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緒言

J湯内菌設は宿主にとって有用にも有害にも働くことが知られている (13、19、

44、47)が、ヒトと実験動物のJ]易内菌;12は併成 (30)や酵素活性 (40)が互いに

大きく異なるため、動物実験で得られた成績をそのままヒトに外押することは困

難である。そこで、ヒトの糞便を無菌 (GF)動物に投与することにより、ヒトの

腸内菌殺を保有するヒ卜フローラ (HFA)'7ウスを作出することが試みられてい

る。このようにして作出されたHFAマウスは、その菌叢構成がヒトの糞便菌叢と

類似している (15、37)ため、ヒトのJJ易内菌殺の生態や代謝活性の研究のための

有用なモテ、ル動物となると期待され、臨床分野において白血球減少症患者の1]島内

菌叢を投与したHFAマウスを用いてその患者への抗生物質投与計画の検討に用い

る研究 (48)や食餌成分がヒトの1]易内菌叢に与える影響に関する研究 (12、39)

などに応用が試みられてきた。しかし、 GF'7ウスに投与されたヒトの腸内菌設が

マウス11易内に形成される過程や、ヒ卜糞便菌叢の構成がどれほどHFAマウス腸内

に反映されているかは十分に検討されているとは言えず、 HFAマウスJJ易内に移植

されたヒト菌設の長期間にわたる安定性や、菌数の持つ様々な代謝活性のHFAマ

ウスJJ易内における再現性などの検討はほとんどなされていない。

また、ヒト以外の様々な動物種についても同様の試みはなされており (28)、

DucIuzeauら (8)はGFマウスにブタの糞便菌殺を投与することにより、ブタの腸

内菌殺研究のための有用な実験動物を作り出せることを報告している。近年家畜



の疾病予防や飼料効率向上に抗生物質や化学療法斉11などの薬剤|を用いず、フロバ

イオティクスによる腸内環涜の改善や腸内菌援の正常化を利用する試みがなされ

ている (11)。しかし、プロバイオティクスの効果の研究に対象家畜そのものを

斤lし、ることは環境や遺伝的背景を均一にすることが困難であり、しばしば実験成

績が安定しない。この問題を解決する手段のーっとしてブタフローラ (PFA) マ

ウスなどの異種動物の腸内菌叢を持った動物がモデノレ動物として考えられている。

本論文では、第1章でヒ卜糞便をGFマウスに投与してHFAマウスを作出し、ヒト

糞便菌;~~の椛成を7 ウス腸内に再現することができるかどうかを、高度に嫌気的

な屠義法を用いて詳細に検討した。第2章では、このようにして作出されたHFAマ

ウス11島内菌殺のマウスJI島内における安定性の検索を行い、実験動物として利用す

る際に不可欠な再生産性の検討を行った。第3章では、 HFA""'<ウスを食餌成分とJj易

内菌援の関係を探る実験的な研究に応用し、実際のモデ、ルl1lIJ物としての有用性を

検討した。さらに第4章では、マウスに投与するヒト糞便の例数を増やしてHFAマ

ウスを作出して繁殖し、ヒト糞便菌数のHFAマウス腸内での再現性と連続性を確

認するとともに、菌叢併成以外の代謝活性がと、の程度HFAマウスに再現できるか

を検討した。また、投与したヒト糞便にみられた各性状の個体差が、 HFAマウス

に反映されるかどうかも検討した。最後に第5章では、家畜への応用の例としてブ

タ糞便を投与したPFAマウスを作出し、その菌叢構成や代謝活性がブタ糞便菌叢

を反映できるかを検討した。本論文の目的は、HFAマウスやPFAマウスのような

奥積動物由来の腸内菌叢を持つ7 ウスを、ヒトや家畜の腸内菌殺の生態や代謝を
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研究するためのモデル動物としてどこまで外挿できるかを明確にすることにある。
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第1章 ヒトフローラマウス (HFA)の作出

序;命

GFマウスにヒ卜の糞使あるいは糞便からの分自jl菌を投与することにより、ヒト

由来のJj島内菌がマウス11島内に定着しうることはこれまでに報告されている (7、15、

37)。しかし、 GF?ウスに投与されたヒトのJj島内菌叢が7 ウスJI易内に形成されて

いく過程や、その安定性については十分に検討されていない。

本主主の目的は2人の被検者の糞使菌殺を投与されたHFAマウスの腸内菌設を高度

に嫌気的な菌群を培養するためのプレートインボトル法 (32)をも含めた方法で

検索してヒトの糞便菌叢がマウスJI島内に再現できるかどうかを検討し、さらにそ

の薗推の形成過程を明らかにすることである。

材料と方法

ヒト糞便試料 ヒト糞使の試料は2人の健康成人から採取した。試l斗Aは採取後

直ちに嫌気性輸送培地 (33)中で氷冷して運搬し、試料Bは採取後速やかに細菌

学的検察に供した。

。j物 HFAマウスの作出には、東京大学獣医公衆衛生学教室で繁殖した8~ 12週

齢のGF雄BALB/cマウスを用いた。 HFAマウスはGFマウスと同綴にビニーノレアイ

ソレータ内で、50kGyで、γ線滅菌したCMF(オリエンタル酵母)を給与して飼育した。
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HFAマウスの作出 菌設椛成の検索のために調整した10倍階段希釈のうち、試

料Aについては10-5、試料Bについては10-
3および10-5希釈液をブチルゴム詮をした

試験管に移し、ステンレスアイソレータ (22)内に搬入した。 GFマウスは各希釈

液を0.5mlずつ金属カテーテノレを用いて白内に接種された。

細菌学的検索 HFAマウスの奨使菌設はヒト糞便投与し 2、3、7、14日および

8週後に検索した。菌叢構成の検索はMitsuokaら (33、34)およびItoh and 

ルlitsuoka(21)の方法に従った。試料は秤量後、 O2を含まなし、CO2噴射下で、ヒト

の試料については10倍、マウスの試料については50倍の懸濁液を10-
1希釈液として

10倍階段希釈を作成し、10種類の選択培地と4種類の非選択培地に接種した。 使用

した宿地とその培養条件はTablc 1に示した。 M10培地の培養にはプレー トイ ンボ

トル法 (32) を用いた。培養された菌は、コロニー形態、グラム染色性、菌形態、

好気性発育の有無などをもとに同定し、菌数は糞便19当たりの生菌数の対数で表した。

統計的解析 得られた成績は平均と標準偏差で表し、Studenlのt-検定で有意差

の判定を行った。

結果

試料Aの糞便を投与されたHFA""'<"ウスの菌叢 試料Aの糞便希釈液を投与された

HFA"?ウスの糞便菌叢の変化をTabl巴 2.に示す。投与翌日では、 bactcroidaceae、

cubactcria、bifidobacteriaといった偏性嫌気性菌群の菌数は投与した糞使に比べて有

意 (p<O.Ol)に低く 、逆にcnterobacteriaceacはこれらの嫌気性菌群と同様の高い菌
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数 (9.5 :t O . 2) で検出された。 bacteroidaccaeは投与 2 日目には急速に~"1)JU して投与

糞便より高い菌数 (p<O.01) に達し、以降はこの高い菌数を維持した。

cubactcriaの菌数は投与後 2日以内に投与した糞便と同じレベノレまで増加lした。

bifidobactcriaの菌数も 2日目には高いレベノレ (10.2:t0.3) まで消却]したが、投与

8週後にかけて約107jgまで減少し、以降はこのレベノレで安定した。

試料Bの糞便を投与されたHFAマウスの菌叢 試料Bの糞便の10-5希釈液を投与

されたHFAマウスの糞便菌設の変化は同じ試料の10-
3
希釈液を投与された場合と同

棟であったため、 10-3希釈液を投与されたHFAマウスの糞便菌iiZの変化のみをTable

3.fこ示す。 cnterobacteriaceaeは試料Aの場合と同様にやはり投与直後には投与糞使

に比べて有意に高い菌数を示し、徐々に減少した。 streptococciも投与後2週間は比

般的高い菌数を示したが、投与8週後には投与糞使と同程度の菌数まで減少した。

一方、嫌気性菌群は試料Aの10-5希釈液を投与されたHFAマウスよりも速やかに菌

数が上昇し、投与1日後にはすでに投与糞便と同様の菌叢が再構築されていた。た

だし、 bifidobacteriaの菌数は投与3日目から減少を始め、他の菌叢の構成は安定し

ていたにも関わらず投与2~8週後にはHFAマウスから検出されなくなった。

考察

Hazcnbergら (15)はGFマウスのJI島内に再構成されたヒトの糞使歯撲の構成は、

グラム染色で観察した限りでは投与したヒト糞便の菌叢併成と類似しており、ヒ

ト糞使の10-8希釈液の培養物を投与したHFAマウスの盲腸内菌殺の構成もまた投与
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:Í'~使の歯殺と類似していることを報告している。また、 Duclu zca u ら (7) や

Raibauoら (37) もヒトの糞便を投与されたマウスの腸内菌殺は、 bifidobacteriaや

lactobacilliといった一部の菌群を除いて、投与した糞便の菌殺と類似することを報

告している。本章では、ヒト糞便を投与して作出したHFAマウスの糞便菌殺を、

高度に嫌気的な培養方法を用いて詳細に検討し、 bifidobacteriaとlactobacilliを除く

ヒト糞便菌殺の主要な構成が糞使投与後8週ほどでHFAマウス腸内に再現できるこ

とを確認することができた。また、本章で・はHFAマウスの糞使菌殺の形成の様子

を経時的に検索したところ、 2群のHFAマウスの好気性菌群と嫌気性菌群の遷移に

共通した傾向が認められた。 出生後の新生イ子の腸内菌叢の形成過程には、 ifYJ物穏

が巡っても共通した傾向があることが知られている。 enterobacteriaccacや

streptococclなどの好気性菌群は生後1~2日のうちに11島内に定着するが、これらの好

気性菌群は時とともに次第に減少して比較的低い菌数で安定し、逆に遅れて出現

した嫌気性菌群の菌数は増加してその後の一生を通じて最優勢菌設を構成するよ

うになる (27、45)。本章で得られたHFAマウスの糞便菌殺における好気性菌群

と嫌気性菌群の動態はこれらの報告と類似していた。試料Bを投与されたHFAマ

ウスでは、投与1日目には既に嫌気性の菌設は十分に形成されているようであった

が、 enterobacteriace加の菌数が抑制されるにはやはり数日を要し、抑制後は以前の

報告 (1) と同様に投与糞便よりやや低い菌数を維持することができた。これらの

結呆は、菌i監中の菌群がenterobacte巾 ceaeをはじめとする好気性菌群の菌数を抑制

し、その菌群は腸内に安定したバランスを維持するために一定の時間が必要であ
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ることを示唆している。

今回の研究では、 2検体のヒト糞便試料のうち1検体を投与されたHFAマウスで

bifidobactcriaが徐々に減少してやがて検出されなくなり 、HFAマウス11易内への

bifidobact巴rIaの定着は投与した糞便の菌数構成によると考えられた。

bifidobactcnaはヒトの腸内菌殺の&優勢菌11干の1つであり、 11易管疾患 (20)や加齢

(14、23、31)によってその菌数が減少し、まれには消失することが疫学的、実

験的に知られていることから、ヒトの健康の維持に非常に重要であると考えられ

ている。また、腿蕩 (35)や下痢 (24)に対してbifidobacteriaが抑制的に作用する

ことも報告されており 、今回得られたbifidobacteria欠煩 HFA? ウスは、

bifidobactcriaのヒトの11反省'内における役割を研究するための有用な実験モテ、/レとな

ると考えられる。
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第2章 HFAマウス腸内菌叢の安定性

序論

HFAWJ物の11島内菌j~~の構成は、第1îÎÍやこれまでの報告 (15 、 37) に示されるよ

うにヒトの糞便菌叢の構成と類似している。しかし、 HFA動物を実験動物として

さらに利用していくためには、 HFAマウスJJ島内に定着したヒトの糞使菌設が安定

して長期間、マウス腸内で維持できることが重要であるが、 HFAマウス腸内菌:径

の安定性についての報告はこれまでなされていない。

木市では、 HFAマウス11易内菌推の安定性を知るため、 HFA"?ウス新生仔の11易内

菌設の形成過程を経時的に検索し、 HFAマウスの11易内菌設が繁殖によってその仔

に伝えられるかを検討するとともに、普通 (CV)マウス新生仔やヒ卜新生児の菌

;佐形成過程と比較した。また、 GF"?ウスをHFAマウスと同じケージ内に同居させ

ることにより、 HFAマウスの歯殺をGFマウスの11島内に移植することができるかど

うかも検討した。

材料と方法

動物 cvとGFのBALB/cマウスは東京大学獣医公衆衛生学教室で繁殖、維持さ

れているものを用いた。 211宇のHFAマウス (HFAマウスA、B) はそれぞれ23歳と

26歳の健康男子の糞便の10-3希釈液を経口投与することによって作出された。

HFA"?ウス作出の手順は第1章に従い、動物の飼育も第1君主と同様に行った。
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マウス新生仔の!場内菌i慢の形成過程 A、B阿君干のHFAマウスとCVマウスを繁殖

し、その(子のI1易内菌殺の形成過程を検索した。生後1、3、5日にはjJjlJ物をCO
2
でLと

殺し、その全JI易管を採取した。生後7、10、14日には同様にと殺した動物から大腸

のみを採取した。新生イ子は3週齢でvJlg乳し、生後21、35、60日には糞便を、母7 ウ

スからは交配前に糞便を採取した。試料は各回 3~5 検体を用いた。

同居によるGFマウス腸内へのHFAマクスJI島内菌叢の形成過程 HFAマウスAに

ヒ卜糞便希釈液を投与してから3週間後、新たに5週齢のGFマウスを同じアイソ

レータ内の同一ケージに同居させた (cx-GFマウス) 0 ex-GFマウスの糞便は同居

1、2、3、5、8、13日後に探取し、その菌設構成を検索した。

細菌学的検索 菌叢構成の検索は第1草と同様の方法で行った。 CVマウスの検体

にはマウス盲腸抽出液を添加したM10崎地を用いた。

結果

CVマウスI1島内菌叢の形成過程 CVマウス新生イ子の腸内菌叢の形成過程をFig.

1.に示した。出生直後の 1週間は図中に白抜きで示した通性嫌気性菌併のみが検出

され、嫌気性菌は全く 検出されなかった。 lactobacilliは生後5日目に最優勢菌とな

り、その後検索WI問中を通して安定して高い菌数を維持した。 staphylococciは出生

後徐々に菌数が噌加し、糞便19当たり約10'に達して安定した。その他の好気性菌

群も出生後2週の問に速やかに菌数が上昇したが、離乳期以降は減少した。特に

aerobic Gram negative rods は生後21日目以降は検出されなくなった。一方、
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bactcroidaccac、cubacteria、clostridia、fusiform-shaped bacteriaといった嫌気性箇併

は生後10日目になって出現し、その後徐々に菌数が増加して生後21Fl自には好気

性菌群に代わって最優勢菌殺を椛成するようになった。この慌にして、安定した

cvマウスのJI易内菌叢が生後3~5週間で形成された。

HFAマウス!場内菌叢の形成過程 2群の町Aマウス新生イ子のJl島内菌殺の形成過程を

Fig.2および 3に示した。 B群のHFAマウスの腸内菌叢には、 A1t宇のHFAマウスに

は定道しているbifidobacteriaが定着していないという違いがあるにも関わらず、

bifidobacteria以外の腸内菌殺の形成の過程は両群で類似していた。

cntcrobactcriaccacとstreptococciの通性嫌気性菌群は生後最初の1週目から検出され、

2巡問の間最優勢菌叢を併成したが、生後3週自にはそれぞれの母親と同程度の菌

数まで減少し、これ以降はその菌数を安定して維持した。嫌気性菌群は生後7日目

に出現し、その後の2週の聞に菌数が上昇して、生後3週目以降は最優勢菌殺を構

成するようになった。 HFAマウスのJI易内菌設は生後3週間で新生仔のJI易内に再構成

された。

同居によるHFAマウス!場内蔚殺のGFマウスへの移植 HFAマウスAの菌】控併成

とこれと問ーケージ内に同居したはーGF'?ワスの菌設構成の推移をFig. 4.に示す。

ex-GF'?ウスの糞便菌議では、同居1日目には好気性菌群が急速に菌数を噌加して

最優勢薗殺を構成し、嫌気性菌砕はこれに比較して低い菌数であった。その後数

日間で嫌気性菌群の菌数は噌加して最優勢菌叢を構成するようになり 、逆に好気

性菌群の菌数は徐々に減少した。 cx-GFマウスの糞便菌叢の構成は、同居8日目に
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はHFAマウスAの菌設構成とほぼ同級になり、以後その菌殺を話11持した。

考察

これまでにGF動物には他の動物積由来のI1島内菌であってもよく定若することが

できると報告されている (15、37) が、 HFA動物には一部の菌群、すなわち

bifidobact巴naやlactobacilliが定着しない場合もあることも報告されており(第1章、

7)、これらの菌群が定着するかどうかは投与した糞便サンフノレの筒抜構成による

と考えられた(第1:&f)。従って、|育lじ菌捻構成を持ったHFAマウスを再び作り出

すことは困難であり、 HFAマウスを実験動物として用いる場合、マウス腸内に定

着したヒトのI1島内菌叢を長期に維持することが重要である。木研究では21洋の

HFAマウスの新生仔の腸内菌設は、いずれも生後3週間で完成し、その椛成はそれ

ぞれの母親の腸内菌議と同係であった。これらの結果からHFAマウスの腸内菌設

は繁殖によってそのイ子に安定して伝えられ、 HFAマウスは繁殖によって継続的に

生産が可能であることが明らかとなった。

CV?ウスの新生イ子の1I易内菌殺の形成過程はこれまでに報告されており (5、25、

26、43) 、今回得られた結呆はこれらの報告と一致した。また、ヒトの新生児の

11島内菌援の形成過程はCVマウスの新生仔とは異なることも報告されている (2、

31)。ヒト新生児では、 E.co/iやstreptococciをはじめとする通性嫌気性菌群が出生

直後から検出されるが、その後bactcroidaccaeとbifidobacteriaが速やかに地殖し、特

にbifidobactcriaは生後1週間以内に段優勢菌となる。一方、今回検索したHFAマウ
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スではAl洋のHFAマウスにはbifidobacteriaが高い菌数で定着していたにもかかわら

ず、新生仔の11易内菌叢てもifidobactcriaが最優勢となる時期は観察されなかった。こ

れらの結果は、 HFAマウスの菌叢構成はヒトの菌;肘i育成と類似しているものの、

HFAマウス新生仔をヒトの新生児の!J島内菌識のそデ‘ルとすることは困難であるこ

とを示している。

さらにHFA7クスの!I島内菌殺は同居によって他のGF7ウスに、情成の変化なく

移植することも可能であった (cx-GFマウス) 0 ex-GF7ウスにおける菌設の形成

過程は、これまでに報告されている新生子の菌設の形成過程 (27、45)やHFA7

ウス作出H寺の菌叢の変化(第1章)と同様の傾向を示した。今回得られた結果は、

GFマウスをHFAマウスに同居させることによってたやすく比較的大規模なHFAマ

ウス砕を作り出すことが可能であることを示している。

以上の結果から、 HFAマウスの!I島内菌設は、繁殖や同居により容易lこ他のマウ

スに伝えることが可能であり、実験モデノレとして必要な安定性を十分に保持でき

ることが明らかとなった。
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第3章 HFAマウスの応用的研究 :食餌成分の腸内菌叢に与える

影響について

序論

ヒトの/1島内菌慈は、食餌成分の組成によって影響を受けるといわれている

(30)が、ヒトを対象に行われた研究 (6、16、38)では、条件を一定にすること

が困難なためか、かならずしも一致した結果は得られていない。

第1i'言、第2mに示したように、 GFマウスにヒトの糞便を投与することにより、

ヒト由来の腸内菌叢を保有するHFA7ウスを作出する事ができ、その菌;段構成が

ヒトの奨使菌設と類似じているため(第1輩、 15、37)、ヒトの!場内菌殺の生態や

代初活性の研究のための有用なモデノレ動物となると考えられている。

本章では、 HFAマウスが食餌とヒトの/1易内菌殺の関係を研究するための有用な

モデノレ動物となるかどうかを明らかにするため、 HFAマウスに高牛肉 (HM)飼料

や市フスマ (HB)飼料を給与し、菌設構成の変化を検索して食餌成分の違いが

HFA7ウスの/1島内菌叢に及ぼす影響を検索した。また、bi訂正lobactcriaの憎)J日により

JI島内政境を改善する事が報告されているフラクトオリゴ糖 (FOS) (18) を給与

した場合の菌設構成の変化も問機に検索した。

材料と方法

HM飼料およびHB飼料の給与試験 HFA7ウスは第 2章においてHFA7ウスと
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同居させることによってヒト腸内菌数を定着させたex-GFマウスを用いた。 6匹の

cx-GFマウスを用い、 HFAマウスと同居4ヶ月後、基礎飼料であるCMFからHM飼

料 (CMF70%、牛肉粉 30%) に変更し、さらに3ヶ月後、 HM飼料からHB飼料 (CMF

80%、フス"'720%) に切り替えて1ヶ月間飼育した。

FOSの投与試験 6匹のex-GFマウスを10週齢でFOS投与実験に用いた。FOSとし

てネオシュガーp(明治製菓)を用い、蒸留水に溶解してろ過滅菌した後、飲水と

して投与した。ネオシュガーPの組成は、 1-kctosc 28%、nystos巴 60%、1F_s 

-fructofuranosylnystosc 12%であった。 巴x-GF"'7ウスは0.1%溶液を4ヶ月間投与され

た後、 3週間の休止期間をおいて0.5%溶液を1週間投与された。

細菌学的検索 菌叢構成の検索は第1章と問機に行った。

統計的解析 得られた成績は平均と標準偏差で表し、Studcntのt-検定で、有意差

の判定を行った。

結果

cx-GFマウス腸内菌叢の構成に対するHM飼料とHB飼料の効果 各食餌を給与さ

れたcx-GFマウスの糞使菌;72の構成をTable 4に示す。 HM飼料の3ヶ月間の給与に

より、 cnterobacteriaceacの菌数は有意に噌JJUした。食餌がHM飼料からHB飼料に切

り答えられると、1ヶ月の聞に菌設は大きく変動した。 enterobacteriaceaeの菌数は

減少して基礎飼料給与時の菌数に戻り 、bacteroidaccacとstreptococclの菌数も減少し

てHM飼料給与時、基礎飼料給与時よりも有意に低くなった。 clostridiaもHB飼料の
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給与により菌数が基礎飼料給与時よりも有意に低くなった。 一方、 bifidobactcriaは

HB飼料によって増加し、 HM飼料や基礎飼料を給与した場合よりも有意に向い菌

数を示した。

cx-GFマウス腸内菌叢の構成に対する FOS投与の効果・ FOSの投与により

bifidobactenaの菌数に著しい変化は認められなかったが、総菌数に対する割合は

O.l0/0FOSの4ヶ月間の投与により上昇し、投与を中止後もとの割合に戻った (Fig.

5.) 0 bifidobacteriaの割合はO.5%FOSの投与を開始すると再び上昇した。逆に

entcrobacteriaceaeの菌数はO.l%FOSの1週間の投与により 6匹中4匹に減少がみられ、

4ヶ月間の投与では全例で投与前に比べて減少した (Fig. 6.) 0 cntcrobac-

tenacca巴は投与を中止すると増加したが、 O.50/0FOSの投与を開始すると再び全例で

減少がみられた。また、 bacteroidaceacの菌数もFOSの投与によって減少し、投与を

中止後噌加した (Fig.7.)。ただし、これらの変化は平均値では統計的に有為な差

はみられなかった。

考察

食餌や生活習慣の違いが大腸癌や乳癌などの発生と栂関があることが知られて

おり (4、46) 、その影響は、 I1易内菌殺の構成と関連があると考えられている (9、

36)。 しかし、食餌とIJ島内菌殺の関係をヒ卜を用いて研究した報告では、肉食に

よって糞便菌叢に有意な変化を認めた報告 (38) もあるが、食餌に牛肉やフスマ

を添加しでも顕著な効果がみられない場合も多い (6、16)。今回HFAマウスを用
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いてHM飼料とHB飼料を給与したところ、 11身内菌議の村正成は食自lTによって大きく

影響を受けることが示された。 cnterobacteriaccacの菌数はHM飼料で噌加し、 HB飼

料で減少した。 bacteroidacca巴やclostridia、strcptococciもHB飼料て・減少し、i!Eに

bifidobactcriaf立HB飼料て、増加した。これらの結果は、 HB飼料はHFA?ウスの11島内

菌叢の正常化に効果を持つことを示している。木章で得られた結果は、食餌成分

の変化が腸内菌設に与える影響の研究にHFAマウスを用いることにより 、ヒトを

用いるよりも明確にその効果を検出で:きる可能性を示唆した。

bifidobactcriaf立ヒトにおいて、加齢 (14、31)ゃある種の疾病 (20)にともなっ

て菌数が減少し、時には消失することが知られている。また、食物繊維を多く摂

取する老人は長生きをする傾向があり、その腸内にはbifidobact巴riaが多く、

clostridiaが少ないという報告 (3)がある。 FOSはbifidobacteriaの増殖によって腸内

菌叢を正常化し、腸内環mを改善する事が知られている (18)食物繊維様の多糖

類である。本章で用いた0.1%のFOS投与は、ヒトの臨床的な研究に一般的にJfJい

られている用量である1日当り 8g(17)にほぼ相当し、0.5%のFOS投与は、ヒトの

FOS性の下痢の発生における段大無作用盆である1日当り40g(10)にほぼ相当す

る。本主主の研究では、 得られた結果が統計的に有意ではなかったものの、ヒトに

対する臨床的な用量に相当するFOS投与のHFAマウス糞使菌設に対する効果は、

健康成人を対象に行った研究 (49)と同様の傾向がみられ、I-IFAマウスがFOSの

ヒト腸内歯設に及ぼす影響を研究するためのモデルとなりうることを明らかにした。

以上の結果から、HFAマウスがヒ卜の11島内菌数に対する食餌成分の影響を研究
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するための有用な実験動物となると考えられた。
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第4章 6検体の異なる糞便を投与されたHFAマウスの菌叢構成と代謝

活性の比較研究

序論

ここまでに、第1章、第2章においてHFA'<'ウスの腸内菌数はヒト糞便菌殺と椛

成が類似していることが示され、以前の研究においても、 HFAマウスやHFAラッ

トの菌i役柄成 (7、15、37)や11島内菌の酵素活性 (29)が投与したヒト糞便のもの

と類似していることが報告されている。しかし、腸内菌設によって産生される

綴々な代謝産物をはじめとするHFAマウスの性状はまだ十分に検討されていると

はいえない。木章では、6人の異なる成人から得られた糞便をGFマウスに投与して

HFAマクスを作出し、ヒトの腸内菌叢の構成がマウスの腸内に再併成されること

を確認するとともに、 JI島内菌由来の発癌に関連するといわれる水解酵素や還元酵

素の活性や短鎖脂肪酸 (SCFAs)や腸内腐敗産物の濃度と構成がHFAマウスのj場

内でヒトと問じ状態に再現されているかどうかを検討した。また、 61洋のHFAマウ

スを比鮫し、投与したヒト糞便に見られた個体差がHFAマウスi洋間に反映される

かどうかについても検討した。さらに、作出した各HFAマウスを繁殖し、gfi2章に

おいて示されたHFAマウスj場内菌叢の繁殖による安定性を各性状について検討した。

材料と方法

動物 GFとcvのマウスは当教室で繁殖、維持 しているBALB/cマウスを用い、
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HFAマウスは第1章と同様に飼育した。

HFAマウスとその仔の作出 各lr下5匹の8週齢のGF雌BALB/cマウスにステンレス

アイソレータ (22)内で、 6人のfZttr，Il:J求人男子 (23-33歳)から得られた新N，'f糞便

のlQ-J希釈液を0.5mlずつカテーテノレを用いて胃内に投与した。これらのHFAマウ

スは14遡齢でそれぞれ2匹のGF雄BALB/cマウスと交配した。

試料の探取ーヒト糞便投与4週後に、それぞれのHFAマウスから例別に糞便を

係取し、ただちに細菌学的検索と還元醇茶の活性測定に供した。水f'i干高平素の活性

測定、 SCFAsと腸内腐敗産物の濃度の測定には1日に2回ずつ1週間にわたって倒別

に採取した糞便を 80
0
Cに凍結保存した。 HFA7ウスの{子の試料の採取は、12週齢

時に問機にして行った。

細菌学的検索 菌叢構成の検索はプレートインボトノレ?去に代わって嫌気性チャ

ンバ一法を用いた以外は第1章と同係に行った。

再干素活性の測定 細菌の酵素活性のijllJ定はRowlandら (41)、Wiscら (50)の報

告に従い、嫌気性O.lMリン酸緩衝液 (pH7.0)で糞便の1001音希釈液を作成して

行った。 nitroreductaseの活性はp-ニトロ安息香酸からの'p-アミノ安息香酸の生成で、

nitratcred uctascの活性は硝酸からの亙硝酸の生成で測定した。 日-glucuronidascと

s -glucosidaseの活性はそれぞれp-nitrophenyト s-O-glucuronide、

p-nitrophen yl-s -O-glucopyranosidcを基質として用いて測定した。

IJ島内腐敗産物濃度の測定 糞便中のインドーノレ、スカトーノレ、pークレゾーノレ、

フェノーノレの濃度は、Yoshiharaの方法 (51、52)に準じて行った。試料は水蒸気
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蒸留し、 FIDを用いたガスクロ7 トグラフ (263-50 日立製作所)で測定した。内

部原準としてp-isopropylphcnolを加え、 CromosorbW-HP (60/80 mcsh) を担体と し

た17%siliconSE-30を充境したガラスカラム (2mx 3mm)を使用した。

SCFAs濃度の測定 糞便中のSCFAs濃度は、 50%硫酸で試料を酸性にした後、ジ

エテルエーテノレで、抽出してFIDを用いたガスクロマトグラフにて測定した。内部標

準としてクロトン酸を加え、 CromosorbWAW-DMCS (80/100mcsh)を担体とした1%

H，P0
4
;1JfJ 10% FFAPを充填したガラスカラム (2mx 3mm) を使用した。

統計的解析 得られた成績は平均と標準偏差で表し、 Studentのト検定でー有意差

の判定を行・った。

結果

糞使菌i役の椛成 HFAマウスとCVマウスの糞使および投与したヒト糞便の歯議:

構成をTable. 5.¥こ示す。 HFAマウス糞使では、 eubacteria、peptococcaceaeおよび

enterobactcriaceaeの菌数がCV?ウス糞使に比べて有意に高く、ヒト糞便に類似した

菌数であった。総菌数とbacteroidaceae、clostrid旧、 strcptococclの各菌数は、 HFAマ

ウスにおいてCVマウス、投与ヒト糞便のいずれよりも高かったが、これらの菌群

の菌数はヒト糞便においてCVマウスよりも高く、 日FAマウスの糞便菌叢は投与し

たヒト糞便の菌叢に類似していた。しかし、 bifidobacteriaは6ft平のHFAマウスのう

ち311平で糞便菌楼から検出されなくなった。 HFA?ウスとその仔の糞使菌議の椛成

を比較すると、いくつかの菌群において有意な差が見られたが、菌叢構成の全体
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のバランスは親の菌援と類似していた。

~~，{ミ活性 cvマウスのs-glucuronidase活性はヒトやHFA?ウスに比べて短めて

向く、 HFAマウスの活性はヒト糞使よりもやや低かった( Table. 6. ) 0 s-

glucosidasc活性は同一群内の個体によるぱらつきが大きく、 HFAマウス、 CVマウ

ス、ヒトの問の差は明らかではなかった。 nitroreductaseの活性は、 HFAマウスにお

いてCV?ウス、ヒトのいずれよりも両く、 HFAマウスのnitratereductascの活性はヒ

卜とCVマウスの中間の活性を示した。それぞれの酵素活性はHFAマウス!l'f問でば

らつきが見られたが、そのばらつきは投与したヒト糞伎にみられたぱらつきとは

必ずしも相関しなかった。 HFAマウスの1子の糞便中酵素活性は、 HFAマウスD.fl宇で

差が顕著だったこと以外は、それぞれの親の醇素活性と類似していた。

JI島内腐敗産物濃度ーヒト糞使中のJI易内腐敗産物の濃度には顕著な個体差がみと

められた (Table. 6.) 0 AとBの試料て・は主なJI島内腐敗産物はp-クレゾーノレであっ

たが、試料C、D、Fではインドーノレもp-クレソーノレと同程度の濃度で検出された。

試料Eからは低濃度の腸内腐敗産物しか検出されなかった。このように投与試料に

大きな個体差が見られたにもかかわらず、作出されたHFAマウス糞便中では主な

JI島内腐敗産物はいずれのi洋においてもインドールであり 、p-クレゾー/レも低濃度

ながら検出されたが 、 HFA? ウス li'~1百iの差は非協に小さかった。 HFAマウス糞便

におけるJI島内腐敗産物濃度は、ヒト糞使に比べて極めて低く cvマウス糞使に近い

ものであったが、インドール濃度がcvマウス糞便に比較して有意に高く 、また、

cvマウスからは検出されなかったpークレゾールが検出されるなど、ヒト糞便と類
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似した点もあった。 HFAマウスの仔においてもpークレゾー/レは検出されたが、イ

ンドーノレ泌度はそれぞれの親よりも有意に低くなった群が多かった。

SCFAsの決度と組成 ヒト糞便中のSCFAs濃度(Table. 7. )はCVマウス糞使に

比べて有意に市く、その組成(Tablc. 8. )も明らかにCVマウス糞便とは異なって

いた。 HFAマウス糞便においては、総SCFAsはヒト糞使に比べて街立に低く、

CVマウス糞使に近かったが、プロピオン酸やイソ酪酸の総SCFAsに対する割合は

ヒト糞伎に類似しており、酢酸の比率はヒト糞便とCVマウス糞便の中間であった。

HFAマウスの仔の糞便では親に比べてイソ酪酸と酪酸の濃度と比率が低下した。

HFAマウス、 HFAマウスの仔のいずれにも群間の差は観察されたが、投与したヒ

ト奨伎でみられた個体差とは相関は認められなかった。

考察

これまでGF動物にヒトの糞便菌殺を定着させたHFA動物が、ヒトのJI島内菌叢を

研究するためのモデノレとして考えられ、利用されてきた (7、15、37)が、HFA動

物のJI島内閣議がどれほどヒトのJJ易内菌殺の椛成や代謝活性を反映しているかにつ

いては十分に検討されていない。

本君主で、異なる6検体の糞使を用いてHFA?ウスを作出して検討したところ、ヒ

トの焚使菌;径の構成はHFAマウスのJI易内に大きな変化なく再現できることが確認

されたが、 bifidobacteriaについては第1章で示されたと同様に、半数のHFAマワス

i伴で!場内から排除された。 bactcroidace氏、 clostridia、peptococcaceae、streptococciの
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l泊数は投与したヒト糞使にかかわらず、 HFAマウスの方が投与試料よりも高かっ

た。また、 HFAマウス群F，nの菌投併成の差は、ヒト糞便問の個体差よりも顕若で

はなかった。これらの結果は、 HFA""'<ウスの)1島内菌叢のバランスは、投与したヒ

ト発使の菌;授の併成だけでなく、マウスJI易管の生理に大きく影響されることを示

l唆している。

HFAマウスのイ子の糞便菌設は、いずれの鮮においてもヒトの糞使菌数と類似し

ていた。この結果は、 HFAマウスに定着したヒ卜の腸内菌援の構成が、マウス)1易

管の中で長期に安定して維持することが可能で5あることを示している。

Mallcttら (29)はとトの腸内菌を定若させたラットで、ヒトJI島内菌;授の持つ醇素

活性を再現できることを報告した。木研究においても HFAマウスの糞便中

p-glucuronidascとp-glucosidaseの活性はヒト糞便に近かった。しかし、

nitratcrcductascとnitrorcductascの活性はヒ卜ともCVマウスとも異なった。さらに、

ヒト糞便からは検出されるがCVマウス糞便からは検出されなし、p-クレゾー/レが

HFAマウスから検出されたものの、 HFAマウスにおけるJI島内腐敗産物の産生はヒ

ト糞伎とは大きく異なり、むしろCVマウス糞便に近かった。また、 SCFAsも組成

はヒト糞便の方により類似したものであったが、濃度はヒト糞便に比べて低く 、

cvマウス糞使に近かった。以上のように、 HFAマウス腸内菌設の構成はヒト糞便

歯設に類似していたにもかかわらず、その代謝活性の中には投与したヒト糞便の

性状を反映しないものもあることが明らかとなった。これは、1) ヒト糞使を

HFA""'<ウスに投与することによって菌種レベノレでの菌叢構成の変化があった、 2)
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ヒトとマウスでは腸管内の;;;nft iJ 'S~なるために菌援の代謝が変化した、などが原

因として考えられ、今後さらに検討が必要であろう。

HFAマウスn字問の各性状のばらつきは、投与したヒト糞使間に比べて明らかで

はなく、また、投与したヒト糞使の個体差も反映していなかった。このことは、

本研究では全てのHFAマウスは同一系統のBALB/cマウスを使用し、同ーのCMF国

型飼料を給与して飼育したため、係身な性状を持ったヒトの糞便菌叢が、マウス

11島管内の均ーな生理的状態によってコントロールされた結果、各ヒト糞使閣議の

特徴が反映されにくくなったと考えられる。 HFAマウス腸内に定着したヒト糞便

菌設がその仔に安定して伝えられることも、ヒト糞便菌設がマウスの11易管に適応

したことを支持する。
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第5章 ブタフローラ (PFA)マウスの作出

序論

これまで家畜の疾病予防や飼料効率向上に、飼料添加物として抗生物質や化学

療法剤が多く用し、られてきたが、耐性菌の出現や食肉等への残留の/1iJ!t1i1から、近

年これらの薬剤|を用いず、プロバイオティクスを利用する試みがなされている

(11)。しかし、用いるプロバイオティクスの効果の研究に対象家畜そのものを

用いることは、大きさや成皮のi/llJ御の困難などのため容易ではなく、しばしば実

験成績が安定しない。そこで本章では、ブタのJJ島内菌設の構成の経時変化を検索

するとともにGFマウスロブタ糞使希釈液を経口投与し、プロバイオティクスのス

クリーニンク、や有効性の研究のための実験動物としてのブタフローラ (PFA)マ

ウスを作出して、マウス腸内にどの程度ブタの}j易内菌;震が定着できるかを検討した。

材料と方法

ブタ 東京大学附属牧場で繁姫したランドレース種と大ヨークシャ筏の一代雑

草Eのブタを用い、自I~乳前の生後20 日と隊乳後の生後40 、 60 日に奨伎を採取した。

採取した糞使は一部を細菌学的検索のために直ちに嫌気性愉送培地 (33) 中に入

れ、残りはSCFAsと}j易内腐敗産物の淡度のiJIIJA:のためにそのまま氷冷して研究室

まで輸送した。

PFAマウスの作出 PFA"7ウスの作出に用いたGFマウスは当教室で繁殖、維持

26 



しているBALB/cマウスを用いた。各i洋3匹の12-20週齢のGF雌BALB/cマウスにス

テンレスアイソレータ (22)内で、生後20日、 60日に採取したブタ糞便のうちの

各 1検体の10-3糞使希釈液をそれぞれ0.5mlずつカテーテルを用いて E河内に投与し

た。 PFAマウスの飼育は、第1.4fと同級に行った。

試料の採取 PFA?クスの試料はブタ糞便投与1週後、 4週後に個別に糞便を採取

し、ただちに細菌学的検索に供した。投与4週後には剖検して盲腸内容物を採取し、

SCFAsと11易内腐敗産物の濃度のaIlJ定のために-800Cfこ凍結保存した。

細菌学的検索 菌叢構成の検索は、第4章に述べた方法と同嫌に行った。

11島内腐敗産物濃度の測定 糞使中のインドーノレ、スカトーノレ、 pークレゾーノレ、

フェノー/レの濃度は、第一ヰ章と同級の方法でiJ!IJ定した。

SCFAs濃度の測定 糞便中のSCFAs濃度の測定は、第4主主に述べた方法と同線に

行った。

統計的解析 得られた成績は平吻と標準偏差で表し、 Studentのt-検定で・有意差

の判定を行った。

結果

ブタ糞便菌設の構成 ブタ奨使菌22の主な菌群の経時的変化を Fig.8に示す。奨

使菌設は離乳の前後で変動した。自!~乳後は自!t乳前に比べ高度な嫌気度を必要とす

る菌静をはじめとする偏性嫌気性菌群の菌数が減少し、総菌数も減少した。一方、

lactobacillil立縦手L前後とも高い菌数で検出され、特に隊乳後は最優勢菌殺のーっと
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なった。また、離乳前は検出されたClostridiumperfringensは離乳後には検出されな

かった。

20日齢ブタ去を使希釈液を投与したPFAマウスの糞便菌投 Fi呂. 9.に20日齢のブタ

糞便希釈液を投与した PFAマウスの主な糞便菌撲を示す。 lactobacilli、

bactcroidaccac、cubactcriaなどのブタ糞便簡殺の主要菌群がマウスJI島内に定着する

ことができたが、 Clostridium perfringensはしだいに菌数が減少する傾向を示した。

illl¥性嫌気性菌群の菌数と総菌数はブタ糞使に比 t絞してやや上白川1し、

cntcrobactcriaccacはやや減少したが、菌;段構成は投与したブタ糞便の菌i径と類似し

たものとなった。

60日齢ブタ糞便希釈液を投与したPFAマウスの糞使菌叢 Fig. 10.に60日齢のブ

タ糞便希釈液を投与したPFA7ウスの主な糞便箇叢を示す。 lactobacilliの菌数は減

少したものの、20日齢のブタ焚使希釈液を投与した場合と同様、ブタ糞便菌援の

主要 I~lr~が定着することができた。{扇性嫌気性菌群の菌数と総菌数はブタ糞便に

比較して増加し、 巴ntcrobactcriaccacの菌数は20日齢の糞便を用いた場合と異なり嫌

気性菌i洋とほぼ平行して唱力目した。

JJ紡内腐敗産物の濃度 Fig. 11.にブタ奨使とPFAマウス盲腸内容物のJJ島内腐敗産

物の淡度を示す。ブタ糞便では主lこp-クレゾーノレとスカトーノレが検出されたが、

PFAマウス盲腸内容物からはJI島内腐敗産物が検出されず、マウス腸内にブタ奨使

菌i役の代謝活性を再現することはできなかった。

SCFAsの濃度 Fig. 12 にブタ糞使とPFAマウス盲腸内容物のSCFAsの濃度を示
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す。PFA'"ウスJI易内でもブタ由来の歯設の際防によりSCFAsが産生されていたが、

その組成には、ブタ糞便では少量ながら検出されたイソ体(イソ郎酸、イソ言iti.

酸)がPFA7ワス盲腸内容物からはほとんど検出されないという泣いがみられた。

考察

これまでGF動物にヒ卜の糞使菌殺を定着させたHFA動物がヒトのJI島内歯殺を研

究するためのモデルとして利用されてきた (7、15、37)が、家畜においても同保

の!llIJ物は応用価値が高い。本章で得られた成績より、 PFAマウスJI島内には一部の

菌群を除きブタ糞便菌叢の主要菌群が定着することができ、菌;技術成も投与した

ブタ糞使菌i径の併成を反映したものとなることが示され、 PFAマウスがブタのJI易

内菌1径十件成の研究には有用なモデー/レで=あることが示唆された。また、本章では異

なる菌;肢と して、離乳育Ilの20日齢と雌乳後の60日齢のブタ糞便を投与したPFA7

ウスを作出した。 60日齢の糞便を投与したPFAマウスと20日齢の糞使を投与した

PFAマウスの菌叢構成を比鮫すると、設優勢菌畿である偏性嫌気性菌群はいずれ

のlfF-も同じ係に安定して高い菌数で定着したが、通性嫌気性菌群は60日齢のf，下で

は歯種に関わらず108jgレベノレに定着したが、 20日齢のi洋では投与した奨伎の菌設

構成を反映して菌種によって定着した菌数に大きな差がみられた。この泣いは、

60日齢のブタの糞便菌叢はすでに安定した均衡状態にあることによると考えられた。

一方、 JI易内腐敗産物などブタ糞便菌殺の代謝活性はマウス腸内には十分に再現

されなかった。コロニー形態からも菌i洋によっては菌種レベノレで、の構成の変化が
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示唆されており、代謝活性の変化は、箇殺を併成する菌稲の変化によるものであ

るか、同傑の菌種椛成て・もマウスとブタの11易内環境や飼料の違いなどにより i笥の

代謝活性が変化したものであると考えられるが、今後の検討課題である。
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総括

本論文で、 HFAマウスやPFAマウスの!場内菌推はヒトやブタの糞便菌殺と榊成が

類似しており 、ヒトや家畜の!]島内菌i役の研究にあたってCV"7ウスよりも優れたそ

テ、ノレ動物となることが明らかとなった。さらにこれらの動物に定着した菌設は、

繁殖によって継続的に生産が可能であることも示された。 HFAマウスやPFAマウ

スを実験モデルとして利用していくためには、その!場内菌i授が長Wlにわたって安

定して維持できることは重要なことであり、このこともこれらの動物の有用性を

示すものであった。

一方、 !l易内菌議の持つ代樹活性の中には、 HFAマウスやPFA"7ウスの!I易内にヒト

やブタの糞便の性状を十分に反映できないものもあり 、研究の目的や内容によっ

ては、これらの動物の利用が適さない場合もあることも明らかとなり 、!I易内菌設

の代謝活性は!J易管の生理的状態に大きく影響されることが示唆された。本研究に

おいては、ヒトやブタとHFAマウス、 PFAマウスでは、菌種レベルでの菌設構成

の変化が示唆され、このことが代謝活性の泣いにつながることが考えられた。今

後歯種レベノレて、の街叢桝成の検索が盟まれる。

また、ヒトやブタとHFAマウス、PFAマウスの!J島内菌の代謝活性の泣いはヒ卜や

ブタとマウスの飼料の組成の遠いも大きな要因となると考えられる。 Rumncyら

(42)は、 HFAラットを用いた!J易内菌による変異原物質の活性化の研究において、

変異原物質の生成は食餌によって大きく影響されることを報告し、特にHFAマウ
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スにヒ卜の食自lTを与えた場合にヒ卜での研究に近い結果が得られることを示した。

HFAマウスやPFAマウスをヒトや家畜のI1易内菌設の代謝の研究のためのより良い

モデル動物とするためには、マウスに給与する飼料の組成の検討が必要と考えられる。
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Table 1. ClIItUI巴mediaand conditions for incubation 

恥1edillm Organisms USll日Ilyenllmerated Incubation method 

Medium 10 Strict ana巴robes 'Plate-in-bottle' method 

37
0

C， 76 h 

EG agar Anaerobes 

8L agar Anaerobes 

NBGTag創 Bacteroidaceae 

8S agar Bifidobacteria トSteel wool method ES agar ElIbacteria 37
0

C， 48 h 

VS agaI Veillonellaceae 

NN agal Clostridia 

LBS agal Lactobacilli 

TS agar・ Aerob巴S

DHL agar Enterobacteriaceae 

TATAC agar Streptococci 

「
Aerobic 

PEES agar Staphylococci 37
0

C， 24-48 h 

PD agar Yeasts， Molds 
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Ta ble 4. Composition of fecal flora of HF A mice fed 3 different diets. (n=6) 

Bacterial grOllp Basal diet E弘tfdiet T由 diet

T otal bacteria 10.9::!:: 0.4" 11.0土0.2 10.8::!::0.2 

Bacteroidaceae JO.9::!::0.lb 10.9::!:: 0.2c 10 6::!::0 2b，c 

Ellbact巴na 10.2::!::0.1 10.1 ::!::0.1 10.1::!::0.2 

Bifidobacteria 9.1 ::!::0.2b 9.0::!::0.5
c 9.5土0.2b.c

Peptococcaceae 9.8::!::0.4 9.4 ::!::0.2 9.5::!::0.2 

Clostridia 9.8::!::0.3b 9.6::!::0.2 9.4::!::0.2b 

Enterobact巴nacea巴 6.6::!:: 0.5b 7.5::!::0.lbc 7.0::!::0.2c 

Streptococci 81::!::0.6b 8.0::!:: O.4c 7.0::!::0 3b，c 

、4巴an土S.D.of loglO/g feces 
b. CSignific加ltdifference exists between mean vallle with the same sllperiOI 

letters. (Pく0.05)
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