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序論 

ヒトの腸管内には約 100 兆個もの多種多様な腸内常在菌が生育しており、複雑な腸内細

菌叢（腸内フローラ）を形成している。細菌は生物分類の階級に従うと上位から順に門

（phylum）、綱（class）、目（order）、科（family）、属（genus）、種（species）に分類され、

腸内細菌叢は近年の分子遺伝学的手法の進歩によって Firmicutes 門、Bacteroidetes 門、

Actinobacteria 門、Proteobacteria 門の 4 つ門で 95％以上を占めることが確認されている[1, 

2]。さらに日本人では属レベルで見ると、Bacteroides、Bifidobacuterium、Clostridium、

Eubacterium、Faecalibacterium、Ruminococcus などの細菌種で形成されていることが明らか

となっている[2]（Fig. 1）。 

 

Fig. 1. 日本人の属レベルでの腸内細菌叢の割合 

Nishijima らの報告[2]を基に、著者が作成した図 

 

このような腸内細菌叢の割合は食事内容によって変化し、宿主の恒常性維持に密接に関

与していることが様々な論文で示されている。例えば、高脂肪・高糖質食摂取のマウスでは、

Firmicutes 門の占有率が高く Bacteroidetes 門は減少している一方で、低脂肪食摂取のマウス

では、Bacteroidetes 門が増加することが明らかとなっている[3]。また Hildebrandt らは、食

餌誘導性肥満に抵抗性を示す RELMβ ノックアウトマウス群と野生型マウス群では高脂肪

食を与えた場合、両群ともに Firmicutes 門が増加し、Bacteroidetes 門は減少したことを見出

し[4]、この結果から腸内細菌叢の構成は、宿主の食事内容やエネルギーバランスが関係し

ている可能性が示唆された。 

動物試験と同様に、ヒトを対象とした調査研究によっても食事が腸内細菌叢に影響を及

ぼすことが証明されている。De Fillippo らは、ヨーロッパおよびアフリカに住む子供たちの

腸内細菌叢を比較し、ヨーロッパの子供たちは Firmicutes 門が全体の約 50％を占めていた

のに対し、アフリカの子供たちでは Bacteroidetes 門が優勢で、Firmicutes 門は 10％程度であ
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ったことを報告している[5]。その理由として習慣的な食事形式の違いが影響しており、特

にヨーロッパの子供たちでは砂糖類、動物性脂肪、エネルギー摂取量が高い欧米型の食事習

慣が原因だと示唆されている。対照的に、野菜、果物、豆類やオリーブオイルなどを多く取

り入れた地中海式の食事では、Bifidobacuterium や Lactobacillus などの腸内有用菌や

Bacteroides を増加させることが報告されている[6]。また、赤ワインは地中海式の食事の一

部として頻繁に飲まれているが、20 日間の赤ワインの摂取により Bacteroides および

Bifidobacuterium が増加し、さらに血中の中性脂肪やコレステロールを減少させることが確

認されている[7]。このように、地中海式の食事では、腸内細菌に有益な影響を与える一方

で、欧米型の食事では腸内環境を害し、生活習慣病の発症に繋がることが見出されつつある。 

さらに最近では、メンタルヘルスの変化や神経系の発達に、腸内細菌叢が深く関与するこ

とが明らかとなっている。脳と腸は自律神経系を介して双方向的に情報伝達を行っており、

これは「脳腸相関（brain-gut interaction または gut-brain axis）」と呼ばれている[8]。ヒトにお

いては、腸内細菌叢が変動することによって心理的ストレスが高まり、うつ病、自閉症など

を引き起こすことが明らかとなっており、腸内細菌叢の構成は宿主のストレス状態を制御

する重要な因子の一つであることが提唱されている。これまでに腸内細菌とストレスの関

係については、精神的ストレスが Lactobacillus などの腸内有用菌を減少させるほか[9]、ス

トレスが発症の原因とされている過敏性腸症候群の患者では Bifidobacterium が減少するこ

とが報告されている[10]。またうつ病患者では微生物多様度を示す指標となる α 多様性が低

下し、健常者と比較して β 多様性が大きく変化することが確認されている[11]。さらに Kato

らは、8 週間のプロバイオティクス（Lactbacillus casei）を含む発酵乳の摂取により α 多様性

が増加し、客観的ストレス指標の一種である唾液中のコルチゾールが有意に減少すること

を示している[12]。 

上述の学術的背景は、食事内容や形式の違いにより腸内細菌叢が変化すること、宿主のス

トレス状態が腸内細菌組成に影響を及ぼすことを示している。しかしながら、ヒトの腸内細

菌叢は国や集団レベルで異なることが明らかとなっており、他国の健常者データは使用で

きない。特に日本人の腸内細菌叢は、諸外国と比較して Bifidobacuterium の占有率が最も高

く Prevotella が低いことが明らかとなっている[2]。また、Arumugam らの研究により、ヒト

の腸内細菌叢は 3 つのパターン（それぞれ、Bacteroides エンテロタイプ、Prevotella エンテ

ロタイプ、Ruminococcus エンテロタイプと呼ばれる）に分類されることが知られているが

[13]、食文化や食習慣、民族が違う日本人では結果が異なることが予想される。さらに、ヒ

トの腸内細菌構造は加齢によって変化し、特に高齢者と若年成人では組成が大きく異なる

ことが報告されており[14]、Arumugam らの研究においても高齢者を除いた成人のエンテロ

タイプは明確に示されていない。したがって、腸内細菌研究を我々の生活に繋げるためには、

日本人の若年成人を対象として日本特有の食習慣やストレス状況を把握し、腸内細菌パタ

ーンとの関係を明らかにする必要がある。特に若年期の腸内細菌パターンと食習慣および

ストレス状態の関連性に着目することにより、若年成人に多発する精神的疾患由来の過敏
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性腸症候群などの予防に繋がるほか、若い年代のうちから腸内細菌に由来する疾患の予防

や対策に講じることが可能となる。さらには若年期から腸内細菌パターンに応じた食生活

の改善によって、腸内有用菌の増加または有害菌の減少を目指すという新しい栄養指導法

も提案できる。以上のことから本研究では、日本人の若年者を対象とした横断的調査により

腸内細菌パターンを明らかにし、さらに腸内細菌パターンの違いに影響を及ぼす栄養素の

探索とストレス状況の関連について明らかにすることを目的とした。その目的を達成する

為に、第 1 章では、主成分分析法により腸内細菌パターンを分類し、栄養素摂取量および唾

液ストレス指標との関連性を検討した。第 2 章では、日本人特有の食事形式である日本食に

着目し、日本食スコアが腸内細菌叢に及ぼす影響を調査した。また、第 3 章では、秤量記録

法を用いて詳細な栄養状態を評価し、クラスター分析法による腸内細菌パターンとの関連

性を検討した。 
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第 1 章 腸内細菌パターンと食物摂取状況および精神的ストレスとの関連性 

 

1. 目的 

網羅的遺伝子発現解析によりヒトの腸内細菌叢は、大きく分けて 3 つのパターン（エンテ

ロタイプ）に分類されることが明らかとなっている。最も多いのが Ruminococcus エンテロ

タイプ、次に Bacteroides エンテロタイプ、最も少ないパターンとして Prevotella エンテロタ

イプに分けられる[13]。これらのエンテロタイプは食事習慣に関連することが知られており、

特に動物性食品が豊富な食事では Bacteroides エンテロタイプを形成し、植物性食品が豊富

な食事では Prevotella エンテロタイプが形成される [15]。また Carrothers らは、授乳婦を対

象として食習慣と腸内細菌叢の関連性を調査し、その結果パントテン酸、ビタミン B2、ビ

タミン B6、ビタミン B12 の摂取量と Bacteroides の占有率との間にそれぞれ有意な負の相関

があったことを報告している [16]。これら以外にも多くの研究により栄養素摂取量の違い

によって腸内細菌組成が変化することが示されている[17, 18, 19]。 

また近年では、ストレスに関連した要因が、腸内細菌叢に作用することが多数の先行研究

で報告されている。たとえば、社会的混乱ストレス（social disruption stressor）に暴露された

マウスでは、Clostridiumが増加し、Bacteroidesを減少させることが明らかとなっている[20]。

さらに阪神淡路大震災前後における被災者の腸内細菌叢を調査した研究では、震災後には

Candida や Pseudomonas などの腸内有害菌が増加していたことが示されており、震災時の精

神的ストレスが腸内環境にも影響を及ぼすことを意味している[21]。 

このように腸内細菌叢は、食事要因以外にも精神的なストレスが関与することは明確で

ある。しかしながら、著者の知る限りでは、日本人かつ若年健常者を対象とした研究によっ

て腸内細菌パターン別に食事内容やストレス状態を調査した研究は未だ見られない。そこ

で第 1 章では、横断的調査により腸内細菌パターンと食物摂取状況および精神的ストレス

との関連性について調査を実施した。 

 

2. 方法 

2-1. 対象者 

2017 年 8 月から 2018 年 7 月の間に、A 大学に在籍する学生（18～22 歳）のうち、同意を

得られた男性 22 名、女性 39 名の合計 61 名を対象とした。研究実施に際しては、本研究の

目的と意義、調査方法を書面および口頭にて説明し、本人の同意を得た。なお、本研究はヘ

ルシンキ条約を遵守し、愛知淑徳大学健康医療科学部倫理審査委員会の承認を得て実施し

た（No.2017-2）。 

 

2-2.  調査項目 

1) 身体組成の計測 

 体成分分析装置（InBody270, 株式会社インボディ・ジャパン）を使用して対象者の体重、
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Body Mass Index（BMI）、骨格筋量、体脂肪率を測定した。 

 

2) 食物摂取頻度調査 

簡易型自記式食事歴質問票（BDHQ：Brief-type self-administered diet history questionnaire）

を使用して、習慣的なエネルギー摂取量、栄養素摂取量および食品群別摂取量を調査した。

BDHQ は、自記式食事歴質問票（DHQ：self-administered diet history questionnaire）の簡易版

として栄養疫学研究用として開発され、日本人の過去 1 か月程度の食事内容が評価できる

食事調査である。BDHQ の精度および妥当性については、Kobayashi らにより検討されてお

り、16 日間の秤量記録法と比較した場合、食品群別摂取量の相関係数は男性で中央値 0.44

（0.14-0.82）、女性で中央値 0.48（0.22-0.83）であり、さらに男性では 29 品目中 16 品目、

女性では 14 品目で秤量記録法との間に差がないことが報告されている[22]。なお本研究で

は、エネルギー摂取量の違いが栄養素および食品群別摂取量に及ぼす影響を考慮し、栄養素

密度法によるエネルギー1000kcal あたりの値を算出して解析に用いた。BDHQ を使用した

栄養素密度法での食事評価に関する妥当性についても先行研究により検証は行われている

[22, 23]。 

 

3) 糞便細菌叢の分析 

3-1) 糞便の採取 

 糞便の採取については、対象者に事前に採便キット（株式会社テクノスルガ・ラボ、静岡県）を配

布し、自宅で糞便を採取してもらった。採便キットには保存液（4 M guanidium thiocyanate, 

100mM Tris-HCl (pH 9.0), 40mM EDTA, 0.001% bromothmol blue）が入っており糞便採取

後、室温での長期保存が可能である。対象者には特に糞便採取の時間は指定せず、便意を催し

た際に採取してもらうよう依頼した。 

 

3-2) DNA抽出 

糞便からの DNA 抽出は、株式会社テクノスルガ・ラボに委託した。すなわち、保存液に懸濁さ

れた糞便をジルコニアビーズにより破砕し、その懸濁液から核酸抽出試薬 Magtration System 

GC series Mag DEA DNA 200および核酸抽出装置Magtration System 12 GC（プレシジョ

ン・システム・サイエンス株式会社、千葉県）を使用して DNAを抽出した[24]。 

 

3-3) T-RFLP 法 

 抽出 DNA は、PCR 法を用いて 16SrDNA 遺伝子の増幅を行い、その増幅断片を末端標識

制限酵素断片多型分析（T-RFLP：Terminal restriction fragment length polymorphism）法を用い

て糞便細菌叢を解析した。T-RFLP 法による糞便細菌叢の解析は、株式会社テクノスルガ・

ラボに委託した。PCR 法では、標識プライマーとして 516f（5’-TGCCAGCAGCCGCGGTA-

3’）と 1510r（5’-GGTTACCTTGTTACGACTT-3’）を使用して、Nagashima らの方法に準じて
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行い[25, 26]、得られた増幅産物は、制限酵素 BslL で切断した。末端制限断片の長さは、遺

伝子解析装置（ABI PRISM 3130xl Genetic Analyzer System; Applied Biosystems, USA）を用い

て決定し、DNA 解析ソフトウェア（GeneMapper; Applied Biosystems, USA）を用いて解析し

た。T-RFLP 法により算出される細菌種は Table 1-1 の通りである。 

 

Table 1-1. T-RFLP 法で解析される腸内細菌種 

菌種 門レベル 特徴 

Bacteroides Bacteroidetes ヒトやマウスの腸内細菌叢を構成する優勢菌のひと

つ。腸管免疫系の IgA 産生の誘導に関与。近年では、

動物性たんぱく質を多く摂取する食習慣との関連性

が明らかとなっている。 

Prevotella Bacteroidetes 日本人では、Prevotella の占有率が低いことが報告さ

れている。食物繊維を分解する能力が高いことで知

られている。 

Lactobacillales Firmicutes 糖を嫌気的に代謝して乳酸を産生する。ヨーグルト

やチーズ、漬物などの発酵食品に用いられる菌種で

ある。 

Clostridium cluster  

(IV, IX, XI, XIVa, XVIII) 

Firmicutes 宿主免疫系において制御性 T 細胞の分化を誘導し、

炎症反応を調節。炎症性腸疾患の患者では、IV およ

び XIVa が低下するとの報告がある。クラスターの分

類は分子系統的にクラスター分けをしたもの。 

Bifidobacterium Actinobacteria プロバイオティクスとして利用される菌のひとつ。

便秘や下痢などを改善する整腸作用をもつ。 

others  T-RFLP 法では解析できない解像度の低い細菌種。

Proteobacteria 門などが含まれる。 

 

3-4) T-RFLP 法により得られた微生物群集構造のパターン化 

対象者 61 名の微生物群集構造を類似したパターンに分類するために、T-RFLP 法により

解析された 10 種の細菌グループ（Bifidobacterium、Lactobacillales、Bacteroides、Prevotella、

Clostridium cluster IV、Clostridium subcluster XIVa、Clostridium cluster IX、Clostridium cluster 

XI、Clostridium cluster XVIII、others）を変数として主成分分析を行い、第一主成分（Principal 

Component 1; PC1）の因子付加量が正のグループと負のグループに分類し、腸内細菌パター

ンを決定した。主成分分析は、Statistical Package for Social Sciences （SPSS） version 22.0 を

使用した。さらに微生物群集の多様性を解析するために Simpson および Shannon-Wiener の

多様度指数を算出した[27, 28]。 
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4) 唾液ストレスマーカー 

4-1) 唾液の採取 

 唾液の採取方法は、Michisige および Nagler の方法に従って実施した[29, 30]。すなわち安

静時条件下で吐唾法により 5 分間、口腔内の唾液を直接サンプリングチューブに吐き出し

採取した。唾液は日内変動に考慮し、9 時～11 時の間に採取した。また唾液採取の 60 分前

より飲食の摂取をしないように依頼した。採取した唾液は 4°C、3000rpm で 15 分間の遠心

分離を行い、上清を唾液サンプルとし、解析に用いるまで-80°C で保管した。 

 

4-2) 唾液コルチゾール濃度の測定 

 唾液コルチゾール濃度の測定は、CORTISOL SALIVARY IMMUNOASSAY KIT（Salimetrics 

LLC, USA）を用いて、ELISA 法により説明書に従って測定した。抗コルチゾールモノクロ

ナール抗体がコーティングされた 96 ウェルマイクロプレートに Cortisol Standard（3.000、

1.000、0.333、0.111、0.037、0.012μg/dL）および唾液サンプルを 25μl ずつ各ウェルに加えた。

さらに Assay Diluent を 25μl ずつ各ウェルに分注した後、1600 倍に希釈した Cortisol Enzyme 

Conjugate を 200μl ずつ各ウェルに分注した。その後、プレートミキサーで 500rpm、5 分間

室温で撹拌した後、室温で 1 時間インキュベートした。インキュベート終了後、10 倍に希

釈した Wash Buffer により洗浄を 4 回行った。洗浄後、各ウェルに TMB Substrate Solution を

200μl ずつ加え、500rpm、5 分間室温で攪拌した後、室温暗所で 25 分間インキュベートし

た。インキュベート終了後、Stop Solution を各ウェルに 50μl ずつ分注し、500rpm、3 分間室

温で攪拌し、反応を停止させた後、マイクロプレートリーダー（Sunrise Rainbow RC-R ; 

TECAN, USA）にて 450nm（補正波長 490nm）の波長で測定した。唾液コルチゾール濃度は、

検量線を作成し、得られた検量線より算出した。 

 

4-3) 唾液 α-アミラーゼ濃度の測定 

 唾液 α-アミラーゼ濃度の測定は、SALIVARY α-AMYLASE KINETIC ENZYME ASSAY KIT

（Salimetrics LLC, USA）を用いて説明書に従って測定した。96 ウェルマイクロプレートに

Alpha-Amylase Diluent で 200 倍に希釈した唾液サンプルを 8μl ずつ各ウェルに加えた後、

37°C に保温した Alpha-Amylase substrate Solution を 320μl ずつ各ウェルに分注した。37℃で

1 分間インキュベートとした後、すぐにマイクロプレートリーダー（Sunrise Rainbow RC-R ; 

TECAN, USA）にて 405nm の波長で 1 回目の測定を行った。測定終了後、37℃で 2 分間イ

ンキュベートした後、マイクロプレートリーダーで 2 回目の測定を行った。唾液 α-アミラ

ーゼ濃度は、2 回の計測値を用いて以下の式により算出した。 
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α-アミラーゼ濃度（U/mL） = 
△𝐴𝑏𝑠./min×𝑇𝑉×𝐷𝐹

𝑀𝑀𝐴×𝑆𝑉×𝐿𝑃
 

 △Abs./min = Absorbance difference per minute 

 TV = Total assay volume (0.328ml) 

 DF = Diluent factor (200) 

 MMA = Millimolar absorptivity of 2-chloro-p-nitrophenol (12.9) 

 SV = Sample volume (0.008ml) 

 LP = Light path (0.97)  

 

4-4) 唾液 s-IgA 濃度の測定 

唾 液 s-IgA 濃 度 の 測 定 は 、 SALIVARY SECRETORY IGA INDIRECT ENZYME 

IMMUNOASSAY KIT（Salimetrics LLC, USA）を用いて、ELISA 法により説明書に従って測

定した。まず初めに 5ml チューブに SIgA Diluent を 3ml 加えた後、SIgA Diluent で 5 倍希釈

した唾液サンプルおよび SIgA Standard（600、200、66.7、22.2、7.4、2.5μg/mL）をそれぞれ

10μl ずつ分注し、よく混和した。次に 120 倍希釈した SIgA Antibody Enzyme Conjugate を

50μl ずつ加え、室温で 90 分間インキュベートしたものを調整済み唾液サンプルと SIgA 標

準溶液とした。高純度ヒト SIgA がコーティングされた 96 ウェルマイクロプレートに調整

済み唾液サンプルと SIgA 標準溶液をそれぞれ各ウェルに 50μl ずつ分注した後、プレート

ミキサーで 400rpm、90 分間室温で攪拌した。攪拌終了後、10 倍に希釈した Wash Buffer に

より洗浄を 6 回行った。洗浄後、各ウェルに TMB Substrate Solution を 200μl ずつ加え、

500rpm、5 分間室温で攪拌した後、室温暗所で 40 分間インキュベートした。インキュベー

ト終了後、Stop Solution を各ウェルに 50μl ずつ分注し、500rpm、3 分間室温で攪拌し、反応

を停止させた後、マイクロプレートリーダー（Sunrise Rainbow RC-R ; TECAN, USA）にて

450nm（補正波長 490nm）の波長で測定した。唾液 s-IgA 濃度は、検量線を作成し、得られ

た検量線より算出した。 

 

5) 統計処理 

 測定値は全て平均値±標準誤差で示した。2 群間の比較は対応のない t 検定を使用した。

また対象者の唾液ストレスマーカーの値を三分位（Low、Medium、High）に分け、各分位の

微生物多様度の傾向性について Jonckheere-Terpstra 検定を用いて検討した。統計解析には、

SPSS version 22.0 を使用し、5%未満を有意水準とした。 

 

3. 結果 

1) 主成分分析による腸内細菌パターンの分類 

主成分分析の結果による第一主成分（PC1）の因子負荷量は Fig. 1-1 の通りである。因子

負荷量は各腸内細菌グループと主成分との相関関係を表しており、-1 から 1 の範囲の値と
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なる。Bifidobacterium、Lactobacillales、Clostridium cluster IX、Clostridium cluster XI、others は、

正の主成分負荷量を示し Clostridium subcluster XIVa、Bacteroides、Clostridium cluster XVIII、

Clostridium cluster IV、Prevotella は負の主成分負荷量を示していたことから、主成分得点が

正のグループを Bifidobacterium＆Lactobacillales パターン（BL pattern; n=28）とし、負のグル

ープを Bacteroides パターン（B pattern; n=33）とした。また腸内細菌パターンの類似度関係

を可視化するために、第一主成分を横軸に、第二主成分を縦軸に示した結果、BL type と B 

type では微生物群集構造は類似していないことが確認された（Fig. 1-2）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1-1. 第 1 主成分の因子負荷量 
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Fig. 1-2. 腸内細菌パターンの類似度関係の比較 

●；B pattern、△；BL pattern 

 

2) 身体組成の比較 

 Table 1-2 に BL pattern と B pattern の身体組成を示した。体重、BMI、骨格筋量、体脂肪率

に有意な差異は認められなかった。 

 

Table 1-2. パターン別での身体組成の比較 

 
BL pattern 

(n=28) 

B pattern 

(n=33) 

Proportion of men (%) 11 (39%) 11 (33%) 

Body weight (kg) 58.1 ± 1.1 56.6 ± 1.4 

BMI (kg/m2) 21.2 ± 0.5 20.9 ± 0.3 

Skeletal muscle mass (kg) 25.4 ± 1.1 24.7 ± 1.0 

Percent body fat (%) 20.4 ± 1.4 19.6 ± 1.4 

値は平均値±標準誤差で示した。 

2 群間の比較には対応のない t 検定を使用した。 

 

3) 腸内細菌叢の比較 

Table 1-3 に BL pattern と B pattern の腸内細菌叢を示した。Bifidobacterium（p<0.01）、

Lactobacillales（p<0.01）、Clostridium cluster IX（p<0.01）は B pattern と比較して BL pattern が

有意に高く、Bacteroides（p<0.05）、Clostridium cluster IV（p<0.01）、Clostridium subcluster XIVa

-3

-2

-1

0

1

2

3

4

5

-2 -1 0 1 2 3 4

Principal component 1 (23.1%) 

P
ri

n
ci

p
al

 c
o

m
p

o
n

en
t 

2
 (

1
9

.4
%

) 



11 

 

（p<0.01）、Clostridium cluster XVIII（p<0.05）は BL pattern と比較して B pattern が有意に高

かった。 

 

Table 1-3. パターン別での腸内細菌叢の比較 

Bacteria (%) 
All subjects 

(n=61) 

BL pattern 

(n=28) 

B pattern 

(n=33) 

Bifidobacterium 10.4 ± 1.1 16.4 ± 1.6 5.4 ± 0.8** 

Lactobacillales 4.1 ± 0.6 5.5 ± 1.6 2.7 ± 0.5** 

Bacteroides 46.8 ± 1.8 43.4 ± 2.2 50.6 ± 2.0* 

Prevotella 3.8 ± 1.4 2.1 ± 1.3 4.4 ± 2.1 

Clostridium cluster IV 6.8 ± 0.6 4.9 ± 0.8 8.3 ± 0.6** 

Clostridium subcluster XIVa 13.9 ± 0.7 11.6 ± 0.7 17.2 ± 0.8** 

Clostridium cluster IX 5.4 ± 0.7 7.3 ± 1.2 3.2 ± 0.6** 

Clostridium cluster XI 0.5 ± 0.1 0.6 ± 0.2 0.2 ± 0.1 

Clostridium cluster XVIII 1.5 ± 0.2 1.1 ± 0.2 2.0 ± 0.3* 

others 6.8 ± 0.6 7.1 ± 0.9 6.1 ± 0.4 

 値は平均値±標準誤差で示した。  

*p<0.05、**p<0.01、2 群間の比較には対応のない t 検定を使用した。 

 

 

4) 微生物多様度の比較 

 Simpson index および Shannon-Wiener index により BL pattern と B pattern の微生物多様度

を比較した（Fig. 1-3）。BL pattern（0.78±0.01）では B pattern（0.74±0.01）と比較して Simpson 

index が有意に高値であったが（p<0.05）、Shannon-Wiener index には有意な違いは示されな

かった。 
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Fig. 1-3. パターン別での微生物多様度の比較 

(A) Simpson index、(B) Shannon-Wiener index 

*p<0.05、n.s ; not signifikant、2 群間の比較には対応のない t 検定を使用した。 

 

 

5) エネルギーおよび栄養素摂取量の比較 

 Table 1-4 に BL pattern と B pattern のエネルギーおよび栄養素摂取量を示した。B pattern で

は BL pattern と比較して水溶性、不溶性および総食物繊維の摂取量が有意に高値であった

（p<0.05）。 
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Table 1-4. パターン別でのエネルギーおよび栄養素摂取量の比較 

  BL pattern B pattern 

Energy (kcal) 2204 ± 179 1847 ± 90 

Protein (g/1000 kcal) 35 ± 2 37 ± 1 

Fat (g/1000 kcal) 32 ± 2 34 ± 1 

Carbohydrate (g/1000 kcal) 137 ± 5 132 ± 3 

Cholesterol (mg/1000 kcal) 205 ± 18 232 ± 14 

Water soluble fiber (g/1000 kcal) 1.4 ± 0.1 1.7 ± 0.1* 

Water insoluble fiber (g/1000 kcal) 3.7 ± 0.2 4.5 ± 0.2* 

Total dietary fiber (g/1000 kcal) 5.2 ± 0.3 6.4 ± 0.4* 

Salt (g/1000 kcal) 5.0 ± 0.2 5.3 ± 0.2 

Potassium (mg/1000 kcal) 1233 ± 94 1332 ± 61 

Calcium (mg/1000 kcal) 302 ± 37 290 ± 14 

Magnesium (mg/1000 kcal) 115 ± 7 127 ± 5 

Phosphorus (mg/1000 kcal) 536 ± 38 552 ± 17 

Iron (mg/1000 kcal) 3.6 ± 0.2 4.3 ± 0.2 

Zinc (mg/1000 kcal) 4.3 ± 0.2 4.4 ± 0.1 

Copper (mg/1000 kcal) 0.5 ± 0.1 0.6 ± 0.0 

Manganese (mg/1000 kcal) 1.6 ± 0.1 1.6 ± 0.1 

Retinol equivalents (µg/1000 kcal) 345 ± 42 417 ± 33 

Vitamin D (µg/1000 kcal) 5.2 ± 0.9 5.9 ± 0.6 

α-tocopherol (mg/1000 kcal) 3.9 ± 0.2 4.4 ± 0.2 

Vitamin K (µg/1000 kcal) 136 ± 18 181 ± 16 

Vitamin B1 (mg/1000 kcal) 0.4 ± 0.0 0.4 ± 0.0 

Vitamin B2 (mg/1000 kcal) 0.7 ± 0.1 0.7 ± 0.0 

Niacin (mg/1000 kcal) 7.6 ± 0.7 8.1 ± 0.4 

Vitamin B6 (mg/1000 kcal) 0.6 ± 0.0 0.6 ± 0.0 

Vitamin B12 (µg/1000 kcal) 3.7 ± 0.4 4.6 ± 0.4 

Folic acid (µg/1000 kcal) 157 ± 12 191 ± 11 

Pantothenic acid (mg/1000 kcal) 3.5 ± 0.2 3.6 ± 0.1 

Vitamin C (mg/1000 kcal) 56 ± 4 66 ± 5 

値は平均値±標準誤差で示した。 

*p<0.05、2 群間の比較には対応のない t 検定を使用した。 
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6) 食品群別摂取量の比較 

 Table 1-5 に BL pattern と B pattern の食品群別摂取量を示した。B pattern では BL pattern と

比較してその他の野菜（p<0.05）、きのこ類（p<0.05）、豆類（p<0.01）および卵類（p<0.05）

の摂取量が有意に高値であった。 

 

Table 1-5. パターン別での食品群別摂取量の比較 

  BL pattern B pattern 

Cereals (g/1000 kcal) 222 ± 19 206 ± 11 

Potatoes (g/1000 kcal) 23 ± 3 26 ± 4 

Green-yellow vegetables (g/1000 kcal) 60 ± 9 67 ± 6 

Other vegetables (g/1000 kcal) 62 ± 7 90 ± 8* 

Mushrooms (g/1000 kcal) 3.0 ± 0.7 5.1 ± 0.8* 

Beans (g/1000 kcal) 19 ± 3 33 ± 3** 

Fish (g/1000 kcal) 29 ± 4 36 ± 4 

Meat (g/1000 kcal) 47 ± 7 42 ± 2 

Eggs (g/1000 kcal) 20 ± 2 27 ± 3* 

Milk/Dairy products (g/1000 kcal) 117 ± 23 83 ± 10 

Fruits (g/1000 kcal) 63 ± 10 63 ± 11 

Beverages (g/1000 kcal) 291 ± 37 280 ± 28 

Oil (g/1000 kcal) 6.2 ± 0.4 6.3 ± 0.4 

値は平均値±標準誤差で示した。 

*p<0.05、2 群間の比較には対応のない t 検定を使用した。 

 

 

7) 唾液ストレスマーカーの比較 

 Fig. 1-4 に BL pattern と B pattern の唾液中のコルチゾール、α-アミラーゼおよび s-IgA の

値をそれぞれ示した。B pattern（196.3±12.0ng/dL）では BL pattern（157.9±11.8ng/dL）と比

較してコルチゾール値が有意に高い値が示されたが（p<0.05）、α-アミラーゼおよび s-IgA

の値には有意な差異は認められなかった。 
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Fig. 1-4. パターン別での唾液ストレスマーカーの比較 

(A) コルチゾール、(B) α-アミラーゼ、(C) s-IgA 

*p<0.05、n.s ; not signifikant、2 群間の比較には対応のない t 検定を使用した。 

 

 

8) 腸内細菌叢と栄養素摂取量の関連性 

Fig. 1-5 は腸内細菌の占有率と栄養素摂取量の相関を示したヒートマップである。各腸内

細菌といくつかの栄養素に有意な相関関係が確認されたが、その中でも Clostridium cluster 

IV の占有率は鉄（r=0.45, p<0.01）、レチノール当量（r=0.42, p<0.01）、ビタミン K（r=0.40, 

p<0.01）および葉酸（r=0.43, p<0.01）の摂取量との間において 0.4 以上の相関係数が示され

た。 
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Fig. 1-5. 腸内細菌叢と栄養素摂取量の相関 

栄養素摂取量は全て 1000kcal 当たり 

*p<0.05、**p<0.01、Spearman の順位相関係数を用いた。 
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9) 腸内細菌叢と食品群別摂取量との関連性 

Fig. 1-6 は腸内細菌の占有率と食品群別摂取量の相関を示したヒートマップである。各腸

内細菌叢といくつかの食品群に有意な相関関係が確認されたが、その中でも Clostridium 

cluster IV の占有率はその他の野菜（r=0.42, p<0.01）の摂取量との間において 0.4 以上の相関

係数が示された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1-6. 腸内細菌叢と食品群別摂取量の相関 

栄養素摂取量は全て 1000kcal 当たり 

*p<0.05、**p<0.01、Spearman の順位相関係数を用いた。 

 

 

 

 

 

 

B
if

id
o

b
a

ct
er

iu
m

 

L
a

ct
o
b

a
ci

ll
a

le
s 

B
a

ct
er

o
id

es
 

P
re

vo
te

ll
a
 

C
lo

st
ri

d
iu

m
 c

lu
st

er
 I

V
 

C
lo

st
ri

d
iu

m
 s

u
b

cl
u

st
er

 X
IV

a 

C
lo

st
ri

d
iu

m
 c

lu
st

er
 I

X
 

C
lo

st
ri

d
iu

m
 c

lu
st

er
 X

I 

C
lo

st
ri

d
iu

m
 c

lu
st

er
 X

V
II

I 

o
th

er
s 

Cereals (g)         *  

Potatoes (g)           

Green-yellow vegetables (g) *    *      

Other vegetables (g)     **      

Mushrooms (g)     * *     

Beans (g)     *      

Fish (g)           

Meat (g)           

Eggs (g)  *   *      

Milk/Dairy products (g)           

Fruits (g)    *       

Sugar/Sweets (g)           

Snacks (g)   *      *  

Beverages (g)           

Oil (g)       *    

Seasonings/Spices (g)      *     

ヒートマップの凡例 

 0.4 

 0.3 

 0.2 

 0.1 

 0 

 -0.1 

 -0.2 

 -0.3 



18 

 

10) 唾液ストレスマーカーと微生物多様度の関係性 

 唾液ストレスマーカー値の違いが微生物多様度に関連しているか検討する為に、各唾液

ストレスマーカーの値を Low、Medium、High の三分位に分類し、多様度指数を比較した（Fig. 

1-7, 1-8）。α-アミラーゼおよび s-IgA の値が高い者ほど、Simpson index が有意に減少する傾

向性が確認された（p for trend<0.05）。しかしながら、Shannon-Wiener index については、有

意な傾向性は示されなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1-7. 唾液ストレスマーカー三分位による Simpson index の比較 

(A) コルチゾール、(B) α-アミラーゼ、(C) s-IgA 

Low、Medium、High の唾液ストレスマーカーの平均値の傾向性は、Jonckheere-Terpstra 検定を使用した。 
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Fig. 1-8. 唾液ストレスマーカー三分位による Shannon-Wiener index の比較 

(A) コルチゾール、(B) α-アミラーゼ、(C) s-IgA 

Low、Medium、High の唾液ストレスマーカーの平均値の傾向性は、Jonckheere-Terpstra 検定を使用した。 
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4. 考察 

第 1 章では、日本人の若年成人を対象に腸内細菌パターンと食物摂取状況およびストレ

ス状態との関係性を調査した。糞便細菌叢の分析には T-RFLP 法を用い、食事の評価につい

ては食物摂取頻度調査の一つである BDHQ を使用した。またストレス状態の把握には唾液

中のコルチゾール、α-アミラーゼおよび s-IgA を指標とした。研究の結果、腸内細菌パター

ンはBifidobacteriumおよび Lactobacillalesの占有率が高いパターン（BL pattern）とBacteroides

の高いパターン（B pattern）に分類され、両パターンでは、食物繊維をはじめその他の野菜、

キノコ類、豆類および卵類の摂取量に有意な差異が認められた。さらに BL pattern では唾液

コルチゾールの値が有意に低いことが示され、腸内細菌パターンは食事のみならずストレ

ス状態にも関連する可能性が示唆された。また、被験者全体の腸内細菌占有率を見ると、

Bifidobacterium が約 10％、Lactobacillales が約 4％、Bacteroides は約 47％、Prevotella が約

4％、Clostridium group（IV、XI、XIVa、XVIII）は約 28％であった。Kasai らは、T-RFLP 分

析により男性 11 名、女性 12 名の日本人（平均年齢 45.6 歳）における非肥満者の腸内細菌

叢を調査している。その結果によると Bifidobacterium、Lactobacillales、Bacteroides、Prevotella

および Clostridium group（IV、XI、XIVa、XVIII）の平均占有率はそれぞれ、8％、5％、41％、

3％および 32％と示されており[31]、本研究における対象者の平均値とおおむね一致した結

果であったと言える。 

目的で述べたように、エンテロタイプの形成には三大栄養素の摂取量が関与しているこ

とが明らかとなっているが、本研究においては両パターンで、炭水化物、タンパク質、脂質

の摂取量に有意な違いは確認されず、先行研究とは一致した結果は得られなかった。しかし

ながら、興味深いことに B pattern では野菜類、キノコ類、豆類、さらに水溶性、不溶性およ

び総食物繊維の摂取量が有意に高い値が示された。様々な横断研究により食物繊維の摂取

量が多いベジタリアンやヴィーガン（絶対採食主義者）の者では、腸内の Bifidobacterium は

一般の食事の者と比べ低いことが確認されている[32, 33]。一方で介入研究では、食物繊維

の摂取が腸内の Bifidobacterium や Lactobacillus などを増加させることが明らかとなってお

り[34]、本研究結果とは一致しない。このことは、食物繊維の摂取が必ずしも Bifidobacterium

や Lactobacillus などの腸内有用菌を増加させるわけではないことを示している。つまり、日

常の食事ではいろいろな食品を摂取しており、単一の栄養素が腸内細菌叢に影響を及ぼし

ているのではなく、様々な食品や栄養素、あるいはそれら以外の要因が相互に作用し腸内細

菌組成を構成していると考えられる。したがって、今後の研究では日本人の腸内細菌パター

ンの変化に最も関わる主要因子を探ることが課題となる。 

BL pattern では、唾液中のコルチゾール値が減少し、さらに微生物多様度も減少していた。

様々な腸内細菌種の中で Bifidobacterium や Lactobacillalesはプロバイオティクスとして知ら

れており、腸内環境を良好に保ち、精神的疾患の予防や改善にも繋がることが見出されつつ

ある。その中でも、Lactobacillus casei Shirota 株を含む乳製品は、8 週間摂取すると α 多様

性が増加し、ストレス誘発性の不安や鬱症状が改善されることが明らかとなっている[12]。
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また Bifidobacterium longum R0175 および Lactobacillus helveticus T0052 の経口摂取によって

も尿中コルチゾール値が減少し、気分尺度を示すスコアが改善されたことが認められてい

る[35]。これらのプロバイオティクスがストレス反応を緩和するメカニズムについては未だ

明確にはなっていないが、Takadaらはラットに Lactobacillus casei株を 2週間摂取させた時、

視床下部の室傍核における Corticotropine-releasing factor（CRF）分泌の抑制を明らかとした

[36]。さらに、Desbonnet らはラットに Bifidocacteria を 2 週間摂取させ観察した結果、

Interleukin-6（IL-6）が減弱し、鬱症状が改善されることを示した[37]。つまり、Bifidobacterium

や Lactobacillales はストレス放出ホルモンや炎症性サイトカインの産生に関わり、宿主のス

トレス応答を調節していることが示唆される。このことから Bifidobacterium や

Lactobacillales の占有率が多い腸内細菌パターンにおいては、ストレス反応が抑制され、宿

主の精神的健康度を良好に保つ可能性があることが考えられる。 

 また近年では、腸内細菌組成のみならず腸内の微生物多様度が宿主の健康を保持する上

で重要な因子となることが明らかになりつつある。たとえば、食物繊維の少ない食事では、

α多様性が減少することが分かっている [38]。また双子の腸内細菌叢を比較したメタゲノ

ム解析によると、肥満児では腸内微生物の多様性が減少し、多様性の低下が肥満形成の重要

な因子であるとされている[39]。このように、腸管内の微生物多様性の高さが健康上の利点

と強く関連していることが見出されており、精神的なストレスもまた腸内微生物の豊富さ

や多様性を減少させることが明らかとなっている[11]。本研究においても、唾液ストレスマ

ーカーの高い B pattern では、Simpson index が有意に低く、Shannon-Wiener index も低下傾向

であることが示された。さらに Simpson index については、α-アミラーゼや s-IgA の値が高

くなるほど有意に減少する傾向性が確認された。本研究は、健常者の腸内細菌パターンの変

動に習慣的なストレスが反映していること、さらにストレス状態が腸管の微生物多様度に

も影響を及ぼす可能性を示し、今後の研究を示唆する重要な報告である。 
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第 2 章 日本食スコアが腸内細菌叢に及ぼす影響 

 

1. 目的 

第 1 章にて腸内細菌パターンの違いは、食物繊維、キノコ類、豆類等の摂取量の違いが関

与する可能性が示され、さらに唾液コルチゾール値にも影響することが明らかとなった。本

章では、日本人の腸内細菌叢に及ぼす別の食事要因として、我が国の食事形式のひとつであ

る日本食に着目した。これまでに動物性たんぱく質や脂質の摂取が豊富な欧米型の食事や、

野菜類、果物、魚介類を頻繁に摂取する地中海式の食事が腸内細菌叢に影響を及ぼすことが

確認されている[40]。したがって、日本型の食事形式も腸内細菌叢に影響するという仮説が

考えられる。近年では、日本食が高血圧や循環器疾患および高齢者の機能障害の発症を予防

し [41, 42, 43]、健康的な食事形式であることが注目されている。これらの栄養疫学研究で

は、特に食事摂取頻度調査票（FFQ：Food Frequency Questionnaire）や簡易型自記式食事歴質

問票（BGHQ：Brief-type self-administered diet history questionnaire）を用いて日本食の摂取頻

度を評価した日本食スコア（Japanese diet score）が採用されている。そこで第 2 章では、前

章で得られた BDHQ の結果より日本食スコアを算出し、日本食スコアが腸内細菌叢に及ぼ

す影響に関して検討することを目的とした。 

 

2. 方法 

1) 対象者および調査項目 

対象者は、61 名のうちエネルギー摂取量が著しく高かった 1 名を除外し 60 名とした。ま

た、身体計測値、食事データおよび T-RFLP の結果は第 1 章で得られたデータを使用した。 

 

2) 日本食スコア 

 日本食型食事スタイルの傾向を算出するために、第 1章で得られたBDHQの結果を基に、

めし、みそ汁、海藻、漬物、緑黄色野菜、魚介類、緑茶、肉類、コーヒーの 9 種類の食品群

から日本食スコアを算出した[44]。得点の算出方法は、9 種類の食品群摂取量を男女別に集

計を行い、それぞれの中央値をカットオフ値として、めし、みそ汁、海藻、漬物、緑黄色野

菜、魚介類、緑茶は中央値以上で一点、肉類およびコーヒーは中央値未満で１点とし、これ

らの合計得点（0～9 点）を Japanese diet score（JD score）とした。得られた JD score から 0

～3 点の者は低得点群（Low JD group）、4～8 点の者は高得点群（High JD group）とし、栄

養素摂取量および糞便細菌叢を比較した。 

 

3) 統計処理 

 測定値は全て平均値±標準誤差で示した。2 群間の比較は対応のない t 検定を使用した。

また日本食スコア算出に使用した9種類の食品群については、摂取量を三分位（Low、Medium、

High）に分類し、各分位の腸内細菌占有率の傾向性について Jonckheere-Terpstra 検定を用い
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て検討した。統計解析には、SPSS version 22.0 を使用し、5%未満を有意水準とした。 

 

3. 結果 

1) 身体組成の比較 

 Table 2-1 に Low JD group と High JD group の身体組成を示した。体重、BMI、体脂肪率、

骨格筋量に有意な差異は認められなかった。 

 

Table 2-1. Low JD group および High JD group における身体組成の比較 

 
Low JD group 

(n=22) 

High JD group 

(n=38) 

Proportion of men (%) 10 (45%) 12 (32%) 

Body weight (kg) 60.5 ± 1.7 56.1 ± 1.5 

BMI (kg/m2) 21.7 ± 0.4 20.8 ± 0.4 

Skeletal muscle mass (kg) 26.7 ± 1.3 24.5 ± 0.9 

Percent body fat (%) 18.4 ± 1.7 20.5 ± 1.2 

値は平均値±標準誤差で示した。 

2 群間の比較には対応のない t 検定を使用した。 

 

 

2) 腸内細菌叢の比較 

Table 2-2 に Low JD group と High JD group の腸内細菌叢を示した。Bacteroides は Low JD 

group と比較して High JD group が有意に高く（p<0.05）、Prevotella は Low JD group と比較

して High JD group が有意に低かった（p<0.05）。 
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Table 2-2. Low JD group および High JD group における腸内細菌叢の比較 

Bacteria (%) 
Low JD group 

(n=22) 

High JD group 

(n=38) 

Bifidobacterium 10.4 ± 2.0 9.9 ± 1.3 

Lactobacillales 4.8 ± 1.3 3.7 ± 0.6 

Bacteroides 42.6 ± 3.0 50.3 ± 1.5* 

Prevotella 7.7 ± 3.2 0.1 ± 0.1* 

Clostridium cluster IV 6.5 ± 0.8 6.9 ± 0.7 

Clostridium subcluster XIVa 13.9 ± 0.9 15.5 ± 1.0 

Clostridium cluster IX 5.3 ± 1.2 4.9 ± 0.9 

Clostridium cluster XI 0.4 ± 0.2 0.3 ± 0.1 

Clostridium cluster XVIII 1.8 ± 0.3 1.5 ± 0.3 

others 6.5 ± 0.8 6.8 ± 0.6 

値は平均値±標準誤差で示した。 

*p<0.05、2 群間の比較には対応のない t 検定を使用した。 

 

3) 微生物多様度の比較 

Simpson index および Shannon-Wiener index により Low JD group と High JD group の微生物

多様度について比較した結果（Fig. 2-1）、両グループに有意な差異は認められなかった。 

 

 

Fig. 2-1. Low JD group および High JD group における微生物多様度の比較 

(A) Simpson index、(B) Shannon-Wiener index 

n.s ; not significant、2 群間の比較には対応のない t 検定を使用した。 
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4) エネルギーおよび栄養素摂取量の比較 

 Table 2-3 に Low JD group と High JD group のエネルギーおよび栄養素摂取量を示した。

Low JD group では High JD group と比較して銅（p<0.01）およびビタミン D（p<0.05）の摂取

量が有意に低値であった。 
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Table 2-3. Low JD group および High JD group におけるエネルギーおよび栄養素摂取量の

比較 

  Low JD group High JD group. 

Energy (kcal) 1864 ± 176 2113 ± 116 

Protein (g/1000 kcal) 35 ± 3 36 ± 1 

Fat (g/1000 kcal) 35 ± 2 31 ± 1 

Carbohydrate (g/1000 kcal) 132 ± 6 137 ± 3 

Cholesterol (mg/1000 kcal) 229 ± 24 212 ± 11 

Water soluble fiber (g/1000 kcal) 1.4 ± 0.1 1.6 ± 0.1 

Water insoluble fiber (g/1000 kcal) 3.7 ± 0.3 4.4 ± 0.2 

Total dietary fiber (g/1000 kcal) 5.2 ± 0.4 6.2 ± 0.3 

Salt (g/1000 kcal) 5.2 ± 0.2 5.1 ± 0.2 

Potassium (mg/1000 kcal) 1250 ± 119 1314 ± 56 

Calcium (mg/1000 kcal) 307 ± 43 290 ± 17 

Magnesium (mg/1000 kcal) 115 ± 9 125 ± 4 

Phosphorus (mg/1000 kcal) 538 ± 44 548 ± 18 

Iron (mg/1000 kcal) 3.7 ± 0.3 4.2 ± 0.2 

Zinc (mg/1000 kcal) 4.2 ± 0.2 4.4 ± 0.1 

Copper (mg/1000 kcal) 0.5 ± 0.0 0.6 ± 0.0** 

Manganese (mg/1000 kcal) 1.5 ± 0.1 1.7 ± 0.1 

Retinol equivalents (µg/1000 kcal) 390 ± 64 387 ± 23 

Vitamin D (µg/1000 kcal) 4.2 ± 1.0 6.1 ± 0.4* 

α-tocopherol (mg/1000 kcal) 4.2 ± 0.3 4.1 ± 0.2 

Vitamin K (µg/1000 kcal) 142 ± 24 170 ± 14 

Vitamin B1 (mg/1000 kcal) 0.4 ± 0.0 0.4 ± 0.0 

Vitamin B2 (mg/1000 kcal) 0.7 ± 0.1 0.7 ± 0.0 

Niacin (mg/1000 kcal) 7.6 ± 0.8 7.9 ± 0.3 

Vitamin B6 (mg/1000 kcal) 0.6 ± 0.1 0.6 ± 0.1 

Vitamin B12 (µg/1000 kcal) 3.3 ± 0.4 4.4 ± 0.3 

Folic acid (µg/1000 kcal) 162 ± 16 183 ± 10 

Pantothenic acid (mg/1000 kcal) 3.5 ± 0.3 3.5 ± 0.1 

Vitamin C (mg/1000 kcal) 56 ± 6 64 ± 4 

値は平均値±標準誤差で示した。 

*p<0.05、**p<0.01、2 群間の比較には対応のない t 検定を使用した。 
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5) 食品群摂取量の比較 

 Table 2-4 に日本食スコア算出のために使用した 9 食品群の摂取量を示した。Low JD group

では High JD group と比較して飯、味噌汁、漬物、海藻類および魚介類の摂取量が有意に低

かった（p<0.05）。一方でコーヒーの摂取量については、High JD group と比較して Low JD 

group で有意に高い値を示した（p<0.05）。 

 

Table 2-4. Low JD group および High JD group における 9 食品群の摂取量の比較 

  Low JD group High JD group 

Rice (g/1,000 kcal) 127 ± 18 175 ± 12* 

Miso soup (g/1,000 kcal) 50 ± 14 69 ± 8* 

Pickles (g/1,000 kcal) 2.5 ± 0.9 4.8 ± 0.8* 

Green and yellow vegetables (g/1,000 kcal) 61 ± 12 67 ± 5 

Seaweeds (g/1,000 kcal) 3.1 ± 0.9 7.6 ± 1.3* 

Fish (g/1,000 kcal) 24 ± 5 36 ± 3* 

Green tea (g/1,000 kcal) 117 ± 35 127 ± 21 

Meat (g/1,000 kcal) 50 ± 8 41 ± 3 

Coffee (g/1,000 kcal) 70 ± 19 20 ± 5* 

値は平均値±標準誤差で示した。 

*p<0.05、2 群間の比較には対応のない t 検定を使用した。 

 

 

6) 食品群摂取量と腸内細菌叢との関係  

9 種類の食品群摂取量を Low、Medium、High の三分位に分類し、腸内細菌叢を比較した

結果（Table 2-5）、飯の摂取が高いほど Prevotella の占有率が有意に低くなる傾向性を示し（p 

for trend < 0.05）、海藻類の摂取量が高いほど Clostridium cluster IX の占有率が有意に低くな

る傾向性を示した（p for trend < 0.05）。また緑茶の摂取量が高いほど Bifidobacterium の占有

率が有意に高くなる傾向性が示された（p for trend < 0.05）。 
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Table 2-5. 食品群摂取量三分位による腸内細菌叢との関連 

  Low Medium High   

Rice (g/1000 kcal) 95 138 203 p for trend 

Bifidobacterium 9.4 ± 1.6 8.5 ± 1.7 12.5 ± 2.2 0.43 

Lactobacillales 4.5 ± 1.1 2.6 ± 0.6 5.3 ± 1.2 0.29 

Bacteroides 42.5 ± 2.8 52.5 ± 2.0 46.4 ± 2.8 0.36 

Prevotella 9.4 ± 3.8 0.2 ± 0.2 0.1 ± 0.1 <0.05 

Clostridium cluster IV 8.0 ± 0.9 6.6 ± 0.8 5.9 ± 1.1 0.10 

Clostridium subcluster XIVa 14.3 ± 1.4 15.6 ± 1.1 14.7 ± 1.2 0.57 

Clostridium cluster IX 3.5 ± 1.1 6.4 ± 1.1 5.0 ± 1.3 0.45 

Clostridium cluster XI 0.4 ± 0.2 0.1 ± 0.0 0.6 ± 0.2 0.91 

Clostridium cluster XVIII 2.0 ± 0.3 1.7 ± 0.3 1.1 ± 0.3 <0.05 

others 6.0 ± 0.5 5.8 ± 0.6 8.3 ± 1.2 0.24 

Miso soup (g/1000 kcal) 0 40  96 p for trend 

Bifidobacterium 10.2 ± 1.7 12.3 ± 2.1 8.0 ± 1.9 0.28 

Lactobacillales 4.9 ± 1.0 4.0 ± 0.8 3.5 ± 1.1 0.06 

Bacteroides 45.8 ± 2.9 47.5 ± 2.7 49.0 ± 2.5 0.40 

Prevotella 4.5 ± 2.4 2.2 ± 2.2 2.1 ± 1.9 0.89 

Clostridium cluster IV 6.6 ± 0.8 6.4 ± 0.9 7.4 ± 1.0 0.67 

Clostridium subcluster XIVa 14.1 ± 1.5 14.5 ± 1.1 16.1 ± 1.1 0.09 

Clostridium cluster IX 6.5 ± 1.4 3.2 ± 0.6 5.6 ± 1.3 0.55 

Clostridium cluster XI 0.4 ± 0.2 0.4 ± 0.2 0.4 ± 0.1 0.95 

Clostridium cluster XVIII 1.9 ± 0.3 1.6 ± 0.3 1.3 ± 0.4 0.05 

others 5.4 ± 0.4 7.9 ± 1.0 6.6 ± 0.9 0.30 

Pickles (g/1000 kcal) 0.0 0.2 1.0 p for trend 

Bifidobacterium 9.6 ± 2.1 9.8 ± 2.0 10.9 ± 1.7 0.40 

Lactobacillales 3.9 ± 1.0 4.0 ± 1.1 4.3 ± 1.0 0.81 

Bacteroides 47.8 ± 3.1 47.8 ± 2.8 46.9 ± 2.2 0.52 

Prevotella 3.8 ± 2.7 3.6 ± 2.3 1.4 ± 1.4 0.48 

Clostridium cluster IV 6.5 ± 0.8 6.4 ± 1.0 7.4 ± 1.0 0.58 

Clostridium subcluster XIVa 14.9 ± 1.2 14.1 ± 1.2 15.7 ± 1.3 0.66 

Clostridium cluster IX 4.9 ± 1.2 4.8 ± 1.2 5.5 ± 1.3 0.96 

Clostridium cluster XI 0.3 ± 0.1 0.7 ± 0.3 0.2 ± 0.1 0.55 

Clostridium cluster XVIII 1.6 ± 0.3 1.3 ± 0.3 2.0 ± 0.3 0.56 

others 6.7 ± 0.6 7.5 ± 1.2 5.8 ± 0.4 0.39 

Green and yellow vegetables 

(g/1000 kcal) 
28 63 97 p for trend 

Bifidobacterium 11.2 ± 1.8 11.0 ± 2.0 8.2 ± 2.0 0.15 

Lactobacillales 3.7 ± 1.2 4.9 ± 1.0 3.6 ± 0.8 0.60 

Bacteroides 47.4 ± 2.8 48.1 ± 2.3 46.8 ± 3.0 0.97 

Prevotella 2.9 ± 2.0 0.0 ± 0.0 5.8 ± 3.1 0.14 

Clostridium cluster IV 6.9 ± 1.0 6.7 ± 1.0 6.8 ± 0.8 0.77 

Clostridium subcluster XIVa 14.2 ± 1.1 14.8 ± 1.3 15.8 ± 1.2 0.43 

Clostridium cluster IX 5.0 ± 1.3 5.7 ± 1.2 4.5 ± 1.2 0.64 

Clostridium cluster XI 0.4 ± 0.1 0.4 ± 0.2 0.3 ± 0.2 0.35 

Clostridium cluster XVIII 1.4 ± 0.3 1.9 ± 0.4 1.5 ± 0.3 0.95 

others 6.9 ± 0.8 6.5 ± 0.9 6.6 ± 0.8 0.73 

（次ページに続く） 
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  Low Medium High   

Seaweeds (g/1000 kcal) 1.0 3.6 8.6 p for trend 

Bifidobacterium 9.3 ± 2.3 10.5 ± 2.0 10.3 ± 1.5 0.41 

Lactobacillales 3.5 ± 0.7 5.2 ± 1.4 3.5 ± 0.7 0.97 

Bacteroides 44.7 ± 3.3 49.2 ± 2.5 47.9 ± 2.2 0.86 

Prevotella 6.0 ± 3.1 1.3 ± 1.3 2.1 ± 2.0 0.22 

Clostridium cluster IV 5.7 ± 1.0 6.8 ± 1.0 7.6 ± 0.8 0.14 

Clostridium subcluster XIVa 14.7 ± 1.0 13.0 ± 1.1 16.9 ± 1.3 0.29 

Clostridium cluster IX 8.2 ± 1.8 4.5 ± 1.0 3.3 ± 0.7 <0.05 

Clostridium cluster XI 0.4 ± 0.2 0.4 ± 0.2 0.3 ± 0.1 0.95 

Clostridium cluster XVIII 1.6 ± 0.3 1.4 ± 0.3 1.7 ± 0.4 0.89 

others 5.9 ± 0.8 7.6 ± 1.1 6.4 ± 0.4 0.31 

Fish(g/1000 kcal) 15 27 47 p for trend 

Bifidobacterium 9.2 ± 1.7 10.1 ± 2.1 11.0 ± 1.9 0.48 

Lactobacillales 4.7 ± 1.1 4.5 ± 1.2 3.1 ± 0.7 0.55 

Bacteroides 46.7 ± 2.9 44.6 ± 2.7 51.2 ± 2.2 0.23 

Prevotella 4.9 ± 2.7 3.8 ± 2.6 0.0 ± 0.0 0.29 

Clostridium cluster IV 6.2 ± 0.9 7.2 ± 1.0 6.9 ± 0.9 0.55 

Clostridium subcluster XIVa 15.2 ± 1.2 15.1 ± 1.3 14.5 ± 1.3 0.70 

Clostridium cluster IX 5.4 ± 1.3 4.3 ± 1.1 5.5 ± 1.2 0.82 

Clostridium cluster XI 0.3 ± 0.2 0.4 ± 0.2 0.4 ± 0.2 0.40 

Clostridium cluster XVIII 1.9 ± 0.3 1.4 ± 0.3 1.5 ± 0.3 0.29 

others 5.5 ± 0.4 8.6 ± 1.0 5.9 ± 0.8 0.75 

Green tea (g/1000 kcal) 0 42 246 p for trend 

Bifidobacterium 5.8 ± 1.2 11.2 ± 2.0 12.2 ± 1.9 <0.05 

Lactobacillales 3.7 ± 1.1 3.1 ± 0.9 5.0 ± 1.0 0.29 

Bacteroides 51.2 ± 2.3 45.4 ± 3.5 46.4 ± 2.2 0.22 

Prevotella 3.7 ± 2.3 5.0 ± 3.4 1.0 ± 1.0 0.32 

Clostridium cluster IV 7.6 ± 1.0 5.9 ± 0.8 6.9 ± 1.0 0.64 

Clostridium subcluster XIVa 15.1 ± 0.9 14.8 ± 1.1 14.9 ± 1.3 0.65 

Clostridium cluster IX 5.0 ± 1.5 7.6 ± 1.5 3.5 ± 0.7 0.33 

Clostridium cluster XI 0.2 ± 0.1 0.2 ± 0.1 0.6 ± 0.2 0.30 

Clostridium cluster XVIII 1.8 ± 0.4 1.3 ± 2.6 1.6 ± 0.3 0.58 

others 5.8 ± 0.4 5.6 ± 0.5 7.9 ± 1.0 0.15 

Meat (g/1000 kcal) 29 37 53 p for trend 

Bifidobacterium 10.2 ± 1.7 8.9 ± 1.8 11.2 ± 2.2 0.83 

Lactobacillales 3.8 ± 1.0 4.6 ± 0.8 3.8 ± 1.2 0.50 

Bacteroides 45.7 ± 2.7 48.9 ± 2.6 47.8 ± 2.7 0.53 

Prevotella 7.1 ± 3.3 0.0 ± 0.0 1.6 ± 1.4 0.54 

Clostridium cluster IV 6.2 ± 0.8 7.0 ± 1.0 7.2 ± 1.0 0.47 

Clostridium subcluster XIVa 14.1 ± 1.1 16.7 ± 1.5 14.1 ± 1.0 0.91 

Clostridium cluster IX 5.2 ± 1.0 4.2 ± 1.2 5.9 ± 1.4 0.96 

Clostridium cluster XI 0.3 ± 0.2 0.4 ± 0.2 0.4 ± 0.1 0.88 

Clostridium cluster XVIII 1.7 ± 0.2 1.6 ± 0.4 1.5 ± 0.3 0.33 

others 5.6 ± 0.4 7.7 ± 1.0 6.6 ± 0.9 0.62 

（次ページに続く） 
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  Low Medium High   

Coffee (g/1000 kcal) 0 14 85 p for trend 

Bifidobacterium 10.4 ± 2.0 12.0 ± 2.2 7.5 ± 1.6 0.27 

Lactobacillales 3.8 ± 0.9 3.9 ± 0.9 1.6 ± 4.2 0.63 

Bacteroides 46.2 ± 2.9 49.4 ± 2.2 48.2 ± 2.8 0.48 

Prevotella 3.0 ± 1.9 0.0 ± 0.0 6.1 ± 3.4 0.88 

Clostridium cluster IV 7.3 ± 1.0 6.0 ± 0.9 7.4 ± 1.0 0.92 

Clostridium subcluster XIVa 16.0 ± 1.5 13.9 ± 1.2 14.9 ± 1.1 0.92 

Clostridium cluster IX 5.0 ± 1.4 5.3 ± 1.0 3.6 ± 0.8 0.73 

Clostridium cluster XI 0.4 ± 0.1 0.4 ± 0.2 0.4 ± 0.2 0.31 

Clostridium cluster XVIII 1.5 ± 0.2 1.3 ± 0.3 2.0 ± 0.4 0.34 

others 6.4 ± 0.6 7.7 ± 1.0 5.7 ± 0.9 0.12 

細菌の占有率は平均値±標準誤差、食品群の摂取量は中央値で示した。 

Low、Medium、High の傾向性は、Jonckheere-Terpstra 検定を使用した。 
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4. 考察 

日本食は主に、魚介類、野菜類、海藻類、豆類などが豊富で肉類や動物性の脂質が少ない

ことが特徴であり、地中海式の食事形式と類似していることが知られている[45]。これまで

の先行研究により地中海式の食事は特に Bacteroides を増加させる食事スタイルであること

が明らかとなっている[6]。我々の研究でも似たような結果となり、特に緑黄色野菜や海藻

類、魚介類の摂取が高く、肉類の摂取量が低い High JD group では、Bacteroides の占有率が

高くなることが確認された。Carrothers らは、授乳婦の食事摂取状況と腸内細菌叢の関連性

を調査し、Bacteroides はタンパク質の摂取量と負の相関があったことを報告している[16]。

またベジタリアンの者でも、腸内の Bacteroides が優勢であることが分かっている[46, 47]。

このことから、腸内の Bacteroides の変動は習慣的な食事が関与すると考えられ、特に肉類

や野菜類を含む様々な食品の摂取量が作用し、Bacteroides を変化させる一因となる可能性

がある。しかし、一部の報告では、動物性たんぱく質や脂質を豊富に含む欧米型の食習慣に

おいても Bacteroides が豊富であることを示しており[15]、Bacteroides と日本食との関係性に

ついては未だ不明な部分が多い。 

また本研究では、Low JD group と比較して High JD group で Prevotella が有意に低くなり、

さらに飯の摂取量が高いほど Prevotella の占有率が低くなることが確認された。しかしなが

ら、先行研究では Prevotella は炭水化物の摂取量と正の相関性を示すことが報告されており

[15]、本研究の結果とは一致しない。また低脂肪、高炭水化物の食習慣であるアフリカやエ

ジプト人の子供たちにおいても、腸内の Prevotella の占有率が豊富であることが確認されて

いる[48, 5]。食物繊維やレジスタントスターチなどの難消化性炭水化物の摂取は、Prevotella

の占有率を促進する栄養素であることが示唆されており[49]、近年では Prevotella が食事や

ライフスタイルのバイオマーカーとなりうる腸内細菌種として注目されている[50]。このよ

うな報告がある一方で、日本人の腸内細菌構造の特徴として Prevotella は占有率がとても低

く、マイナーポピュレーションであることが示されており[51]、特に T-RFLP 法などの解像

度の低い解析では検出されにくい細菌種のひとつである[52]。本研究の結果より、日本人で

Prevotella の占有率が低い理由としては、日本食の主食となる飯の摂取が関与していると考

えられるが、これらの複雑な関係を解明するためにはさらなる調査が必要である。 

 興味深いことに緑茶の摂取量は、Bifidobacterium の占有率と有意な正の関係性が示された。

多くの研究者により緑茶と腸内細菌叢との関連が報告されている。例えば、Unno らは緑茶

の摂取により Clostridium を含むグラム陽性菌が減少し、Bifidobacuterium や Lactobacillus な

どの腸内有用菌が増加することを明らかとしている[53]。また別の研究においても、緑茶飲

料を用いた 10 日間の介入試験により、Bifidobacterium の増加を報告している[54]。さらに

Tzounis らはヒト大腸モデル（バッチ培養）に(+)-catechin を添加すると Bifidobacuterium が

有意に増加することを確認し、緑茶中に含まれるカテキン類が腸内細菌の増殖に関与しう

ることを示している[55]。したがって我々の研究は、緑茶摂取の短期試験に基づく研究結果

を裏付けており、さらに緑茶の習慣的な摂取においても Bifidobacterium の増加に関与する
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可能性があることを示唆している。 

本章では、BDHQ の結果より日本食の指標となる日本食スコアを算出し腸内細菌叢との

関連性を検討した結果、日本食スコアの違いにより腸内細菌構造が異なることを明らかと

した。また日本食の主食となる飯類は Prevotella を低下させ、緑茶は Bifidobacterium を上昇

させることが示唆された。Tsuduki らの研究グループは、日本食の健康有益性に関して様々

な検証を行い、これまでにメタボリックシンドロームの予防や肥満リスクの減少を見出し

ている[56, 57, 58]。また、同研究チームは若年健常者に 4 週間 1975 年型日本食を摂取させ

た結果、Firmicutes 門が増加することを明らかにしているほか[59]、マウスを用いた動物実

験では、1975 年型日本食と運動を組み合わせることにより、Bacteroides および Clostridium

の増加を見出すことを報告している[60]。本研究では、Low JD group と High JD group との

間で属レベルでは、Prevotella や Bacteroids に違いが示されたが、門レベルでは有意な差異

は認められなかった。腸内細菌叢と食習慣、特に日本食との関連性については未だエビデン

スが蓄積されておらず、明確な結論は得られていないのが現状である。しかしながら、本研

究結果は習慣的な日本食の摂取が腸内細菌叢に影響を及ぼす可能性を示した初めての報告

であり、同様の報告が蓄積することによって日本食と腸内細菌叢との関係の解明に寄与す

るだろう。 
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第 3 章 腸内細菌パターンを誘導する食事因子の解析 

－若年成人女性を対象とした秤量記録法による調査－ 

 

1. 目的 

先行研究では腸内細菌パターンは 3 つのエンテロタイプ（それぞれ Bacteroides エンテロ

タイプ、Prevotella エンテロタイプ、Ruminococcus エンテロタイプ）に分類され[13]、さらに

Bacteroides エンテロタイプは動物性たんぱく質や脂質が豊富な食事と関連し、Prevotella エ

ンテロタイプは炭水化物が豊富な食事と関連することが確認されている[15]。しかしながら、

第 1章では、日本人若年者の腸内細菌構造は主に Bifidobacterium や Lactobacillales が多い腸

内細菌パターン（BL pattern）と Bacteroides が多い腸内細菌パターン（B pattern）の大きく 2

つのタイプに分けられる結果となった。また両パターンの食物摂取状況を比較した結果、タ

ンパク質、脂質、炭水化物に有意な差異は認めらなかった他、これらの栄養素と腸内細菌種

に相関性も示されず、先行研究とは一致しない結果であった。日本人のエンテロタイプにつ

いては、未だ不明な部分が多く、若年日本人特有の腸内細菌パターンを詳しく理解するには、

さらなる調査研究の蓄積が必要となる。そこで第 3 章では、食事調査法の中でも個人の栄養

素摂取量がより正確に評価できる秤量記録法を用いて食物摂取状況を評価し、腸内細菌パ

ターンに関連する栄養素因子を検討した。しかしながら、秤量記録法では摂取したすべての

食品をスケールで計量し記録するという煩雑な調査の為、食事調査技法ついて比較的知識

を持った被験者が必要であると考えられる。以上の理由より、本研究の対象者は管理栄養士

を目指す若年成人女性と限定し、調査を実施した。 

 

2. 方法 

2-1. 対象者 

2014 年 8 月から 2015 年 7 月の間に、管理栄養士の養成課程に在籍する女子学生（20～22

歳）のうち、同意を得られた 28 名を対象とした。研究実施に際しては、本研究の目的と意

義、調査方法を書面および口頭にて説明し、本人の同意を得た。なお、本研究はヘルシンキ

条約を遵守し、相模女子大学倫理審査委員会の承認を得て実施した（No.1423）。 

 

2-2.  調査項目 

1) 食事調査 

食事調査は、連続した 3 日間（平日 2 日、休日 1 日）の秤量記録法により行った。対象者

は食事調査期間に食べたり飲んだりした食品全て（栄養補助食品を除く）についてスケール

を用いて測定し、食事記録紙に記録した。スケールによる秤量が不可能な場合は、目安量ま

たはできるだけ正確な重量を記録するよう指導した。インスタント食品や総菜など調理ま

たは半調理されている食品を摂取した場合は、摂取した商品名と商品に記載されている重

量および栄養価を記録するよう依頼した。3 日間の食事記録の後、記録内容に誤りがないか
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管理栄養士との面談のもと確認し、標準化を行った。栄養価の計算は、エクセル栄養君 Ver. 

7.0（建帛社、東京）を用いて 1 日当たりのエネルギー摂取量と栄養素摂取量および食品群

別摂取量を算出した。なお秤量記録法による食事調査の結果は、栄養素密度法によるエネル

ギー1000kcal あたりの値を算出して解析に用いた。 

 

2) 糞便細菌叢の分析 

2-1) 糞便の採取 

 糞便の採取については、被験者に事前に採便キット（株式会社テクノスルガ・ラボ、静岡県）を配

布し、自宅で糞便を採取してもらった。採便キットには保存液（4 M guanidium thiocyanate, 

100mM Tris-HCl (pH 9.0), 40mM EDTA, 0.001% bromothmol blue）が入っており糞便採取

後、室温での長期保存が可能である。被験者には特に糞便採取の時間は指定せず、便意を催し

た際に採取してもらうよう依頼した。 

 

2-2) DNA抽出 

糞便からの DNA 抽出は、株式会社テクノスルガ・ラボに委託した。すなわち、保存液に懸濁さ

れた糞便をジルコニアビーズにより破砕し、その懸濁液から核酸抽出試薬 Magtration System 

GC series Mag DEA DNA 200および核酸抽出装置Magtration System 12 GC（プレシジョ

ン・システム・サイエンス株式会社、千葉県）を使用して DNAを抽出した[23]。 

 

2-3) T-RFLP 法 

 抽出 DNA は、PCR 法を用いて 16SrDNA 遺伝子の増幅を行い、その増幅断片を末端標識

制限酵素断片多型分析（T-RFLP：Terminal restriction fragment length polymorphism）法を用い

て糞便細菌叢を解析した。T-RFLP 法による糞便細菌叢の解析は、株式会社テクノスルガ・

ラボに委託した。すなわち PCR 法では、標識プライマーとして 516f （ 5’-

TGCCAGCAGCCGCGGTA-3’）と 1510r（5’-GGTTACCTTGTTACGACTT-3’）を使用して、

Nagashima らの方法に準じて行い[24, 25]、得られた増幅産物は、制限酵素 BslL で切断した。

末端制限断片の長さは、遺伝子解析装置（ABI PRISM 3130xl Genetic Analyzer System; Applied 

Biosystems, USA）を用いて決定し、DNA 解析ソフトウェア（GeneMapper; Applied Biosystems, 

USA）を用いて解析した。T-RFLP 法により算出される細菌グループは第 1 章の Table 1-1 と

同様である。 

 

3) T-RFLP 法により得られた微生物群集構造の解析 

被験者 28 名の微生物群集構造を類似したパターンに分類するために、T-RFLP 法により

解析された 10 種の細菌グループ（Bifidobacterium、Lactobacillales、Bacteroides、Prevotella、

Clostridium cluster IV、Clostridium subcluster XIVa、Clostridium cluster IX、Clostridium cluster 

XI、Clostridium cluster XVIII、others）を変数としてクラスター分析を行い、デンドログラム
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を作成した。クラスター間の類似度の測定はユークリッド距離を用い、分類法はウォード法

とした。また 10 種の細菌グループを変数として主成分分析を行い、類似度関係を第一、第

二主成分を示す散布図として可視化した。クラスター分析および主成分分析は、Statistical 

Package for Social Sciences （SPSS） version 22.0 を使用した。さらに微生物群集の多様性を

解析するために Simpson および Shannon-Wiener の多様度指数を算出した[26, 27]。 

 

4) 統計処理 

 測定値は全て平均値±標準偏差で示した。2 群間の比較は対応のない t 検定を使用した。

糞便細菌叢と栄養素摂取量および食品群別摂取量の相関については、Spearman の順位相関

係数を用いた。統計解析には、SPSS version 22.0 を使用し、5%未満を有意水準とした。 

 

3. 結果 

1) クラスター分析による微生物群集構造の分類 

 被験者 28 名の微生物群集構造をクラスター分析した結果、2 つのグループ（Cluster A 

group：12 名、Cluster B group：16 名）に分類された（Fig. 3-1）。 

 

 

Fig. 3-1. クラスター分析による腸内細菌パターンの分類（デンドログラム）  

クラスター分析の結果を基にデンドログラムを作成し、2 つのクラスターに分類した。 

 

2) 微生物多様度および類似性の比較 

 Cluster A group と Cluster B group の微生物多様度を比較した結果（Fig. 3-2）、Cluster B group

はCluster A groupと比較してSimpsonおよびShannon-Wiener indexが有意に高かった（p<0.05）。

また主成分分析を行った結果、第一主成分の寄与率は 18.6％、第二主成分の寄与率は 13.2％

であった。第一主成分を横軸に、第二主成分を縦軸に散布図を作成し可視化した結果、両群

Cluster A group (n=12) Cluster B group (n=16) 
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間の腸内細菌パターンは類似していないことが確認された（Fig. 3-3）。 

 

Fig. 3-2. 微生物多様度指数の比較 

(A) Simpson index、(B) Shannon-Wiener index 

*p<0.05、2 群間の比較には対応のない t 検定を使用した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3-3. 腸内細菌パターンの類似度関係の比較 

〇；Cluster A group、▲；Cluster B group 
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3) 腸内細菌叢の比較 

 Table 3-1 に Cluster A group と Cluster B group の腸内細菌叢を示した。Cluster B group では

Cluster A group と比較して、Bifidobacuterium（p<0.01）、Lactobacillales（p<0.05）の占有率が

有意に高かった。さらに Bacteroides（p<0.01）、Clostridium cluster IV（p<0.05）、Clostridium 

cluster XVIII（p<0.05）については、Cluster B group と比較して Cluster A group で有意に占有

率が高かった。すなわち、Cluster A group では Bacteroides などが豊富な腸内細菌パターンで

あり、Cluster B group では Bifidobacterium および Lactobacillales が豊富な腸内細菌パターン

であることが確認された。 

 

Table 3-1. クラスター別での腸内細菌叢の比較 

Bacteria (%) 
Cluster A group 

(n=12) 

Cluster B group 

(n=16) 

Bifidobacterium 4.8 ± 3.5 17.5 ± 5.9** 

Lactobacillales 2.9 ± 1.8 5.2 ± 3.0* 

Bacteroides 45.3 ± 4.8 31.1 ± 10.1** 

Prevotella 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 

Clostridium cluster IV 12.4 ± 4.7 7.9 ± 6.2* 

Clostridium subcluster XIVa 23.8 ± 7.9 25.2 ± 7.7 

Clostridium cluster IX 3.1 ± 2.0 3.1 ± 2.7 

Clostridium cluster XI 0.4 ± 0.6 1.6 ± 2.6 

Clostridium cluster XVIII 2.5 ± 1.8 1.2 ± 1.2* 

others 4.9 ± 1.9 7.2 ± 1.1 

 値は平均値±標準偏差で示した。 

*p<0.05、**p<0.01、2 群間の比較には対応のない t 検定を使用した。 

 

4) エネルギーおよび栄養素摂取量の比較 

 Table 3-2 に Cluster A group と Cluster B group のエネルギーおよび栄養素摂取量を示した。

Cluster A group では Cluster B group と比較して鉄（p<0.05）およびビタミン K（p<0.01）の摂

取量が有意に低かった。 
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Table 3-2. クラスター別でのエネルギーおよび栄養素摂取量の比較 

  Cluster A group Cluster B group 

Energy (kcal) 1746 ± 322 1599 ± 341 

Protein (g/1000 kcal) 38 ± 5 37 ± 3 

Fat (g/1000 kcal) 32 ± 6 32 ± 7 

Cholesterol (mg/1000 kcal) 197 ± 58 185 ± 66 

Carbohydrate (g/1000 kcal) 137 ± 12 138 ± 15 

Water soluble fiber (g/1000 kcal) 1.6 ± 0.5 1.6 ± 0.4 

Water insoluble fiber (g/1000 kcal) 5.0 ± 1.5 5.1 ± 1.4 

Total dietary fiber (g/1000 kcal) 6.9 ± 2.0 7.4 ± 2.0 

Salt (g/1000 kcal) 4.3 ± 1.0 5.1 ± 1.5 

Potassium (mg/1000 kcal) 1323 ± 282 1356 ± 243 

Calcium (mg/1000 kcal) 279 ± 82 294 ± 72 

Magnesium (mg/1000 kcal) 123 ± 18 146 ± 42 

Phosphorus (mg/1000 kcal) 575 ± 99 561 ± 60 

Iron (mg/1000 kcal) 3.5 ± 0.5 4.7 ± 1.9* 

Zinc (mg/1000 kcal) 4.3 ± 0.6 4.4 ± 0.8 

Copper (mg/1000 kcal) 0.6 ± 0.1 0.6 ± 0.2 

Manganese (mg/1000 kcal) 1.5 ± 0.5 2.1 ± 1.5 

Retinol equivalents (µg/1000 kcal) 363 ± 309 254 ± 82 

Vitamin D (µg/1000 kcal) 3.4 ± 2.4 3.7 ± 2.7 

α-tocopherol (mg/1000 kcal) 3.2 ± 1.1 3.8 ± 2.2 

Vitamin K (µg/1000 kcal) 76 ± 29 128 ± 32** 

Vitamin B1 (mg/1000 kcal) 0.5 ± 0.1 0.5 ± 0.1 

Vitamin B2 (mg/1000 kcal) 0.6 ± 0.1 0.7 ± 0.1 

Niacin (mg/1000 kcal) 17 ± 4 16 ± 2 

Vitamin B6 (mg/1000 kcal) 0.6 ± 0.2 0.6 ± 0.2 

Vitamin B12 (µg/1000 kcal) 3.3 ± 1.9 3.2 ± 3.1 

Folic acid (µg/1000 kcal) 159 ± 50 192 ± 54 

Pantothenic acid (mg/1000 kcal) 3.4 ± 0.6 3.3 ± 0.5 

Vitamin C (mg/1000 kcal) 53 ± 18 58 ± 27 

値は平均値±標準偏差で示した。 

*p<0.05、**p<0.01、2 群間の比較には対応のない t 検定を使用した。 
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5) 食品群別摂取量の比較 

 Table 3-3 に Cluster A group と Cluster B group の食品群別摂取量を示した。Cluster A group

では Cluster B groupと比較してキノコ類および菓子類の摂取量が有意に高かった（p<0.05）。 

 

Table 3-3. クラスター別での食品群別摂取量の比較 

  Cluster A group Cluster B group 

Cereals (rice, noodles, etc) (g/1000 kcal) 215 ± 50 226 ± 59 

Potatoes (g/1000 kcal) 21 ± 19 16 ± 12 

Green-yellow vegetables (g/1000 kcal) 61 ± 43 46 ± 36 

Other vegetables (g/1000 kcal) 74 ± 31 88 ± 40 

Mushrooms (g/1000 kcal) 13 ± 14 5 ± 6* 

Seaweed (g/1000 kcal) 6 ± 15 3 ± 6 

Beans (g/1000 kcal) 14 ± 12 27 ± 38 

Fish (g/1000 kcal) 32 ± 19 26 ± 16 

Meat (g/1000 kcal) 49 ± 21 44 ± 25 

Eggs (g/1000 kcal) 21 ± 17 23 ± 18 

Milk/Dairy products (g/1000 kcal) 94 ± 61 69 ± 45 

Fruits (g/1000 kcal) 45 ± 33 31 ± 37 

Sugar/Sweets (g/1000 kcal) 3 ± 3 5 ± 4 

Snacks (g/1000 kcal) 29 ± 24 12 ± 14* 

Beverages (g/1000 kcal) 270 ± 216 255 ± 207 

Nuts (g/1000 kcal) 1 ± 4 2 ± 3 

Oil (g/1000 kcal) 5 ± 2 6 ± 4 

Seasonings/Spices (g/1000 kcal) 25 ± 13 27 ± 11 

値は平均値±標準偏差で示した。 

*p<0.05、**p<0.01、2 群間の比較には対応のない t 検定を使用した。 

 

6) 腸内細菌叢と栄養素摂取量の関連性 

Fig. 3-4. は腸内細菌の占有率と栄養素摂取量の相関を示したヒートマップである。

Bifidobacuterium の占有率はマグネシウム（r=0.45, p<0.05）、鉄（r=0.53, p<0.01）およびビタ

ミン K（r=0.69, p<0.01）摂取量との間に有意な正の相関が認められた。Bacteroides の占有率

はビタミン K（r=-0.46, p<0.01）および葉酸（r=-0.42, p<0.05）の摂取量との間に有意な正の

相関が認められた。Clostridium cluster XI はコレステロール（r=-0.60, p<0.01）およびビタミ

ン B2（r=-0.38, p<0.05）の摂取量との間に有意な相関関係が認められた。 
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Fig. 3-4. 腸内細菌叢と栄養素摂取量の相関  

栄養素摂取量は全て 1000kcal 当たり 

*p<0.05、**p<0.01、Spearman の順位相関係数を用いた。 
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 またFig. 3-5. は腸内細菌の占有率と食品群別摂取量の相関を示したヒートマップである。

各腸内細菌叢といくつかの栄養素に有意な相関関係が確認されたが、その中でも Clostridium 

cluster XI の占有率は卵類の摂取量との間に有意な負の相関が認められた（r=-0.67, p<0.01）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3-5. 腸内細菌叢と食品群別摂取量の相関  

食品群別摂取量は全て 1000kcal 当たり 

*p<0.05、**p<0.01、Spearman の順位相関係数を用いた。 
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7) 食物繊維摂取量と腸内細菌叢の関連性 

 Fig. 3-6. は食品別での食物繊維摂取量と腸内細菌の占有率の相関を示したヒートマップ

である。Bifidobacuterium の占有率は豆類の水溶性食物繊維の摂取量と有意な正の相関が認

められ（r=0.44; p<0.05）、Lactobacillales の占有率は穀類の水溶性（r=0.45；p<0.05）、不溶性

（r=0.49；p<0.01）、総食物繊維（r=0.50；p<0.01）の摂取量との間に有意な正の相関が示さ

れた。また、Clostridium cluster IV の占有率はキノコ類の水溶性（r=0.45；p<0.05）、不溶性

（r=0.38；p<0.05）、総食物繊維（r=0.40；p<0.01）摂取量との間に有意な正の相関が示され

た。さらに Clostridium cluster XI については、穀類に含まれる水溶性（r=0.40；p<0.05）およ

び総食物繊維（r=0.39；p<0.05）の摂取量との間に有意な正の相関を示し、野菜の水溶性（r=-

0.42；p<0.05）、不溶性（r=-0.39；p<0.05）および総食物繊維（r=-0.39；p<0.05）摂取量との

間には有意な負の相関が示された。 
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Fig. 3-6. 食品群別にみた食物繊維摂取量と腸内細菌叢の相関  

食物繊維摂取量は全て 1000kcal 当たり 

*p<0.05、**p<0.01、Spearman の順位相関係数を用いた。 
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4. 考察 

第 3 章では日本人の 20～22 歳の若年成人女性を対象に、クラスター分析を使用して腸内

細菌パターンを分類した。その結果、Bacteroides などの占有率が高いパターン（Cluster A 

group）と Bifidobacterium や Lactobacillales の占有率が高いパターン（Cluster B group）が算

出された。この結果は、第 1 章での主成分分析による結果と同様であった。本研究では、対

象者の糞便細菌叢を分析するために T-RFLP 法を使用した。T-RFLP 法は、微生物の群集構

造を迅速に分析でき、多くのサンプルの検査に適しているが、各 T-RF ピークは複数の種類

の微生物に由来する為、全ての細菌種を検出できない欠点を有している[61]。したがって近

年では、次世代シーケンサーを使用し 16s r RNA 遺伝子をターゲットとしたメタ 16s 解析や

メタゲノム解析により腸内細菌を網羅的に分析する手法が主流となっている。メタ 16s 解析

の結果では、日本人、ヨーロッパ人、アメリカ人の腸内微生物は Bacteroides、Prevotella、

Ruminococcus の 3 つのエンテロタイプに分類されることが示されている[13]。また、

Nakayama らのメタゲノム解析では、アジア 5 か国（日本、中国、インドネシア、タイ、台

湾）の子供の腸内細菌叢は、主に Prevotella または Bifidobacterium/Bacteroides のエンテロタ

イプに分類されることを報告している[62]。こうしたことを踏まえると、今後の研究では、

次世代シーケンサーを用いて網羅的に調査し、各年代の腸内細菌構造を分析することによ

って、日本人に特徴づけられるエンテロタイプを明確化し、生活習慣との関連性を明らかに

することが重要であると考える。また、日本人を含めた 12 か国の人々の腸内細菌叢を解析

した研究結果において、日本人は Bifidobacterium の占有率が最も高い腸内細菌パターンで

あり、諸外国に比べ特有の腸内細菌構造を保有していることが明らかとなっている[2]。第 1

章および第 3 章の結果やこれまでの先行研究の結果を踏まえると、日本人の若年者では、特

に Bfidobacterium あるいは Bacteroides を豊富に保有するエンテロタイプが多く占めている

のではないかと予想される。いずれにせよ、今回の結果は n 数が少ないものの若年日本人の

腸内細菌パターンが特有であるという結論を示唆する重要な研究であったと言える。 

Clostridium cluster XI はコレステロールおよび卵類の摂取量との間に有意な負の相関性が

認められた。Cavallini らは、Clostridium が血清コレステロール値との間に負の相関を示すこ

とを明らかにしているほか[63]、腸管内で免疫反応を調整する制御性 T 細胞の発現を増加さ

せる作用があることも見出されている[64]。さらに Clostridium group に属する細菌群が食物

繊維を代謝し、酢酸や酪酸などの短鎖脂肪酸を産生することが報告されている[65]。短鎖脂

肪酸は、結腸上皮細胞の主要なエネルギー源であるとともに、腸管を刺激して蠕動運動を活

発化し、便秘の解消や有害細菌の発育抑制にも寄与していることが確認されている。したが

って、習慣的な低コレステロール食は Clostridium group を代表とする短鎖脂肪酸の産生細菌

の増加につながり、大腸内の炎症を抑え、便秘や下痢の解消に寄与する可能性がある。 

また、鉄の摂取量は Bifidobacterium や Lactobacillales の占有率が高い cluster B group で有

意に高く、Bifidobacterium との間に有意な正の相関性が示された。鉄は Lactobacillus の発育

に必要な微量元素であり[66]、鉄欠乏性貧血の若年女性では、糞便中の Lactobacillus が低下
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することが明らかとなっている[67]。しかしながら、Kortman らはマウスに高鉄分食を 2 週

間摂取させた場合、コントロール群と比較して Bifidobacteriacease や Lactobacillaceae が低下

したことを報告している[68]。また、過剰な鉄の摂取は病原性細菌の SalmonellaやEscherichia 

coli の増加が認められている[69]。メカニズムは不明のままであるが、これらの研究は、鉄

の摂取が腸内細菌組成に関連しているものと考えられ、引き続き、鉄の摂取量が腸内細菌叢

に及ぼす影響を調査する必要がある。 

Clostridium cluster IV の占有率はキノコ類との間に弱い相関であるが有意な正の相関性が

示され、第 1 章と同様の結果が確認された。さらに、Clostridium cluster IV はキノコ類の水

溶性、不溶性、総食物繊維摂取量との間に有意な正の相関が示された。Chang らは、高脂肪

食摂取のラットにキノコ類の一種である霊芝の抽出液を与えた結果、腸内の Clostridium 

cluster IV、XIVa および XVIII などの増加を報告しており、霊芝に含まれる食物繊維が寄与

する可能性を示唆している[70]。特にキノコ類にはイヌリンや β-グルカンなどの食物繊維が

豊富であり[71, 72]、これらの食物繊維はプレバイオティクスとして機能することが知られ

ている。プレバイオティクスは、腸管内で腸内細菌により分解され、代謝産物として酪酸や

酢酸などの短鎖脂肪酸を産生し、これらは大腸粘膜上皮細胞のエネルギー源として利用さ

れる。さらに本研究では、穀類に含まれる水溶性、不溶性、総食物繊維は Lactobacillales と、

豆類に含まれる水溶性食物繊維は Bifidobacterium との間に有意な正の相関性が確認された。

動物を対象とした介入研究では、精製飼料に 10％の小麦ふすま由来の食物繊維を添加した

飼料を 30日間摂取させた結果、回腸内の Lactobacillus が増加したことを報告している[73]。

また、ヒトを対象とした横断研究では、Bifidobacteriales 目が多い者では、豆類の食物繊維摂

取量が高かったことが示されているほか[74]、豆類由来の難消化性デキストリン摂取によっ

て Bifidobacteria の有意な増加が確認されている[75]。これらの研究は、本研究結果を支持す

る結論であり、食物繊維の種類により作用する腸内細菌種が異なることが示唆される。本研

究は、腸内細菌叢と秤量記録法によって算出した食事摂取量との関係性を初めて報告した

研究であるが、研究の対象者が少なかったため、今後は n 数を増やし、習慣的な食物繊維の

摂取量や供給源の違いが腸内細菌叢に及ぼす実態を把握する必要がある。 
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まとめ 

本学位請求論文は、若年日本人の腸内細菌パターンを明らかにし、さらに腸内細菌パター

ンの違いに影響を及ぼす栄養素の探索とストレス状況の関連について明らかにすることを

目的として研究を行った。 

第 1 章では、主成分分析法により腸内細菌パターンを分類し、エネルギー、多量栄養素、

微量栄養素などの摂取量と唾液ストレスマーカーとの関連性を検討した。その結果、腸内細

菌パターンは BL pattern と B pattern に分類され、食物繊維の摂取量が関連していた。また、

BL pattern では唾液コルチゾールの値が有意に低いことが示された。 

第 2 章では、BDHQ の結果から日本食スコアを算出し、日本食スコアの違いが腸内細菌

叢に及ぼす影響を検討した。その結果、High JD group では、Prevotella の占有率が有意に低

くなり、さらに飯の摂取量が高くなるほど Prevotella の占有率が低くなることが明らかとな

った。 

第 3 章では、クラスター分析法により腸内細菌パターンを分類し、さらに秤量記録法によ

り食物摂取状況を評価して関連性を検討した。その結果、Bacteroides が豊富な Cluster A group

と Bifidobacterium や Lactobacillales が豊富な Cluster B group に分類された。また穀類に含ま

れる水溶性、不溶性、総食物繊維は Lactobacillales と、豆類に含まれる水溶性食物繊維は

Bifidobacterium との間に有意な正の相関性が確認された。 

以上の結果から、限られた n 数ではあるが若年日本人の腸内細菌構造は Bifidobacterium や

Lactobacillales が多い腸内細菌パターンと Bacteroides が多い腸内細菌パターンに分類され、

諸外国とは異なる特有のパターンを持つことが示唆された。またこれらの腸内細菌パター

ンは、食事習慣のみならずストレス状況が要因となる可能性が明らかとなった。さらに日本

食スコアの違いが腸内細菌叢の変化に影響を及ぼし、特に日本食の主食となる飯の摂取量

が腸内の Prevotella 占有率に影響する可能性を初めて明らかにした研究であり、日本人の食

事形式の特徴である日本食が腸内の健康維持に役立つことが期待される。一方で、本研究の

対象者は若年者に限られており日本人の腸内細菌パターンを明確化したとは言えないほか、

遺伝的要因や排便習慣の要因が影響していたことも捨てきれない。また、本研究は横断的な

調査研究の為、ストレスと腸内細菌叢との因果関係については、腸内細菌叢の変化によりス

トレスが誘発されたのか、またはストレスが腸内細菌叢を変化させたのかの前後関係が明

確ではない。さらに腸内細菌叢の分析は T-RFLP 法により解析した為、限られた細菌種しか

評価ができなかった。近年の腸内細菌研究は、次世代シーケンサーを利用したメタゲノム解

析により、腸内の微生物構造を網羅的に調査する方法が主流である。しかしながら、日本人

若年成人を対象として、腸内細菌パターンと食事およびストレスに関する報告はこれまで

になく、本研究の結果は日本人の腸内細菌パターンを掲示するために必要なエビデンスと

して貢献できると考える。また本研究を基盤として、様々な年代の腸内細菌パターンを明確

化することで、腸内細菌パターンを良好に保つ食事指導の提案や精神疾患の予防や治療に

応用できる可能性も秘めており、人の健康を支える為の新たなアプローチに繋がるだろう。 
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