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梅ポ リフェノールのマ ウス腸内細菌フロ.__.ラ改善効果

島 田良美 、香川 昴雅 、晋家崇 史、堀西朝子、尾暗嘉彦、芦 田 久

要 旨

梅ポ リフェノール(梅PP)は 、梅干製造 の過程 で大量 に生 じる梅酢 か ら合成 吸着剤 を用 いて回収 したポ

リフェノール成分 を濃縮 ・乾燥 させ た粉 末であ る。BALB/cマ ウス を3群 に分 け、対照飼料(AIN-93M)、

4%梅PP含 有飼 料、2%ラ フィ ノース含有飼料 をそれ ぞれ 自由摂 取 させ、2週 間飼 育 した。梅PP群 では対

照群 に比較 して、盲腸重量お よび摂食量 に有意 な増加 が見 られた が、体重 には有意 な差 はなかった。 ラフ

ィノース群で も同様の傾 向が見 られた が、盲腸重量 の増加 は有意 ではなかった。各マ ウスの盲腸 内容物 か

ら全DNAを 抽出 し、16Sリ ボソー ムRNA遺 伝子 のV4領 域254塩 基対 のDNA断 片 をPCRで 増 幅 させ た

の ち、イル ミナMiSeqシ ステムで シー クエ ンスす ることによ り腸 内細菌 フロー ラを解析 した。梅PP群 で

は、硫化水 素、ア ンモ ニア、イ ン ドール 、吉草酸 な どの腐敗 臭 を生産す る とされ るClostridiumindolis、

Oscillospirasp.、 珈 αεπo伽ηc〃3sp.に 代表 され るOTU(operationaltaxonomicunit)の 有意 な減少 が認 め られ

た。一方、酢酸や酪酸 を生産す る とされ る オcε'α蜘c'oM7副3に 代 表 され るOTU、 難 消化性糖 を資化 して

酢酸 を生産す る とされ るRuminococcusbromiiに 代 表 され るOTUが 顕著 に増加 していた。 主成 分分析 の結

果、梅PP群 はラフィノー ス群 とは傾 向の異 なるフ ローラの変化 が認 め られ た。 これ らの結果 か ら、梅PP

は ラフィノース とは異な る作用 メカニ ズムによ り腸 内細菌 フロー ラを改善す る効果 があるこ とが示 唆 され

た。

キ ー ワー ド:腸 内 細 菌 、 メ タゲ ノ ム解 析 、 プ レバ イ オ テ ィ ク ス 、 ポ リフ ェ ノ ー ル 、 ウメ

1.緒 論

和歌 山県は ウメ(Pア 研〃8〃2〃耀SieboldetZuccarini)の 果実 の生産量 が 日本 で最 も多 い県 である。 ウメ果

実の大部分は、梅干 に加 工 され 、消費 されてい る。古来 よ り梅 干 には 胃腸の調子 を整 える効果、抗菌 効果 、

抗疲 労効果 な どがある とされて きた。近年 、梅 干や梅抽 出物 には血圧低 下作用(1-3)、ラジカル捕 捉作用(4)、

抗酸化作用(5・6)、抗骨粗懸症活性(5)、ピロ リ菌の生育阻害(7)、血液凝 固阻害(8)、a一グル コシダーゼ 阻害 と食

後血糖 上昇抑制作用(9)などの さま ざまな健 康増進 効果があ ることが報告 されてい る。

ところで、梅干の製造過程で大量 に生 じる梅酢 は、高濃度 の食塩 を含む ため高度 な利用 がな され ていな

いのが現状で ある。近年、和歌 山県で は、梅酢か ら合成吸着剤 を用い てポ リフェノール化合物 を回収 し、

濃縮 ・乾燥 ・粉末化す る技術 が開発 され、これ を梅ポ リフェノール(梅PP)と して新 たな機能性食 品素材

と しての応 用展開 を図 ってい る。梅PPは 約65%の 糖質、約12%の フェ ノール化合 物、約4%の 水 分を含

み、 フェノール化合物の主成分は、カ フェ酸、 クマル酸、 フェル ラ酸 な どの桂皮酸類 である ことが報告 さ

れてい る(10)。一部 の糖質 は、 これ らの桂皮 酸類 がエステル結合 した糖エ ステル の形 で存在 してお り(4)、残

りの糖 質は水溶性の多糖で あるが詳細 な構造 は明 らか に され てい ない。

近年、腸 内細 菌が宿 主の健康 に大きな影響 を与 えてい ることが認識 され るよ うにな った。梅PPを 経 口摂

取 した場合、体内に吸収 される前に腸内細菌に影響を及ぼすことが考えられ るが、これまでにこの点に関する評価

は全 くなされていない。そ こで本研究では、マ ウスを用いて梅PPの 腸内細菌フローラに及ぼす影響を、メタゲノ

ム解析により明 らかにすることを目的 とした。
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2.材 料 と方法

2.1梅 ポ リフェノール(梅PP)

梅PP(Lot.100525)は わ かや ま産業振興財 団か ら供与 され た ものを使用 した。これ は、梅 酢をDiaionHP-20

カ ラム クロマ トグラフィー に供 し、水 で洗浄 したのち60%エ タノール で溶 出 され た画分 を乾燥 させ た粉末

であ る。

2.2動 物実験

BALB/cマ ウス 偉 、8週 齢)は 日本チ ャール ズ ・リバーか ら購 入 した。温度 と湿度は、それ ぞれ20.0±

2.0°C、50±30%の 環境 で飼 育 し、餌 と水は 自由 に摂取 させた。1週 間 の予備飼育期 間はAIN-93M飼 料(オ

リエ ンタル酵母)を 給餌 し、そ の後マ ウスを無作為 に3群 に分 けて、対 照飼料ArN-93M(4頭)、4%(w/w)

梅PP含 有飼料(5頭)、2%(w/w)D(+)一 ラフィノー ス8水 和物(和 光純薬 工業)含 有飼料(4頭)を 与 え

て2週 間飼 育 した。体重 と食餌摂取量 を毎 日測定 した。2週 間後 に解剖 して、盲腸重量 を測 定 し、内容物

を採 取 した。 動 物 実験 は近 畿大 学 生物 理 工学 部 動物 実 験 小委 員 会 の承 認 を得 て実施 した(承 認 番 号

KABT-25-003)o

2.3DNA抽 出

各 個 体 の 盲 腸 内 容 物 約100mgを2mlの 生 理 食 塩 水 に 完 全 に 懸 濁 し た 。25°Cで5分 間 静 置 し た 後 、 上

清 を 取 り、4,000×gで15分 間 遠 心 分 離 した 。 沈 殿 画 分 を 取 り、NucleoSpinTissue(Macherey-Nagel)を 用 い

て 総DNAを 抽 出 し た 。

2.416Sリ ボ ソ ー ムRNA遺 伝 子V4領 域 のPCR

細 菌 の 同 定 に 有 効 と さ れ る16Sリ ボ ソ ー ムRNA遺 伝 子 のV4領 域(254塩 基 対)(ll)をKOD-Plus-Ver.2(東

洋 紡)を 用 い たPCRに よ り増 幅 さ せ た 。前 項 で 抽 出 した 総DNAを テ ン フ レ゚ー トに して 、プ ラ イ マ ー515F

(5'-GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3')と806R(5'-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3')を 使 用 した 。PCR反 応

は 、98°C,10秒 、55°C,30秒 、68°C,60秒 の サ イ ク ル を20回 繰 り返 し た 。 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に 供

し 、254塩 基 対 の バ ン ドを 切 り 出 し 、WizardSVGelandPCRCIean-UpSystem(Promega)を 用 い て 抽 出 し た 。

こ れ を テ ン プ レー トに して 、イ ル ミナMiSeqシ ス テ ム で の 解 析 に 必 要 な ア ダ プ タ ー 配 列 お よ び 個 体 識 別 の

た め の12塩 基 の 固 有 の バ ー コ ー ド配 列(下 線 部 分;対 照1,CTAGTCGCTGGT;対 照2,GTGCCCACTT-GA;

対 照3,cGAAAGcArTcc;対 照4,cTTAcAcTGcTT;梅PP1,GAGAGGGArcAc;梅PP2,GGTGTGA-

GAAAG;梅PP3,CCGGAATCCATA;梅PP4,GCGTTAACCCAA;梅PP5,AATCCGGTCACC;ラ フ ィ ノ ー ス

1,ACCTACTTGTCT;ラ フ ィ ノ ー ス2,CATTGTCCCTAT;ラ フ ィ ノ ー ス3,CArTGGGAGTTC;ラ フ ィ ノ ー ス

4,GTTGACCATCGC)を 含 む フ ラ゚ イ マ`R -806-rcbc####(5'-CAAGCAGAAGACGGC-一 一

NNNNNNNAGTCAGTCAGCCGGACTACHVGGGTWTCTAAr-3')と515F2

(5'-AATGATAcGGcGAccAcc-GATcTAcAcTArGGTAArTGTGTGccAGcMGccGcGGTAA-3')を 用 い て

2度 目 のPCRを お こ な っ た 。反 応 は 伸 長 反 応 を72°Cと し た 点 以 外 は 、1回 目 のPCRと 同 条 件 で お こ な っ

た 。 増 幅 したDNA断 片 を ア ガ ロ ー ス ゲ ル か ら 抽 出 し、 各 個 体 のPCR産 物 を そ れ ぞ れ80ngず つ 混 合 し 、

シ ー ク エ ン ス 解 析 に 供 した 。

2.5DNA配 列 の 解 析

シ ー ク エ ン ス 解 析 に は イ ル ミ ナMiSeqシ ス テ ム(12)とMiSeqReagentKitv3(Illumina)を 用 い た 。 配 列 デ ー

タ はMiSeqControlSoftwarev2.3.0.3、RealTimeAnalysisvl.18.42、 お よ びConsensusAssessmentofSequence
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andVariationvl.8.2で 解 析 し た 。

2.6細 菌 種 の 推 定

両 端 か ら の シ ー ク エ ン ス 配 列 を ペ ア リ ン グ し て254塩 基 の コ ン テ ィ グ を 作 成 し 、CD-HIT-OTUvO.0」

(http://weizhong-lab.ucsd.edu/cd-hit-otu/)を 用 い て 、 相 同 性 の 閾 値 を0.97に 設 定 し ク ラ ス タ リ ン グ し て 、OTU

(operationaltaxonomicunit)を 構 築 し た(13)。代 表 配 列 に つ い て 、QIIMEvl.7(http://qiime.org/)(14)を 用 い 、 学 習

配 列 と してGreenGenesgg _13_5(15)を 採 用 し てRDPclassifierv2.2(http://rdp.cmemsu.edu/index.]sp)(16)に よ り系

統 分 類 を 行 っ た 。 解 析 は ブ ー トス トラ ップ 値>0.8で お こ な っ た 。 各OTUの 代 表 配 列 を 、BLASTプ ロ グ ラ

ムv2.2.20を 用 い てDDBJ16SribosomalRNAdatabasev.20140211を 検 索 して 菌 種 を 推 定 した 。

2.7α 多 様 性 指 数

レア フ ァ ク シ ョ ン 解 析 に はQIIMEを 用 い た(14)。 α 多 様 性 指 数 と し て 、chaol推 定 量 とshannon指 数 を

算 出 した 。

2.8統 計 解 析

Dunnett法 を 用 い て 、有 意 水 準 を5%に 設 定 し て 、対 照 群 と の 多 重 比 較 を お こ な っ た(http://www.gen-info.

osaka-u.ac.jp/MEPHAS/)。 主 成 分 分 析 に はEasyPCA(http://hoxom-hist.appspot.com/pca.html)を 用 い た 。

3.結 果

3.1体 重、食餌量の変化 と盲腸重量

9週 齢のBALB/cマ ウス を3群 に分 け、対照飼料、4%(w/w)梅PP含 有飼料、2%(w/w)ラ フ ィノース

含 有試 料 を与 えて2週 間飼育 した。対照群 の体重 は5日 目までやや減少 し、その後 ゆるや かに増加 した。

同様 に、 ラフィノース群では2日 目ま でわず かに減少 し、そ の後増加 に転 じた。梅PP群 は試験期 間を通

じて上昇 した(図1)。 試験終 了時の体重 は、梅PP群 とラフィノー ス群 は対照群 に比べやや重 い傾 向を示

したが、有 意な差ではなかった(表1)。 一方 、1日 当た りの食餌 量は、梅PP群 とラフィノース群 では と

もに対照群 に比べ有意 に多か った(表1)。

盲腸 重量は梅PP群 が対照群 に比較 して有意 に高 く、ラフィノー ス群 も対 照群 よ り高い傾 向であったが、

こちらは有意な差ではなか った。盲腸 内容物 のpHは 梅PP群 とラフィノー ス群で低下傾 向が見 られ、ラフ

ィノース群は対照群 に対 して有意で あった(表1)。

3.2メ タゲ ノムデー タの品質評価 と α 多様性

盲腸 内容物 よ り全DNAを 抽 出 し、 これ を鋳型 に16Sリ ボ ソー ムRNA遺 伝 子のV4領 域 をPCRで 増 幅

させ、イル ミナMiSeqシ ステ ムでシー クエ ンス した。各個体の試 料か ら6.9～23×105リ ー ドの配列 データ

が得 られ、低 品質のデー タを除いた3.0～9.9×105リ ー ドの配列 データ を以後 の解析 に用いた(表2)。 平均

リー ド数は群問で有意差 はなか った。相 同性 の閾値0.97で 配 列デー タをクラス タ リング した結果、149の

OTUが 得 られ た。試料 ごとのOTU数 は134～144で 、群 間で有意差 はなかった。Chaol推 定量は、全試料

において観 察 されたOTU数 よ りも0.9か ら13大 きかった。Shannon指 数 は3.9～5.0の 値 とな り、群 間で有

意差はなか った(表2)。Chao1推 定量か らは、検 出 され てい ない稀 な配列 の存在 が示唆 され る ものの、レ

ア ファクシ ョン解析ではいずれの指数 も10万 リー ドまでで飽和 に達 し、実質 的に十分 な リー ド数 が解析 に

供 された と考 え られた(図2)。
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図1飼 育期 間にお ける体重 の変化

デー タは平均値±標 準誤差で示す。対照群(◆,n-4)、 梅PP群(■,n-5)、 ラフィノース群(▲,n-4)。

表1体 重、採 餌量、盲腸 重量、お よび盲腸 内容物のpH

対照 梅PP ラフィノー ス

試験開始時体重 ㈲

試験終了時体重(g)

食餌量(g/day/mouse)

盲腸重量(g》

盲腸内容物のpH

21.6±0.6

21.7±0.4

2.2±0.1

0.175±0.016

7.18±0.08

21.2±0.6

22.8±0.7

2.9±0.1*

0.222±0.013*

7.00±0.04

21.8±0.3

22.5±0.4

2.5±0.1*

0.202±0.010

6.88±0.06*

デ ータは平均値±標準誤差(対 照群n-4、 梅PP群n-5、 ラフィノース群n-4)で 示す。

*対 照群 に対 して有意差有 り(p<0 .05、Dunnett検 定)。

表2シ ー クエ ンス結果 とα多様性指数

試験群 マウス 総リード数 分析リード数OTU数
ChaolShannon

推 定 量 指 数

対照 Cl

C2

C3

C4

3072

0201

1775

8481

梅PP UPPl

UPP2

UPP3

UPP4

UPP5

753

774

592

687

944

ラフィノー ス RAFl

RAF2

RAF3

RAF4

1,395

1,200

1,349

1,615

856

472

376

646

.・

447

764

799

330

454

262

400

236

754

749

698

301

421

840

742

674

010

595

512

591

693

348

094

,..

773

137

140

141

143

137

141

143

144

924

957

670

550

742

142

144

142

139

138

153

145

142

142

142

152

053

178

153

138

143

142

134

141

143

155

135

'1:

213

480

×11

2634

7634

6244

4504

195

740

595

592

605

8804

7704

6814

5494

3564

930

987

475

425

9333

0375

5104

4884
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3.3腸 内 細 菌 フ ロ ー ラ の 変 化

RDPclassifierを 用 い て 推 定 した 各 群 の 属 レベ ル の 細 菌 フ ロ ー ラ を 示 す(図3)。 ま た 、 各 群 で 存 在 比 率

に 有 意 な 差 が あ っ た カ テ ゴ リー に つ い て 、含 ま れ るOTUの 代 表 配 列 を も と にBLAST検 索 に よ り代 表 種 を

推 定 した 結 果 と そ の 割 合 を ま と め た(表3)。

最 も 割 合 の 多 い 属 は 各 群 共 通 で 、Clostridiales目 の 未 同 定 属 で あ っ た(対 照 、 梅PP、 ラ フ ィ ノ ー ス 群 に

お い て そ れ ぞ れ22.6、24.8、24.5%)。 対 照 群 で 次 に 多 い 属 はLachnospiraceae科 の 未 同 定 属(21.9%)で 、

代 表 配 列 のBLAST検 索 の 結 果Clostridiumindolis(E-valuel.00E-121)ま た は そ の 近 縁 種 と推 定 され た が 、

こ の 属 は 梅PP群 と ラ フ ィ ノ ー ス 群 で は 有 意 に 減 少 し て い た(9.08、8.98%)。 対 照 群 で3番 目 に 多 い

Pαアα一肋o紛o∫4θ3属 は 、 各 群 で 同 程 度 の 割 合 で 検 出 され た(15.0、15.5、19.1%)。 次 い でOscillospira属 は 、

対 照 群 で14.8%、 ラ フ ィ ノ ー ス 群 でll.7%で あ っ た が 、梅PP群 で は 対 照 群 に 比 較 し て 有 意 に 少 な く9.0%

で あ っ た 。 次 の 未 同 定 細 菌 は 対 照 群 で は5.90%存 在 し た が 、 梅PP群 や ラ フ ィ ノ ー ス 群 で は 極 め て 少 な か

っ た(1.20、0.55%)。 こ の カ テ ゴ リー の 細 菌 に つ い て は 、 目 レ ベ ル の 分 類 学 的 情 報 さ え 得 られ な か っ た 。

Clostridiales目 の1属 は 対 照 群 で は そ の 次 に 位 置 す る が(4.45%)、 梅PP群 の み で 顕 著 に 増 大 し て20.1%を

占 め て い た 。 こ の 属 はBLAST検 索 の 結 果 、Acetatifactormuris(E-valuel.00E-128)あ る い は そ の 近 縁 種 と

推 定 さ れ た 。Lachnospiraceae科 の1属 は 、Eubacteriumplexicaudatum(E-value1.00E-132)と 推 定 さ れ た 。

こ の 属 は 、 梅PP群 で は 有 意 差 は な い も の の 増 加 傾 向 で(2.40vs5.26%)、 ラ フ ィ ノ ー ス 群 で 有 意 に 増 加 し

た(2.40vs13.3%)。

以 下 、 存 在 比 率 が5%未 満 の カ テ ゴ リ ー に つ い て 記 載 す る 。Ruminococcusbromiiを 代 表 と す る

Ruminococcus属 は 対 照 群 に 比 較 して 梅PP群 で 有 意 に 高 く(2.35vs3.06%)、 ラ フ ィ ノ ー ス 群 で 有 意 に 低 か

っ た(2.35vsl.43%)。 βαc'θzo∫4θ30αccα8を代 表 とす るBacteroides属 は 、 梅PP群 、 ラ フ ィ ノ ー ス 群 で 減 少

傾 向 が あ り、後 者 で は 有 意 で あ っ た 。Ruminococcaceae科 の 未 同 定 属 はAnaerotruncussp.(E-valuel.00E-129)

と 推 定 さ れ た が 、 梅PP群 で の み 有 意 に 低 下 し て い た(1.28vsO.34%)。 一 方 、Doπ εα属 は ラ フ ィ ノ ー ス 群

に お い て の み 有 意 に 増 加 して い た(0.23vs3.05%)。 そ の 他 の 属 に 分 類 され た も の と し て 、Actinobacteria

門 の 属 、Lactobacillales目 の 属 、E惚zococc〃3属 、 肋 αεπ1ρ1α5〃za属な ど が 少 数 ず つ 検 出 さ れ た 。

第 一 主 成 分 か ら第 三 主 成 分 ま で を 用 い た 主 成 分 分 析 の 結 果 、 梅PPは ラ フ ィ ノ ー ス と は 異 な る 作 用 を 示

す こ と が 示 唆 さ れ た(図4)。
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図2a多 様 性 指 数 の レア フ ァ ク シ ョ ン 解 析

Chaol推 定 量(A)とShannon指 数(B)の レ ア フ ァ ク シ ョ ン プ ロ ッ ト。

対 照 群(◆)、 梅PP群(■)、 ラ フ ィ ノ ー ス 群(▲)。
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幽UCBacteria

　 Oscillospira
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　 UCLachnospiraceae
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対照 梅PP ラフィノー ス

図3属 レベル の細菌群 の構成

各OTUを 属 レベル で統合 し、0.1%以 上 を構成す る属 につい て、対照群 にお いて存在比率 の高 い ものか ら

積 み上げて示 した。0.1%未 満 の属 は"Others"に 含 めた。UC,unclassified;gen.,genus。

表3群 間で存在比率が有意に異なるカテ ゴリーの代表種

RDPclassifier 代表種 対照 梅PP ラフィノー ス

UCLachnospiraceae

Oscillospira

Clostridialesgen.

Lachnospiraceaegen.

Ruminococcus

Bacteroides

UCRuminococcaceae

Dorea

Anaerotruncus

Mogibacteriaceaegen.

Clostridiumindolis

Oscillospirasp.

Acetatifactormuris

Eubacteriumplexicaudatum

Ruminococcusbromii

Bacteroidescaccae

Anaerofruncussp.

Doreasp.

Anaerotruncuscolihominis

Mo9施acteriumsp.

21.9±3.7

14.8±1.3

4.45±0.49

2.40±0.43

2.35±0.24

2.33±0.55

1.28±0.16

0.23±0.09

0。10±0.04

0.00±0.00

9.08±1.31*

9.02±0.61*

20.1±3.08*

5.26±1.62

3.06±0.12*

1.18±0.08

0.34±0.02*

0.26±0.02

0.00±0.00*

0.16±0.04*

8.98±3.25*

11.7±0.77

6.28±1.60

13.3±1.09*

1.43±0.26*

0.63±0.21*

1.40±0.46

3.05±0.73*

0。00±0.00*

0.00±0.00

図3の 各カテ ゴ リー を構成す るOTUの うち、存在比 率が最 も高い ものの代表配列 をBLAST検 索 した結果

を代表種 と して示す。存在比率は平均値±標 準誤 差(対 照群n-4、 梅PP群n-5、 ラフィノース群n-4)

で示す。

*対 照群 に対 して有意差有 り(P<0 .05、Dumett検 定)。
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4.考 察

新規な機 能性食 品素材で ある梅PPの 腸 内細菌 フロー ラ改善効果 を、マ ウスを用 いて評価 した。 ビフ ィ

ズス菌増殖効果が ある代表的 なプ レバイオテ ィクスのひ とつ であるラフィノー スを陽性対照 として設 定 し

た。梅PPは 約65%の 糖質 を含 む ことか ら、糖 質含 量 をおお よそ同 じにす るた めに、梅PPは4%、 ラフ ィ

ノースは2%を 標準飼料 に添加 した。両試験群 とも対照群 に比較 して体重変化 に有意 な差 が認 め られなか

った こ とか ら、含 まれ る糖質 はラフィノース 同様マ ウスによって ほぼ消化 吸収 されず盲腸 に到達 した もの

と考 え られ る。梅PPは 渋味 のある食 品素材で あるが、マ ウスが これ を忌避 したわけではない ことは、食

餌量が対照群 よ りむ しろやや多い こ とか ら明 らか である。一方、盲腸重量 は梅PP群 で有意 に増加 した。

この結果か ら、腸 内発酵性が高ま った と判断 でき、梅PPの 整腸作用 が示唆 され る。 また、両試験群 にお

いて、盲腸内のpHの 低 下傾 向が見 られ た ことも注 目に値す る。

Invitroの 培養試 験において、梅PPは 数種 の ビフィズス菌 に対 して増殖促進効果 を示 したため(未 発表)、

陽性 対照群 として ビフィズス菌増殖因子で あるラフィノー ス群 を設定 したが、マ ウスの盲腸 内か らビフ ィ

ズス菌は検出で きなか った。飼育施設や環境 に依存す るが、マ ウス腸 内には ビフィズス菌 が生 息 しない場

合が多い よ うで ある。今後、 ビフィズ ス菌 をもつ動物、 あるい は人工 的に ビフィズス菌 を定着 させ た動物

を用いて評価す る必要が ある。

16Sリ ボ ソームRNA遺 伝 子V4領 域 を用いた メタゲノム解析 の結果 、各 マ ウスの試料 か ら十 分な数 の リ

ー ドが得 られ、合計149のOTUが 構築 され た。各試料 のOTU数 に有意 な差 はな く、149のOTUの うち

145が 全 ての群 に共通 であった。梅PP群 、ラフィノー ス群の腸 内細菌 フロー ラは、対照群 と比較 して、い

ずれ も顕著な違い を示 した。主成分分析 の結果か ら、梅PPは ラフィノー ス とは異 なる作用 を示す ことが

示唆 された。 ラフィノースは純品 の糖質で あるの に対 し、梅PPは 腸 内発酵性 を有す る水溶性 多糖 と弱 い

抗菌作用 を示す フェノール化合物 を含む こ とよ り、複雑 な効果 を発揮 しているもの と考 え られ る。

梅PP群 とラフィノー ス群 で減少 してい たOTUの 代表種Clostridiumindolisは 、硫 化水素、ア ンモニア、

イ ン ドールな どの腐敗臭 を発生 させ る細菌 として知 られ てい る。また、AnaeNOtruncus属 もイ ン ドール 生成

細菌で あるが、Anaerotruncussp.で 代表 され るOTUも 梅PP群 で減少 していた。梅PP群 においてのみ減少

していたOsci〃oΨ 磁 属細菌 は、悪臭 の原 因であ る吉草酸 を生成 す ることで知 られ る。

一方
、梅PP群 で顕著 に割合が増加 していたOTUを 代表す る オcε'α'卿c∫oア〃研'8は 、酢酸 と酪酸 を3:1

の割合 で生成す る細菌で ある(17)。近年 、酢酸や酪酸 な どの短鎖脂肪酸 が腸 内環境 の良好 な維持 に重 要であ

ることが示唆 されてい る。Acetatifactormurisは マ ウス に特異的 に見 出 され る種 であるが、同様 の作用 が ヒ

トで も見 られ るな らば良い効果が期待 できる。Ruminococcusbromiiで 代表 され るOTUも 梅PP群 で顕著に

増加 していたが、 この細菌は ヒ トの腸 内にも見 られ、難消化性 の レジスタン トスター チの摂取 に より大腸

内で増加 し、 これ にともない酢酸や酪酸 の量 が増加す るこ とが報告 され ている(18・19)。Ruminococcusbromii

は ラフィノース非資化性で あるた め(20)、ラフィノース群で は減少 した。 また 、梅PP群 におけ る個 体問の

ば らつ きが 大 き く有 意 差 が認 め られ なか っ た もの の 、存 在比 率 の 平均 値 が2倍 以 上 に増加 して い た

Lachnospiraceaegen.の 代表種 であ るEubacteriumplexicaudatumも 酪酸生産菌で ある(21)。

以上の とお り、梅PPは 、腐敗臭 を生成す る細菌群 を減少 させ 、短鎖脂肪酸 を増やす細菌群 を顕著 に増

加 させ る傾 向が認 められ るこ とか ら、新 しい タイ プのプ レバイオテ ィクス として応用可能 である と考 え ら

れ る。 今後、 ヒ トにお ける臨床試験の実施が期待 され る。
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図4主 成分分析

第一主成分か ら第三主成分 につい て二次元 プロ ッ トを作成 した。

対 照群(青)、 梅PP群(緑)、 ラフィノース群(赤)。
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英文抄録

Effectoforallyadministeredumepolyphenolonthececalmicrofloraofmice

YoshimiShimada,TakamasaKagawa,TakafumiFuke,AsakoHorinishi,YoshihikoOzakiandHisashiAshida

Toevaluatetheeffectofumepolyphenol(UPP)preparedfromaliquidfraction"umezu",thebyproductof

Japanesetraditionalpickledplums"umeboshi",ontheintestinalmicroflora,BALB/cmicewerefedwithAIN-93M

diets(control),AIN-93Mcontaining2%(w/w)UPP,or4%(w/w)raffinosefor2weeks.ThececalweightofUPPfed

mice,butnotraffinosefedmice,wassignificantlyheavierthanthatofthecontrolmice.TheV4region(254bp)of

16SribosomalRNAgenewasamplifiedfromthececalcontentsbyPCR,sequencedbyIlluminaMiSeqsystem,and

phylogeneticallyassignedbasicallywithRDPclassifier.UPPgrouphadsignificantlylowerproportionof

putrefactivebacterialOTUs(operationaltaxonomicunits),whicharerepresentedbyClostridiumindolis,

Oscillospかasp.and!望 ηααo〃 襯6〃 ∬p.,thancontrol.Incontrast,acetate-and/orbutyrate-producingbacterialOTUs

representedbyオcε'α'ψc'oア 〃aurisand-Ru〃zinococcusboo〃Zllwereremarkablyhighercomparedtothecontrol.

PrincipalcomponentanalysisshowedthatUPPandraffinosehaddifferenteffectsonmicroflora.Wesuggestthat

UPPimprovesthemicrofloraofintestinesbythemechanismdifferentfromraffinose.

Keywords:intestinalbacteria,metagenomics,prebiotics,polyphenol,Prunusmume
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