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　　　　　　　　　　　　　　　論　文　内　容　の　要　旨

　B哲40δαo’θ7∫κ〃2属は1900年に乳児から初めて分離され、その後、1963年にβ哲40わα6’θ7∫％〃2属の基準

種となるR断伽〃2が命名提案された。また、その分類・同定方法は表現形質に基づいて分類されてき

たが、1969年からはDNA－DNA相同性試験による分類が主流になり、現在においても分類の基準とな

っている。ところが、B哲40δα6’ε吻〃3属には、異なる菌種問で類似した表現型や高いDNADNA相同

性を示す菌種が存在することが示唆され、これのみではB哲40うσc町回〃嘱の分類・同定に混乱を招く

ことから要因となることから、これらの代わる明確な分類・同定法の開発が必要とされてきた。また、

16S　rDNA塩基配列に基づいた系統解析が行われるようになり、表現型やDNA－DNA相同試験と同様に、

B玩40うα伽磁〃z属の菌種間で高い類似性を示す菌種が存在することが報告されている。このことから、

これらの菌種については明確な分類法あるいは新たな分類体系が必要であると考えられる。また、

B那40わα磁吻〃嘱の分類学的な問題が指摘されてきた菌種のなかでも、R勿吻漉s、　Rloηgκ〃2および

Bs％おの3菌種は高いDN《DNA相同性を示すことが知られている。そのことから、同一菌種であるか

どうかが論じられているが、明らかにされていないのが実情であり、分類学的な検討を行う必要があ

る。一方で、ヒトおよび動物の腸管内に多種類の菌群が存在し、特に乳児の腸管内において

B爺40如。∫θ吻〃嘱が優勢菌種として存在し、本字が大腸内細菌叢の環境の改善や免疫調整または感染防

御などとの関連性が重要視されている。また、腸管内には、高度嫌気生菌や特殊な培養法を必要とし、

通常の培養法では培養が困難な菌種が存在することが知られている。しかしながら、B哲40肋伽珈〃嘱

とそれら培養困難な菌種との拮抗関係、培養困難な菌種の構成または培養困難な菌種と乳児の健康と

の関連性は把握されていないのが実情である。そこで、上述のことから加味して、B爺40わα鷹吻〃嘱

における系統分類を明確するため、新しい分類・同定方法としてリボタピング解析を行い、16S　rDNA

塩基配列に基づく系統解析と比較を行った。また、Rゴ蜘班舐R纏g％〃zおよび8s嬬については糖分
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解性状、DNA－DNA相同性試験、リボタピングおよびRAPD－PCRを用いて分類学的な検：討を行った。

さらに、B痂40如惚7協〃嘱の生体に関する研究として、1ケ月齢の乳児の糞便（母乳栄養、混合栄養、

人工栄養）を対象とし、乳児の栄養法の違いに伴うβ哲40ゐσ二二〃嘱と大腸内細菌叢の関連性を検討

するために、従来の培養法とPCR法によるβ塘40如磁磁〃～属の検出、さらに分子生物学的手法の1つ

であるTe㎜inal　restriction　fragment　length　polymorphism（TRFLP）解析および16S　rRNAクローンラ

イブラリーを用いた乳児の大腸内細菌叢の解析を行った。その成績は以下の通りである。

　1）B哲40∂α6’67訪〃2属28菌種2亜種の計97株を使用し、RiboPrinter　R　System（TaKaRa）を用いたり

ボダイビング解析と16S　rDNA塩基配列に基づいた系統解析を行った。今回用いたRiboPrinter　R

Systemによる加。励α6∫〃πsやS’αρ勿Jooocoπsの分類学的検討では、類似度50～60％を基準とした回忌

でそれぞれの菌種を識別されている。そのことから、リボダイビング解析後、得られた各

召哲40勿6’6珈〃｛のリボパターンを類似度60％で型別を行ったところ、クラスター1から双の9つのク

ラスターに型別され、そのうちクラスターVには供試した28菌種のうち18菌種が含まれた。このこと

から、さらに詳細に検討するために、類似度90％を基準としてさらに細分類を行ったところ、各クラ

スターはさらに細分類された。なかでもクラスターVはa～wの23のサブクラスターに分けられた。

これまでに丑勿4加祝およびBoo脚⑳ア耀グループ、β磁6勉1α劾〃2および、B．ρ5餌40‘碗窺4漉〃〃2グ

ループ、las麗6協α76、．8．9α11勿α物〃2およびB．勿三品〃2グループおよび8ゴ吻漉s、　R1侃9％勉および

β．s％∫5グループの各菌種問では高いDN在DNA相同性を示すが、これらの各菌種はそれぞれ異なるサ

ブクラスターに含まれ、分けることが可能であった。その一方で、2菌種以上が含まれるブクラスター

や2つ以上のクラスターに分かれる菌種が認められた。リボダイビング解析において、異なる菌種問

で類似したパターンを示す場合や1菌種が異なるパターンを示す場合、前者は同一菌種、後者は別種

であることが推定される。そこで、各供試菌株の16S　rDNA塩基配列を決定し比較したところ、各菌種

は基準株に対し、類似度98％以上の類似度を示しそれぞれ同一菌種であることが認められた。このこ

とから、B爺40∂α鷹励〃嘱の場合リボパターンの多様性は種により異なることが考えられた。また、

Rα40」θs6θ纏sの供試菌株はすべて異なるサブクラスターに分けられた。その16S　rDNA塩基配列を比

較したところ、V1およびV2領域に違いが認められ、このことから8α40」6s6θ纏sは他の種よりもヘテ

ロである事が認められた。さらに、B．ρsε％4∂Zo％g％〃3　subsp．　glo∂os％〃2およびRρs8％40Zo％g％〃z　subsp．

ρsθπ40Joκg％〃zはDN《DNA相同性試験において基準高とは異なるグループ（中間型1回目び1）が存

在することが報告されている。そこで、サブクラスターと比較したところ各中間型に相当する菌株は、

基準菌株と異なるクラスターに含まれた。これらのことから、リボタピング解析はB哲40わα碗7伽〃嘱

の分類・同定に有効であることが認められた。

　2）8ゴ吻％漉12株、RJoηg銘〃311株および孕s酪2株の計25株について分類学的な検討を行ったとこ

ろ、DNADNA相同性試験では、各菌種間のDNADNA相同値が42℃の条件下では67～81％、さらに

52℃では63～85％の相同性を示し、同一菌種であることが認められた。Bloπg麗〃3はR、∫蜘漉sおよ

びEloπgκ吻に対し命名の優先性をもつことから、　Bゴ卿π漉と且s嬬をB1碑gπ〃2として統合するこ
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とを提案した。ところが、これらの供試菌株の糖分解性状は多様であったが、リボタピングおよび

PAPD－PCRによって3つに型別できることが認められた。このことから、3つの生物型；Infantis　type、

Longum　typeおよびSuis　typeとして分類することを提案した（以下、　R　Zo％9κ〃3をβ．　Joη9π辮longum

type，β．碗危漉sを8」碗gκ〃2　infantis　typeおよび8　sπ∫sをB．　Zoηg％初suis　typeとする）。

　3）B那40勧。’θ7伽〃z属の生態学的な検：討として、2002年2～8月に1ヶ月齢の栄養法の異なる健康乳

児67例（母乳30例、混合26例および人工11例）から得られた新鮮排泄便を用いて、培養法による

β碗40蝕。’ε7’％〃～属の検：出を試みたところ、その検出率は72．7％であったが、PCR法による検出では

100％から検出された。PCR法による各菌種別の検出率では、8Joηg％〃210ngum　typeが16例（62．7％）

と最も高率に検出され、次いでBJoηg％〃～infantis　typeが22例（32，8％）、　Bδ72”8が16例（23．9％）か

ら検出された。また、各栄養法からの各菌種の検出率は同じ傾向を示した。さらに、糞便中の総一夕

と培養菌数の比較を行った結果、大腸内細菌叢の22～94％（平均70％）が培養困難な大腸内細菌で

あることが明らかになった。そこで、培養困難な大腸内細菌を含めた解析を行うために、TRFLP解析

を行ったところ、二丁：体は2クラスター（1；34例、H；33例）に分けられ、さらにa、　b、　c、　dお

よびeとして5つのサブクラスターに分けられた。クラスターと栄養法との関連性を調べたところ、各

クラスターにそれぞれの栄養法が混在して含まれるため、栄養法ごとにその構成に特定の傾向がない

ことが明らかとなった。しかしながら、母乳栄養に比べ特徴的なクラスターは形成しなかった。この

ことから、母乳栄養の大腸内細菌叢は比較的類似した構成であるのに対し、混合栄養または人工栄養

の大腸内細菌叢の下城は多様であることが明らかとなった。

　4）PCR法により検出されたβ荊40如6’67伽〃3属と各クラスターとの比較では、　R∂耀4％〃3は7例

（10．4％）から検出されて、サブクラスターa（4例）およびd（3例）のみから検出された。検出され

た16例の8加即6のうち13例がクラスター1に含まれ、その11例がサブクラスターaに含まれた。T・

RFLPのクラスターによりB哲40わα6’θ7∫％〃2属の検出率が異なる傾向が見られた。さらに、　T－RFLPの斉

ピークを解析する目的で母乳栄養児1例（baby　4：男児、生後一ヶ月齢）について16S　rDNAクローン

ライブラリーを構築したところ、B．676麗、　Ro’配α46螂6α7ゴOSα、　S’αρ勿ZOOO‘6％S砂∫4〃〃2ゴdゼS、

5’rψ’ooo60％s勿4伽傭／S’7ψ∫ooo‘o％s〃痂おおよびS〃帥∫ooo‘o％∬α伽α万。κ∫の5菌種のクローンが検出され

た。このうちTRFLP解析においてπ肋1で全体のピーク面積の60．6％を占める579bpと1喚ρ1で

58．5％を占める553bpのピークにはS．　sα」伽吻sが該当した。一方、培養法で最優勢に分離されたB

わ78”θのピーク面積はH肋1が4．4％およびルfερ1が3．6％であった。baby　4からは培養法では

B哲40δαcf6吻〃z属が10，210g／g、　S’7の’06006κs属が9．210g／gであるのに対し、　TRFLPおよび16S　rDNA

クローンライブラリーは定量的には一致しない成績であった。このことは培養可能な菌種数が約30％

であることから、培養では検出されにくいS旋卿ω‘o％s属が優勢に存在し、それが検出されているこ

とが考えられた。その一方で、16S　rDNAのコピー数やPCRバイアスによりS’7ψ∫o‘ooo％s属が優勢に検

出された可能性も考えられ、さらに定量PCR法やFISH法を併用した定量的な検討を行う必要がある

と考えられた。
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　　　　　　　　　　　　論文審査の結果の要旨
　B醒40飽‘’67伽〃2属は1900年にTissierによって、母乳栄養児の糞便から初めて分離され、当初

Bαc漁∫∂痂伽sco〃卿翅π∫∫と命名された。それ以降、　B哲ぬ勿潮紅〃嘱の分類に関しては様々な提案お

よび統合が行われてきた。現在、B哲40∂α‘∫θ7伽〃2属の分類・同定方法は表現型やDNA－DNA相同性試

験に基づいて行われているが、これのみではB醇40δα漉7伽〃嘱の分類・同定に混乱を招く要因がある

ことから、これらに代わる明確な分類・同定法の開発が必要とされている。最近、16S　rDNA塩基配列

に基づいた系統解析が行われるようになり、表現型やDN1」DNA相同性試験と同様にB哲40わα6’〃f％〃3

属の菌種間で類似した高い相同性を示すことが報告されている。このことを考慮するとこれらの菌種

については明確iな分類法または新たな分類体系が必要と考えられる。また、B哲40δα伽吻〃2属の中で、

従来から分類学的な問題が指摘されてきた且’吻π漉、810ηg％〃2およびβ∫痂sの3菌種は高いDN八

DNA相同性を示すことから同一菌種であるかどうかが論じられているが、明らかにされていないのが

実情であり、分類学的解析を検：面する必要がある。一方、ヒトおよび動物の腸管内には多種類の菌群

が存在し、特に乳児の腸管内においてB哲40∂αo’θ7伽〃2属が優性菌種として存在し、本菌が腸管内細菌

叢の環境の改善や免疫調整または感染防御などに関与していることから重要視されているが、培養困

難な菌種と明確な関連性やその存在が把握されていないのが実情である。

　著者は上述のことから、B哲40δα6’87伽〃嘱における系統解析を解明するため、糖分解性状、　DNA－

DNA相同性試験を行うとともに、新しい分類・同定方法としてリボダイビング解析およびRAPD－PCR

を用いて、16S　rDNA塩基配列に基づく系統解析と比較を行った。さらに、β哲4功σ‘’爾〃〃z属の生態に

関する研究として、1ヶ月齢乳児の糞便（母乳栄養、混合栄養、人工栄養）を対象とし、乳児の栄養法

の違いに伴うB哲40うα‘f2吻〃2属と大腸内細菌叢の関連性を検討するために、・従来の培養法とPCR法に

よるB哲40δαo∫ε7∫％〃2属の検出、さらに分子生物学的手法の一つであるTerminal　restriction　fragment

length　polymorphi－sm（TRFLP）、解析および16S　rDNAクローンライブラリーを用いた乳児の大腸内細

菌叢の解析を行った。その概要は以下の通りである。

　1）B哲40δα6∫師κ〃3属28菌種2亜種の計97株について、リボダイビング解析と16S　rDNA塩基配列に

基づいた系統解析を行ったところ、類似度90％で1つのクラスターに含まれる菌種が認められたが、一

方で1菌種であるが複数のクラスターに重砲される菌種の存在が認められた。特に、8α401召3‘6庸5の

供試菌株は全て異なるクラスターに型別された。また、供試した各Rα40」θscθ漉∫株の16S　rDNA塩基

配列を比較したところ、16S　rDNAのV1およびV2領域において配列の違いが認められ、　Rα401彦scεπ漉

は他の菌種よりも種内の多様性に富むことが明らかになった。

　2）8ゴ蜘”禽，EJoπgπ泌およびR　s嬬について、　DNA－DNA相同性試験を行ったところ、42℃の条

件下では67・81％、さらに52℃では63－85％の相同性を示した。また、EJo％gκ〃2はB∫卿漉∫sおよびB

3廊に対して命名の優先性を持つことから、Rゴ舶π漉およびRε痂をBJo”gπ〃3として統合すること

を提案した。ところが、これらの供試菌株の糖分解性状は多様性を示し、さらにリボタピングおよび

RAPD－PCRにおいて3つの型に分類された。そのことから、　R　Jo㎎駕〃3を3つの生物型：In㎞飴鯉pe、
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L）ngum　typeおよびSuis　typeとして分類することを提案した。

　1）培養法別によるB玩40δα訓告〃嘱の培養臨書および検出率において、培養法ではB爺40δα惚7でz捌

属の検出率は72．7％であったが、PCR法では8哲40肱6∫67伽〃2の検出率は100％であった。各菌種別の検

出率ではB．10ηgπ〃　10ngum　typeが全体の62．7％と最も多く、次にB．♂侃gκ〃～infantis　typeが32．8％、

8δ78麗が23．9％であった。また、Eα40」θscθ班凋R∂班伽〃2および8‘α’飢κZα伽〃2　groupは10．5～13．4％で

あった。B班40δα惚7伽〃嘱の検出率の各栄養法による差は認められなかった。また・乳児の大腸内細

菌叢の総藻数と培養菌数を比較したところ、培養菌数は総函数の約30％程度に過ぎず、残りの約70％

が培養困難な菌種であることが明らかとなった。一方、H肋1およびM∫ρ1によるT－RFLP解析におい

て、各検体のTLRFLPはクラスター1およびIIさらにサブクラスターa～eに型別された。そのうち、

母乳栄養はサブクラスターaに多く含まれる傾向が認めれたが、混合栄養や人工栄養は母乳栄養に比

べ特徴的なクラスターは形成しなかった。このことから、母乳栄養の大腸内細菌叢は比較的類似した

構成であるのに対し、混合栄養または人工栄養に大腸内細菌叢の構成は多様であることが考えられた。

　2）B班40δα鹿7伽〃嘱の菌種構成との比較では、Rゐ7ω6がサブクラスターaに多く含まれる傾向が認

められ、母乳栄養の大腸内細菌叢とB∂76肥に関連性があることが明らかになった。さらに、TRFLP

の各ピークを解析する目的で母乳栄養児1例について16S　rDNAクローンライブラリーを構築したとこ

ろ、R7θρ6、　RO飾fα4θπ’Cαガ0∫α、　S≠αρ勿106066％S砂∫4θ7卿∫砺S、5’72カ’06000κS伽6【αη’ゴS／S’7θρ’06066κε規f’∫S

およびS〃θρ’ooooo％s　sα1勿αア∫oκsの5菌種のクローンが検出された。このうちTRFLP解析のH肋1で全

体のピーク面積の60．6％を占める579bpとMsρ1で58．5％を占める553　bpのピークにはSsα伽αγf駕sが相

当した。一方、培養法で最優勢に分離された且δ7⑳6のピーク面積は∬肋1が4．4％およびMsρ1が3．6％

であり、培養法とTRFLPおよび16S　rDNAクローンライブラリーは定量的には一致しなかった。この

ことは16S　rDNAのコピー数やPCRバイアスによりS’7の’0600‘％sが優性に検出された可能性も考えら

れ、さらに定量PCR法やFISH法を併用し定量的な検討を行う必要があることが考えられた。

　以上の成績から、B哲40∂α6’θ吻〃2属の分類にリボダイビング解析を行い、　DNADNA相同性試験およ

び16S　rDNA塩基配列に基づく系統解析で相同性を示す菌種間の鑑別が可能であることを明らかにし

た。また、リボタピングおよびRAPD－PCRにおいて、　Infantis　type、　Longum　typeおよびSuis　typeの

3つの型に分類されたが、同一菌種内でも異なるグループであることから御伽g％〃2として統合し、そ

れらを3つの生物型に分類できることを明らかにした。培養法によるB班40∂α鹿吻〃嘱の培養菌数お

よび検出率は各栄養別に顕著な差は認められなかったが、母乳栄養の大腸内細菌叢は比較的類似して

いたが、混合栄養及び人工栄養の大腸内細菌叢の構成は母乳栄養に比べ、多種多様の菌種であること

を明らかにした。

　以上のように本研究はB哲40∂αo∫ε吻〃z属の分類に分子生物学的手法を取り入れた研究および乳児の

大腸内細菌叢の改善や免疫調整または感染防御に関する研究として、細菌学上、公衆衛生学的上高く

評価される業績であり、博士（学術）の学位授与に値するものと認める。
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