る . 例 え ば 8 N 2 と 書 か れ て い る サ ン プ ル は 8週 齢 の 通 常 食 群 の 2番 の 個 体 を 示 し て い る . なお ，本 

研 究 は 財 団 法 人 実 験 動 物 中 央 研 究 所 （実 中 研 ） と の 共 同 研 究 で あ り ， マ ウ ス か ら の サ ン プ リ ン グ  

は 実 中 研 が 行 っ た .

3.2.2. GS Juniorを用いた16SrRNA遺伝子のシーケンシング

糞 便 サ ン プ ル か ら Q I A G E N 社 の Q IA a m p  D N A  Stool K i t を用いて D N A を 抽 出 し た . 16S r R N A 遺 

伝 子 配 列 を 増 幅 す る た め 、 バ ク テ リ ア 特 異 的 な ユ ニ バ ー サ ル プ ラ イ マ ー で あ る 3 4 1 F  ( 5 ， -  

C C T A C G G G A G G C A G C A G - 3 ，） と 9 0 7 R  ( 5 ，- C C G T C A A T T C C T T T R A G T T T - 3 ，） （W ilm s , R •，以 《 /. 

2006)を用いて P C R を 行 っ た . G S  ju n io rに よ る シ ー ク ェ ン ス に 必 要 な ア ダ プ タ ー と ， サンプル識別  

に 必 要 な タ グ 配 列 を 付 加 す る た め に 2 n d P C R を 行 っ た .精 製 し た 2 n d P C g 物 の 塩 基 配 列 を Roche社 

G S  j u n i o rを 用 い て シ ー ク ェ ン ス し た 。 得 ら れ た 塩 基 配 列 に つ い て Q i i m e l .7  ( h ttp ://q iim e .o rg/ )  

(Caporaso et <2/.，N a t. M ethods, 2010)を用いて 9 7 % の 類 似 性 で Operational Ta xonom ic  U n it  ( O T U ，操作的  

分 類 単 位 ) を 作 成 し ， Ribosom al Database Project ( R D P )の 配 列 を リ フ ァ レ ン ス と し て 各 O T U の細菌種  

の 推 定 を 行 っ た .

3.2.3. CE-TOFMSによる代謝物質濃度の測定

糞 便 サ ン プ ル 10 m gに 5 0 % メタノール (内部標準である M ethionine sulfone， C S A , M E S をそれぞれ
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200 p M 含 む ) を4 0 0 叫混合し ， 3 m m ジルコニアビーズ 3個 と 0 . 1 m m ジ ル コ ニ アビーズ約 0 . 1 g を加 

え， 3,5000 rpm , 3分 破 砕 す る こ と で 糞 便 中 成 分 を 抽 出 し た . 溶 液 を 15,000xg, 5 分 遠 心 分 離 し ， 上 

清 を 限 外 濾 過 フ ィ ル タ ー で 濾 過 す る こ と で ， タ ン パ ク 質 を 取 り 除 い た . ろ 液 を 真 空 乾 燥 機 で 40°C，

3時 間 乾 燥 さ せ ， 40 n L のM il l i Q で 再 溶 解 し た も の を サ ン プ ル と し た .そ れ ら の サ ン プ ル の 質 量 電 荷  

比 と 泳 動 時 間 を capillary electrophoresis tim e -o f-fligh t mass spectrometry ( C E - T O F M S ) を用いて測定  

した . C E - T O F M S に よ る 代 謝 物 質 の 測 定 は 先 端 研 究 科 学 研 究 所 の 中 西 裕 美 子 氏 が 行 っ た .

3• 結 果 と 議 論

3 . 3 . 1•通常食群と高脂肪食群の細菌叢構造の比較

各 個 体 の 細 菌 叢 コ ミ ュ ニ テ ィ ー 全 体 の 差 異 を 客 観 的 な 指 標 を 用 い て 評 価 す る た め ， U n ifm c解 析  

を 行 っ た . U n i f m c解 析 は ， 細 菌 叢 コ ミ ュ ニ テ ィ ー を 構 成 し て い る 各 細 菌 の 系 統 的 な 距 離 も 考 慮 し  

た 上 で ， 細 菌 叢 同 士 の 類 似 度 を 評 価 す る 手 法 で あ る . U n i f m c解 析 に は 細 菌 叢 コ ミ ュ ニ テ ィ ー に 含  

ま れ る 菌 の 種 類 の み を 評 価 す る u n w e i g h e t e d と 菌 の 種 類 に 加 え て そ の 割 合 も 同 時 に 評 価 す る  

w eighetedの 2通 り の 評 価 方 法 が あ る . Un we ig h te dの 主 座 標 分 析 の 結 果 ， 通 常 食 群 （青 ） のプロット 

と 高 脂 肪 食 群 （赤 ） の プ ロ ッ ト は 異 な る ク ラ ス 夕 一 を 形 成 し た （図 1 A )  . w eighetedの 主 座 標 分 析  

の 結 果 に お い て も ， 通 常 食 群 と 高 脂 肪 食 群 の プ ロ ッ ト は 異 な る ク ラ ス タ ー を 形 成 し た （図 1 B ) . 

こ の こ と か ら 2 群 間 で 細 菌 の 種 類 に も そ の 割 合 に も 差 異 が あ り ， 食 事 条 件 の 違 い は 細 菌 叢 の コ ミ  

ュ ニ テ ィ ー 構 造 を 変 化 さ せ る こ と が 示 さ れ た 。

図1細菌叢の主座標分析の3Dプロット

(a ) unweighted, (B ) weightedのUnifrac解析による主座標分析の結果.青の球は通常食群，赤の球は高脂
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肪食群を示している .

通常食群と高脂肪食群の細菌叢コミュニティーの差異の形成に寄与している菌を明らかにする 

ため，orthogonal projections to latent structures discrim inant analysis ( O P L S - D A )を行つた .O P L S - 

D A とは多変量解析の一種で，異なる試験群（健常者データの患者デ一夕など）を分離しようとし 

た際に，群間の分離に寄与している要素を明らかにすることができる手法である.O P L S -D A には 

S I M C A  version 13 を用いた.

B

•I

き-4.
祕崎

警 1
1 *_1mj

漏 S2备 7 崎％

& cterolil«s

図2 OPLS-DA解析による通常食群と高脂肪食群の細菌叢の比較

( A )  O P L S -D A 解析を行った際の各サンプルのプロット . 青は通常食群，赤は高脂肪食群を表している .

( B )  A の プロットに寄与している要素を示す S プロット . 紫は Firmicutes門，緑は BacteroidetesPgを示してい 

る.

OPLS-DAの結果， 2 つの群が明確にクラス夕一分けされた（図2 A ) . 図2 B は図3 A の分離に寄
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与 す る 要 素 を 示 す S プ ロ ッ ト と 呼 ば れ る 図 で ， 中 央 か ら 離 れ て 左 右 の 端 に プ ロ ッ ト さ れ る 要 素 ほ  

ど， 図 2 A で の ク ラ ス タ リ ン グ に 大 き な 影 響 を 与 え る と 判 断 す る . S プ ロ ッ ト か ら 通 常 食 群 で は  

B a c te ro id a le s綱 に 属 す る S 2 4 - 7 科 及 び B a c te ro id e s属 が 多 い こ と ， 高 脂 肪 食 群 で は P re v o te lla属 ， 

O scilliospira属 及 び Lachnospiraceae科 が 多 い こ と が ， 細 菌 叢 構 造 の 違 い に 特 に 寄 与 し て い る こ と が わ  

か っ た . 高 脂 肪 食 摂 取 や 肥 満 に 関 わ る 腸 内 細 菌 叢 の 門 べ ル で の 変 化 と し て ， 高 脂 肪 食 を 摂 取 し た  

野 生 型 マ ウ ス や レ ブ チ ン 遺 伝 子 欠 損 に よ る 肥 満 発 症 モ デ ル マ ウ ス （ob/obマ ウ ス ） ， 肥 満 体 型 の ヒ  

トにおいて， F irm icu te s門 が 増 加 し ， Bacteroidetes門 が 減 少 す る と い う こ と が 過 去 の 先 行 研 究 か ら 報  

告 さ れ て い る （ Tu m b a u g h  以 《 /., C e ll H ost M icrobe ., 2008; L e y  W  «/ ., P N A S , 2005; Tu m b a u g h  以 《 /., 

Nature, 2006 )  • 図 2 B に お い て も 通 常 食 群 で 特 徴 的 な 菌 が Bacteroidetes門 の み で 構 成 さ れ て い る の に  

対 して， 高 脂 肪 食 群 で 特 徴 的 な 菌 の 半 分 以 上 は F irm ic u te s門 に 属 し て い る こ と か ら ， 本 研 究 に お い  

ても Firm icutes門 が 多 い と い う こ と が 高 脂 肪 食 群 の 特 徴 で あ る こ と を 示 し た .

一 方 ， よ り 細 か い 分 類 で あ る 科 や 属 レ ベ ル で の 変 化 を み る と ， B a c t e r o i d e t e s門 の 中 で も ， 

Prevotella属 は 高 脂 肪 食 群 に 多 い の に 対 し て ， S 2 4 -7科 や Bacteroides属 は 通 常 食 群 で 多 い こ と が 観 察  

され， 同 じ 門 の 中 で も 科 や 属 に よ っ て 異 な る 挙 動 を 示 す こ と が 分 か っ た .

3.3.2•通常食群と高脂肪食群の代謝物質プロファイルの比較

通 常 食 群 と 高 脂 肪 食 群 の 間 で 有 意 に 差 が あ る 代 謝 物 質 を 明 ら か に す る た め ， マンホイットニー  

のU 検 定 を 行 っ た . 有 意 差 が 認 め ら れ た （P値 < 0 . 0 5 ) で あ っ た 物 質 は 63物 質 あ っ た が ， そのうち 

61物 質 は 高 脂 肪 食 群 で 濃 度 が 低 下 し て い た （図 3 ) .

高 脂 肪 食 群 で 減 少 し て い た 代 謝 物 質 の 特 徴 を と ら え る た め ， M e t a b o l i t e  Se t  E n r i c h m e n t  

A n a ly s is  ( M S E A ) を 用 い て ， 高 脂 肪 食 群 で ど の よ う な 代 謝 経 路 の 物 質 が 減 少 し て い た の か を 調 べ  

た （図 4 ) .
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? -S?:: X ：îj:：r̂' S： ：̂i：:̂f -
翁… Zそ'  J め
i —€ jx r   ̂ Smz ^
.$.-肅.;_|̂|：_ 嫌を.令..令.̂ :̂:が.+4$̂

5：̂£fZS-ZTJ . ̂ &~̂ Z.̂ .Z-k
§... -  - ^ z x y  i > s T 、：：至一こ*:

Mi,M

藏簾纖

'翁 .z : ニ#

.:【.嘴.驚;.̂ ^̂•慕. '奮令:̂ ^̂ :̂'

产 德.養務雜：

T m ^ x  n

m M  - % ：J 1 7 : z m ' % かTĵ

• ^ m m 嫵

孤ぐ屬殲：驗
Hc.-̂ fff.̂  w • ^'̂ JX  ^  V' ■■你み

i : _ « f  i 纖

Y遂■•M̂̂分 - 如̂ v冷A矽 源■"■»•如 ' ^ " 参:" ^  ;•■■■■■• vx 猫^ ' 0■ ^

鶴 m s n  u : n
^ ^ , •，ヴ翁か？■■欢 ■■"■於.灸.

襲鋒:M -赞气

簾̂ ^ « ；鱗 p ^ t l ^ C X 驗

藤掃#f：遂‘你 '势ンr 黎:
m - f “  t  纖ニ 

1̂=%
：S®：：ate：̂S：：:5siit' ：̂：--̂̂»#Hiwc«i<̂：：-#¥ft3«:
蘩: •慕讀.
篆 蒙̂ か、 ※  ̂s欢办

| = H X 愈瀑 :T i こ愈、PJZZ^XA^Ji蕾，曹纖礙今激夢Wfxi^m^Mm
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図3 マンホイットニーのU検定において有意差があった（P値<0.05) 代謝物質の相対濃度

を示すヒートマップ

ヒートマップの色は同一代謝物質内で濃度が最大であったサンプルの濃度を1 とした際の，各サンプルの相 

対的濃度を示し，赤は濃度が高く，緑は低い .
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図 4  MSEAの 結 果

棒グラフの色はP値を，長さは確立的に対象の代謝経路に含まれる代謝物質の個数の期待値と実際に対象の 

代謝経路に該当した代謝物質の個数の比を示し，長いほど期待値より多くの代謝物質が代謝経路上にマッピ 

ングされたことを示す .

そ の 結 果 ， タ ン パ ク 質 合 成 や ア ス パ ラ ギ ン 酸 代 謝 経 路 に 含 ま れ る よ う な 各 種 ア ミ ノ 酸  

(Alanine, Proline， Threonine, Asparagine，Aspartic acid， Tiyptophanな ど ） ， ビタミン B6 代 謝 関 連  

物 質 （Pyridoxamine, Pyridoxal, Pyridoxamine 5’-phosphate) が 特 に 減 少 し て い た （図 4 ) . ビ夕ミ 

ンB6 は 腸 内 細 菌 が 産 生 す る 物 質 と し て 知 ら れ て お り （SumiWa/.，JNutr.，1 9 7 7 ) ， ビフィズス菌がそ 

の 産 生 に 関 わ っ て い る と い う 報 告 も あ る （TaguchieM/.,1 9 8 4 ) . 脂 質 代 謝 と の 関 連 で は ， 脂 質 を 含  

む 肉 や 魚 を 摂 取 し た 際 に ， ビタミン B6の 必 要 量 が 増 加 す る と い う 報 告 や ， ビタミン B6が欠乏した  

状 態 で あ る と 同 じ 食 事 を 取 っ て も 血 液 中 の コ レ ス テ ロ ー ル 値 が 増 加 し や す い と い う 報 告  

(Vijayam m aleM UBiolSci., 1978)が あ る .従 っ て ， 高 脂 肪 食 の 摂 取 に よ っ て 細 菌 叢 の 構 成 が 変 化  

し， ビタミン B6の 生 成 が 減 少 し た 可 能 性 や ， 過 剰 に 摂 取 し た 脂 質 を 代 謝 す る た め に ビ タ ミ ン B6 を 

多 く 消 費 し た こ と に よ っ て ， 高 脂 肪 食 群 で ビ タ ミ ン B6濃 度 が 減 少 し た 可 能 性 が 考 え ら れ る .

3 . 3 . 3 .腸内細菌と代謝物質の相関関係

腸 内 細 菌 と 代 謝 物 質 濃 度 の 関 連 を 明 ら か に す る た め ， Qiimeを 用 い て プ ロ ク ラ ス テ ス 解 析 を 行 っ
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た . プ ロ ク ラ ス テ ス 解 析 は ， 異 な る 評 価 軸 に よ っ て 作 成 さ れ た プ ロ ッ ト を ， 回 転 • 拡 大 •縮 小 に よ  

っ て な る ベ く プ ロ ッ ト 同 士 が 近 似 す る よ う に 変 換 （プ ロ ク ラ ス テ ス 変 換 ） す る こ と に よ っ て ， 同サ 

ン プ ル か ら 異 な る 手 法 を 用 い て 取 得 し た デ ー タ 同 士 の 閨 連 性 を 評 価 す る た め の 手 法 で あ る .

図 5 プ ロ ク ラ ス テ ス 解 析 の 結 果 （3 D プ ロ ッ ト ）

一つの球は各サンプルの細菌叢もしくは代謝物質プロファイルを示し，青の球は通常食群，赤の球は高脂肪 

食群のサンプルを表す .同じサンプル由来の細菌叢プロファイルと代謝物質プロファイルのプロットは線で 

結ばれており，赤線側が細菌叢プロファイル， 白線側が代謝物質プロファイルを表す .

プ ロ ク ラ ス テ ス 解 析 の 結 果 ， 通 常 食 群 と 高 脂 肪 食 群 の プ ロ ッ ト は そ れ ぞ れ の 食 事 条 件 に よ っ て 異  

な る ク ラ ス タ ー を 形 成 し ， 同 じ サ ン プ ル 由 来 の 細 菌 叢 と 代 謝 物 質 の プ ロ フ ァ イ ル は 同 じ ク ラ ス タ ー  

に 属 し た （図 5 ) •こ の こ と か ら ， 食 事 の 差 異 に よ っ て 細 菌 叢 に も 代 謝 物 質 に も 変 化 が 生 じ る こ と  

が 確 か め ら れ た . さ ら に ， そ の 変 化 は 細 菌 叢 ， 代 謝 物 質 プ ロ フ ァ イ ル で 独 立 し て 起 こ る の で は な  

く， 細菌叢一 代 謝 物 質 の 間 で 相 互 作 用 を 持 ち な が ら 変 イ 匕 し て い る こ と が 示 さ れ た .

そこで， ど の よ う な 代 謝 物 質 濃 度 と 腸 内 細 菌 の 組 み 合 わ せ が 関 連 性 を 持 っ て い る の か を よ り 詳 細  

に 調 べ る た め ， 各 個 体 の 加 齢 に 伴 う 代 謝 物 質 濃 度 及 び 各 細 菌 の 割 合 の 変 動 パ タ ー ン の 類 似 性 を ， 

ス ピ ア マ ン の 順 位 相 関 係 数 を 用 い て 算 出 し た .こ れ に よ っ て 導 き 出 さ れ た 代 謝 物 質 一 細 菌 間 の 正  

の 相 関 関 係 （P値 < 0 .0 5以 下 の 組 み 合 わ せ ） を 可 視 化 す る た め ， Cytoscape 2 .8を用いてネットワーク  

図 を 描 画 し た （図 6 ) .
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*1： lachnospirict at

C _  、

図6 細菌一代謝物質の相関関係を示すネットワーク図

それぞれの円は代謝物質， ひし形は細菌を表し，線で繋がれた細菌一代謝物質の組み合わせは正の相関間係 

( スピアマンの順位相関係数でP値 < 0 . 0 5 )を有していることを示す .緑の円またはひし形は通常食群で有意 

に多く，オレンジの円のまたはひし形は高脂肪食群で有意に多いこと（マンホイットニーのU 検定でP値く

0.05) であることを表している .

ネ ッ ト ワ ー ク 図 か ら 細 菌 一 代 謝 物 質 の 関 連 に は 2つ の ク ラ ス 夕一があ る こ と が 分 か る .左 の ク ラ ス  

夕 一 に は 通 常 食 群 で 有 意 に 増 加 し て い る 代 謝 物 質 （緑 で 塗 ら れ た ノ ー ド ） の ほ と ん ど が 含 ま れ て お  

り， ま た そ れ ら の 代 謝 物 質 と 通 常 食 群 で 多 い B acteroides， S 2 4 -7が 正 の 相 関 閨 係 を 持 っ て い る .一  

方 右 の ク ラ ス タ ー に は 通 常 食 群 で 蓄 積 し て い る 代 謝 物 質 は 少 な く ， ク ラ ス タ ー の 中 心 に は 高 脂 肪 食  

群 で 多 い Lachnospiraceaeが 位 置 し て い る .

こ の こ と か ら ， 細 菌 一 代 謝 物 質 間 の 関 係 に は い く つ か の グ ル ー プ が あ り ， あ る 細 菌 や 代 謝 物 質 の  

増 減 に 応 じ て ， 同 じ グ ル ー プ に 属 す る 細 菌 や 代 謝 物 質 濃 度 も 合 わ せ て 増 減 す る よ う な 相 互 作 用 が  

働 い て い る こ と が 示 唆 さ れ る . 加 え て 食 事 条 件 の 違 い に よ っ て ， 通 常 食 群 と 高 脂 肪 食 で は 異 な る 細  

菌 ー 代 謝 物 質 ク ラ ス タ ー が 活 性 化 し て い る 様 子 が 観 察 で き ， 通 常 食 群 で は 左 の ク ラ ス タ ー に 属 す る  

よ う な菌種， 代 謝 経 路 が 活 発 に 働 い た 結 果 ，様 々 な 代 謝 物 質 の 蓄 積 を ま ね い た の で は な い か と 考  

えられる .

4 • 結 論

以 上 の 結 果 か ら ， 高 脂 肪 食 を 摂 取 し た 際 の 腸 内 細 菌 叢 は ， Firm icutes門 の 菌 が 増 加 し ， 中でも 

Oscilliospira属 及 び Lachnospiraceae科 が 通 常 食 群 と 高 脂 肪 食 群 の 分 離 に 寄 与 し て い る こ と が 示 唆 さ れ  

た . Bacteroidetes門 の 細 菌 は 科 や 属 に よ っ て 異 な る 傾 向 を 示 し ， Prevotella属 は 高 脂 肪 食 群 で 多 く ， 

S 2 4 -7科 及 び Baeteroides属 は 通 常 食 群 に 多 い こ と が 示 さ れ た .代 謝 物 質 プ ロ フ ァ イ ル か ら は 高 脂 肪  

食 群 に お い て ， 通 常 食 群 に 比 べ て 様 々 な 代 謝 物 質 濃 度 が 低 下 し て い る こ と が 観 察 さ れ ， 中でもア 

ミノ酸代謝， ビタミン B 6代 謝 の 代 謝 物 質 が 高 脂 肪 食 群 で 減 少 す る こ と が 明 ら か に な っ た .こ の よ  

う な 食 事 条 件 に 基 づ く ， 細 菌 叢 や 代 謝 物 質 の 変 化 は 細 菌 叢 ，代 謝 物 質 そ れ ぞ れ で 独 立 し て 起 こ る の  

で は な く ， 細 菌 叢 一 代 謝 物 質 の 間 で 相 互 作 用 を 持 ち な が ら 変 化 し て い る こ と が プ ロ ク ラ ス テ ス 解 析
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か ら 示 さ れ た . また， 細 菌 - 代 謝 物 質 間 の 関 係 に は い く つ か の グ ル ー プ が あ り ， 同じグループに属  

す る 細 菌 や 代 謝 物 質 は 同 じ 変 動 パ タ ー ン を 共 有 し て い る こ と が ネ ッ ト ワ ー ク 解 析 か ら 示 さ れ た . 

加 え て 食 事 条 件 の 違 い に よ っ て ， 通 常 食 群 と 高 脂 肪 食 で は 異 な る 細 菌 一 代 謝 物 質 ク ラ ス タ ー が 活 性  

化 し て い る 様 子 が 観 察 で き ， 通 常 食 群 で は Bacteroides属 を 中 心 と し た ク ラ ス 夕 一 が 活 発 に 働 い た こ  

とによって， 様 々 な 代 謝 物 質 の 蓄 積 が 見 ら れ た の で は な い か と い う 可 能 性 を 示 唆 し た .
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