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西洋人と比較して食物繊維や魚介類・発酵食品を多く

摂取する日本人特有の食生活・腸内細菌叢が肥満や痩

身にどう関係しているか不明な点が多い。

　そこで今回は、肥満・痩身に関わると報告されてい

る特定の菌種に注目し、ボランティア糞便よりその菌

の占有率を把握し、実際に肥満や痩身に関係があるの

かについて、比較・検討することを目的とし研究を行っ

た。

材料と方法

（1）標準菌株の選定・入手

　文献５）を参考に肥満者と痩身者間でその占有率

に有意差があると報告されている６菌種を選定し、

理研JCMより標準菌株を入手した（表１）。

（2）菌種特異的primerの設計・入手

　選定した6菌種のPCR法による菌数定量を目的と

して、遺伝子データベース（NCBI Nucleotide）か

らtuf遺伝子（タンパク質伸長因子の一つで、１つ

の細菌につき、ゲノム上に１または２コピー存在す

る遺伝子）配列を参照し、遺伝子解析ソフトウェア

Genetyx（ゼネティックス Ver.6）を用いて種特異

的Primer set を設計し、入手した（表２）。

（3）標準菌株の培養

　６菌種の各標準菌株についてABCMブイヨン培

地（栄研化学株式会社E-MG22）を用いて、培養（24
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（5min）した。

　②boil後急冷し、遠心分離（12.000 rpm、3min）に

かけ、上清液をDNAサンプルとした。

（6）検出感度試験（RT-PCR法）

　RT-PCR試薬は、FastStart SYBR Green Master

（REF#04 673 484 001、Roche Diagnotics） を 使

用し、PikoReal 96 Real-Time PCR System（REF# 

TCR0096、Thermo Fisher Scientific）にて、メー

カー指示書に従い行った。

　今回のPCRでは１検体当たり１µlのTemplate 

DNAを使用するため、１mlあたり103個（=copy）

～72時間）後、その培養液を、ABCM寒天培地（栄

研化学株式会社E-MG19）に約30µlを画線塗抹し、 

AnaeroPack・ケンキ（三菱ガス化学株式会社）を

用い、嫌気培養（48～72時間）した。得られた単離

コロニーについて再度ABCMブイヨン培地で純培

養（24～72時間）し、各標準菌株の培養液とした。

（4）菌数確認

　各標準菌株の培養液について、SPC法により菌数

を計測し、平均値を算出した。

（5）各標準菌株からのDNA抽出

　 ① 各 菌 の 培 養 液1mlを1.5ml tubeに 入 れ、boil

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Strain Abbreviation JCM No. 

Bacteroides vulgatus Bv 5826 
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Target species Primer set sequence Amplicon size ( bp ) 

Bv 

Bv-s：5’－ggt････････････････････tgg－3’ 

Bv-as：5’－cgt･･･････････････････agg－3’ 

136 

Ac 

Ac-s：5’－ctg･･････････････････････tgg－3’ 

Ac-as：5’－gcc･････････････････････cgg－3’ 

139 

Ff 

Ff-s：5’－tct････････････････････ggg－3’ 

Ff-as：5’－tct･････････････････tgg－3’ 
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表１．今回検討した標準菌株（略号、JCM No.）

表２．各菌種の tuf 遺伝子を特異的に認識するPrimer set sequenseおよび増幅遺伝子断片長
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を求め、菌量とCq値について検量線（回帰式・回

帰直線）を作成した。

（8）ボランティアからの便サンプル採取及びアンケー

ト・体組成測定

　美作大学女子学生36名を調査対象とした。調査対

象者には、サンプリングに関する倫理委員会承認（受

付番号29－04）を受け、インフォームドコンセント

および個人情報保護に留意したサンプリングについ

て説明し、本研究におけるボランティア協力の承諾

を書面で受領した後、便のサンプリング、アンケー

ト調査及び体組成の測定を行った。

　①便のサンプリング及びTemplate DNAの精製方法

　Guanidine Thiocyanate液（ 表 ４） を １ml入

れた採便容器に当日の朝の便を直接採取し、２時

間以内に提出してもらい冷蔵保存後、当日中に採

取後のGuanidine Thiocyanate液を1.5ml tubeに

取り出し、boil（5min）後冷凍し、便DNAサン

プルとした。便DNAサンプルからの精製はキッ

の菌濃度が最低限必要と考えられるため、菌数が

既知の各菌種のDNA Templateの10倍段階希釈液

（Tris－EDTA pH 8.0で希釈）を用い、103copy/

mlまで段階希釈し、RT-PCR法により検出感度を

確認した。一方PCRの非特異反応は35 cycleを超え

ると増大することが知られていることから、とくに

今回は菌濃度が103cfu/mlのDNA Template １µl

を用いたPCRでCq（Quantification Cycle：陽性と

判定されたときのサイクル数）値が35 サイクル以

下になるかを確認した。同様の実験を3回繰り返し

た（表３）。

（7）検量線の作成

　選定した６菌種のうち、標準菌株の培養および

RT-PCR法でのtuf遺伝子定量が可能であったBv・

Ac・Ffの３つの菌について検量線を作成した。

　菌数が既知の各標準菌株のDNA templateについ

て、10倍段階希釈液を作成しRT-PCRを行い、各菌

量（＝copy数）におけるCq値の平均値±標準偏差

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Heat activation 95℃ 15 min 

Denaturation 94℃ 15 sec 
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Annealing 55℃ 30 sec 

Extension 72℃ 30 sec 

SYBR Green Master 7.5 µl 

Primer-s (20pmol) 0.2 µl 
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Distilled Water 6.1 µl 

Template DNA 1.0 µl 

Tris－HCl (pH 9.0) 100 mM 

EDTA (pH 8.0) 40 mM 

Guanidine Thiocyanate 4 M 

BTB 0.1 % 
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表３．試薬調製（SYBR Green）および RT-PCR条件

表４．Guanidine Thiocyanate buffer（GTC buffer）組成
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率、BMI）及びアンケート項目（食事量、間食、運

動量、便通・便質）について、GraphPad Prism、

SPSSを用いて以下の統計学的解析を行った。

　①肥満群および痩身群間の各菌の相対占有率比較

　サンプルを肥満群（Obese（BMI≧25、体脂肪

率≧30））と痩身群（Lean（BMI＜18、体脂肪率

＜20））の２グループ（表５）に分けて、それぞ

れのグループにおける３つの菌の占有率を比較し

た（等分散を確認後Student’s t test）。

　②菌組成の異なる３グループ（多様性、中間、単純

群）での体脂肪率・BMI比較

　菌の組成からサンプルを、ほぼBvのみの単純な

組成のグループ（simple：N=21）、３種類の菌が

一定量含まれる多様性のあるグループ（diverse：

N=6）とその中間のグループ（intermediate：

N=3）に分け（図１）、体脂肪率とBMIについて

解析を行った（One-Way Factorial ANOVA）。

　③その他の解析

　体組成およびアンケート項目と菌量（占有率）と

の多変量解析、主成分分析を行った。

結　果

○短鎖脂肪酸産生性細菌の分離・同定

　既報で新たに試みたRT-PCR法による酪酸産生性乳

酸菌のスクリーニングでは、菌分離に至らなかった。

○肥満に関わる腸内細菌のスクリーニング

（1）ボランティア年齢及び体組成測定結果について示

す（表６）。

（2）検出感度試験（RT‐PCR法）

ト（illustraTM bacteria genomic Prep Mini 

Spin kit, GE healthcare）を用いて行い、PCR 

Templateとした。

　②アンケート

　アンケートについては、以下の項目について調

査した。

　③体組成測定

　体組成測定はInBody 430（株式会社タクミ）

を用いて行った。

　④RT-PCR法での菌定量

　 各 ボ ラ ン テ ィ ア の 糞 便 か ら 精 製 し たDNA 

Templateについて、（表３）と同様にRT-PCR法

によるDNA増幅を行い、得られた各菌のCq値を

方法（7）の検量線にあてはめて菌数を定量し解

析を行った。

（9）統計解析

　菌の定量結果とともに体組成測定結果（体脂肪

①個人情報等 

 ・年齢、性別、身長、体重、体脂肪率 

②食事習慣について 

 ・普段の食事で多く摂取している栄養素 

 ・欠食回数 

 ・間食・間食内容 

③運動習慣について 

 ・運動状況・運動内容 

④便通・便質について 

Group BMI Body fat conc. 

Obese (N=5) ≧25 kg/m
2
 ≧30 % 

Lean (N=4) ＜18 kg/m
2
 ＜20 % 

①個人情報等 

 ・年齢、性別、身長、体重、体脂肪率 

②食事習慣について 

 ・普段の食事で多く摂取している栄養素 

 ・欠食回数 

 ・間食・間食内容 

③運動習慣について 

 ・運動状況・運動内容 

④便通・便質について 

Group BMI Body fat conc. 

Obese (N=5) ≧25 kg/m
2
 ≧30 % 

Lean (N=4) ＜18 kg/m
2
 ＜20 % 

表５．肥満・痩せグループ分け
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Cq値－菌数の回帰式・回帰直線を得た（図２）。

（4）統計学的解析

　①肥満群および痩身群間の各菌の相対占有率比較

　Bv、Ac、Ffの 全 て の 菌 種 に お い て 肥 満 群

（Obese）と痩身群（Lean）の間に有意差が認め

られた（図３）。

　②菌組成の異なる３グループ（多様性（diverse）、

中間（intermediate）、単純群（simple））での体

　RT-PCR 法による検出感度試験結果から、

Bv、Ac、Ffの 各 菌 液（103 copy/ml（ ＝cfu/

ml））のCq値はいずれも35以下であったため、

103 copy/ml（＝cfu/ml）が有効な検出感度であ

ることを確認した（表７）。

（3）検量線（Cq値－菌数の回帰式・回帰直線）

　各菌量（cfu/ml）から抽出したDNA template

を用いたRT-PCRのCq値均値±標準偏差）から

項目 最小値 最大値 平均値±標準偏差 
年齢（歳） 19 22 19.9 ± 0.98 

身長（cm） 143.3 167.0 156.4 ± 4.72 

体重（kg） 38.1 99.6 51.9 ± 10.36 

BMI 16.1 40.3 21.2 ± 4.11 

体脂肪率（％） 10.6 50.1 25.6 ± 7.16 

simple (N=21) 

intermediate (N=3) 

diverse (N=6) 

表６．ボランティア年齢及び体組成測定結果（n=36：Female）

図１．各菌占有率（菌組成）によるグループ分け

項目 最小値 最大値 平均値±標準偏差 
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体重（kg） 38.1 99.6 51.9 ± 10.36 

BMI 16.1 40.3 21.2 ± 4.11 

体脂肪率（％） 10.6 50.1 25.6 ± 7.16 

simple (N=21) 

intermediate (N=3) 

diverse (N=6) 
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　③その他の解析

　体組成およびアンケート項目と菌量（占有率）

について多変量解析・主成分を行ったが、有意な

関連性はみられなかった。

脂肪率・BMI比較

　菌の組成が異なる3グループ間では、体脂肪率、

BMIにおいて有意な差はみられなかった（図４）。

Target species Conc. (cfu/ml) Cq 

Bv 10³ 34 

Ac 10³ 35 

Ff 10³ 27 

 

 

Y =－3.1X+45 

Y =－3.4X+37 

Y =－3.5X+44 

Y = Cq値、X＝ log菌数 (＝copy) 

表７．検出感度試験の結果

図２．検量線（回帰直線・回帰式）
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考　察

○短鎖脂肪酸産生性細菌の分離・同定

　原因として、PCRスクリーニングが不安定でうま

くスクリーニングがかけられなかった。おそらく保存

していたPrimer setの劣化していたものと考えられた

ので、今後機会があれば是非再検討したいと考えてい

る。

○肥満に関わる腸内細菌のスクリーニング

　今回の研究では、当初６菌種を選定していたが、実

際の培養やRT‐PCR法が可能であった３菌種のみで

図３．Obese・Leanグループでの各菌の占有率の比較

図４．菌組成からみた体脂肪率・BMI
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ば、将来的にデブ菌の割合を減少させるあるいは痩せ

菌の割合を増やす食品の発見・開発や有用な新食習慣

改善法の確立などに寄与するものと考えられた。
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の解析となったため、指標菌種が少なくなり、各サン

プルの菌叢の多様性を十分に反映していないデータに

なった可能性も考えられる。

　とくに今回取り扱った嫌気性菌は菌種によって培養

の条件が大きく異なり、標準菌株の培養がうまくでき

ないものがあったことから、事前に培地の選択や培養

条件の確認が重要であると感じた。

　また、採取サンプル36のうち、有効なサンプルが30

となり、サンプリングや解析作業時にDNAが変性し

たものと考えられたことから、サンプリング時や解析

において、DNAサンプルの取り扱いには十分な注意

が必要だと思われた。

　統計解析においては、肥満と痩せのグループ間で

の菌の相対占有率の比較で、Bv・Ac・Ffのすべての

菌種で有意差が認められた。過去の報告では、Bvは

Obeseのグループで占有率が高く、FfはLeanのグルー

プで占有率が高い菌であったが、今回の結果でも同様

の結果であった。

　一方、AcはObeseで占有率が高い菌と類縁菌である

ため、Obeseでの占有率が高くなっていると推察して

いたが、Leanグループでの占有率が高い結果であっ

た。

　また、過去の報告と同様に今回の研究でも、肥満グ

ループではBvの占有率が非常に高く偏り菌叢の多様

性に乏しく、逆に痩せグループではAc、Ffも一定の

菌量が存在したことから、菌叢の多様性があることが

確認された。

　しかしながら、今回菌の組成からグループ分けをし

た解析では、体脂肪率、BMIについて有意な差はみ

られなかったことから、さらに調査対象とする菌種を

増やすことや特定の菌種についてより精査すること

で、新たな関連性を見つけることができるのではない

かと考えられた。

　肥満は食事や運動習慣等の生活習慣が大きく関わっ

ていると考えられる。本研究結果を取り掛かりとし

て、アンケート調査項目や内容の再検討、肥満に関わ

る腸内細菌叢についての有効なデータ取得およびそれ

らの関連性の解析および有用菌の発見等がなされれ




