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略語 
AHR; Aryl hydrocarbon receptor 

BHB; beta-hydroxybutyrate 

BMI; Body mass index 

BSTFA; N,O-Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide 

BV; Bioventure 

CE; Capillary electrophoresis 

CoA; Coenzyme A 

Cys-Gly; Cysteinylglycine 

DiHODE; Dihydroxyoctadecadienoate 

EDTA; Ethylenediaminetetraacetic acid 

eGFR; Estimate glomerular filtration rate 

EI; Electron ionization 

EPA; Eicosapentaenoic acid 

ESI; Electron spray ionization 

FAAH; Fatty acid amide hydrolase 

FDR; False discovery rate 

FGF15; Fibroblast growth factor 15 

FXR; Farnesoid X receptor 

GC-MS; Gas chromatography mass spectrometry 

GF; Germ-free 

GPC; Glycerophosphatidylcholine 

HbA1c; Hemoglobin A1c 

HCL-C; High density lipoprotein-cholesterol 

HILIC; Hydrophilic interaction liquid chromatography 

HMDB; Human metabolome database 

HODE; Hydroxyoctadecadienoate 

HOMA-IR; Homeostasis model assessment of insulin resistance 

HPLC; High performance liquid chromatography 

IL-18; Interleukin 18 

KEGG; Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes 

LCFA; Long chain fatty acid 

LC-MS/MS; Liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

LDL-C; Low density lipoprotein-cholesterol 

LPC; Lysophosphatidylcholine 
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LPE; Lysophosphatidylethanoleamine 

MAG; Monoacylglycerol 

NAPE; N-Acylphosphatidylethanolamide 

NIST; National Institute of Standards and Technology 

NMR; Nuclear magnetic resonance 

OTU; Operational taxonomical unit 

PC; Phosphatidylcholine 

PCR; Polymerase chain reaction 

PE; Phosphatidylethanolamine 

PFPA; Pentafluoropropionic acid 

QA; Quality assurance 

QIIME; Quantitative Insights Into Microbial Ecology 

RNase; Ribonuclease 

ROS; Reactive oxygen species 

SOP; Standard operating orocedures 

SPF; Specific pathogen free 

SM; Sphingomyelin 

SNPs; Single nucleotide polymorphisms 

TAG; Triacylglycerol 

TCA; Tricarboxylic acid 

TMA; Trimethylamine 

TMAO; Trimethylamine oxide 

TRP; Transient receptor potential 

UPLC; Ultra performance liquid chromatography 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

序章 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



6 

 

第一節 メタボロームにおける外的因子の影響 

 

親から受け継いだ染色体 DNA 配列に基づいて mRNA が発現し、タンパク質に翻訳さ

れ、酵素の働きによって様々な低分子代謝物が作り出される。遺伝情報に基いて発現したタ

ンパク質は酵素、受容体、転写因子、トランスポーター、あるいは分泌タンパク質として細

胞の内外で機能を発揮する。主に酵素反応を経て生成する低分子代謝物もまた細胞内だけ

でなく細胞外に放出され機能する。哺乳類では血流で運搬されて近位/遠位の臓器で蓄積あ

るいは代謝されて細胞の構成成分となり機能を発揮する。また低分子代謝物は、細胞に発現

しているＧタンパク質共役型受容体、核内受容体のリガンド、あるいはセカンドメッセンジ

ャーや神経伝達物質として働き、生命現象を引き起こす。遺伝子そのものは機能体ではなく、

タンパク質や低分子代謝物が機能を発揮して生命現象を規定するが、SNPs に代表される遺

伝子配列の違いによってタンパク質の量や活性、低分子代謝物の量が支配され、個体の違い

が生み出される（1）。 

生体内に存在する糖質、有機酸、脂質、アミノ酸、核酸、無機物質（硫酸等）を含めた低

分子代謝物をメタボロームと総称する。KEGG などの代謝マップで全体像が表現され、短

い DNA/RNA やペプチドも含めた分子量 1,000 未満の化合物群になる。タンパク質を分析

する技術として質量分析計を用いたプロテオーム解析技術が開発されるのに従って、より

構造が単純で分析し易い低分子代謝物について NMR や質量分析計を用いて一度に大量の

データを取得できることから上記メタボロームの概念が定義付けられた（2）。メタボローム

解析では多様な物性を有する化合物を対象とするため、複数の LC-MS/MS 法や GC-MS 法

を組み合わせることによって広範囲な代謝物をカバーしている。 

メタボロームに含まれる低分子代謝物は DNA や mRNA よりも表現型に近い分子変動を

表す。例えば神経伝達物質は中枢機能を直接反映して増減し、解糖系や TCA 回路の糖代謝

物、脂肪酸合成やβ酸化などの脂質代謝物は臓器のエネルギー産生機能に従って変動する。

こうした鍵分子については生命現象のメカニズムを解明するために HPLC 法など様々な分

析系が開発されてきた。メタボローム解析はそれらのデータを一度にまとめて取得できる

ため、表現型を与えるメカニズムを探索する際に頻繁に用いられる（3）。探索的なメタボロ

ーム解析によって鍵代謝物の候補を見出し、分析対象分子を限定して検証的に精密分析す

る手法はメカニズムの解明に効果的である。このため病態形成、改善などの表現型がどうし

て表れるかを明らかにするために、患者と健常人、野生型動物と変異型動物、あるいは薬剤

投与群と非投与群をメタボローム解析で比較することが盛んに行われている（4）。 

表現型に近い特性から、内在性低分子代謝物はヒトの病態診断あるいは薬効予測、さら

には患者層別化のためのバイオマーカーとしても有望視されている（5）。血漿中グルコー

ス、コレステロール、トリグリセリドは生活習慣病を診断するマーカーとして、また血漿中

クレアチニンは腎機能、さらに尿中クレアチンは筋機能を推定するマーカーとして確立さ
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れており、以前から低分子代謝物が利用されていることがわかる。現代の医療においては病

気の診断だけでなく治療法選択、薬効予測など、様々な目的のためにバイオマーカーのニー

ズが高まっており、その探索や検証を目的とした臨床サンプルのメタボローム解析は世界

的に注力されている（6）。 

生体のメタボロームの多くは酵素によって形成されるため、基本的にはゲノムの支配を

受けている。しかしながら哺乳類は食物を摂取し、その消化産物を吸収するために、メタボ

ロームは食物の影響を大きく受ける。また腸内細菌が食物成分を利用して多様な低分子代

謝物を生産し、宿主のメタボロームに影響を与える。つまり、哺乳類メタボロームはゲノム

で規定される宿主酵素の反応生成物以外に、食物消化物、加えて腸内細菌由来代謝物を含ん

でいる。ゲノム（染色体 DNA）、トランスクリプトーム（mRNA）、あるいはプロテオーム

（タンパク質）は宿主細胞の状態を反映して増減するのに対して、メタボロームはさらに宿

主細胞外の食事成分や腸内細菌の生産物が含まれることは大きな違いと言える。しかし同

じ遺伝子を有する双子でも異なる体形を有し、別の病気に罹患することは珍しくなく、生体

は環境の影響を強く受けている。高脂肪食は肥満やインスリン抵抗性を引き起こし（7）、プ

ロバイオティクスやプレバイオティククスは健康に大きく寄与することから、食物や腸内

細菌叢が宿主生理に深くかかわることがわかる（8）。食事や腸内細菌は環境因子の一つであ

り、その影響を受けて変動するメタボロームを理解することは、環境因子が生体機能に影響

を与えるメカニズムの理解に繋がる。 

血漿メタボロームは腸管から吸収された食物消化物の影響を短期的に強く受けて増減す

る（9）。ヒトは特別な場合を除いて空腹⇒摂食のサイクルを日単位で繰り返すため短期的な

食物の影響は明暗周期や睡眠も含めた日内変動の一部として表れる。mRNA やタンパク質

も日内変動するものがあるが、これらは生体側の反応である。これに対してメタボロームは

こうした生体反応に加えて食物消化物の影響を直接的に受けるので遥かに変動が大きい。

従ってメタボローム解析、あるいは特定の低分子代謝物の分析結果はサンプリングタイミ

ングの影響を強く受ける。一方、生体試料中の低分子代謝物はサンプリング中とサンプリン

グ後においても様々な外的因子の影響を受けている（10）。例えば採血時に血球を壊して溶

血を起こすこと等で変動するものがあり、また保存状態によって受ける影響もある。メタボ

ロームの分析対象分子は多種多様であり、酸化・還元などの化学反応を受け易いものもあれ

ば、検体内の酵素によって分解を受け易いものもある。我々が取得した分析値には生体の内

外から受ける影響を含んでいる。 

 

第二節 臨床研究におけるメタボローム解析 

 

医薬品の処方を初めとする医療行為はヒトを対象として開発されるが、その効果や副作

用を評価する際に、通常はまず動物を用いて試される。例えば創薬のプロセスではヒトでの
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効果を検討する前に重厚な動物試験によって薬効と毒性を調べる。しかし一方で、病態モデ

ル動物が完全にヒトの疾患を反映することは難しく、ヒトと反応性が異なるリスクを避け

られない。膨大な動物試験の後に臨床試験が行われた結果、ヒトで効果が無い、副作用が出

るなどで開発が中止になると、それまでに払われた多くの労力が無駄になり経済的な損失

が大きい。モデル動物を用いた評価の限界について議論が高まっており、直接ヒト検体を分

析して病態を理解することや、医療行為の効果を早期にヒトで確認することに薬剤開発の

力点が置かれている。同じ遺伝的背景を持ち、単一施設で繁殖した動物と違って、ヒトは先

天的・後天的要因が多様でバラツキが大きいことから、結論を出すには困難を伴うことも多

い。しかし、逆に個人差を利用して疾患パラメーターと相関する代謝物を見出し、病態機序

の解明やバイオマーカーの発見に繋げる試みも盛んに行われている（11）。 

臨床上で使えるバイオマーカー探索を目的に、ヒトの血液、糞、尿、唾液、脳脊髄液な

どを用いたメタボローム解析例が増加している。2017 年末の総説（12）では論文数が約 1,600

に上り、糖、有機酸、アミノ酸、脂質など多種多様なバイオマーカー候補が見出されている。

大規模なコホート試験例として健常時に採取した 1,000 以上の血清サンプルをメタボロー

ム解析し、その後の心不全発症との相関を調べたスウェーデンの試験がある（13）。バリデ

ーション試験も経て最終的に 4 種の脂質（LPC18:1、LPC18:2、MAG18:2、および SM28:1）

が発症予測マーカーとして提案されている。 

バイオバンク等のプロジェクトにおいて血漿や尿などヒト生体試料が多施設で長い年月

をかけて収集されている。こうした大規模サンプルの分析結果は後の病態発症情報と合わ

せて疾患予測マーカーの探索に使われる大変貴重なものである。しかし大きな問題点とし

て、多施設サンプリングの場合には採取や保存条件の厳密なコントロールは非常に難しい

ことが挙げられる（14）。血漿を調製、保存する際に必要な遠心機やディープフリーザーが、

すべての施設で整っておらず、施設によっては分析時にメタボロームが生体内の状態から

変動してしまっていることが頻繁に起こる。また実験動物と異なりヒトは個々の行動に制

限を設けることに限界があり、過去の試験においてサンプリングタイミングが統一されて

いないものが多い（15）。比較する意味が無いデータが含まれいるために、総合的に統計解

析しても間違った解釈を導きかねない。こうしたサンプルから意義ある試験結果を導き出

すには、サンプルを取捨選択して分析する、あるいはすべてを分析して信頼性のあるデータ

のみを取り扱うなど、統計解析の精度を上げることが重要である。また、臨床サンプルを用

いて特定代謝物を精密定量する場合には目的に適った検体採取や保存のプロトコールを規

定し、採取する施設に提示しなければならない。 

治療方針を決めるための診断マーカーや、治療効果を予測する薬効マーカーは日内変動

による影響が少ないものが望ましい。例えば、血糖低下薬の処方や薬効を判断するために使

われるバイオマーカーとして、食後に増加する血漿中グルコースよりも食事等の影響が少

ない HbA1c が重要視される（16）。数分、あるいは数時間単位でバイオマーカーの経時変

化を追跡する場合には特に日内変動の影響に注意を払う必要がある。代表例として代謝酵
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素阻害薬の治験早期（フェーズ 1 など）において、標的酵素の上流や下流の代謝物を測定

し、標的に対する作用を確認するターゲットエンゲージメントマーカーの分析が挙げられ

る。投薬後経時的に採取した血漿を分析して用量依存性を評価し、薬効試験（フェーズ 2 や

3）の投薬量を決める。このため大変重要な指標になり、経時変化を正確に追跡しなければ

ならないので日内変動が少ないマーカーが求められる（15）。従って代謝物の日内変動に関

する情報を多く集め、最適なバイオマーカーを選択することは、治験や臨床研究で成果を収

める鍵となる。 

薬の臨床試験の成否は経済的、あるいは社会的なインパクトが大きく、分析データの正

確性は常に議論に上がる。重要な判断に使われるバイオマーカー分析では、被験者の選択基

準、サンプリング条件から前処理、分析法に至るまで非常に厳密に試験方法が SOP として

規定される。臨床研究においては、代謝物に固有の日内変動や保存安定性の情報を多く集め、

それに基づいて試験プロトコールを定義する必要性がより一層高くなる。 

 

第三節 腸内細菌研究におけるメタボローム解析 

 

次世代シーケンサーによる細菌のポピュレーション解析が発達するのに従って、マイク

ロバイオーム研究が飛躍的に発展した。土壌や皮膚など様々な部位の細菌叢が解析されて

いるが、腸内細菌叢への注目度が高い。再発性（難治性）クロストリディウム・ディフィシ

ル感染症患者に健常人の腸内細菌を移植（糞便移植）することによって、90%以上の寛解率

を達成したことは腸内細菌叢の制御を様々な疾患に対する治療オプションと考える大きな

きっかけとなった（17）。現在、炎症性大腸炎を初めとした他の疾患において健常人の糞便

移植の臨床試験が行われている（18,19）。また肥満やパーキンソン病、炎症性大腸炎の患者

便を無菌マウスに投与することによって病態を呈することから、腸内細菌が疾患の原因に

なり、その改善が治癒に繋がることが直接的に示されている（20-22）。その他にも疾患のパ

ラメーターと相関することが見出された特定の菌株を無菌マウスへ投与することによって

疾患が悪化、あるいは改善することが報告されている（23）。さらに腸内細菌叢は薬効の個

人差を判定する層別化マーカーとしての有用性にも注目が集まっている。癌免疫薬剤の投

与効果の個人差が癌患者の糞便を移植したノトバイオートマウスにおいて再現される結果

が報告された（24, 25）。癌免疫療法は特定の患者に対して大きな効果を発揮するが、一部

の患者には副作用が出てしまうのが現状である。しかし、その効果が腸内細菌叢で決まるの

であれば、効かない患者に対しても便移植によって効く可能性が生まれる。 

こうした研究から創出される薬剤として、上記糞便移植用の便サンプルそのものが検討

されているが、倫理面、心理面、および品質管理面での問題が指摘されている（26）。この

ため単一の善玉菌薬剤や（27）、特定菌種のカクテル剤が検討されている（28）。興味深いア

イデアとして治療効果を有する物質を産生する遺伝子組換え細菌製剤が挙げられる（29）。
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NAPE アシルトランスフェラーゼ発現プラスミドを導入した組換え大腸菌をマウスに投与

して腸内に定着させることによって、食物由来脂質から摂食抑制作用を有する NAPE を持

続的に産生させ、大きな抗肥満作用が得られた（30）。経口投与によって微生物を腸内に静

着させることができれば、少ない投与回数で持続的な効果が期待できる。AnaeroPharma（信

州大から設立された BV）は、オプジーボを産生するように遺伝子改変したビフィズス菌を

マウス担癌モデルに静脈注射すると、嫌気レベルが高い癌組織に集積し抗癌作用を発揮す

ることを報告した（31）。その臨床試験のために世界的なファンドである Seventure Partners

が$13M という巨額な投資をしている。日本ではまだこうした BV に対する投資活動は少な

いが、大手ファンドによる BV 支援というビジネスモデルが確立している欧米では様々なマ

イクロバイオームベンチャーが軌道に乗っている。治療法開発に有用な現象の発見や魅力

的なモダリティの確立によって巨額の投資を受けられる環境が整っており、こうした好循

環の中で様々なアイデアが実現している。 

腸内細菌が宿主の健康維持に寄与し、その乱れが疾患の原因となることが明らかになる

一方で、作用メカニズムに関しても鋭意検討されている。その中で最も威力を発揮するのが

内在性低分子代謝物の解析である（32）。腸内細菌は宿主が摂取した食物を利用して固有の

代謝経路により多彩な低分子代謝物を生産している。彼らは低分子代謝物を介して宿主腸

管内の生理機能、特に代謝や免疫バリア機構に直接的に影響を与える（33）。例えば二次胆

汁酸が消化管のセロトニン分泌を介して蠕動運動を制御する（34）。トリプトファン代謝物

が AHR を介して炎症性大腸炎の形成に寄与することが複数の研究室から示されている

（35）。こうした現象が数多く報告されたことから、メタゲノム解析と同時に糞便や血漿の

メタボローム解析を合わせて実施し、統計的に相関する菌種や代謝物を同定する試みが盛

んに行われるようになった。そうしたアプローチの成果として大腸炎モデルマウスと正常

マウスの盲腸メタボローム解析によって、特定の腸内細菌が作るタウリンが腸管における

IL-18 産生を介して病態の改善を認めたという研究結果がある（36）。 

腸内細菌が宿主に与える影響は腸管内に留まらない。宿主は摂取した食物の消化産物を

栄養素として吸収すると同時に、腸内細菌が産生した低分子代謝物を吸収する。これらの代

謝物は血流を介して様々な臓器に運搬され一部は蓄積し、また一部は体外に排泄され、宿主

の健康状態や病態形成に影響する（37）。肥満者の糞便を無菌マウスに投与すると肥満を発

症することから、この肥満マウスの盲腸内容物を用いてメタボローム解析と 16S rRNA 解

析を行い、相関因子を抽出した結果、特定菌種が生産する胆汁酸が肝臓 FXR を介して FGF15

発現を促し体重低下作用を発揮することが報告された（20）。自閉症モデル動物の血清メタ

ボローム解析により、腸内細菌酵素と肝酵素によって生成する 4-エチルフェニル硫酸が病

態形成の原因となることが示された（38）。204 人の血清メタボローム解析を行い eGFR と

相関する代謝物の探索を行った結果、やはり腸内細菌酵素と肝酵素を介して作られる 3-イ

ンドキシル硫酸が非常に強い負の相関を示した（39）。3-インドキシル硫酸が腎不全の原因

となることが証明されて現在はレセプターアンタゴニストや合成酵素阻害をコンセプトと



11 

 

した創薬が検討されている（40）。食物中 PC の消化物から腸内細菌酵素の働きによって作

られる TMAO の血中レベルは、心不全患者の予後と非常によく相関する（41）。さらに動

物モデルを用いた試験結果から腸内細菌内の TMA 合成酵素が心不全治療薬の標的となる

可能性が示唆されている（42）。 

腸内細菌は低分子代謝物を介して宿主全身に影響を与えることから、特定の菌株や菌叢

が疾患に与えるメカニズムを解明する上で、メタボローム解析あるいは特定代謝物の定量

分析は大きな威力を発揮する。これまで述べてきたように、メタボロームは宿主そのものが

産生する物質だけではなく食物由来成分、さらには腸内細菌によって変換された代謝物を

含んでいる。さらに、宿主－腸内細菌叢の相互作用によって引き起こされる宿主自身の生理

反応が代謝物に反映される。そのため腸内細菌がどんな特異的代謝物を産生するか、彼らの

影響が宿主のどこでどの代謝物に大きく表れるかという情報は、宿主－腸内細菌叢の相互

作用メカニズムを理解するベースとなる。また、そのメカニズムを解明することで腸内細菌

の酵素を阻害する薬剤や遺伝子組み換え微生物製剤を始めとした様々な創薬アプローチが

可能となる。 

 

第四節 研究の目的 

 

これまで述べてきたように内在性低分子代謝物の分析（メタボローム解析、および特定

代謝物の精密定量）は臨床研究、あるいは腸内細菌研究における利用価値に期待が高まって

いる。しかし、冒頭で述べたように哺乳類の内在性低分子代謝物は食事や腸内細菌など生体

外の影響、さらには生体から検体として取り出した後のハンドリングプロセスの影響を強

く受ける。内在性代謝物の分析で特に重要なポイントは以下にまとめられ、それぞれにおい

てこれらの影響をよく考慮しなければならない。 

 

① 適切な試験プロトコールの規定 

② 正確なデータの取得 

③ 得られたデータの適切な解釈 

 

個体差が大きいヒトサンプルを扱う臨床研究で内在性低分子代謝物を分析する場合には、

①では特に被験者の選択、サンプリング条件の規定に重要性が高い。極端な異常値は有意差

検定に影響し、統計解析に偏りが生まれる。異常値が予想される被験者を避けるために、年

齢や性別、薬の服用歴、生活習慣などについて選択/除外基準を設定して被験者を募集する。

そうした個人差に関わる因子が分析対象物質レベルに及ぼす影響がわかっていれば、より

適切な被験者の選択が可能になる。またサンプリグ条件の中で日内変動の影響を考慮して

検体取得タミングを規定することが大切である。明暗周期、睡眠、食事が個々の代謝物に与
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える影響がわかっていれば、適切なサンプリングタイミングを決めることができる。 

②の正確なデータを取得するためには適切な分析法の設定が重要なことは言うまでもな

い。治験においてバイオマーカー測定に用いられる分析法は決まったバリデーションをク

リアすることが求められる。先に述べたようにメタボロームは多様な物性を有する分子で

構成されており、保存中に分解などの影響を受けやすいものを多く含む。多施設で検体を採

取する臨床研究では設備が整っていない施設が含まれるために特にこの点に留意しなけれ

ばならない。個々の代謝物における保存温度の影響が予めわかっていれば、目的に応じて適

切に条件を規定することができる。また既に取得したサンプルを分析する際に、分析対象物

の保存安定性データに基づいて分解などの影響を受けていないサンプルを選んで分析する、

あるいは分解の影響を受けていない分析値を選んで統計解析を行う必要がある。そのため

には、各代謝物が保存条件によって受ける影響について、できるだけ多くの情報を有してい

ることが前提となる。 

内在性代謝物は生体の酵素反応だけを反映しているのではなく、食事や腸内細菌の影響

を含んでいる。食物消化物や腸内細菌が生産した代謝物が腸管から吸収されて血液中に入

り、様々な臓器に運ばれ、血液だけでなく臓器中の代謝物レベルに影響する。宿主が食事や

腸内細菌に対して様々な反応を起こし各代謝物レベルに影響する。患者/健常人の比較のた

めにメタボローム解析を行い、何らかの代謝物の違いが認められた場合、その生理的意義を

解釈し次の研究の方向性を決めていくことになる。変動を認めた代謝物に食事や腸内細菌

の影響がどの程度あるかを知っていれば、腸内細菌叢や食事を是正することで病態改善の

可能性を考えるなど、研究方針に重要な視点を与えることができる。 

サンプル保存条件、食事、腸内細菌といった外的因子がメタボロームに与える影響を理

解する重要性が世界的に認識された。それを受けて個々の因子の影響を意図的に加えたサ

ンプルを調製してメタボローム解析を行った研究結果が 2010 年前後から報告され始めた

（9, 43, 44）。室温や 4℃で保存した血漿サンプルを分析することによって保存条件の影響

が調べられ、食事前後に採取した血漿サンプルの比較から食事の影響が調べられた。また腸

内細菌の影響を調べるためには無菌動物と通常の条件で飼育された動物、あるいは後天的

に腸内細菌を移植して脱無菌化した動物との違いが調べられた。最初は NMR による分析

結果が主体であり、同定された変動代謝物は数 10 程度であった。その後、質量分析計の導

入により同定代謝物数が増加したが、多くても検出された総代謝物数が 250 程度に留まり、

生体中で存在量が多い脂質やアミノ酸の情報が主体であった（45-47）。 

現代のメタボロームで用いられる質量分析計は小数点 2 桁単位まで m/z の区別が可能な

分解能を有する。加えてスキャンやフラグメント解析のスピードが飛躍的に向上した（48）。

質量分析計の性能向上に伴って代謝物フラグメントのデータベースが日進月歩で充実し、

低分子代謝物の同定効率が飛躍的に向上した。こうした質量分析計の高性能化に加えて、メ

タボロームの多様な物性をカバーするために LC、GC、あるいは CE のクロマトグラフィ

の適切な組み合わせが世界中で進められた。分析技術の進歩によって最先端の研究機関で
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は約 1,000 種類の代謝物データを一度に取得できるまでになり、代謝物種に偏りなくデー

タが得られるまでに整備された（49）。これに伴いバイオマーカー候補分子やメカニズムを

表す分子も多様なものが見出されているために、外的因子の影響に関する先行研究の分析

結果では不十分である。そこで本研究では最先端のメタボローム技術を用いて約 1,000 代

謝物について情報を集積した。数を増やすだけでなく、変動しなかった周辺代謝物（構造類

縁体や同一代謝パスウェイ分子）との比較により変動メカニズムを推定した。 

本研究ではメタボローム解析の利用価値が高い臨床研究と腸内細菌研究での重要度を考

慮して、保存条件（温度と時間）、日本の臨床研究を考慮した食事、さらに腸内細菌という

3 つの外的因子を取り上げてその影響を検討した。保存条件の影響を調べるために血漿を室

温、4℃、-30℃で保存し、ほぼ全代謝物が安定と考えられる-80℃保存時と比較した。食事

の影響は遺伝的背景、習慣、食事内容による違いが大きく個人差が出るが、過去に報告され

た試験は欧米で実施されたもので日本における臨床研究に有用な情報となっていない。そ

こで日本人が日本食を摂取した際に食事前後に採取した血漿のメタボローム解析を行い、

食後変動のデータを集積した。さらに腸内細菌の有無を比較するために、無菌マウス（GF）

に同系統 SPF マウスの腸内細菌叢を移植することによって脱無菌化したマウス（ExGF）を

樹立し、GF と ExGF の比較を行った。人では採取が難しい組織や腸管内容物も対象サンプ

ルに含め、部位による違いを精査することで宿主機能に与える影響を推定した。 
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保存条件が血漿代謝物に及ぼす影響の解析 
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第一節 序 

 

序章で述べたように臨床検体は多施設で採取することが多いために、厳密に規定された

条件で採取や保存が行われていないないケースが頻発する。また多数のサンプルを同レベ

ルの熟練者の手で採取されておらず、採血者のハンドリングスキルが変動を与えているケ

ースもある。例えば採血時の吸引や遠心分離が強すぎることによって溶血が起きるが、複数

の採血者の手を要する臨床現場では特にそのリスクが高い（50）。他にも複数回の凍結融解

が内在性代謝物に影響を与えることは容易に想像できる（51）。こうした問題点を鑑みて、

生体試料を敢えて悪条件下で採取、あるいは保存してメタボローム解析を行い、個々の代謝

物特有の変動特性を抽出する試みが行われた（52）。 

ハンドリングプロセスによる影響の中で普遍的で重要視しなければならないものの一つ

は保存条件（温度、時間等）であり、血球を含んだ採血直後と、遠心して血球を取り除いた

血清や血漿で検討されている。血球を含んだ状態では、氷水中での保存時間の影響が検討さ

れており、262 のメジャーな代謝物について 4 時間までは影響が無いと報告されている（45）。

-30℃などのより低温下では検討されていないが、これは血球が存在する状態で凍結保存す

ると融解時の代謝物に対する影響が大きいことは容易に想像され、現実的にそういった作

業はあまり行われていないことが理由と思われる。 

一方で、血漿は凍結状態を含めて様々な温度で保存される。このため血漿を室温や 4℃

で短時間、あるいは‐80℃で長時間静置した後に NMR や LC-MS/MS でメタボローム解析

を行った結果が報告されている。先駆的な研究成果としてラット血漿を様々な温度と時間

の組み合わせで保存した後に LC-MS/MS で分析した結果がある（43）。ここでは 67 の代謝

物について分析結果が得られ、37℃、24 時間の保存により 29 種の LPC、5 種の LPE、コ

リン、セロトニンの増加とシチジン、デオキシシチジンの減少が認められた。PC や PE か

らアシル基が一つ外れた LPC や LPE が増加する現象はその後も多く観察されており、血

漿中リパーゼによって脂質分解が亢進した結果と考えられている。その後、ヒト血漿を用い

てメタボロームの保存安定性を検討した 2 つの試験結果が報告されたが、前者で同定され

た変動代謝物はスフィンゴシン 1-リン酸とヒポタウリン、後者は PC/LPC/SM の-N(CH3)3 

基に由来するシグナルについて記載されているのみである（53, 54）。最も多くの変動代謝

物の情報が得られた試験結果では 216 代謝物のデータから室温、16 時間の保存によって

LPC（4 種）、FFA（10 種）、スフィンゴ脂質（5 種）、コレステロール（2 種）、エイコサノ

イド（4 種）、アミノ酸（3 種）、炭水化物（7 種）の増加と TAG（3 種）、PC（3 種）、コレ

ステロール（2 種）、ニューロトランスミッター（2 種）、アミノ酸（3 種）、炭水化物（2 種）

の減少が報告された（45）。 

メタボローム解析ではなく、特定の代謝物を対象とした検討であるが、システイン等の

チオール基を有する代謝物が不安定で減少し易いことが知られており、還元剤の添加など
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が分析安定性に寄与することが報告されている（55-57）。しかしこのように保存安定性が詳

しく検討されているものは限られる。ここ数年のメタボローム解析の対象分子数は 1,000 を

超え、バイオマーカーとしての可能性を有する代謝物の範囲が広がり、保存安定性の情報が

不足している。そのため、これまでよりも多くの代謝物について保存安定性の情報が必要と

なっている。また多くの代謝物の情報があれば、僅かな構造の違いや生物学的意義の違いを

保存安定性と比較することによって、変動メカニズムが凡そ推定できる場合がある。本研究

では最新のメタボローム解析技術を用いて多くの代謝物について血漿中の保存安定性デー

タを蓄積し、さらに変動代謝物の構造類縁体や、同一パスウェイ代謝物の動きを調べること

でその変動メカニズムを推定した。 

 

第二節 材料および方法 

 

被験者および血漿の調製 

35-50 歳の健常人男性 5 人をリクルートし、事前にインフォームドコンセントを取得し

た。試験プロトコールは武田薬品工業の倫理委員会で承認を受け、ヘルシンキ宣言に則った。

それぞれの被験者より血液 10mL をベノジェクトⅡ真空採血管（テルモ、VP-NA050KN、

EDTA-2Na 入り）に採取し、すぐに 10,000 x g で 15 分間の遠心処理を行った。上清画分を

1.5mL エッペンドルフチューブに 200uL ずつ分注し、異なる温度と異なる時間の組み合わ

せからなる 10 条件で保存した（図 1a）。それぞれの条件で放置した後に-80℃でストック

し、まとめて前処理を行った後メタボローム解析を実施した。 

 

メタボローム解析 

タンパク質除去のために過剰量のメタノールを血漿サンプルに添加した後、遠心分離に

より上清を取得した。上清を 4 画分に分注し、各分析プラットフォームに適合した 4 種類

の溶媒に溶かして LC-MS/MS または GS-MS 用サンプルとした。LC-MS/MS 分析では

Waters 社 Aquity UPLC と Thermo Fischer Scientific 社 Q-Exactive（プローブ；H-ESI）を

分解能 35,000 unit で使用した。GC-MS 分析では Thermo Fischer Scientific 社の Thermo-

Finnigan Trace DSQ MS を用いた。（58-60） 

① LC-MS/MS (逆相酸性ポジティブモード) 

カラムに Waters 社 UPLC BEH C18 (2.1×100 mm, 内径 1.7 m)を用い、移動相 A と

して水を、移動相 B として 0.01%のギ酸入りメタノールを使ったグラディエントモー

ドで実施した。 

② LC-MS/MS (逆相塩基性ネガティブモード) 

①と同じカラムを用い、移動相 A として水を、移動相 B として 6.5mM の炭酸アンモニ

ウム入りメタノールを使ったグラディエントモードで実施した。 
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③ LC-MS/MS (HILIC ネガティブモード) 

カラムに Waters 社 UPLC BEH Amide (2.1×150 mm, 内径 1.7 m)を用い、移動相 A

として水を、移動相 B として 6.5mM の炭酸アンモニウム入りアセトニトリルを使った

グラディエントモードで実施した。 

④ GC-MS 

ビスメチルシリルトリフルオロアセトアミド（BSTFA）を用いて誘導体化した。5%フ

ェニル-95％ヂメチルシリコンの 0.18 mm×20 m カラムを用い、18 分間で 60-340 ℃

の昇温グラジエント下 EI イオン化法により測定した。 

 

データ解析と統計 

試験サンプル測定の数本おきに同じ標準ヒト血漿サンプル（Bioreclamation IVT 社、市

販ヒト血漿サンプルをプール）を分析し、各サンプルにおけるそれぞれの代謝物レベルを以

下のように表した。すなわち、サンプル中の面積値をその日に測定した標準サンプルの平均

面積値で割った相対値を各代謝物について算出した（図中に「相対シグナル強度）と表示）。

検出下限以下のサンプル値はその代謝物を測定できたサンプルの最小値で置き換え統計解

析を行った。ほとんどの血漿中内在性代謝物は-80℃で約 2.5 年間安定なことが報告されて

いるため（54）、-80℃で 1 ヶ月間保存したサンプルの値を基準として、これに対する各保存

条件における変動の有意性を評価した（図 1a）。個々の変動代謝物と類似物質ととの比較に

おいては、-80℃保存時の平均値をコントロール値として相対倍率を計算した。統計解析の

際には、すべての値を自然対数に変換し、ソフトウェア“R”（http://cran.r-project.org/）を

用いた。変動代謝物数の多変量解析（図 2a および 2b）は q 値を使った False Discovery Rate

（FDR）検定を行った（61）。実験群間の有意差は対応ある t 検定（Matched Pairs t-test）

によって計算した p 値で評価した。それぞれの検定において p 値あるいは q 値が 0.05 未満

の場合に有意とし、0.1 未満を傾向有りと判断した。 

 

第三節 結果 

 

結果の概要 

メタボローム解析によってヒト血漿中 992 代謝物の保存安定性データを取得し、保存の

時間および温度による変動を統計学的に評価した。全データの主成分分析では各サンプル

に相当するプロットが被験者毎に近接した 5 グループを形成し、主に個体差を反映した（図

1b）。一方で各個人内のプロットが横方向に分散していることから主成分分析の Component 

1 に寄与する特定の代謝物が保存温度や時間によって変動し、被験者に共通して保存条件が

影響を及ぼしていると考えられた。-80℃保存のコントロールに対して、それぞれの条件で

有意な変動を示した代謝物数（q < 0.05）をカウントしたところ、血中レベルが上がる代謝

http://cran.r-project.org/
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物数と下がる代謝物数が共に温度および時間依存的に増加した。また温度および時間依存

的に変動幅の大きい代謝物数が増加した（図 2a）。すなわち個体差に関わらず保存温度と時

間に依存した変動を示す代謝物が本研究で得られていることが確認された。変動代謝物を

分類すると、減少するものはアミノ酸、炭水化物や核酸など比較的均等に分かれるのに対し

て、増加方向にあるものは脂質が多かった（図 2b）。次項より各代謝カテゴリーにおいて新

規に見出された変動を中心に述べると同時に、周辺代謝物の変動と比較し、メカニズムを吟

味した。 

 

脂質分解を反映して顕著な変動が認められた代謝物 

先行研究（43, 45, 53-58）と同様に、本研究でも室温や 4℃保存下で EPA など長鎖脂肪

酸、ならびに LPC や GPC が増加分子として多数検出された（図 3a-c）。保存温度および時

間依存的にリン脂質の分解が亢進する現象が再現された（図 3d）。 

同様に TAG の分解産物である MAG の顕著な増加が共通して認められた（図 4a, 4c お

よび 4d）。本研究で検出された MAG の中で 1-ドコサヘキサエノイルグリセロールは室温・

24 時間および 4℃・1 週間の保存でそれぞれ 43 倍および 41 倍に増加し、他と比較しても

この増加率は際立っていた（図 4a）。加えて 1-アラキドノイルグリセロリン酸も同様に増加

幅が大きく、室温・24 時間および 4℃・1 週間の保存でそれぞれ 54 倍および 15 倍に増加

した（図 4b）。過去の報告は血漿中に多く存在する PC の分解産物に偏っていたが、本研究

ではそれ以外の分子種についての情報が多数得られたことで、こうした顕著な変動代謝物

の存在が明らかとなった。 

 

チオール基およびジスルフィド基を有する代謝物の不安定性 

本研究でもっとも顕著な不安定性を示した代謝物の一つとしてシステインを挙げること

ができる（図 5a）。血漿中のシステインが保存中に低下することは、これまでにも報告され

ており（55-57）、2 量体化してシスチンへ変換するメカニズムが考えられていた（54）。類

似骨格を有しながら S-メチルシステインやメチオニンは安定なこと（図 5b）、これらはチ

オール基がメチル化されていることから（図 5c）、システインの不安定性はやはりチオール

基の高い反応性に由来するものと考えられた。一方でジスルフィド基を有するシスチンと

酸化型グリシニルシステインはチオール基が無いにもかかわらずシステインと同様に顕著

に減少した（図 5b,c）。種々のメカニズムが推定されるが、ジスルフィド基を含む代謝物は

求核性が高いチオール基を有する別代謝物（還元型グルアタチオンなど）と反応し、ジスル

フィド交換反応を経て別の代謝物に変換されている可能性が考えられた（考察で詳述）。 

 

特徴的な不安定性を示した核酸代謝物 

本研究によって不安定性が新たに見いだされた代謝物として核酸類の N6-メチルアデノ

シンとアラントインを挙げることができる。N6-メチルアデノシンの増加率は各条件におい
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て個体差が少なく、すべての被験者で同程度であった（図 6a）。またアデノシンや N1-メチ

ルアデノシンは変動が認められなかったが、RNA に特異的な塩基であるウラシルは N6-メ

チルアデノシンと同様に、温度および時間依存的な増加を示した（図 6b）。アデノシンの N6

位メチル化は mRNA 鎖で特異的に起こる修飾反応であることから（62）、N6-メチルアデノ

シンの増加は血漿中の RNase による RNA 分解に起因する可能性が高いと考えられた。 

プリン分解の最終産物であるアラントインは-80℃よりも高い温度ではすべて減少した

（図 6c）。アラントインはヒトの体内にある尿酸が ROS を捕捉して生成するために、活性

酸素マーカーとしての利用が検討されている（63）。そのため、アラントインがこのように

顕著な不安定性を示したことは、臨床利用を考えた場合、留意すべきである。アラントイン

と尿酸のレベルには関連性が認められておらず、アラントインの不安定性は尿酸とは無関

係であることが確認された（図 6c）。 

 

第四節 考察 

 

保存条件の影響を調べた過去の試験結果（43, 45, 53-55）では最大 250 程度の代謝物を

対象としていたが、本研究では代謝マップ全域に亘って 992 代謝物データを取得した。先

行研究で報告されている遊離脂肪酸、リゾリン脂質、MAG の増加、システインの減少につ

いて再現を認めた他、脂質の中でも特に顕著な増加を示す分子が存在すること、チオール基

含有代謝物だけでなくジスルフィド基を有するものが顕著に低下すること、核酸代謝物の

中で N6-メチルアデノシンとアラントインが変動し易いことを見出した。さらに関連代謝物

の変動と較することによって不安定性の原因メカニズムを推定した。 

温度および時間依存的に増加した脂質エステル分解物が既報と同じく非常に多く検出さ

れ（43, 54）、その中で 1-アラキドノイルグリセロリン酸と 1-ドコサヘキサノイルグリセロ

ールの増加は顕著だった（図 4a および 4b）。後者の増加は数種類検出された 1-モノアシル

グリセロールの中で特に際立っており（図 4c）、この違いは血漿中に存在するリパーゼの基

質特異性を反映した結果と思われる。同じモノアシルグリセロールであり、エンドカンナビ

ノイド類（摂食シグナル脂質）の一つとして分析されることの多い 2-アラキドノイルグリ

セロールは同様に血漿中で不安定性を示すが、リパーゼ阻害薬であるオルリスタットの添

加によって室温保存下での増加を著しく抑制できることが報告されている（64）。本研究で

不安定性が認められた代謝物の保存にもリパーゼ阻害薬の添加が有効に使える可能性があ

る。 

血漿中のシステインが保存中に低下するメカニズムとして二量体化によるシスチンへの

変換が推定されていたが（55）、本研究ではシスチンも同時に減少した（図 5a）。類似した

不安定性は酸化型 Cys-Gly（ジスルフィド結合を介してダイマー構造を形成）でも認められ

た（図 5b および c）。チオール基を有する化合物は他のチオール基含有化合物と速やかにジ
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スルフィド結合を作り、ジスルフィド結合を有する化合物は高い求核性を持ったチオール

化合物と反応してジスルフィド交換反応を起こす。つまりシステイン、シスチンともに未同

定の誘導体に変換され、一方が減少すると平衡関係にあるもう一方が減少するためにこう

した不安定性が生じたことが考えられる。-30℃保存時にも相対定量値が-80℃保存時より

低下していることからシステイン/シスチンは保存安定性が悪く、測定時にはサンプルの保

存条件を厳しく規定しなければならない。含イオウ代謝物は生体内レドックス状態をコン

トロールする他、多様な生理活性を有することが報告されており（65）、-SH 基を誘導体化

して分析する技術も開発されている（66）。今後も様々なサンプルを正確に分析することに

よって生体内での役割解明がさらに進むことが期待される。 

アデノシン N6 位のメチル化は mRNA 鎖で特異的に起こる現象であること（62）、さら

には一般的に mRNA が酵素分解を受け易いことから、N6-メチルアデノシンの温度および

時間依存的な増加は RNase による mRNA の分解によるものと推定された（図 6a および

6b）。N6-メチルアデノシンの上昇程度は顕著なだけでなく、各保存条件における変動レベ

ルに個人差が少ない。この特性を利用することによって血漿サンプルの保存状態を推定す

る QA マーカーとして有用に使えるかも知れない（45）。N6-メチルアデノシンが温度と時

間で一定の分解傾向を示すのであれば、その絶対定量値や他の安定代謝物（アデノシンなど）

との比によってサンプルの保存状態を推定できる可能性がある。また、本研究で-30℃でも

低下が認められたアラントインはヒト特異的な活性酸素種の指標として臨床応用が検討さ

れている（63）。他の哺乳類ではウリカーゼによる酵素反応によって尿酸からアラントイン

が生成するため、ROS マーカーとはならない。しかし、ヒトは遺伝子変異によりウリカー

ゼ機能を欠損しているため、体液中のアラントインは尿酸が ROS を捕捉したものがすべて

と考えられ、ROS マーカーになり得ることが期待されている（67）。本研究で見出された不

安定性は今後の臨床研究でアラントインを測定する際に充分留意するべき点になる。 

以上、様々な条件で保存した血漿サンプルをメタボローム解析することによって 992 代

謝物の保存条件による変動が明らかとなった。先行研究で報告された主だった結果が再現

されると同時に、新たな知見として 1-ドコサヘキサエノイルグリセロールおよび 1-アラキ

ドノイルグリセロリン酸が他の脂質より顕著に高い増加を示すこと、システインだけでな

くシスチンが非常に不安定で低温下でも低下すること、N6 メチルアデノシンが個人差なく

顕著に増加すること、臨床検査にも使われるアラントインが-30℃保存下でも減少すること

が挙げられる。多くの代謝物について変動が発生する温度と時間を知ることで、個々を正確

に測定するための保存温度と時間を規定することが可能になる。また、ある条件下で保存さ

れたサンプルのメタボロームデータを解析する際に信頼性の高いデータを選択して、その

後の統計解析の精度を上げることが可能になる。さらに推定された変動メカニズムを基に、

酵素阻害剤の添加などより保存による影響をさらに軽減させるための基礎情報となる。 
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第五節 図表 

すべての図表は Metabolomics (2016) 12, 179, DOI 10.1007/s11306-016-1126-2（論文 1）

より転載した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 保存安定性試験の概要 

(a) 試験に使用した 10 の保存条件（温度と時間）；-80℃、１ケ月保存時を変動の無い基準

値として各条件での変動を評価した。（論文 1, Fig.1a を一部改変） 

(b) 得られたデータで示した各サンプルの主成分プロット；各プロットの形と色はそれぞれ

被験者と保存条件の違い（右パネル）を表す。（論文 1, Supplemental Fig.1a） 

 

(a) 

(b) 
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図 2 保存温度および時間依存的に増加/減少した代謝物数；-80℃、１ケ月間保存時の値に

対して各保存条件での値を FDR 検定で評価、q < 0.05 の代謝物をカウントした。（縦軸；変

動代謝物数、横軸；保存条件） 

(a) 変動幅の違い（論文 1, Fig.1b を一部改変）、(b) 代謝物種の違い；それぞれ右パネルに

色分けの定義を記載した。（論文 1, Supplemental Fig.1a） 

(a) 

(b) 

RT 4oC -30oC

# of increased metabolites

# of decreased metabolites

RT 4oC -30oC

# of increased metabolites

# of decreased metabolites

増加代謝物数 

増加代謝物数 

減少代謝物数 

減少代謝物数 
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図 3 リン脂質エステル分解物の保存温度・時間依存的な増加 

(a) 遊離脂肪酸の典型例（EPA）（論文 1, Fig.2a を一部改変）、(b) LPC の典型例（2-ステア

ログリセロフォスファチジルコリン）（論文 1, Fig.2c を一部改変）、(c) GPC（論文 1, Fig.2d

を一部改変）、(d) リン脂質の分解経路、増加が認められたものを赤字で表示（論文 1, Fig.2b

を一部改変） 

 

 

 

(a) (b) 

(c) (d) 
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図 4 中性脂質分解物の保存温度・時間依存的な増加と顕著な増加率を示した脂質分子 

(a) 1-ドコサヘキサエノイルグリセロール（論文 1, Supplemental Fig.2d を一部改変）、(b) 

1-アラキドノイルグリセロリン酸（論文 1, Supplemental Fig.2e を一部改変）、(c) モノアシ

ルグリセロール変動の分子種による違い（論文 1, Supplemental Fig.2c を一部改変）、(d) ト

リアシルグリセロールの分解経路、増加が認められたものを赤字で表示（論文 1, 

Supplemental Fig.2b を一部改変） 

 

 

(a) (b) 

(c) (d) 

1-ドコサヘキサエノイル 
グリセロール 

1-アラキドノイル 
グリセロリン酸 
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図 5 チオール基、ジスルフィド基が引き起こすシステインと関連代謝物の不安定性 

(a) システイン、シスチンの不安定性と平衡関係（論文 1, Fig.3a を一部改変）、(b) システ

インと関連代謝物の室温、24 時間保存時の分解；灰色バー（有意に減少）・白バー（有意差

なし）（論文 1, Fig.3b を一部改変）、(c) システイン関連代謝物の構造式（論文 1, Fig.3c を

一部改変） 

 

 

 

 

 

 

(a) 

(b) (c) 
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図 6 N6-メチルアデノシンとアラントインの特徴的な変動 

(a) N6-メチルアデノシンの温度依存的な増加（論文 1, Fig.5a を一部改変）、(b) アデノシン

関連塩基の時間依存的な増加（室温保存時）；バーの色は右に示した保存時間を表す（論文

1, Fig.5b を一部改変）、(c) アラントインと尿酸の保存温度・時間依存的な変動（論文 1, 

Fig.5c を一部改変） 

 

 

 

 

(a) (b) 

(c) 
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第二章 

食事の影響の解析；日本人健常者での検討 
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第一節 序 

 

序章で述べたように経時的に採取した血漿を分析し、バイオマーカーの動きを追跡する

場合には、これらバイオマーカーは短時間での日内変動が少ないものが望ましい。日内変動

を引き起こす因子として睡眠、明暗周期、食事などがあり、こうした変動因子がメタボロー

ムに与える影響をよく理解し、日内変動がより少ないものを選択する必要がある。睡眠や明

暗周期の影響が純粋に表れるように被験者の睡眠時間や試験中の居住空間の光度、さらに

は摂食量をコントロールし、サンプリングした血漿のメタボローム解析を行った試験があ

り、睡眠や明暗周期の影響を受ける代謝物が見出されている（68, 69）。 

一方、食事の影響については一般的に良く知られた現象がある。食物は消化管上部で分解

された後、吸収されて血液成分に影響を与える。食後の血糖上昇やタンパク質分解の影響と

して表れるアミノ酸上昇はその典型例になる。そうした食物消化物による影響とは別に、摂

食行為に対する反応として生体の摂食応答がある。絶食時には体内に蓄えられた脂質をエ

ネルギー源として利用するが、食後は食物に含まれる糖分をエネルギー源として利用する

ために脂質分解が抑制され、その影響が代謝物レベルに影響する（9）。また食後に胆嚢から

胆汁酸が分泌されて食物中の脂質をミセルとして吸収するため、血中の胆汁酸は食後に増

加する（70）。 

過去に食前食後に採血し、血漿や血清を用いてメタボローム解析が行われており、食事の

内容や健康状態による変動の違いが検討されている。まず 15 人の白人男性が標準的な液体

ミール食を摂取した際の変動を 275 代謝物について調べられた。脂質β酸化の指標である

アシルカルニチンが減少すると同時にカルニチンが対照的に増加すること、呼気や尿中の

アセトンが減少することが報告されている（9）。その後、パンの種類による食後メタボロー

ム変動の違いが検討されて、分岐鎖アミノ酸や、その下流代謝物の増加程度がパンの種類に

よって異なることが報告されている（47）。さらに健常者、健康な肥満者、不健康な肥満者

（肥満の基準は BMI、健康の基準は HDL-C、LDL-C、HOMA-IR で規定）の食後変化の

違いについて検討された（71）。被験者の状態に関わらず多くのアミノ酸や短鎖/中鎖脂肪酸

が増加し長鎖脂肪酸が減少する一方で、アスパラギン、セリン、グルタミン、シスチンの増

加レベルや長鎖脂肪酸の減少レベルが 3 群間で異なっていた。また同一被験者が食習慣を

変えた前後でそれぞれバナナ摂取による食後変化の違いが調べられて、アミノ酸や有機酸

が増加する一方で脂肪酸が減少することが報告された（72）。食事がメタボロームに与える

影響を理解することによって、単に食事成分がメタボロームに加わる影響がわかるだけで

なく健康状態の理解に繋がり、食習慣の影響がわかる可能性がある。 

こうした研究において質量分析計や NMR により最大 250 程度までの代謝物が同定され

ているが、変動が認められたのは食物消化物上昇としてのアミノ酸増加や、摂食応答として

脂質β酸化抑制を反映した長鎖脂肪酸、アシルカルニチンの減少など生体内の存在量が豊
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富なものに限られている。代謝酵素を標的として研究開発される薬剤は多く、必然的に内在

性代謝物をターゲットエンゲージメントマーカーとして経時採血サンプルを臨床試験で分

析する機会は多い。このためより広範囲な代謝物について食事による影響がわかれば、バイ

オマーカー選択において有利である。また先行研究はすべて白人を被験者としたものであ

り、日本の臨床研究に有用なデータが望まれる。そこで本研究では日本人が日本食を摂取し

た際に、食前食後の血漿を採取し、第 1 章と同じく約 1,000 の代謝物情報を取得した。有意

な変動代謝物を抽出すると同時に、変動しなかった周辺代謝物との比較からメカニズムを

推定した。 

 

第二節 材料および方法 

 

被験者および血漿の調製 

定期健康診断で健康状態であることが判定された 25-50 歳の健常日本人 10 人（男性 8、

女性 2）をリクルートし、事前にインフォームドコンセントを取得した。試験プロトコール

は武田薬品工業の倫理委員会で承認を受け、ヘルシンキ宣言に則った。採血スケジュールを

図 1a に示した。採血の前日に夕食を摂った後、採血日の昼食まで飲食を禁止した。昼食は

12 時～12 時半に摂り、昼食 1 時間前の 11 時と昼食 1 時間後の 13 時半に採血した。血液は

それぞれの被験者より血液 10mL をベノジェクトⅡ真空採血管（テルモ、VP-NA050KN、

EDTA-2Na 入り）に採取し、すぐに 10,000 x g で 15 分間の遠心処理を行った。上静画分を

1.5mL エッペンドルフチューブに 200uL ずつ分注し、メタボローム解析を行った。 

 

メタボローム解析 

第一章で使用したものと同じ方法で分析を行った。 

 

データ解析と統計 

第一章と同じく Bioreclamation IVT 社の標準ヒト血漿サンプルで分析された各代謝物の

平均に対する相対値として各サンプルの値を相対シグナル強度として算出した。検出下限

以下のサンプルの値はその代謝物を検出したサンプルデータの最小値に置き換えて統計解

析を行った。すべての値を自然対数に変換し、統計ソフトウェア“R”（http://cran.r-

project.org/）を用いて解析した。食前/食後間の有意差検定には対応ある t 検定（Matched 

Pairs t-test）で計算された p 値で評価し、0.05 未満を有意とした。食事によって有意に変動

したパスウェイのエンリッチメント解析には Cytoscape（www.cytoscape.org）を用いた。全

体的な変動代謝物の割合から考えて、偶然に起こり得る以上に多くの代謝物が変動してい

るかどうかを、パスエウェイ毎に評価するものである。累積的超幾何分布に従って解析し、

計算式には以下を用いた。 

http://cran.r-project.org/
http://cran.r-project.org/
http://www.cytoscape.org/
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➢ A = 有意に変動した代謝物数 / 検出された代謝物数（各パスウェイ内代謝物） 

➢ B = 有意に変動した代謝物数 / 検出された代謝物数（全測定代謝物） 

➢ パスウェイのエンリッチメント値 = A / B 

 

第三節 結果 

 

結果の概要 

メタボローム解析の結果、1101 代謝物（構造既知 660、構造未知 441）について食事前

後のデータを取得した。図 1b に示すようにデータの主成分分析では大きな個人差が認めら

れる一方、食事により右下方向に変動する傾向が一致しており（点線矢印で表示）、共通の

変動因子の存在が示唆された。有意に変動した代謝物の割合を評価するパスウェイエンリ

ッチメント解析では、脂肪酸、胆汁酸、アミノ酸、および TCA 回路中間体の変動が上位を

占め、これらパスウェイ上代謝物の多くが食事により変動し易いことが示された（図 1c）。

多くはエネルギー利用の脂質分解から糖分解へのシフトなど既報の食後変動であるが、新

たな変動分子が見出されており、次項より詳述する。さらに第２章と同様に、変動したもの

の周辺代謝物を含めた詳細な検討により、変動を与えるメカニズムを吟味した。 

 

脂質β酸化抑制を示す 3-ヒドロキシル脂肪酸の低下 

食事によって脂質分解が抑制されることが先行研究でも報告されており（9）、本研究で

もその結果としてグリセロール、長鎖脂肪酸、BHB の低下が観察された（図 2a～c）。また

遊離脂肪酸がミトコンドリアに流入する際に消費されるカルニチンは逆に増加した（図 2c）。

本研究では食事によって炭素数 8 以上の 3-ヒドロキシル脂肪酸が顕著に減少することが新

たに見出された（図 2d）。3-ヒドロキシル脂肪酸の CoA 体はβ酸化の中間体であり、これ

ら 3-ヒドロキシル脂肪酸の減少はβ酸化が抑制された結果を表していると考えられた。炭

素数 3 の 3-ヒドロキルシプロピオン酸は上昇しており、奇数鎖の 3-ヒドロキシル脂肪酸の

変動はβ酸化以外の影響が大きいと想定された（次節、考察で詳述）。 

 

糖代謝の亢進を示す代謝物変動 

食物由来の炭水化物は消化されてグルコースなどの単糖となり、解糖系と TCA 回路で

代謝されてエネルギー産生に使われる。ピルビン酸など解糖系の下流代謝物と TCA 回路中

間体の大部分は食後に有意に増加したのに対して、解糖系上流のグルコースと 2,3-グリセ

ロール-2 リン酸の上昇は比較的小さく、吸収されたグルコースは速やかに代謝されたこと

が推察された（図 3a）。ピルビン酸、クエン酸、およびリンゴ酸などが糖代謝亢進を表す典

型的な分子として顕著に増加する一方で、コハク酸は有意に減少した（図 3b）。ジカルボン

酸等が酸化されてコハク酸に流入する経路（アナプレロティック反応の一つ）が食事により
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抑制されたことがそのメカニズムの一つとして推定された（73）。 

 

タウリン、およびグリシン抱合体に特異的な胆汁酸増加 

図 4a に示すように一次胆汁酸と二次胆汁酸がともに食後に顕著に上昇した。胆汁酸の増

加は食物由来の脂質を腸管で吸収するために胆管から胆汁酸分泌が増加したことを表す

（70）。食事による顕著な増加が認められたのはグリシン抱合体とタウリン抱合体であり、

フリー体の多くは増加しなかった（図 4b）。この現象はヒオコール酸を除いて一次胆汁酸と

二次胆汁酸の両方で共通に観察された。胆汁酸は、肝臓においてコレステロールがチトクロ

ーム p450 によって酸化される反応をスタートとして合成され、小腸へ分泌されるまで胆嚢

に蓄えられる。また解毒化および可溶化のためにタウリンやグリシンと抱合した後、胆液と

して腸管内に放出され腸内細菌による脱抱合を受ける（74）。食後 1 時間では脱抱合反応を

受ける前に胆汁酸が脂質とともに吸収されたために抱合体特異的に胆汁酸が上昇した可能

性が考えられた。 

 

食物由来代謝物の増加 

食物由来のタンパク質は消化管内で加水分解を受けてアミノ酸となった後、吸収されて

循環血中に入る。先行研究では食後に顕著なアミノ酸増加が観察されているが、本研究では

増加が認められたアミノ酸は一部に限定された（図 5a）。ヒスチジンも食後にわずかに増加

傾向を認めるのみであったが、3-メチルヒスチジンは顕著に増加した（図 5b）。ヒスチジン

3 位のメチル化はアクチンやミオシンタンパク質中のヒスチジンに特異性が高い修飾であ

ることから、肉類や魚類の筋肉タンパク質が加水分解を受けた後に腸管から吸収された結

果と考えられる（75, 76）。食肉中に含まれるβアラニンとアンセリンの増加が観察されて

おり（図 5c、77, 78）。これら修飾アミノ酸は食前の血中レベルが低いことを反映して食後

の増加がより明確に表れたものと考えられた。 

いくつかの食物由来成分およびその代謝物の増加も観察された。食後に増加した 2-オキ

ソインドール 3-酢酸および 4-スルフォフェラル酸は、それぞれ米および茶由来代謝物とし

て知られており、日本での試験において特徴的な分子と考えられた（図 5d）。 

 

食事による他の顕著な変化 

図 6a に示すように、摂食シグナル脂質であるアナンダミド（N-アシルエタノールアミ

ド）が食後に大きく減少した。食後アナンダミド類の減少はこれまでにも知られた現象であ

るが、新たに N-アシルタウリンが減少することが見出された（図 6b）。アナンアミドは組

織中で貯留されるよりも、むしろ必要に応じて合成され迅速に分解を受ける（79）。N-オレ

イルタウリンは N-アシルエタールアミドが脂肪酸アミド加水分解酵素（FAAH）の反応を

受けた後に合成される（図 6c、80-82）。よって本研究において認められた食後の N-オレイ

ルタウリンは FAAH 反応の影響を受けてアナンダミド類と類似した変動を示したと考えら
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れた。 

 

第四節 考察 

 

本試験によって日本人が日本食を摂取した際のメタボローム変化について約 1,000 分子

の大量データを取得した。大きな個人差が認められたが、主成分分析によって食前から食後

への代謝プロファイルのシフトは共通した方向性を示し、個人差はあっても変動する代謝

物は共通していることが示された。先行研究では脂質分解抑制によるアシルカルニチン・遊

離脂肪酸の減少、食物由来タンパク質分解によるアミノ酸増加、脂質吸収に伴う胆汁酸増加、

摂食欲求に関連するエンドカンナビノイド類の減少が報告されている（9, 47, 70-72）。こう

した現象の再現が得られると同時に、新たに脂肪酸β酸化中間体である 3-ヒドロキシル脂

肪酸の低下を認めた他、抱合体特異的な胆汁酸増加、N-アシルタウリンの減少を確認した。 

炭素数 4 以上の 3-ヒドロキシル脂肪酸の上昇が認められており、これらの CoA 体がβ

酸化の中間代謝物であることから、脂質代謝が抑制された影響と考えられた（図 2a,d）。そ

の一方で炭素数３の 3-ヒドロキシルプロピオン酸は増加しており、別の影響を受けてるこ

とが考えられた。哺乳類由来の脂肪酸は合成過程も分解過程も 2 個ずつの炭素の増減で反

応が進むため、多くの哺乳類脂質は偶数脂肪酸で構成される。一方、奇数脂肪酸は分岐鎖ア

ミノ酸やβアラニンの分解によって生成する他、食物や腸内細菌など外的な因子に由来す

る（83）。従って食後の 3-ヒドロキシルプロピオン酸増加は食事中成分の代謝物の影響を強

く受けて増加した可能性が考えられる。 

食物に含まれるタンパク質の消化産物として血中アミノ酸の増加が予想されたが、本研

究験では限られたアミノ酸の上昇を認めるに留まった（図 3a）。一方で食肉由来成分の 3-メ

チルヒスチジン、β-アラニン、アンセリンの上昇は顕著であった。タンパク質構成アミノ

酸は絶食下でも血中濃度が高いことから、食物性タンパク質分解の影響が相対的に小さか

ったと考えられる。また過去の欧米の試験より増加のレベルが低かった原因として食物成

分にタンパク質が比較的少ないこと、日本人の体質（消化や吸収活性、食前の血中アミノ酸

濃度等）によること等が考えられるが、結論を得るには欧米人が今回と同じ日本食を摂取し

た試験や日本人が欧米食を摂取した試験との比較が必要になる。 

食後の胆汁酸上昇はよく知られた現象であるが、本研究で認められたグリシン抱合体、

およびタウリン抱合体に特異性があることは報告されていない（図 5b）。肝臓で合成された

一次胆汁酸はタウリンやグリシンの抱合を受けて胆汁として一旦胆嚢に貯留された後、摂

食反応によって小腸に分泌される（74）。腸管内に分泌された胆汁酸は腸内細菌によって脱

抱合を受け、二次胆汁酸、即ちデオキシコール酸やリトコール酸に変換される（84）。それ

ゆえに循環血中の各種胆汁酸濃度は肝臓における生合成や腸管からの吸収、さらには腸内

細菌代謝で規定される。食後１時間ではフリー体が変動しない理由として胆管から分泌さ
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れた胆汁酸の大部分は腸内細菌による脱抱合反応を受けずに吸収されたことが考えられる。 

食後のアナンダミドの減少は過去にも報告があり、肥満者では減少程度が小さいことが

観察されている（85）。また N-オレイルエタノールアミドの投与によってマウスの摂食が抑

制される（79）。これらのことからアナンダミドには摂食抑制作用があり、レプチンと同様

に感受性があれば速やかに減少するものであり、本研究で共通して減少が認められた点は

被験者が健常人であることを反映していると思われる。構造が類似している N-アシルタウ

リンは TRP カルシウムチャネルを介して浸透圧、機械刺激、温度刺激などに対する応答性

を制御する（80）。このため N-アシルタウリンは摂食応答とは別の目的で分析される機会が

多く、本研究で初めて認められた食後の減少は N-アシルタウリン分析時に留意する必要が

ある。 

以上、日本人が日本食を摂取した前後で取得した血漿サンプルのメタボローム解析によ

り、食事による各代謝物の変動プロファイルデータを蓄積した。得られた結果から食事の影

響が少ないバイオマーカーの選択に加えて、各代謝物定量におけるサンプリング条件の設

定に利用される。変動しなかった類似代謝物情報と合わせて推定された変動メカニズムは

生体の摂食応答反応を理解する基盤となる。 
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第五節 図表 

すべての図表は Journal of Biochemstry (2018) 163(2), 113-121. doi: 10.1093/jb/mvx066（論

文 2）より転載した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-1 食前食後比較メタボロミクス試験の概要 

(a) 血液サンプリングと食事のタイムスケジュール（論文 2, Fig.1a）、(b) 各サンプルの主

成分プロット；緑色ドットと青色ドットはそれぞれ食前食後を、点線は各被験者の繋がりを

表す（論文 2, Fig.1b を一部改変） 

(a) 

(b) 
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図 1-2 食前食後比較メタボロミクス試験の概要（続き） 

 (c) パスウェイエンリッチメント解析（論文 2, Supplemental Fig.1 を一部改変） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(c) 
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図 2 食事による脂質代謝の抑制 1 

(a) 脂質分解と酸化の代謝パスウェイ（論文 2, Fig.2d）、(b, c) 代表的な分子の食事による

変動 (b; 脂質分解抑制、c; β酸化抑制)；緑色および青色カラムはそれぞれ食前および食後

を表す（論文 2, Fig.2a,b を一部改変）、(d) 3-ヒドロキシ脂肪酸の食事による変動；アスタ

リスクは有意差を表す（p < 0.05）（論文 2, Fig.2c を一部改変） 

(a) 

(b) 

(c) 

(d) 
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図 3 食事による糖代謝の亢進 

(a) 各代謝物の食後/食前の比率（アスタリスクは有意差を表す；p < 0.05）（論文 2, 

Supplemental Fig.3）、(b) TCA 回路と各代謝物の変動（緑色および青色カラムはそれぞれ

食前および食後を表す）（論文 2, Fig.3 を一部改変） 

 

(a) 

(b) 
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図 4 食事による胆汁酸の増加 

(a) 1 次および二次胆汁酸の顕著な増加（緑色および青色カラムはそれぞれ食前および食後

を表す）（論文 2, Fig.4a を一部改変）、(b) 抱合型依存的な食後変動の違い（食後/食前の比

率）；カラムの色の違いは右に示した抱合型の違いを表す。アスタリスクは有意差を表す（p 

< 0.05）（論文 2, Fig.4b を一部改変） 

 

 

 

 

 

 

(a) 
(b) 
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図 5 アミノ酸の食事による変動の違いと食物中肉類由来アミノ酸の増加 

(a) タンパク質構成アミノ酸の食後/食前の比率（アスタリスクは有意差を表す；p < 0.05）

（論文 2, Fig.5a を一部改変）、(b, c) 食肉由来アミノ酸の顕著な増加；(b; 3-メチルヒスチ

ジン、c; β-アラニンおよびアンセリンの変動と生合成経路、緑色および青色カラムはそれ

ぞれ食前および食後を表す）（論文 2, Fig.5b,c を一部改変）、(d) 大豆イソフラボン由来エク

ォールの個人差（線の各色は被験者の違いを表す）（論文 2, Supplemental Fig.5a を一部改

変） 

 

(a) 

(c) 

(b) 

(d) 
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図 6 摂食制御脂質の抑制 

(a, b) アナンダミド類 (a)、およびアシルタウリン (b) の抑制（緑色および青色カラムは

それぞれ食前および食後を表す）（論文 2, Fig.6a を一部改変）、(c) N-アシルエタノールア

ミドと N-アシルタウリンの推定生合成経路（論文 2, Fig.6b を一部改変） 

 

 

 

(a) 

(b) 

(b) (c) 
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第三章 

腸内細菌が宿主代謝に及ぼす影響の解析 
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第一節 序 

 

腸内細菌が合成する代謝物が腸管内だけでなく血液循環を介して全身に輸送され、宿主

生理に影響を及ぼすことから、腸内細菌特有の代謝物を含めて解析することはメタボロー

ム研究において必須になりつつある。腸内細菌特異的な代謝物だけでなくタウリンのよう

に宿主と腸内細菌の両方に代謝経路が存在するが、腸内細菌の影響を強く受ける代謝物も

ある。宿主－常在菌の相互作用解明への期待が大きい現在のメタボローム研究において、こ

のような分子の種類と各臓器における腸内細菌の影響レベルを知ることが強く求められる。

こうした背景から、腸内細菌が存在するマウスと存在しないマウスの比較メタボローム解

析を実施し、腸内細菌の影響を調べた結果が 2008 年頃から報告され始めた。 

当初は無菌マウス（GF）と通常飼育動物（SPF）の比較結果が報告された（44, 86）。腸

管内容物、尿と各種臓器、あるいは血清を用いて比較解析されているが、NMR や旧タイプ

の質量分析計を用いているため、いずれも 100 に満たない検出代謝物数に限られた。変動

が認められた代謝物としても腸内細菌の影響が強いことが良く知られた芳香族アミノ酸由

来代謝物や二次胆汁酸の一部に留まっている。加えて GF は帝王切開で摘出された後に別

系統のマウスに育てられ飼育環境が SPF とは大きく異なることから GF と SPF の比較は腸

内細菌の有無以外の変動要因が大きく入る。その後、この点を解決するべく GF に同系統の

SPF マウス糞便を経口投与して脱無菌化したマウス（ExGF）を作成し、GF と比較解析す

ることが最も正確と考えられるようになった。松本らは GF と ExGF の血液、盲腸内容物

（46）、脳（87）のメタボローム解析結果を報告している。CE-MS を用いることによって

180 程度の水溶性代謝物を分析し、ExGF で有意に増減したものを抽出した。この研究では

アミノ酸を中心として、糖、核酸など多くの水溶性代謝物の変動が報告されており、腸内細

菌によって増加する代謝物だけでなく減少する代謝物も検出されている。しかし脂溶性代

謝物の情報は無く、また分析した部位が限られるために宿主生理に対する影響を検討する

に至っていない。 

その後、ヒト乳児糞便を投与したマウスと GF について糞便や尿を用いた比較メタボロ

ーム解析が行われた（88）。ドナーによって代謝プロファイルが異なる事から腸内細菌の有

無だけでなく、その種類や割合の違いによって宿主全体の代謝プロファイルが変わること

が明確に示された。さらに ExGF を作成する過程、即ち SPF 糞便投与後のメタボローム経

時変化が解析され（89）、scyllo-および myo-イノシトール、 グルタミン、グリシン、アラ

ニンなどは移植直後に短期的に大きく変動すること、それには宿主の遺伝子発現が相関し

ており、腸内細菌が生産する代謝物だけでなく細菌が腸内に侵入することで宿主側が反応

し、それがメタボロームに影響することが報告された（89）。また 2 種の菌株のみを投与し、

メタボロームの経時変化を追跡した試験においても同様に短期的に大きく変動する代謝物

の存在が指摘された（90）。 



43 

 

以上のように腸内細菌の影響が様々な角度から検討されており、それによって宿主－腸

内細菌相互作用の一端が浮き彫りにされている。細菌叢の違いがメタボロームに与える影

響を調べることによって腸内細菌叢を制御する生理的意義が明らかとなり、病態の原因究

明や治療の可能性を検討する上で有用な情報となる。また宿主側の遺伝子発現やタンパク

質の変動と合わせて検討することによって宿主側の生理的変化を見出すことに繋がる。 

本研究では宿主の様々な部位において腸内細菌のメタボロームへの影響を調べ、部位に

よる違いを検討することにより、宿主機能と腸内細菌の関係性に別の視点が加えられると

考えた。まず腸管内容物を 4 部位（近位小腸、遠位小腸、近位大腸、遠位大腸）に分割し、

血漿、肝臓、腎臓、さらには糞便と尿という合計 9 部位について腸内細菌の有無によるメタ

ボロームの違いを解析した。第 1 章、第 2 章と同様に 1,000 を超える代謝物データを取得

した。異なる腸管部位の解析によって各代謝物の生成部位を調べると同時に宿主消化機能

への影響を解析した。また血漿や糞、および尿の解析ではそれぞれの代謝物がどのように吸

収され排泄に至るかを検討した。さらには組織の解析からそれぞれにおける蓄積のレベル

や宿主細胞の代謝機能に与える影響を検討した。 

 

第二節 材料および方法 

 

動物 

無菌マウス（GF）、SPF マウス（SPF）、および無菌マウスに同系統 SPF マウスの糞便を

投与した脱無菌化マウス（ExGF）を用いた全ての動物試験は三協ラボサービス社にて実施

した。8 匹の無菌 C57BL/6N をγ線滅菌（50Gy）した CMF 給餌で 7 週齢まで飼育し、4

匹ずつ 2 群に分割した。一方の群は同系統同週齢の SPF 新鮮便の生理食塩水懸濁液を経口

投与し、腸内細菌叢定着のためにさらに 4 週間ビニルアイソレーターで維持した。もう一

方の群は新鮮便の代わりに滅菌生理食塩水のみを経口投与し、同様に 4 週間、別のビニル

アイソレーター内で飼育した（図 1a）。解剖の前日に糞便と尿サンプルを取得した後、一晩

絶食させた。再給餌開始 5 時間後にマウスを解剖し、血漿、腸管内容物、肝臓、腎臓を採取

した。腸管内容物は小腸前半部（主に空腸）、小腸後半部（主に回腸）、大腸前半部（主に盲

腸）、大腸後半部（主に大腸）の４部位に分割して採取した（図 1b）。血液は腹部下大静脈

から取得し、EDTA 添加後に遠心した上清を血漿サンプルとした。すべての動物実験は三

協ラボサービス社の動物倫理委員会の承認を受け、同社規定のガイドラインに従った。 

 

16S rRNA ゲノム解析 

各腸管内容物および糞便から ISOFECAL DNA Isolation Kit（ニッポンジーン社）を用い

て菌体内のゲノム DNA を単離した。16S rRNA の可変領域内の V3-V4 部分を Illumina 社

マニュアルに従って以下のプライマーを用いて増幅した。 
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Fw primer; 

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG 

Rv primer; 

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAA

TCC 

 

PCR 産物に Illumina 社 Nextera XT Index Kit v2 を用いてインデックス配列を付加した

後、すべてのアンプリコンを混合し、次世代シーケンサーMiSeq によって DNA 配列を解析

した。取得したシーケンスリードは QIIME ソフトウェアを用いて細菌叢解析を実施した

（91）。得られたシ－ケンスリードの不要部分を除いた後、5bp 以上のホモポリマー、200bp

未満のキメラを除いた。OTU)の取得は Open Reference 法を用い、Greengene データベー

スに対して 97%以上の相同性を 1OTU の基準とした。 

 

メタボローム解析 

タンパク質除去のためにメタノールを添加して遠心分離を行った。上清を 4 画分に分注

し、以下の 4 つの分析プラットフォームに適合した溶媒に溶かして LC-MS/MS 用サンプル

とした。LC-MS/MS 分析では Waters 社 Aquity UPLC と Thermo Fischer Scientific 社 Q-

Exactive（プローブ；H-ESI）を使用し、分解能 35,000 unit で分析した（56-58）。 

① 逆相酸性ポジティブモード（低極性） 

カラムに Waters 社 UPLC BEH C18 (2.1×100 mm, 内径 1.7um)を用い、移動相 A と

して水を、移動相 B として 0.05%のペンタフルオロペンタノイン酸（PFPA）及び 0.1%

のギ酸入りメタノールを使ったグラディエントモードで行った。 

② 逆相酸性ポジティブモード（高極性） 

①と同じカラムを用いて 0.05%の PFPA 及び 0.01%のギ酸入りメタノールを用い、よ

り溶媒濃度が高いグラディエントモードで行った。 

③ 逆相塩基性ネガティブモード 

カラムに Waters 社 UPLC BEH C18 (2.1×100 mm, 内径 1.7 m)を用い、移動相 A と

して水を、移動相 B として 6.5mM の NH4HCO3 入りメタノールを使用したグラディエ

ントモードで行った。 

④ HILIC ネガティブモード 

カラムに Waters 社 UPLC BEH Amide (2.1×150 mm, 内径 1.7 m)を用い、移動相 A

として水を、移動相 B として 6.5mM の NH4HCO3 入りアセトニトリルを使用したグラ

ディエントモードで行った。 

 

データ解析と統計 
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各部位についてすべての個体由来サンプルを同量ずつ集めたプールマトリクスを調製し、

実サンプル測定の数本おきに分析した。それぞれの代謝物量（面積値）をプールマトリクス

サンプルの平均に対する相対値（相対シグナル強度）に変換した。検出下限以下のサンプル

値は測定できたサンプルの最小値で置き換えた。統計解析に際しては、すべての相対値を自

然対数に変換し、統計解析ソフトウェア“R”（http://cran.r-project.org/）を用いた。GF 群

と ExGF 群間の有意差検定には Welch の t 検定の p 値で評価し、p が 0.05 未満の場合に有

意 と し た 。 主 成 分 分 析 に は MetaboAnalyst 3.0 

（http://www.metaboanalyst.ca/faces/home.xtml/）を用いた（92）。 

 

第三節 結果 

 

腸管の各部位への腸内フローラ静着 

本研究では腸内細菌の有無が宿主メタボロームへ及ぼす影響を正確に評価するため、ド

ナーSPF の腸管細菌叢が上流から下流まで ExGF で再現されるかを検討した。糞便の経口

投与 4 週間後に動物を解剖し、SPF（ドナー）と ExGF（レシピエント）から 4 部位に分け

た腸管内容物を採取し、これらの腸内細菌叢を 16S rRNA アンプリコンシーケンスによっ

て解析した。結果、ExGF の腸管各部位の細菌叢は SPF の対応する部位における細菌叢に

ほぼ一致した（図 1c）。小腸内容物は近位、遠位ともに Lactobacillus で占められる一方、大

腸内は多様な細菌叢で構成された。以上の結果から ExGF の腸内細菌叢は通常の環境下で

生まれた SPF と同じものが再現されており、腸内細菌が宿主メタボロームに与える影響を

評価するのに適切なモデルであることを確認した。 

 

メタボローム解析結果の概要 

9 部位の包括的メタボローム解析により計 1716 代謝物のデータを取得し、代謝物プロフ

ァイリングを主成分分析によって部位別に比較した（図 2a）。すべてのマトリクスで各サン

プルのプロットが GF と ExGF の各群に分かれることから、腸内細菌が存在する腸管内容

物や糞便だけではなく、離れた組織でも GF と ExGF は異なる代謝プロファイルを有する

ことが示された。 

各部位で検出された代謝物数を図 2b に表し、有意に増加、減少したものの数をそれぞれ

黒と灰色でハイライトした。腸管内では変動代謝物数が上部から下部にかけて次第に増加

しており、腸内細菌の数および多様性の増加と相関した（図 1c および図 2b）。例えば腸内

細菌叢の多様性に富んだ遠位大腸では検出された代謝物のうち 71.7%が有意に増加または

減少し、変動した割合が最も大きかった（図 2b, Total）。腸管内容物や糞便と比較して血漿、

肝臓、および腎臓での変動代謝物数は比較的少ないながらも全体に占める割合はそれぞれ

29.9、21.5、および 24.9%と明確な違いを認め、また尿中で増加した代謝物数は上記 3 臓

http://cran.r-project.org/
http://www.metaboanalyst.ca/faces/home.xtml/
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器に比較して著しく多かった（図 2b, Total）。代謝カテゴリー（アミノ酸、炭水化物、脂質、

核酸、ビタミン、生体異物）に分類して内訳を調べると、いくつかの特徴が明確に表れた。

肝臓ではアミノ酸など水溶性代謝物の変動は比較的少なかったが、脂質に関しては肝臓で

も他と同程度の増加代謝物変動を認めた（図 2b, Amino acids および Lipids）。一方でアミ

ノ酸と外来異物に対する腸内細菌の影響は尿中おいて非常に顕著だった（図 2b, Amino 

acids）。肝臓で水溶性代謝物より脂質の変動が認められやすいのは肝臓で脂質が蓄積し易い

ことを反映していると考えられた。また、尿中での変動代謝物数がアミノ酸や外来物質で多

かったことから腸内細菌特異的代謝物、その中でも特に水溶性代謝物は腎における再吸収

を受けずに効率的に排泄されていることが考えられた（図 2b, Amino acids および

Xenobiotics）。 

 

腸内細菌による宿主消化活性の促進 

4 部位の腸管内容物における 20 種類のタンパク質構成アミノ酸のプロファイルを図 3

に示した。近位小腸ではほとんど影響が無いのに対して（図 3a）、遠位小腸ではこれら 20

のアミノ酸が ExGF で劇的に、また同じ割合で増加した（図 3b）。食物由来のタンパク質が

主に小腸で分解されることを考慮すると、構成アミノ酸の共通した増加は ExGF に定着し

た小腸常在菌による消化促進効果と考えられる。対照的に大腸では構成アミノ酸の多くが

ExGF で急激に減少した（図 3 および d）。次項で述べるように、これは大腸常在菌がアミ

ノ酸を効率的に代謝した結果と考えられる。また遠位小腸において 3-メチルヒスチジンや

5-ヒドロキシルリジンが腸内細菌移植によってヒスチジンやリジンと同等に増加した（図

4a）。ヒスチジンの 3 位メチル化やリジンの 5 位ヒドロキシル化は食肉中のミオシンやアク

チンタンパク質で特異的に起きることから（76, 93）、これらアミノ酸の増加も、腸内細菌

が宿主消化を促進したことを示すものと考えられた。 

食物由来の脂質には C16 あるいは C18 ベースのアシル基を持つ遊離脂肪酸、例えば

C16:0（パルミトイル）、C18:0（ステアロイル）、C18:1（オレイル）等から構成される脂質

エステルを多く含む。そこで腸内細菌の脂質分解に対する効果を C16-および C18-ベースの

遊離脂肪酸に絞って検討した（図 3e）。近位および遠位小腸、即ち主に脂質分解が行われる

部位では、ステアリン酸以外のすべての分子が ExGF で顕著に増加した。同様の増加傾向は

大腸や糞便でも認められ、C18 ベースの遊離脂肪酸でこの傾向がより強かった。以上の結果

から腸内細菌が脂質の消化にも寄与していると考えられた。すべての分子は血漿、肝臓、腎

臓でも概ね腸内細菌の移植によりこれらの脂肪酸が増加傾向にあり、吸収によって全身に

影響を与えていると推定された。 

 

大腸における腸内細菌特異的な代謝物の生産 

イミダゾールプロピオン酸、ピペコール酸は哺乳類の代謝経路には存在しない代謝物で、

それぞれヒスチジン、リジンから腸内細菌が特異的に生合成するか、あるいは食物として摂
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取する代謝物である（94, 95）。これらの代謝物は遠位小腸では GF と ExGF の差が小さい

が、遠位大腸では ExGF 特異的に検出された（図 4a および b）。さらに血漿中でも上昇した

ことから、腸内細菌が産生したものが腸管吸収によって組織レベルにも影響したと考えら

れた（図 4c,d）。本研究で腸管各部位の比較メタボローム解析を実施したことにより、前項

の小腸における消化促進作用と大腸における細菌代謝物の増加という明確な違いが、初め

て示された。 

Table 1 に本研究で認められた腸内細菌特異的代謝物、および特異的反応をまとめた。イ

ミダゾールプロピオン酸、ピペコール酸と同様に良く知られた芳香族アミノ酸の細菌代謝

物や分岐鎖アミノ酸の細菌代謝物、短鎖脂肪酸、二次胆汁酸、ビタミンなどが ExGF で顕著

に上昇しており、先行研究を再現した（44, 46, 87-90）。また一次胆汁酸のタウリン脱抱合

やグリシン脱抱合の腸内細菌特異性が明確に表れた。Table 1 に示された代謝物には、エク

ォール（大豆イソフラボン由来代謝物、即ち食品含有物質の腸内細菌代謝産物）も含まれて

いた（96）。Table 1 には過去に腸内細菌由来であることが示されたもの以外に、新たに腸

内細菌によって顕著に増加することが確認された分子が含まれている。コレステロール合

成中間体であるメバロン酸、メバロノラクトンが腸管内で顕著に上昇しており、腸内細菌が

ユビキノン、マナキノン、ドリコールなどを増殖に必要としているためにその生合成中間体

合成の増加が表れたものと考えられた。また HODE や DiHODE といった過酸化脂質が腸

管内で共通に増加している現象が観察されており、これらは腸内細菌が ROS の発生を促進

し、脂質の酸化が亢進したことが可能性として考えられる。ポリアミン合成系の N1, N12-ジ

アセチルスペルミジンも腸内細菌による影響がこれまでに報告されていない代謝物であっ

た。 

 

腸内細菌による肝臓スフィンゴシンの全般的な低下 

本研究で新たに見出された宿主組織における腸内細菌の影響として ExGF におけるスフ

ィンゴ脂質の全般的な低下を挙げることができる（図 5）。スフィンゴ脂質の de novo 生合

成経路はセリンパルミトイルトランスフェラーゼによってセリンとパルミチン酸から 3-ケ

トスフィンガニンが合成される反応からスタートし、スフィンガニン、ジヒドロセラミド、

セラミドといった中間体を経て生体膜を構成するスフィンゴミエリンが生成する（図 5a）。

複数の G タンパク質共役型受容体を介して多様な生理作用を発揮するスフィンゴシン-1 リ

ン酸（S1P）は、セラミドからスフィンゴシンを経て生成する（97）。ExGF の肝臓おいて 3-

ケトスフィンガニンからスフィンゴミエリンに至るすべての生合成中間体が減少し（図 5a）、

様々な鎖長のスフィンゴミエリンもすべて減少した。（図 5b）。肝臓はスフィンゴ脂質の de 

novo 合成が活発な臓器であり（98）、本結果は腸内細菌が未知のメカニズムを介して肝臓に

おけるスフィンゴ脂質合成を抑制した可能性が考えられた。（99 および次節）。 
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第四節 考察 

 

腸内細菌研究の飛躍的発達に伴って彼らが内在性低分子代謝物、生理活性ペプチドやタ

ンパク質を介して宿主生理に影響を及ぼす現象が多数報告されている。特に低分子代謝物

は腸管からの吸収と循環血による運搬を介して、中枢神経系を含む腸管から離れた組織に

も影響を及ぼす。腸内細菌が各部位の代謝物に及ぼす影響を調べるために腸内細菌が存在

する動物と存在しない動物の比較が過去にも実施されている（44, 46, 87-90）。しかし、こ

れらの研究は部位が限定され、各代謝物の産生、吸収、蓄積、排泄等を網羅した包括的な情

報となっておらず、検出代謝物も 200 未満と現代のメタボローム解析としては少ない。ま

た GF に対する比較対象として SPF など腸内細菌以外に GF と異なる影響を受けている動

物を用いた研究も含まれる。本研究では腸内細菌の影響を抽出するモデルとして GF に後

天的に SPF の腸内細菌叢を移植して ExGF を作成し、GF との比較を行った。また多くの

研究は糞便や血漿の解析に留まり、部位による影響の受け方の違いまで調べていないため

に宿主機能への影響について充分に考察されていない。そこで GF と ExGF それぞれにつ

いて異なる 9 部位を取得し、1,000 を超える代謝物データを取得した。 

本研究で示された腸内細菌の各代謝物への影響は部位によって異なり、その違いはそれ

ぞれにおける宿主-細菌叢の機能的相互作用や代謝物の物性を反映していた。例えば小腸で

は腸内細菌の存在によって多くの代謝物の増加が認められたが、それらの多くは食物由来

タンパク質や脂質などの消化物であった（図 3）。遠位小腸内容物でも腸内細菌特異的なも

のが検出されたが、それ以上に宿主消化活性の促進作用が特徴として表れた。腸内細菌によ

る消化促進作用として食物由来繊維質の分解による短鎖脂肪酸の産生について報告されて

いるが（100）、他の食物消化物に関しては報告されていない。本研究では遠位小腸でタンパ

ク質の構成アミノ酸の一つ一つが同等の割合で大きく上昇すること、食物由来遊離脂肪酸

が顕著に上昇することが確認され、腸内細菌が宿主消化活性へ全般的に寄与することが明

らかになった。こうした消化促進作用が細菌そのものによる食物成分の分解の結果なのか、

あるいは宿主膵臓からの消化酵素の分泌誘導や活性化によるものかを結論付けるにはさら

なる検討が必要である。クローン病患者の臨床研究の中で Bacteroides 属のレベルが便中ト

リプシン活性と強く相関するという報告があり（101）、腸内細菌が宿主の膵液分泌やトリ

プシン活性化を誘導している可能性がある。小麦に含まれるグルテンの消化に起因するセ

リアック病の重篤度と腸内細菌叢の関連性が報告されており（102）、宿主消化機能に腸内

細菌が関わるメカニズムの解明は病態理解の上でも注目される。 

本研究で検出された腸内細菌由来のアミノ酸代謝物は宿主病態生理との関連が数多く報

告されている。フェノール類、インドール類等の芳香族アミノ酸由来代謝物は詳しく研究さ

れているものが多く、既に慢性腎不全治療薬の開発を目指して生合成阻害薬が具体的に検

討されている（40）。腸内細菌によってヒスチジンから合成されたイミダゾールプロピオン
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酸は Roux-en-Y 胃バイパス手術と垂直スリーブ胃切除術の両方で上昇が認められ、予後が

極めて良好な肥満外科手術のベネフィットに関連している可能性がある（103）。リジン代

謝物のピペコール酸は喘息との関連が報告されている他（104）、脳機能との関連性が認め

られている（105）。本研究で腸内細菌の影響が非常に強いことが見出された過酸化脂質類

は慢性・急性に関わらず炎症性疾患との関連が高い（106）。さらにイタリアのコホート研究

では長寿と深い関連がある因子として 9-HODE などの過酸化脂質と腸内細菌叢の関連性が

指摘されている（107）。その他、腸内細菌由来代謝物と疾患の関連についての報告が増加し

ており、腸内細菌特異的なものだけでなく、腸内細菌の影響レベルが高い代謝物に関する情

報は今後のこの分野の研究に有用に用いられる。 

本研究により肝臓のスフィンゴ脂質レベルが腸内細菌によって大きく減少することが明

らかにされた。生合成中間体を含めて全般的にスフィンゴ脂質代謝物が低下しており、de 

novo 合成が低下した可能性が考えられる。スフィンゴ脂質は膜構成成分として生体にとっ

て必須の働きをする一方、ストレス誘発性分子としてインスリン分泌、血管機能障害、神経

変性疾患、癌化への関連性が報告されている（108）。故に本研究において宿主側でスフィン

ゴ脂質が劇的に変動した結果は、今後の創薬標的として新たな分子や菌種を考える可能性

を示唆する。腸内細菌が腸管から離れた臓器の脂質生合成活性に影響を与えた可能性を示

すものとして大変興味深い現象であるが、de novo 合成系への影響を確かめるには、安定同

位体標識されたセリン（スフィンゴ脂質生合成の初発物質）を GF や ExGF に静脈投与し、

肝臓や血液中のラベル化スフィンゴ脂質を追跡することが有効と考えられる。 

以上、腸内細菌の有無による代謝物の違いをメタボローム解析することによって、腸内

細菌特異的な代謝物や腸内細菌の影響を受けやすい代謝物を明らかにした。また腸内細菌

の影響が部位によって異なることから宿主に対する影響を推定した。得られた結果は今後、

様々なメタボロームデータを解釈する際に腸内細菌の影響を判断し、機能的役割を推定す

る上で有用な情報となる。 
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第五節 図表 

すべての図表は Metabolomics (2017) 13, 101, DOI 10.1007/s11306-017-1240-9（論文 3）

より転載した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 ExGF マウスの樹立と腸管内細菌叢解析 

(a) ExGF マウスの樹立法アウトライン（論文 3, Fig.1a を一部改変）、(b) 取得腸管部位と

略称（論文 3, Fig.1b）、(c) SPF マウス（ドナー）と ExGF マウス（レシピエント）の 16SrRNA

解析による菌叢比較（論文 3, Fig.1c を一部改変） 

(a) (b) 

(c) 
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図 2  GF と ExGF の代謝プロファイル比較 

(a) 各部位における主成分分分析（白ドット；GF、黒ドット；ExGF）（論文 3, Fig.2a を一

部可変）、(b) 検出代謝物数と変動代謝物数（白カラム；変動が無かった代謝物数、黒カラ

ム；腸内細菌が移植により増加した代謝物数、灰色カラム；腸内細菌が移植により減少した

代謝物数）（論文 3,Fig.2b および Supplemental Fig.1 を一部改変） 

 

GF

Ex-GF

Total

Amino acids Carbohydrates Lipids

Nucleic acids Vitamines Xenobiotics

(a) 

(b) 

PI；近位小腸 

DI；遠位小腸

PC；近位大腸 

DC；遠位大腸 

FC；糞便 

PL；血漿 

LV；肝臓 

KD；腎臓 

UR；尿 



52 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3 腸内細菌による宿主消化作用の促進 

(a-d) 腸管各部位におけるタンパク質構成アミノ酸の変動（白カラム；GF、黒カラム；ExGF、

アスタリスクは有意差を表す、*；p < 0.05、**；p < 0.01、***；p < 0.001）（論文 3, Fig.3

を一部開園）C16 および C18 ベース遊離脂肪酸の各部位におけるヒートマップ（赤；有意に

増加（p < 0.05）、薄赤；増加傾向（p < 0.1）、－；いずれも未検出）（論文 3, Supplemental 

Fig.3） 

(a) 

(b) 

(c) 

(d) 

(e) 
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図 4 腸内細菌によるヒスチジン、リジン代謝への影響 

(a-c) 各部位におけるヒスタミン、リジンおよび関連代謝物の相対比較（白カラム；GF に

おけるすべての代謝物、黒カラム；ExGF における構成アミノ酸、灰カラム；ExGF におけ

る食肉消化物、灰カラム；ExGF における腸内細菌特異的代謝物、アスタリスクは有意差を

表す、*；p < 0.05、**；p < 0.01、***；p < 0.001）（論文 3, Fig.4a-c を一部改変）、(d) 各

アミノ酸代謝物の産生と吸収（論文 3, Fig.4d を一部改変） 

 

 

 

(a) (b) (c) 

(d) 
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図 5 腸内細菌によるスフィンゴ脂質への影響 

(a, b) 肝臓における影響（論文 3, Fig.5a,b）；(a) de novo 生合成中間体、(b) 各種スフィン

ゴミエリン（白カラム；GF、黒カラム；ExGF、アスタリスクは有意差を表す、*；p < 0.05、

**；p < 0.01）、(c) スフィンゴ脂質生合成経路（論文 3, Fig.5c）、(d) すべての臓器におけ

るヒートマップ；赤；有意に増加（p < 0.05）、薄赤；増加傾向（p < 0.1）、緑；有意に減少

（p < 0.05）、薄緑；減少傾向（p < 0.1）、GF；GF でのみ検出、ExGF；ExGF でのみ検出、

－；いずれも未検出（論文 3, Supplemental Fig.5） 
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表 1 本研究で認められた顕著な腸内最近の影響（バクテリアマーカー） 、赤字で表した

代謝物は本研究で見出されたもの（論文 3, Table 1 を一部改変） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pathway Bacterial Biomarkers

Lysine Degradation Pipecolate, Cadaverine

Polyamine Biosynthesis N 1, N 12-Diacetylsperimidine

Histidine Degradarion Imidazole derivatives, Acetylhistamine

Tryptophan Indole derivatives

Phenylalanine, Tyrosine Benzoate derivatives, Cinnamate derivatives, Phenol derivatives, Phenylpyruvate derivatives

Creatine Degradation Saccarosine

Valine Degradation 3-Methyl 2-oxobutyrate, a-Hydroxyisocaproate

Leucinn Degradation 3-Methyl-2-oxooxvalerate, 2-Hydoroxy-3-nethylvalerate, Ethylmalonate

Isoleucinne Degradation 4-Methyl-2-oxopantoneate, a-Hydroxyisocaproate, Methylsycinate

Terpenoid Backbone Biosynthesis Mevalonate, Mevalonolactone

Bile Acids Free Foams of Prmary Bile Acids, Secodary Bile Acids

Inflammatory and Oxidative Reaction 9- and 13-HODE, 12, 13-, and 9-, 10-DiHODE, Kynurenine derivatives

NAD+ Salvage Pathway Nincotinate, Nicotinamide, Nicotinamide　 Ribonucleotids, FMN

Neurotransmitters Serotonine, Acetyl-CoA

Isoflavonoids Equol
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第四章 

総括と今後の展望 
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生体反応を理解するために分析の対象となるのは主にゲノム、トランスクリプトーム、

プロテオーム、メタボロームである。このうちメタボロームは最も表現型に近く、メタボロ

ームを解析することによって病態の重篤度を示すバイオマーカーが見出され、創薬ターゲ

ットの発見に繋がることがある。例えば前立腺癌の転移能と内在性代謝物のカルノシン量

に正の相関が認められた事実をベースとして、カルノシン合成酵素のノックダウンにより

癌細胞の浸潤が抑制されることが見出された（109）。病態と健常の比較メタボローム解析

等が病態メカニズムの解明やバイオマーカー発見に利用されている一方で、本研究で取り

上げたように食事や腸内細菌などの影響を含むことから、個々の内在性代謝物のそうした

外的因子による影響を理解することはデータを解釈する上で必須となる。また比較可能な

データを得るための試験プロトコール作成のために、検体取得タイミングや保存条件によ

る影響も重要な基本情報となる。 

世界的に臨床研究の重要性が高まるにつれて、内在性代謝物が個々に有する外的/内的因

子の影響を理解する事の重要性が認識され、アメリカでは NIST を中心として標準分析法

や標準データの整備が行われている（110）。様々な先鋭的な技術が開発され、疾患サンプル

が分析されることによって大変興味深い事実が明らかになるが、分析法やサンプリング方

法、保存方法が異なると比較が難しく、再現性が得られないこともある。試験方法を標準化

することでこうした問題を解決し、様々な試験バッチ間の比較を行うことも考えられてい

る。また価値あるサンプルを優れた技術で分析し、非競合的に共有するという考え方も議論

されている。 

日本でも武田薬品、アステラス、第一三共による健常人メタボロームのベースラインデ

ータ取得の共同研究が発表されている（111）。腸内細菌研究についてもマイクロバイオー

ムコンソーシアムが立ち上がり、メタボロームだけでなく、メタゲノム解析のための次世代

シーケンスデータの取得・解析方法や糞便のサンプリング方法の標準化、さらには健常人デ

ータの整備が検討されている（112）。日本は医薬品の市場価値が高いこと、市場が拡大して

いる中国へ日本人データ外挿性が期待されていることから、日本人の臨床研究結果は欧米

も注目している。また日本人の健康長寿が日本人の体質によるものか、日本食が寄与してい

るのかなどを解析するために、標準方法を設定して臨床データを早くから取得することは

世界的に見ても意義がある。 

本研究では保存条件、食事、腸内細菌という 3 種の外的因子の影響を網羅的に取得した。

これ以外にもメタボロームに影響を与える様々な外的/内的因子がある。試験プロトコール

に由来するものとしては血球細胞が存在する血液状態での保存安定性や溶血、凍結融解の

影響が挙げられる。その他にも明暗周期や睡眠等の日内変動、さらに個人差という点で年齢、

性差の他、体形などによる影響を理解することは臨床研究を進めて行く上で重要である。さ

らに生活習慣や住環境の違いによる影響が挙げられる。これらのうち既に報告されている

ものもあるが、代謝マップ全体を網羅するには 1,000 以上の代謝物データが必要であり、そ

こまで大規模な分析結果はほとんど得られていない。網羅的な基盤データ取得には最新の
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分析機器・プラットフォーム技術が必要で、かつ結果の高度な解釈が求められるため、費用

もかかる場合が多い。そのため、最近では一団体で実施してデータを独占するよりも複数団

体で費用を分担して結果を共有するメリットを優先する傾向にある。コンソーシアム的に

基盤データを取得し、それを各代謝物のアノテーションとしてバイオインフォマティクス

に活用することも検討され始めている。遺伝子にはアノテーションのデータベースが整備

され、バイオインフォマティクスの技術によって様々な解析が行われている。一方で内在性

代謝物については KEGG や HMDB など優れたデータベースが存在するが、インフォマテ

ィクスで解析するにはアノテーション情報が充分とは言えない。今後、様々な基盤変動デー

タが得られることによってメタボロームのアノテーション情報が充実し、メタボロームデ

ータの価値がより上がっていくことが期待される。さらにゲノム－トランスクリプトーム

ープロテオームといったオミックスデータと統合して解析する上でもアノテーション情報

の充実は必須と考えられる。体系的なコンソーシアムの形成や複数企業、アカデミアの参入

による協業体制が増加する中で、メタボロームの基盤データが整備され技術が有効利用さ

れることはライフサイエンスの発展に大きく貢献するに違いない。 
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