
① uncultured Clostridium sp. (100)
② Ruminococcus bromii  (99)
③ Ruminococcus sp. CO47 (99)
④ Human intestinal firmicute CB15 (97)
⑤ Human intestinal firmicute CB15 (97)
⑥ Butyrivibrio fibrisolvens or E. rectale  (100)
⑦ uncultured bacterium clone p-30-a5 (100)
⑧ Fusobacterium prausnitzii (100)
⑨ Ruminococcus obeum  (100)　
⑩ Coprococcus catus　
　　or Ruminococcus sp. CO27 (97)
⑪ uncultured firmicute gene (100)
⑫ Bifidobacteium longum　
　　or B. infantis (100)
⑬ B. bifidum (97)
⑭ B. catenulatun 
　　or B. pseudocatenlatun (100)
⑮ B. adolescentis or B. ruminantium (100)
⑯ Collinsella aerofaciens
　　 or Coriobacterium sp. (100) 
⑰ Bacteroides ovatus (97)
⑱ Bacteroides vulgatus (100)
⑲ Bacteroides uniformis (100)
⑳ Bacteroides sp. AR20 (100)
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②　DFAIIIとは？

④　DGGEを利用した方法

⑤　ラットに4週間投与した時の変化

⑥　ヒトに4週間投与した時の変化

rDNAを
PCRで増幅

２．混在したＤＮＡを分ける（DGGE電気泳動）

混在した複数
菌株のＤＮＡ

混在ＰＣＲ産物
(16s rDNA V3)

ヒトの腸内細菌叢

培養可能な細菌　
20%

培養困難な細菌 80％

（全体1012コ/ｇ）

「腸内細菌叢研究の新時代」辨野義己から引用

③　従来の技術 従来の技術では，培養可能な微生物しか扱えなかった．

培養によら
ない新たな
微生物検出
技術が必要

変性剤の
濃度
薄い

濃い

電気泳動
の方向

ゲル

サンプル

まとめて
DNAを抽出

電気泳動が進むにつれ，ゲル中の変
性剤の濃度が大きくなり，ある一定
の濃度で，DNAは変性する．変性する
と，DNAはゲル中を移動できなくなり，
停止する．

DNAが変性する変性剤の濃度はDNAの
塩基配列によって異なるので，異な
る配列を持つDNAはゲル中で異なった
場所で停止し，お互いに分離される．

１．全ての菌のDNAを増やす

３．それぞれのＤＮＡの配列の由来を特定する

ゲル

抽出 塩基配列決定

ＤＮＡデータベースを検索

菌名の推定

DNAに基づく方法の最
も強力な特徴

ゲルからDNA を取り出
してその塩基配列を決
定すれば，「文字情報」
になり，インターネッ
トを使って即座に情報
検索が出来る．

腸内細菌叢の構造推定

変
性
剤
濃
度

35%

60%

Difructose　anhydride III
C12H20O10 　分子量324.28 果糖が二分子

砂糖の約半分の甘さ

砂糖と同程度の溶解度

Ca吸収促進作用

特定保健用食品として開発中

A 　 B 　　 C
pre post 　 pre post　 pre post

①

②
③

④ ⑤

30%

60%

C
onc. O

f denaturants

⑥
⑦⑧
⑨

⑩
⑪

⑫

⑭

⑯

⑬

⑮

　A　　　B　　　C
pre post　 pre post　 pre post

⑰

⑱

⑲
⑳

健康な男女15人に１日9 g (3 g×3回)4週間
DFAIIIを投与した。

投与前後で腸内細菌叢に

変化がなかった人は 6人、少し変化した人
は 6人、大きく変化した人は3人だった。

減った細菌は② Ruminococcus bromii  
(99%) ④ Human intestinal firmicute
CB15 (97%) ⑥ Butyrivibrio fibrisolvens
or E. rectale  (100%)、増えた細菌は⑮B.
adolescentis or B. ruminantium (100%)
だった。また変化の大きい人の3人中2人
は便秘傾向の人だった。

15人中12人に大きな変化がなかったので、
DFAIIIはヒトの腸内細菌叢のバランスを
変えないオリゴ糖といえる。

C  D  C D C  D

①Bacteroides acidofaciens (AB021157) 
(100%)

②B. acidofaciens (AB021164) (100%)

③B. vulgatus (AB050111) (100%)

④B. uniformis (AB050110) (100%)

⑤Ruminococcus productus (L76595) (99%)

　　　またはR. schinkii （X94964) (100%)

DFAIII投与によって

青字：減った細菌　赤字：増えた細菌 ( ):ホモロジー

SD系 雄ラット18匹に、DFAIII無添加飼料(C)と
3% DFAIII添加飼料(D)で4週間飼育した。
Bacteroides acidofaciens (100%) 2株と未同定株4株
が減少して、B. vulgatus(100%)、 B. uniformis 
(100%)、Ruminococcus productus (99%) (またはR.
schinkii (100%))の3株が増加した。

①
②
③

⑤

④

少し

変化

10
0

9 08 0706 050

B

E

M1
M0

A0
A1
P0
D0
C0
P1
J0
J1
B1
L0
L1
G0
G1
B0
Q0
Q1
H0
H1
F1
N0
F0
D1
E0
N1
K1
E1

C1
K0

変化なし

L

H
Q
G

A

J

K

P

B

F

M

N
変
化
が
大
き
い

C

D
E

Pearson correlation [0.0%-100.0%]

アルファベット: 被験者の番号　0:DFAIII 投与前　1:DFAIII 投与後

①　要旨
難消化性オリゴ糖 DFAIIIをラットとヒトに投与したところ、ラットでは
Bacteroides acidofaciens (100%) 2株と未同定株4株が減少し、 B. vulgatus
(100%)、B. uniformis (100%)、Ruminococcus productus (99%) (またはR.
schinkii (100%))の3株が増加した。一方、ヒトでは腸内細菌叢の個人差が大き
いことがわかった。また、便秘傾向の人は菌叢の変化が大きかったが、被験者15
人中12人に大きな変化がなかった。従って、DFAIIIは、培養困難な細菌を含めた
腸内細菌叢のバランスを変えないオリゴ糖といえる。

-３７-
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Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE)

DFAIII摂取によって、便秘傾向の人でBacteroides
sp. と C. herbivorans (赤枠)が増えた。 (C, F, G, K)こ
れらの細菌の増加によって便秘が解消された可能
性も示唆された。

H          I

Uncultured /
Ruminococcus sp.

F. frausnitzii

R. obeum

Dialister sp.

Bif. catenulatum

Bif. adolescentis

Coriococcus sp. /
Col. aerofaciens

Cadhufec 13F03/
Bacteroides sp. 
CJ69

Cop. oroticum

Eu. oxireducens

Bif. longum

Uncultured 

0    2   3    7    0    2     3   7

C     F             K           G       M

Dialister sp.

Uncultured Ckncm 43 /
Bacteroides sp. CS24

Uncultured B5-538

Clostridium sp. CJ23

R. obeum
Rominococcus sp. CO4

Cop. oroticum
R. gnavus

But. fibrisolvens

Uncultured
Uncultured p-243

Rominococcus sp. CO27

Uncultured. Ckncm

R. schinkii

Eu. oxidoreducens

Bif. breve

Uncultured p-30

Bif. longum

Bif.catenulatum

Uncultured

Col. aerofaciens /
Coriococcus sp.

Uncultured p-30

C. herbivorans

Bif.adolescentis

Cadhufec 18F 03 /
Bacteroides sp. CJ69

0      2    6     0    2     6     0     2    6    0    3     
6

⑦ Clostridium coccoides – Eubacterium rectaleグループ

Unc. C-29 (99%)
Unc. mpn-18 (99%)
Unc. C-65 (99%)
R. obeum (95%)

Unc. C-29 (98%)

R. hansenii (97%)

Unc. HuCC43 (98%)
R. gnavus (97%)

Unc. C-29 (98%)

Unc. C-29 (95%)
Eu. halii (94%)

Unc. C-24 (98%)
Unc. CA20 (98%)

Unc. C-65 (99%)
R. schinkii (96%)

Unc. C-52(99%)
Eubact. sp. III (99%)

Unc. mpn-18 (98%)
HuCA2 (98%)
R. gnavus (95%)

Unc. C-86 (95%)
R. obeum (95%)

Unc. C-38 (100%)
C. Saccharolyticum (95%)

Unc. C-38 (99%)

Unc. mpn 18 (97%)
HuCA2 (97%)Unc. C-38 (100%)

C. Saccharolyticum (95%)

H I

0    2     5     7    9 0    2     5    7    9

Unc. C-29 (99%)
Unc. p-60 a5 (99%)
R. obeum 96 (%)

Unc. C-98 (99%)
Unc. Mpn-18 (98%)
R. obeum 96 (%)

Unc. C-98 (99%)
Unc.ckncm 164 F3M (97%)
R. obeum (95%)

Unc. C-98 (99%)
Unc. Mpn-18 (97%)
R. obeum (96%)

Unc. C-98 (98%)
Unc. Mpn-18 (97%)
R. obeum (95%)

Unc. C-29 (98%)
Unc. Mpn-18 (97%)
R. obeum 95 (%)

Unc. p-2000 (98%)
R. obeum (96%)

Unc. C-29 (98%)
Unc. P-60-a5 (96%)
R. obeum 96 (%)

Unc. C-29 (100%)
Unc. Mpn-18 (97%)
R. obeum 95 (%)

Unc. C-29 (96%)
Unc. HuCA27 (96%)
R. obeum 96 (%)

Unc. cadhufec129C10 (100%)
Unc. HuCB25 (99%)
Clostridium sp. (95 %)

Unc. cadhufec18g 03 (98%)
But. Prod. Bact. A2-231(98%)
Clostridium str. LEMV63 (96 %)

C F KG
0   2   6   0   2    6   0   3    6   0   2   6

④ DFAIII摂取前後（２ヶ月）のヒト腸内細菌叢の変化 ⑤ 便秘傾向のヒトにおける DFAIII摂取前後（6ヶ月）の腸内細菌叢の変化 ⑥ DFAIII摂取前後（7ヶ月）のヒト腸内細菌叢の変化

0　2 　0 　2　 0   2  　0   2    0　 2 　0 　2
K　 F     　G    　 H      I      　J

: 増えたバンド　(A)
: 減ったバンド (B)

健常人の腸内細菌は (H, I ,J)  DFAIII を摂取してもあまり変
化しなかった。 (変化率：約 3 ～ 11%).

便秘傾向のヒトの腸内細菌叢は変化が大きかった。(K, F, G) 
(変化率：21 ～46%) 

① 要旨
健常人におけるDFAIII の長期摂取による腸内細菌叢のモニタリン
グをDGGE法で試みた。その結果、腸内細菌叢の優占種にはほと
んど変化はなかったが、便秘傾向のヒトでは、各個人によって差が
あるが、それぞれBacteroides sp.２種、 Ruminococcus sp.、
Clostridium herbivoransの増加が認められた。
これまでモニタリングが難しかった細菌群（クラスター１４a）につい
て特異的なプライマーで増殖して検討したところDFAIII長期摂取に
よって変化しないもの、減少するもの、増加するものがあることが分
かった。増加するものはClostridium saccharolyticumに類似菌であっ
たが、その他は難培養細菌に相当する未同定細菌であった。

HI-7
uncultured HuCC43

Ruminococcus gnavus
HI-9
HI-8

HI-22
HI-4

HI-6
Ruminococcus hansenii

HI-3
HI-19
bCK-11
bCK-1

CK-39
CK-32

CK-66
CK-31
CK-13
CK-14

HI-20
bCK-28
uncultured clone 29

HI-30
uncultured clone 65

uncultured mpn clone 18
uncultured adhufec 171

HI-49
HI-29
uncultured HuCA2

HI-38
uncultured clone 86

HI-40
HI-41

HI-42
HI-33

Ruminococcus obeum
uncultured p-60

uncultured adhufec 35.25
uncultured p-2000

uncultured HuCB12
bCK-10

uncultured clone A20
uncultured clone 24

B-8
Eubacterium rectum

Eubacterium ventiosum
Clostridium oroticum

Clostridium nixile
bCK-13

Clostridium fusiformis
HI-24

Eubacterium sp. III
uncultured cadhufec10h7
uncultured clone 52

HI-34
HI-25

Clostridium indolis
Clostridium saccharolyticum

Clostridium herbivorans
B-16
B-28
uncultured clone 38

bCK-14
uncultured cadhufec 129

uncultured HuCB25
Clostridium coccoides

Ruminococcus schinkii 0.02

Bifidobacterium dentium
Bifidobacterium infantis
Bifidobacterium longum

DFAIII を7ヶ月間摂取しても細菌叢に大きな変化はなかった。
DFAIII は安全なオリゴ糖といえる。

*変化率 :

DFAIII摂取前後のバンド数

(A + B )
X   100 %

K                46.0 % (13/28)
F                 21.4 %   (9/42)
G                 21.2 %   (7/33)
H 3.0 %   (1/28)
I                 11.1 % (5/45)
J 8.7 % (4/46)

変化率 (%)*

健常人

便秘傾向の人

全体 1012 cfu/g
ヒト腸内細菌叢

Unculturable (80％)

Culturable (20%)

「腸内細菌叢研究の新時代」辨野義己から引用

Ca吸収促進

長期摂取では?           

機能性食品

DFAIII 短期摂取 (4 週
間)では腸内細菌叢に大
きな変化がなかった。

目的: 
DFAIII長期摂取による
腸内細菌叢への効果を明
らかにする。

DFAIII 摂取によってC. coccoides –Eu. rectaleグルー
プは変化した。 DFAIIIはこのグループの細菌を増や
すユニークなオリゴ糖といえる。

PCR産物
各種腸内細菌の

DNAが混在してい
る。

PCR
分離

(DGGE)

Electrophoretic
direction

D
enaturant conc.(%

)

Low

High

塩基配列

菌名同定

⑧　結論

1. DFAIIIは、健常人の腸内細菌叢にほとんど変化を与
えない安全なオリゴ糖だと考えられる。
一方、便秘傾向のヒトには、ヒトによって菌種の違
いはあるが増加するものがあることが分かった。

④、⑥

2. DFAIII摂取によって増加したRuminococcus sp.,
Clostridium sp., Bacteroides sp .は、便秘の軽減
に貢献するものと思われる。⑤

3. DFAIII は、C. coccoides –Eu. rectale group speciesに属
する難培養細菌を増加させた。⑦

③方法

②背景

-３８-




