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和文要旨
　本研究は，17,814 人の日本人被験者の腸内細菌叢データを用いて，男女別，エンテロタイプ別に，個々の
腸内細菌と疾病の関連性，ならびに腸内細菌叢と疾病の関連性を分析するとともに，食習慣と疾病の関連性
を分析した。個々の腸内細菌と疾病の関連性を多変量ロジスティック回帰分析で，腸内細菌叢（因子）と疾
病の関連性および食習慣（因子）と疾病の関連性を構造方程式モデリングで分析した。男女別に個々の腸内
細菌（菌属）と各疾病の有無との関連性について分析した結果，特定の疾病に対して，男女ともに有意に関
連する菌属と，男女のいずれかのみで有意に関連する菌属があり，特定の疾病と関連性のある菌属は男女間
で一部異なっていた。これにより，腸内細菌と疾病の関連性を分析する際は，男女別に分析を行う必要があ
ることを示した。エンテロタイプ解析の結果，男女ともに Bacteroides 型（B 型）と，Prevotella 型（P 型）
の 2 つに分類されたが，各エンテロタイプに割り当てられる被験者の割合は男女間で異なっていた。このエ
ンテロタイプ別に各菌属と各疾病の有無との関連性について分析した結果，特定の疾病に対して，両エンテ
ロタイプともに有意に関連する菌属と，B 型と P 型のいずれかのみで有意に関連する菌属があり，特定の疾
病と関連性のある菌属はエンテロタイプ間で一部異なっていた。また，男女別に分析を行った場合のみ，ま
たはエンテロタイプ別に分析を行った場合のみで特定の疾病との関連性が検出される菌属があった。これら
の結果から，腸内細菌と疾病の関連性を分析する際は，男女別に限らず，エンテロタイプ別に分析を行う必
要もあることを示した。また，構造方程式モデリングを用いて，腸内細菌叢（因子）や食習慣（因子）と各
疾病の有無との関連性の度合いが男女間，エンテロタイプ間で異なることを示し，この手法によって，個々
の腸内細菌と疾病の関連性だけでなく，複数の腸内細菌によって構成された腸内細菌叢と疾病の関連性の度
合いや食習慣と疾病の関連性の度合いなどを評価することができることを示した。

索引用語：ヒト腸内細菌叢，エンテロタイプ，腸内細菌叢と疾病の関連性
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　Studies  of  associations  of  gut  microbiota  on  diseases  are  frequently  inconsistent  depending  on 
characteristics  of  population  such  as  host  attributes  and  the  microbiome.  Here  we  investigated  the 
associations by gender and enterotype using 17,814 Japanese subjects. The effects of each bacterial genus 
on  diseases  were  estimated  by  multivariate  logistic  regression  analysis,  while  the  effects  of  bacterial 
genera  on  diseases  and  the  effects  of  diet  habits  on  diseases  were  estimated  by  structural  equation 
modeling.  Through  these  analyses,  we  found  that  a  specific  group  of  bacterial  genera  are  significantly 
associated with  a  specific disease  for both men  and women,  and  another group  of  bacterial  genera  are 
significantly  associated with  the  disease  for  only  one  of men  and women. The  Japanese  subjects were 
classified into two enterotypes, Bacteroides-type and Prevotella-type, but the proportion of subjects in each 
type differed  significantly between men  and women.  Similar  to  the  results  by gender, we  found  that  a 
specific  group  of  bacterial  genera  are  significantly  associated  with  a  specific  disease  for  both  two 
enterotypes, and another group of bacterial genera are significantly associated with the disease for only 
one of the enterotype. These results suggest that it is necessary to analyze associations of gut microbiota 
on  diseases  by  gender  and  enterotype.  Structural  equation  modeling  indicated  that  the  degrees  of 
associations of gut microbiota on diseases by gender are different from those by enterotype. We found that 
this modeling can be used to evaluate the degrees of associations of bacterial genera on diseases and the 
degrees of associations of diet habits on diseases as well as the associations of gut microbiota and diseases.

はじめに
　日本人は，他の地域の人々とは異なる特徴的な腸
内細菌叢を持つことが報告されている1）。その特徴
は，伝統的な日本食などの食文化や生活環境などを
主な要因として形成されてきたものと推定されてお
り，その特徴が OECD 諸国の中でも平均寿命が長
く BMI が低いといった日本人の特徴につながって
いるのではないかと考えられている。このようなヒ
トの腸内細菌叢と健康状態の関連性は，様々な手法
を用いて研究されているが，関連性評価のための対
照実験の結果が研究デザインや研究対象集団によっ
て一致しないことがあり，関連性を評価する前提と
して分析対象の腸内細菌叢を宿主の属性やその腸内
細菌叢の特徴によって分類することが提案されてい
る2）。特に，属性としての性別は腸内細菌叢の変動
に関与する要因の一つであるにも関わらず，未だそ
の特徴の検証は充分ではない3）。
　一方，腸内細菌叢の特徴を用いて被験者を分類し
たエンテロタイプは宿主の年齢，性別やその他の属
性とは関連性がないとされている4）。しかし，近年
の研究では宿主の年齢，食生活等の違いによってエ
ンテロタイプ分類の結果が変動することが報告され

ており，Bacteroides 型のエンテロタイプを持つ被
験者は糖尿病のリスクが高いこと5），エンテロタイ
プによって BMI との関連性が異なるなど6），エン
テロタイプ別の疾病との関連性も報告されている。
　本研究では，これまでにない規模（17,814 人）の
日本人の腸内細菌叢データを用いて，男女別，エン
テロタイプ別に，個々の腸内細菌と疾病の有無との
関連性，ならびに腸内細菌叢と疾病の関連性を分析
するとともに食習慣と疾病の関連性を分析した。関
連性の評価方法として，個々の腸内細菌と疾病の有
無との関連性を多変量ロジスティック回帰分析で，
腸内細菌叢（因子）と疾病の有無との関連性および
食習慣（因子）と疾病の有無との関連性を構造方程
式モデリングで分析した。宿主の属性として男女別
に，腸内細菌叢の特徴によってエンテロタイプ別に，
個々の腸内細菌の疾病の有無との関連性と，腸内細
菌叢（因子）と疾病との有無との関連性および食習
慣（因子）と疾病の有無との関連性を分析すること
で，男女間およびエンテロタイプ間におけるこれら
の関連性の差異を評価した。
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対象と方法
プロジェクト概要
　本研究は，「辨野特別研究室おなかケアプロジェ
クト」（以下，「おなかケアプロジェクト」という）
で収集された検体（大便試料）及びアンケート情報
を用いて行われた。おなかケアプロジェクトは，国
立研究開発法人理化学研究所の研究倫理委員会で承
認されたものであり，20 歳以上 79 歳以下の日本在
住の日本人を被験者として大便試料及びアンケート
情報が収集された。おなかケアプロジェクトでは，
腸内細菌に関するセミナー及び新聞，テレビを通じ
て被験者を募集した。

本研究が対象とした被験者
　本研究が対象とした被験者は，アンケート調査票
に不備のある被験者，次世代シーケンサーによる腸
内細菌叢解析で 5,000 リード以下の被験者，及び抗
生剤を服用している被験者を除いた 17,814 人とした。

大便試料とアンケート調査
　被験者の大便試料は，被験者自身が採便キット（株
式会社テクノスルガ・ラボ）を用いて採取し，常温
で理化学研究所辨野特別研究室に郵送する方法で収
集した。採便と同時にアンケート調査を実施し，被

験者の性別，身長，体重，食習慣（食事項目の頻度），
及び治療中の疾病の有無に関する情報を取得した
（表 1）。

DNA 抽出と腸内細菌叢解析
　大便試料は，DNA 抽出を始めるまでグアニジンチ
オシアン酸塩を含む保存液で保存した。大便試料入
りの保存液にガラスビーズ，TE 飽和フェノール・ク
ロロホルム，及び 10％ SDSを加え，ビーズ破砕機を
用いて 7,000rpm，20 秒で細胞破砕を行った。ビーズ
破砕後，70℃で 10 分間インキュベートした。ビーズ
破砕とインキュベート工程を繰り返し実施した後，
遠心分離を行い，上清を分取した。この上清にイソ
プロパノールと3M の酢酸ナトリウム溶液を加え，
遠心分離を行った。遠心分離後，上清を取り除き，
回収した DNA ペレットを70％エタノールで 2 回洗
浄した。洗浄後は DNA ペレットをエバポレーターで
乾燥させ，TE バッファーに溶解し，DNA 溶液とした。
　腸内細菌の DNA シーケンシングは，細菌の 16S 
rRNA 遺伝子の可変領域 1 から可変領域 3 をター
ゲットとし，ペアエンド法で実施した。PCR 酵素
は Q5  High-Fidelity  DNA  Polymerase を使用し，
アンプリコン PCR プライマーには，35F と 520R
プライマーを使用した。インデックス PCR は

表 1　解析に使用したアンケート調査票の項目。



日本臨床腸内微生物学会誌　第 24 巻　第１号

― 72 ―

Nextera XT Index Kit v2 のプライマーを用いて実
施した。インデックス PCR 産物を DNA 濃度が
4nM になるように希釈した後，各サンプルを 5µl
ずつ収集して 1 つのライブラリーとして 0.2  N 
NaOH で変性した。この変性したライブラリーに変
性 し た PhiX を 25 か ら 40 ％（v/v） で 混 合 し，
MiSeq に導入した。DNA シーケンシングは，
MiSeq システムで，Reagent  Kit  v3 を使用し，
300cycles×2 で実行した。
　DNA シーケンシングで得られた各サンプルのペ
アエンド Fastq をマージした後，各配列からプラ
イマー領域を除去した。Fastq を Fasta に変換した
後にキメラ配列を除去し，さらに疑似リード（300bp
以下の配列）を除去した。菌属帰属には，RDP 
classifier と RDP データベースを用い，菌属レベル
の腸内細菌叢データを作成した。

統計解析とエンテロタイプ解析
　エンテロタイプ解析は，菌属レベルの腸内細菌叢
データを用いて実施した。被験者ごとの腸内細菌叢
デ ー タ の Johnsen-Shannon 距 離 を 用 い て，
Partioning  Around  Medoid 法でクラスターを作成
し，エンテロタイプとした4）。最適なクラスター数
は，Prediction Strength で 0.8 以上とした。
　統計解析は，全て統計処理言語 R 4.1.1 を用いて
行った。また後述の全ての検定における有意水準は
p<0.05 を有意とした。男女別，エンテロタイプ別
の各疾病の有病率の差は，母比率の差の検定で行っ
た。男女別，エンテロタイプ別に差がある腸内細菌
は，それぞれ男女別，エンテロタイプ別で被験者を
群に分け，
1） それぞれ腸内細菌の占有率平均値にウィルコク

ソンの順位和検定で有意差があること
2） それぞれ腸内細菌の保有率にχ二乗検定で有意

差があること
3） 単変量ロジスティック回帰分析でそれぞれ腸内

細菌が有意に関連していること
4） それぞれ腸内細菌の占有率平均値が 0.02％以上

であること
5）それぞれ腸内細菌の保有率が 20％以上であること

　を満たした腸内細菌とした。なお，3）には，有
心対数比変換した各腸内細菌の占有率を用いた。
　各疾病の有無に対する個々の腸内細菌および腸内
細菌叢（因子）の関連性の分析は，男女別，エンテ
ロタイプ別に多変量ロジスティック回帰分析と構造
方程式モデリングで行った。これらの分析に用いた
腸内細菌（菌属）データは，それぞれ各疾病の有無
で被験者を群に分け，上述の 1）から 5）の条件で選
択した。これらの選択された腸内細菌の占有率を有
心対数比変換して説明変数とし，疾病の有無（疾病
有＝1／無＝0）を目的変数とした多変量ロジス
ティック回帰分析を行った。多変量ロジスティック
回帰分析では，変数選択をステップワイズ法で行い，
各腸内細菌の各疾病有に対するオッズ比を算出した。
さらに，選択された腸内細菌で腸内細菌叢因子を作
成し，腸内細菌因子から疾病の有無（疾病変数）に
対するパスを持つモデル（腸内細菌因子モデル）の
構造方程式モデリング（図 1）を行い，腸内細菌叢（因
子）の各疾病に対する関連性をパス係数で評価した。
モデルの適合度指数は，Goodness  of  Fit  Index 
（GFI），Adjusted Goodness of Fit Index （AGFI），
及び Root  Mean  Square  Error  of  Approximation 
（RMSEA）を算出した。
　各疾病に対する食習慣の関連性の分析は，χ二乗
検定で各疾病の有無（疾病有＝ 1／無＝ 0）と有意
差がある食習慣項目で食習慣因子を作成し，その食
習慣因子から疾病の有無（疾病変数）に対するパス
を持つモデル（食習慣因子モデル）の構造方程式モ
デリング行い（図 1），食習慣（因子）の各疾病に
対する関連性をパス係数で評価した。モデルの適合
度指数は，GFI，AGFI，及び RMSEA を算出した。

結果と考察
対象の被験者集団
　全被験者（17,814 人）の性別の割合は，女性が
67％で男性が 33% であった。男女別の各疾病の有
病率は，低体重，骨・関節の病気では男性より女性
の有病率が有意に高く，肥満，糖尿病，心臓の病気，
高血圧，腎臓の病気，肝臓の病気では女性よりも男
性の有病率が有意に高かった（表 2）。本研究にお
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ける男女各々の有病率や有病率の男女差には，被験
者がボランティアであることや，疾病の有無が自己
申告であることなどのバイアスが含まれていると考
えられる。

男女別の腸内細菌と各疾病の関連性
　各疾病の有無で分けた群の腸内細菌（菌属）の保
有率や占有率平均値を用いて検定を行った結果，34
菌属で男女間に有意差（対象と方法を参照）があっ
た。これら男女差がある菌属と各疾病の有無との関

図 1　 腸内細菌叢因子モデル（上）と食習慣因子モデル（下）。四角は観測変数を示し，丸は観
測変数から構成された潜在因子を示す。パス係数は，それぞれの因子から各疾病に対す
る影響を示す。

表2　男女別の各疾病の有病率と男女別の有病率の差。
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連性について分析した結果，特定の疾病に対して，
男女ともに有意に関連する菌属と，男女のいずれか
のみで有意に関連する菌属があった（図 2）。また，
特定の疾病に対する関連性が男女で相反する（オッ
ズ比が 1 以上で正の関連性，1 以下で負の関連性）

菌属はなかったが，疾病によって相反する関連性を
示す菌属があった。これらの結果から，各菌属と特
定の疾病との関連性に男女間の差異はないが，特定
の疾病と関連性のある菌属は男女間で一部異なって
いるため，腸内細菌と疾病の関連性を分析する際は，

図 2　男女別の腸内細菌と各疾病との関連性。
各菌属の疾病有に対するオッズ比（p ＜ 0.05）のヒートマップ。右のカラースケールはオッズ
比を示す。上部の 34 菌属は男女間で有意差がある菌属，下部の 15 菌属は男女間で有意差がな
い菌属を示す（有意差については対象と方法を参照）。
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男女別に分析を行う必要があることが示された。
　構造方程式モデリングを用いて，腸内細菌叢（因
子）と各疾病の有無との関連性について分析（腸内
細菌叢因子モデル）した結果，男性の低体重とアト
ピー性皮膚炎，肝臓の病気ではモデルが成立しな
かったが，それ以外の疾病でモデルが成立し，パス
係数によってその関連性を推定することができた
（表 3A）。成立したモデルの GFI は 0.96 以上，
AGFI は 0.89 以上，RMSEA は 0.13 以下であり，
モデルの適合度は高かった。なお，各疾病における
男女のパス係数の値と腸内細菌叢（因子）に紐づく
菌属の構成は異なっていた。これらの結果から，腸
内細菌叢因子モデルによって，個々の腸内細菌と疾
病との関連性だけでなく，複数の腸内細菌によって
構成された腸内細菌叢（因子）と疾病の関連性を推
定することができることを示した。また，食習慣（因
子）と疾病の有無との関連性を分析した食習慣因子
モデルにおいても，高い適合度で全てのモデルが成
立した（表 3B）。多くの疾病で腸内細菌叢因子モデ
ルと食習慣因子モデルの両方でモデルが成立したこ
とから，これらのモデルを組み合わせ，それぞれの

因子の各疾病変数に対するパス係数を比較すること
で，各疾病に対する関連性を比較できると同時に，
食習慣因子の腸内細菌叢因子に対するパス係数を算
出することによって，食習慣と腸内細菌叢の関連性
を推定することができる可能性を示した。

エンテロタイプ解析
　全被験者，女性のみ，男性のみで，エンテロタイ
プ解析を行った結果，全ての場合でエンテロタイプ
は Bacteroides 属を主体とする 1 型（B 型）と，
Prevotella 属を主体とする 2 型（P 型）の 2 つに分
類された。しかし，P 型に割り当てられる被験者の
割合は，全被験者では 21%，女性のみでは 16％，
男性のみでは 32％であり，男性が女性の 2 倍と多
かった。エンテロタイプ別の有病率は，低体重，骨・
関節の病気で P 型より B 型の有病率が有意に高く，
肥満，糖尿病，心臓の病気，高血圧で B 型よりも
P 型の有病率が有意に高かった（表 4）。ただし各
疾病の有病率のエンテロタイプ間の差は 1.5 倍未満
であり，最大で 3 倍の差（低体重）があった男女間
の有病率の差よりも小さかった。

表 3　 男女別の腸内細菌叢因子モデルの結果（A）と食習慣因子モデルの結果（B）。NA はモデルの不成立
を示す。

（A）



日本臨床腸内微生物学会誌　第 24 巻　第１号

― 76 ―

エンテロタイプ別の腸内細菌と各疾病の関連性
　各疾病の有無で分けた群の腸内細菌（菌属）の保
有率や占有率平均値を用いて検定を行った結果，39
菌属でエンテロタイプ間に有意差があった。これら
のエンテロタイプ間で差がある菌属と各疾病の有無

との関連性について分析した結果，特定の疾病に対
して，両エンテロタイプともに有意に関連する菌属
と，B 型と P 型のいずれかのみで有意に関連する
菌属があった（図 3）。また，特定の疾病に対する
関連性がエンテロタイプによって相反する菌属は

表 4　 エンテロタイプ別の各疾病の有病率とエンテロタイプ
別の有病率の差。

（B）
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Veillonella 属のみであったが，疾病によって相反
する関係性を示す菌属があった。さらに，男女別の
分析結果と比較した結果，男女別に分析を行った場
合のみ，またはエンテロタイプ別に分析を行った場
合のみで特定の疾病との関連性が検出される菌属が

あった。これらの結果から，腸内細菌と疾病の関連
性を分析する際は，男女別に限らず，エンテロタイ
プ別に分析を行う必要もあることが示された。なお，
B 型と P 型で胃腸の病気に対して相反する関連性
を示した Veillonella 属は，乳酸などを代謝する菌

図 3　エンテロタイプ別の腸内細菌と各疾病との関連性。
各菌属の疾病有に対するオッズ比（p ＜ 0.05）のヒートマップ。右のカラースケールは
オッズ比を示す。上部の 39 菌属はエンテロタイプ間で有意差がある菌属，下部の 13 菌
属はエンテロタイプ間で有意差がない菌属を示す（有意差については対象と方法を参
照）。B 型はエンテロタイプ 1 を P 型はエンテロタイプ 2 を示す。
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属で，炎症性腸疾患を含む様々な疾病のバイオマー
カーとして報告されている7）。Veillonella 属の胃腸
の病気に対する関連性がエンテロタイプ間で相反す
る原因は不明であるが，腸内細菌と疾病の関連性を
分析する際に，エンテロタイプ別に分析を行うこと
の重要性を示している。
　構造方程式モデリングを用いて，腸内細菌叢（因
子）と各疾病の有無との関連性について分析（腸内
細菌叢因子モデル）した結果，P 型のアトピー性皮
膚炎ではモデルが成立しなかったが，それ以外の疾
病でモデルが成立し，パス係数によってその関連性
を推定することができた（表 5A）。成立したモデル
の GFI は 0.96 以 上，AGFI は 0.90 以 上，RMSEA
は 0.08 以下であり，男女別の腸内細菌叢因子モデル
と同様にモデルの適合度は高かった。腸内細菌叢因
子モデルで最も高いパス係数（絶対値）は，P 型の
低体重の 0.65 であるが，B 型の低体重のパス係数は
0.21 であり，腸内細菌叢（因子）と各疾病の有無と
の関連性の度合いを表すパス係数の値は P 型と B
型で大きく異なった。また，その他の疾病において
も，P 型と B 型のパス係数の値と腸内細菌叢（因子）

に紐づく菌属の構成は異なっており，腸内細菌叢（因
子）と疾病の関連性を分析する際は，エンテロタイ
プ別に分析を行う必要があることを示している。ま
た，食習慣（因子）と疾病の有無との関連性を分析
した食習慣因子モデルにおいても，気管支喘息を除
き，高い適合度でモデルが成立した（表 5B）。

まとめ
　男女別に個々の腸内細菌（菌属）と各疾病の有無
との関連性について分析した結果，特定の疾病に対
して，男女ともに有意に関連する菌属と，男女のい
ずれかのみで有意に関連する菌属があり，特定の疾
病と関連性のある菌属は男女間で一部異なってい
た。エンテロタイプ解析の結果，男女ともに
Bacteroides 型（B 型 ） と，Prevotella 型（P 型 ）
の 2 つに分類されたが，各エンテロタイプに割り当
てられる被験者の割合は男女間で異なっていた。こ
のエンテロタイプ別に各菌属と各疾病の有無との関
連性について分析した結果，特定の疾病に対して，
両エンテロタイプともに有意に関連する菌属と，B
型と P 型のいずれかのみで有意に関連する菌属が

表 5　 エンテロタイプ別の腸内細菌叢因子モデル（A）と食習慣因子モデル（B）の結果。NA はモデルの不
成立を示す。

（A）
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あり，特定の疾病と関連性のある菌属はエンテロタ
イプ間で一部異なっていた。また，男女別に分析を
行った場合のみ，またはエンテロタイプ別に分析を
行った場合のみで特定の疾病との関連性が検出され
る菌属があった。これらの結果から，腸内細菌と疾
病の関連性を分析する際は，男女別はもとより，エ
ンテロタイプ別に分析を行う必要があることを示し
た。また，構造方程式モデリングを用いて，腸内細
菌叢（因子）や食習慣（因子）と各疾病の有無との
関連性の度合いが男女間，エンテロタイプ間で異な
ることを示し，この手法によって，個々の腸内細菌
と疾病の関連性だけでなく，複数の腸内細菌によっ
て構成された腸内細菌叢と疾病の関連性の度合いや
食習慣と疾病の関連性の度合いなどを評価すること
ができることを示した。
　今後，本研究の成果を踏まえて，男女別かつエン
テロタイプ別に分類した集団別に個々の腸内細菌お
よび腸内細菌叢（因子）と疾病との関連性を分析す
ることによって，特定の疾病に関連する腸内細菌ま
たは腸内細菌群をより正確に把握することが可能と
なり，腸内細菌叢と疾病との関連性の仕組みの解明

に寄与すると考えられる。
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