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研究成果の概要（和文）：ヒト腸内常在菌叢最優勢種および代表的な善玉菌であるビフィズス菌のポリアミン合
成・輸送について網羅的に解析を行った。また、多くのヒトにおいてヒト腸内常在菌叢における最優勢の2門で
あるBacteroidetes門およびFirmicutes門を代表する菌種 (Bacteroides thetaiotaomicron, B. dorei, 
Enterococcus faecalis) の単菌あるいは複数菌にまたがるポリアミン代謝・輸送系を遺伝学的・生化学的に解
析した。さらに環境中に著量のポリアミンを放出する腸内細菌であるP. mirabilisの新規ポリアミンエクスポー
ターを2種、スクリーニングした。

研究成果の概要（英文）：A comprehensive analysis of polyamine synthesis and transport in the most 
dominant species of the human intestinal microbiota and Bifidobacteria, which are typical beneficial
 bacteria, was performed. Then, genetic and biochemical analysis of polyamine metabolism and 
transport systems in a single bacterium or spanning multiple bacteria in the phylum Bacteroidetes 
and Firmicutes, the two most dominant phylum in the human intestinal microbiota, was carried out. 
Furthermore, two novel polyamine exporters in P. mirabilis, an intestinal bacterium that releases 
significant amounts of polyamines into the environment, have been screened. These results will 
provide important basic scientific insights for optimizing polyamine concentrations in the 
intestinal lumen.

研究分野： 応用微生物学

キーワード： ポリアミン　ヒト腸内常在菌叢最優勢種　Bacteroides dorei　B. thetaiotaomicron　Enterococcus fa
ecalis　腸内細菌の培養　腸内細菌の遺伝子操作

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、世界中の研究者が生体内のポリアミン量を上昇させると動物の健康寿命が伸長することを報告しており、
ポリアミン摂取による医療費削減・労働人口増大が期待されている。腸内細菌はヒトの主要なポリアミン源であ
るが、その腸管内腔での生産機構はほとんど明らかとなっていない。本研究で得られた成果は腸管内腔における
ポリアミン濃度を最適化するための重要な基礎科学的知見となる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
①現在の腸内常在菌研究とその課題 
ヒトはその腸管内に重量にして 1 kg、細胞数にしてヒト細胞のほぼ同数の腸内常在菌を有し

ている。近年、動物実験により、肥満(1)・糖尿病(2)・自閉症(3)などの疾患に腸内常在菌が強く
関与していることが報告されるなど、腸内常在菌がヒト健康に及ぼす影響は非常に大きいこと
が判明しつつあり、腸内常在菌を「もう一つの臓器」と捉える考え方が広まってきた。腸内常在
菌の菌体そのものは大腸の免疫機構に阻まれて、そのごく一部しかヒト組織に接触できない。こ
れとは対照的に腸内常在菌の代謝産物は、腸管上皮を通過して体内に取り込まれ、ヒト健康に対
してより直接的な影響を与えることから、腸内環境の良否の大部分は腸内常在菌の代謝産物に
よって決定されていると考えられる。 

21 世紀に入り、飛躍的に発達した核酸解析技術を用いて、培養を介さない手法によりヒト腸
内常在菌最優勢 56 種が報告された(4)。これらの腸内常在菌のゲノム DNA の塩基配列は、ほと
んどが公開済みである。しかしその遺伝子がどのような機能を持つかについては、大部分が分か
っていない（アノテーションがつくものですら 40-50%と言われている(5)）。このため、「もう一
つの臓器」の内部機構について人類はほとんど知見を有していない。一方で最近、ヒト腸内常在
菌叢最優勢種のいくつかについてその遺伝子操作技術が確立されたことから、ヒト腸内常在菌
叢最優勢種の機能を遺伝子・物質代謝レベルで直接的に解析するための環境は整いつつある。 
 
②健康寿命伸長に役立つポリアミン 
医療費削減、労働人口増大の双方に寄与する「健康寿命の伸長」は日本社会を財政破綻から守

り、先進国として踏みとどまらせるための喫緊の課題であり、様々な生理活性物質を利用した健
康増進法が望まれている。 
 ポリアミンはほぼ全ての生物がその細胞内に持ち、細
胞増殖促進作用を始めとした様々な役割を果たす生理活
性アミンである。ポリアミンの主要なものには、プトレ
ッシン、スペルミジン、スペルミンがある（図 1）。2009
年以降、世界中の研究者からポリアミン摂取がいくつか
の動物の健康寿命伸長に著効を示すことが報告されてい
る (表 1)。生物はポリアミンを自ら合成する。また、食
品は生物由来であるためこの中にはポリアミンが含まれ
る。一方で、細胞内のポリアミン濃度は加齢とともに減
少するため、動物は食物中に含まれるポリアミンを小腸
から積極的に吸収する。このため、小腸より下流の消化
管にはポリアミンが存在しないことが予想されるが、消化管における最下流の臓器である大腸
の内腔にも数 100 M のポリアミンが存在する。この大量のポリアミンは腸内常在菌叢由来で
あることが報告されている。以上を総合すると、腸内常在菌叢由来のポリアミンを大腸粘膜を通
じて効率よく吸収すれば、加齢に伴う体内のポリアミン減少が補われ、ヒトの健康寿命を伸長さ
せることができると期待できる。なお、安定同位体を用いた実験により、ポリアミンは大腸粘膜
を通じて血中に取り込まれることがわかっている。また、大腸内では様々な老廃物の影響により、
しばしば慢性炎症が生じ、これが様々な疾病につながっていると考えられている。ポリアミンは
強い炎症抑制作用を持つことから、大腸腸管内のポリアミン濃度を適正に保つことは、腸内環境
の改善を通じた健康増進に役立つと考えられる。 
 

表１ ポリアミンによる健康増進ならびに健康寿命伸長 
報告年 効果 対象 メカニズム ポリアミン源 文献 
2009 寿命伸長 マウス 腎臓の保護 経口摂取 (6) 
2009 寿命伸長 マウス、ハエなど オートファジー誘導 経口摂取 (7) 
2011 寿命伸長 マウス 炎症抑制 腸内細菌 (8) 
2013 記憶力増強 ハエ オートファジー誘導 経口摂取 (9) 
2014 寿命伸長および認知力向上 マウス 炎症抑制 腸内細菌 (10) 

 
２．研究の目的 
 本研究は、腸内常在菌の代謝産物として健康寿命延伸効果を持つポリアミンを研究対象とし、
ヒト腸内常在菌のポリアミン代謝系・輸送系を遺伝子レベルで同定する。また、その作用機序・
発現条件を解析することで、腸管内腔におけるポリアミン濃度を最適化するための基礎科学的
知見を得ることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 ヒト腸内常在菌について、糞便中に含まれる腸内細菌由来 DNA の配列を網羅的にシーケンス
する手法ではなく、ヒト腸内常在菌叢最優勢種について純粋培養あるいは混合培養し、培養上清
中および菌体内のポリアミン濃度を定量した。さらに、複数の腸内常在菌 (Bacteroides dorei, 
Bacteroides thetaiotaomicron, Enterococcus faecalis, 大腸菌, Proteus mirabilis) のポリアミン合成酵

図１ ポリアミンの構造 



素・トランスポーターをコードする遺伝子について遺伝子破壊（一部については相補）を行い、
培養上清および細胞内のポリアミンを定量した。ポリアミンの定量には高速液体クロマトグラ
フィー  (HPLC) に加えて本研究で新たに開発した比色定量法を用いた。また、Bacteroides 
thetaiotaomicron についてはポリアミン合成酵素 2 種について His タグを付加した組換えタンパ
クを大腸菌を宿主として大量発現させた後にニッケルカラムを用いてアフィニティー精製し、
生化学的解析を行った。 
 
４．研究成果 
これまでに我々は、ヒト腸内細菌叢最優勢種 56 種のうち培養可能な 44 種をコレクションし、

そのうちの 32 種が汎用培地である GAM で生育可能であることを初めて示し、この 32 種につい
てハイスループット培養・評価系を構築している(11)。本研究では、この系を用いて上記 32 種の
細胞内および培養上清中のポリアミン濃度（プトレッシン、スペルミジン、スペルミン）を HPLC
にて定量し、各菌種のゲノム情報と照らし合わせた。この結果、ヒト腸内常在菌叢最優勢 56 種
のうち、新規ポリアミン取り込み系を持つと推定されるものが少なくとも 2 菌種（Eubacterium 
siraeum, Collinsella aerofaciens）、新規ポリアミン放出系を持つと推定されるものが少なくとも 7
菌種（Bacteroides dorei, Bacteroides stercoris, Dorea longicatena, Dorea formicigenerans, Ruminococcus 
torques, Blautia hansenii）、新規ポリアミン合成系を持つと推定されるものが少なくとも 3 菌種（D. 
longicatena, Parabacteroides merdae, Eubacterium ventriosum）存在した(12)。 
代表的な善玉菌であるビフィズス菌は、経口摂取に伴う様々な保健効果が知られており、日本

人の腸内に優勢に常在することが報告されている(13)。本研究では、13 種のヒト常在性ビフィズ
ス菌のポリアミン合成能および輸送能を上記と同様の手法で HPLC にて解析した。試験したビ
フィズス菌のうち、11 種がポリアミン合成能、10 種がポリアミン輸送能を有していた。さらに、
各ビフィズス菌のポリアミン合成能および輸送能と既知ポリアミン合成酵素、分解酵素および
トランスポーターのホモログの有無を照らし合わせた結果、ヒト常在性ビフィズス菌が新規の
ポリアミン合成酵素およびトランスポーターを有することが示唆された(14)。 
ここまでの研究で、多量のサンプルにおけるポリアミン定量において HPLC 解析がボトルネ

ックとなることが判明した。そこで、サンプル中のポリアミン濃度をハイスループット定量する
目的で、プトレッシンがプトレッシンオキシダーゼ (PuO) によって酸化される際に放出される
過酸化水素をペルオキシダーゼ (POD) が触媒する 4-アミノアンチピリン (4-AA) と N-ethyl-N-
(3-sulfopropyl)-3-methylaniline sodium salt (TOPS)の発色反応により定量する手法を開発した(15)。
開発した方法（PuO-POD-4AA-TOPS 法）により、サンプル中のプトレッシン濃度を 96 穴マイク
ロプレートリーダー上で簡易定量することが可能となった。Proteus mirabilis は腸内細菌の一種
であり、細胞外へ盛んにプトレッシンを放出することが知られている。PuO-POD-4AA-TOPS 法
で測定した P. mirabilis の培養上清中のプトレッシン濃度は、HPLC で測定した濃度とほぼ一致し
た。さらに PuO-POD-4AA-TOPS 法を利用して、ランダム変異を導入に伴い培養上清中のプトレ
ッシン濃度が減少した P. mirabilis の変異株を選抜する手法で、プトレッシンエクスポーター候
補となる遺伝子を 2 種、スクリーニングした（未発表データ）。 
上述した研究で培養上清中に著量のスペルミジンを放出した Bacteroides dorei (ヒト腸内常在

菌叢最優勢32位) において、マーカーレス遺伝子欠損系を確立した。具体的には、他のBacteroides
属細菌で応用されているように、チミジンキナーゼ遺伝子（tdk）破壊株と対抗選択マーカーtdk
を用いてマーカーレス遺伝子欠損を導入する系を構築した。本系を駆使して作出したアルギニ
ンデカルボキシラーゼ遺伝子 (speA) 欠損株は、親株と比較して生育能が大幅に低下していた。
さらに、speA 欠損株の細胞内および培養上清中のスペルミジン濃度は親株よりも大きく低下し
ていた(16)。次に結腸内腔の腸内常在菌に由来するプトレッシンの宿主生体への影響を解析する
目的で、B. dorei 野生株および B. dorei speA 株を定着させたノトバイオートマウスの作成を試
みた。しかし、B. dorei 野生株を定着させたノトバイオートマウスの糞便において、その定着が
107 cfu/g と非常に低かったために、代謝産物の十分な産生は期待できなかった。 

Bacteroides thetaiotaomicron はヒト腸内常在菌叢最優勢 8 位の菌種であり、遺伝子操作が比較
的容易なことから、ヒト腸内常在菌叢最優勢 56 種の約 36%を占める Bacteroides 属細菌の中では
最も研究の進んでいる菌種である。B. thetaiotaomicron のポリアミン生合成系を Blast 解析した結
果、本菌はカルボキシスペルミジンを反応中間体とするスペルミジン生合成経路を有すること
が推定された。そこで、これらの推定スペルミジン生合成系を構成する遺伝子の機能検証の一環
として、N-カルバモイルプトレッシンをプトレッシンへと変換する酵素である N-カルバモイル
プトレッシンアミドヒドラーゼ (NCPAH) および、カルボキシスペルミジンをスペルミジンへと
変換する酵素であるカルボキシスペルミジンデカルボキシラーゼ (CASDC) の機能解析を行っ
た。まず ncpah 遺伝子破壊株を作出し、ポリアミンを含まない最少培地で培養した親株と各欠損
株の細胞内ポリアミンを HPLC により解析した。この結果、親株で検出されたスペルミジンが遺
伝子破壊株では検出されなかったことから、B. thetaiotaomicron において ncpah はスペルミジン
生合成に必要不可欠であることが明らかとなった。次に精製 (His)6-NCPAH を用いてその酵素活
性を解析したところ N-カルバモイルプトレッシンをプトレッシンへと変換する能力を有してお
り、その最適温度は 50℃、最適 pH は 7.0、Kmは 730 (M)、kcatは 0.760 (s−1)であった。また、そ
の酵素活性はアグマチン、プトレッシン、カルボキシスペルミジン、スペルミジンに阻害される
ことが明らかとなり、生成物による NCPAH の酵素活性の阻害を通じたポリアミンホメオスタシ



スの存在が示唆された。次に、精製 CASDC-(His)6を用いてその酵素活性を解析したところ、カ
ルボキシスペルミジンをスペルミジンへと変換する能力を有しており、その最適温度は 40℃、
最適 pH は 8.5、Kmは 52.0 (M)、kcatは 0.36 (s-1)であった。また、CASDC の酵素活性がポリアミ
ン生合成系における反応中間体によって阻害されるか否かについて解析した結果、CASDC-
(His)6の酵素活性はスペルミジン生合成経路の代謝産物であるアルギニン、アグマチン、プトレ
ッシン、スペルミジンによって阻害されるが、N-カルバモイルプトレッシンの影響は受けないこ
とが明らかとなった（未発表データ）。 
腸内細菌はヒト腸管内では複雑な細菌叢を形成しているため細菌間の相互作用にも考慮する

必要がある。そこで腸内細菌叢の最も単純なモデルとして、腸内細菌 2 菌種の混合培養を行い、
ポリアミンを高生産する組み合わせをスクリーニングしたところ、腸内細菌叢最優勢 54 位の
Enterococcus faecalis とモデル腸内細菌である大腸菌の混合培養でポリアミン生産が飛躍的に高
まることを見出した。次にその産生機構を両菌の遺伝子破壊・相補株を定着させたマウスを用い
て解析したところ、以下の機構が明らかとなった。すなわち、大腸菌の AdiC によって環境中か
ら取り込まれたアルギニンが、本菌の細胞内で AdiA によってアグマチンへと変換される。この
アグマチンは大腸菌の AdiC により環境中へと放出され、放出されたアグマチンは E. faecalis の
AguD によりその細胞内に取り込まれる。次に E. faecalis の AguA 等の触媒する反応によりプト
レッシンにまで代謝され、AguD により環境中へと放出されることが明らかとなった。この経路
は、ビフィズス菌に代表される細菌が放出する酸がトリガーとなり発動し、大腸菌に代表される
細菌のアルギニン依存性の酸耐性機構および、E. faecalis に代表される細菌のアグマチンデイミ
ナーゼによるエネルギー獲得機構が組み合わさることで成立する。また、この合成経路によるプ
トレッシンの産生はノトバイオートマウスの糞便中で再現した(17)。この経路は、複雑な細菌叢
を形成する腸管内腔において複数の細菌の独立した生存戦略が偶然に組み合わさった結果、ヒ
トに大きな影響を与える生理活性物質であるポリアミンが生成されるという点が特徴的である。 
 以上を総合すると、ヒト腸内常在菌叢最優勢種および代表的な善玉菌であるビフィズス菌を
対象として、そのポリアミン合成・輸送について網羅的に解析を行った。また、環境中に著量の
ポリアミンを放出する腸内細菌である P. mirabilis の新規ポリアミンエクスポーターをスクリー
ニングした。さらに、多くのヒトにおいてヒト腸内常在菌叢における最優勢の 2 門である
Bacteroidetes 門および Firmicutes 門を代表する菌種 (B. thetaiotaomicron, B. dorei, E. faecalis) の単
菌あるいは複数菌にまたがるポリアミン代謝・輸送系を遺伝学的・生化学的に解析した。これら
の成果は腸管内腔におけるポリアミン濃度を最適化するための重要な基礎科学的知見となると
考えられる。 
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