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背景・目的1
★ Bifidobacterium breve JCM 1192のコール酸取り込み活性が明らかにされている
★ ラフィノースにはB. breve JCM 1192の増殖促進効果がある

FISH法によるB. breve
JCM 1192の顕微鏡写真

ラットの飼育とサンプル調製2

試験食を
3週間投与

盲腸内容物を採取

盲腸内細菌群の解
析

飼料1kgに対して、アビセル（結晶セルロース）50 g、ラフィノース30g、カプセル化B. breve JCM 1192
30g (5.7 x 107生菌/g カプセル、森下仁丹㈱調製) を添加した

Fluorescence In Situ Hybridization (FISH)法による
ラット盲腸内の細菌数の測定
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サンプルの洗
浄

数時間4℃に保ったサンプル
に3倍量の固定化剤（4%の
p-ホルムアルデヒド）を添加

固定化剤を除去し、リン酸
バッファー生理食塩水と
エタノール(1:1)に再懸濁

固定化した細胞を表面をテフロン
加工したスライドグラスの上に3µl 
塗布

風乾し、50, 80, 99.5% エタノ―ルで
脱水

1µlのCy3プローブと
20～30%のホルムアミドを含む
ハイブリダイゼイションバッファー8µl中で
46 ℃にてハイブリダイゼイション

48℃で洗浄し室温
にてDAPI染色蛍光顕微鏡で観

察

pH 8.0 pH 7.0

pH 8.1 pH 6.8
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Erec482: Eubacterium sp.
　Clostridium sp. 

　
Unknown
Bif164(m): Bifidobacterium sp.

Bac303: Bacteroides
group
Chis150: Clostridium sp. 
Lacb722: Lactobacillus
group 

生菌率94%

生菌率92%

生菌率86%

生菌率87%

7.4
%

1.7
%

Lactobacilli

Terminal Fragment Length Polymorphism(T-RFLP)法
によるラット盲腸内細菌の解析
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ラット盲腸内容物

リン酸バッファー
生理食塩水で
サンプル処理

DNA抽出と
RNA分解酵素の消化

3種の制限酵素(HaeIII, HhaIと
MspI)
を用い37℃で一晩消化

65℃で20分処理し反応停
止
エタノール沈殿、乾燥

ABI 3100による
gene scan 
analysis

フォワードプライマーを FAMで
ラベルしたバクテリアドメインプ
ライマーを用いてPCR増幅

データの集積、RDBプロジェクト
データベースと統計的手法によ
る解析

ラフィノース投与群（グループラフィノース投与群（グループ22）における主要ピークの）における主要ピークのTAP TTAP T--RFLPRFLPによる解析による解析
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菌株変化

ラフィノースとカプセル化B. breve JCM 1192 を同時に添加した場合（サン
プル4）についてのみ、盲腸内のB. breveの増殖が認められ、総生菌数の約
7％に達した→ シンバイオティクス効果が認められた
FISHとT-RFLPの結果はよく符合した

結論5

試験飼料実験群

基本食＋アビセル+ラフィノース+カプセル化B. breve JCM 11924
基本食＋アビセル+カプセル化B. breve JCM 11923
基本食＋アビセル+ラフィノース2
基本食＋アビセル1

ラットを用いたシンバイオティクスのin vivo試験
ラフィノース（プレバイオティクス）とB. breve JCM 1192（プロバイオティクス）の
同時投与（シンバイオティクス）がラット盲腸内微生物叢に及ぼす影響

２つの分子生物学的手法（FISH, T-RFLP）による菌叢解析

について調べた。
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HaeHaeIIIIII
218 bp
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HhaHhaII
332 bp

4.7%

335 335 bpbp

ABI 3100ABI 3100をを用いた用いたTT--RFLPRFLP法によるラット盲腸内細菌の解析法によるラット盲腸内細菌の解析
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主成分分析主成分分析 ((Principle Component Analysis)Principle Component Analysis)

主成分分析(Principle Component Analysis, PCA)
によって盲腸サンプル内の複合細菌群の類似性を説
明することができる
P C1は細菌群に対するラフィノース（プレバイオティク
ス）の影響を示す
PC2は細菌群に対するラフィノースとB. breve JCM 
1192（シンバイオティクス）の影響を示す
SPSSソフトウェアを用いて解析した

ラフィノース投与群（グループ2）ではLactobacillus属とBifidobacterium属の比率が増加した
B. breve JCM 1192とラフィノースを同時添加群（グループ4）において最もBifidobacterium

属の比率が高かった

シンバイオティクスの相乗効果が確認された

TAP T-RFLP： 制限断片のピークの組み合わせを菌種と関連付けるソフトウェア
(http://rdp.cme.msu.edu/html/TAP-trflp.html#program)
黒字： http://rdp.cme.msu.edu/html/TAP-trflp.html#programより得た値
青字： 実測値
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