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第 1 章 序論 

1-1. ポストバイオティクスの概要 

 近年、プロバイオティクス（Probiotics）、プレバイオティクス（Prebiotics）、およ

びシンバイオティクス（Synbiotics）に加えて新たに「ポストバイオティクス

（Postbiotics）」の概念が提唱されている。ポストバイオティクスの定義は諸説ある

が、概ね「腸内細菌の発酵によって生じる化合物や不活化された細菌のうち、宿主の

健康に寄与するもの」を指す。大腸内発酵産物としての短鎖脂肪酸（Short Chain 

Fatty Acids : SCFAs）の他、細胞外多糖類やテイコ酸など細菌の構成成分に由来する

物質がこの定義に当てはまる1,2)。 

ポストバイオティクスの機能性は様々であり、例えば、SCFAsに分類されるプロピ

オン酸（PA）や酪酸（BA）はエピジェネティックに作用することで抗炎症効果や腸

管のバリア機能を高めることが明らかになっている3,4)。また、超音波処理などで得ら

れる細菌の溶解物は、免疫系を刺激することで感染症のリスクを低減することが明ら

かになっている5)。これらのポストバイオティクスの機能性発現のメカニズムはプロバ

イオティクスと同様に主に宿主と腸内細菌のインタラクションによるものである。プ

ロバイオティクスは以前より整腸作用や免疫機能の制御など様々な機能性を持つこと

知られており6)、最近の研究では新型コロナウィルスCOVID-19への有効性も期待され

ている7,8)。しかしながら、生菌を用いるために免疫不全の患者へ適用した場合に敗血

病や肺炎等の重篤な副作用を引き起こす可能性がある9–11)。一方、ポストバイオティク

スはプロバイオティクスと異なり生菌を用いず12)、細菌の代謝産物あるいは加熱処理

等で不活化された微生物を用いることから、小児など免疫力の乏しい患者への新たな

治療方法として期待されている13)。 

 

1-2. 短鎖脂肪酸（SCFAs） 



 

 

 SCFAs は一般的に直鎖のアルキル基をもつモノカルボン酸の内、炭素数がおよそ 6

以下のものを指す。SCFAs は腸内細菌がルミナコイド（食物繊維やレジスタントスタ

ーチなど、ヒトの小腸内で消化・吸収されにくく、消化管を介して健康の維持に役立

つ生理作用を発現する食物成分の総称）を発酵することで生成される。SCFAs の中で

も酢酸（AA）、PA、BA は主に宿主のエネルギー源として利用されることが知られて

おり、生成後速やかに大腸上皮細胞から吸収される。吸収された SCFAs は主に大腸上

皮細胞および肝臓で代謝されるが、代謝率は種類によって異なる。AA は約 15％、PA

は約 50％、BA はそのほとんどが大腸上皮細胞で利用され、残りは主に肝臓で代謝さ

れる 14)。偶数炭素脂肪酸である AA および BA は、一般的な脂肪酸と同様にアセチル-

CoA に変換された後にクエン酸回路（TCA 回路）で完全に代謝される。一方、奇数炭

素脂肪酸である PA は通常スクシニル-CoA に代謝された後に TCA 回路に入る。その

ため、他の脂肪酸とは異なり糖新生を介して血糖供給やグリコーゲンの基質としても

利用される。また、SCFAs はエネルギー源として利用されるだけではなく、脂肪蓄積

の抑制やミネラル吸収の促進などの機能性の他、代謝経路や免疫系などをエピジェネ

ティックに変化させることが報告されている 3,15,16)。 

 

1-3. Caenorhabditis elegans（C.elegans）の概要 

 Caenorhabditis elegans（線虫: C.elegans）は線形動物門双腺綱桿線虫亜綱カンセン

チュウ目カンセンチュウ科に属する雌雄同体の非寄生性細菌食性線虫である。孵化後

第 1 期子虫（L1 幼虫）、第 2 期子虫（L2 幼虫）、第 3 期子虫（L3 幼虫）、第 4 期子虫

（L4 幼虫）、young adult と成長し、およそ 4～5 日程度で卵から成虫に成熟する。寿

命は約 3～4 週間であるが、生育不適な環境になると耐性型に変化し約 4 ヶ月生存する

（図 1）。成虫は体長約 1 mm 程度で細胞数は約 1000 個と多細胞生物の中でも小型で

あるにもかかわらず、他の高等生物と同様に神経系、生殖系、筋肉、消化器系などの



 

 

組織を有する 17)。1998 年には多細胞生物としては初めて全ゲノム配列の解読が完了

し、多くの遺伝子がヒトのオルソログであることや 18)、遺伝子操作が容易でノックダ

ウンおよびノックアウト型が比較的簡単に得られることから、モデル動物として広い

分野で利用されている。例えば、ノーベル賞の受賞に至ったアポトーシスの発見、

RNA 干渉（RNAi）法の発見、そして緑色蛍光タンパク質の発見にはいずれも

C.elegans がモデル生物として関わっている。近年ではがんのスクリーニング検査に

C.elegans が有用であることが報告され 19)、実際に早期がんの検査キットとして製品化

されている。加えて、動物愛護の観点から動物実験の 3R（Replacement, Reduction, 

Refinement）が強く求められるようになっており、動物実験が実施された一部商品を

販売禁止とする国も増えてきている。これらの背景から多くの研究施設で実験動物使

用数の削減や代替動物への移行が積極的に検討されており、動物倫理に抵触しない

C.elegans のモデル動物としての需要は今後より一層高まることが予想される。栄養学

的研究においても C.elegans の利用が検討されている 20,21)。 

 

1-4. 13C 呼気分析法 

 呼気ガス診断は従来から疾病や手術に伴う生体機能の障害を調べる方法として用い

られている。なかでも、13C でラベルされた標識化合物（[13C]標識化合物）を用いた

呼気ガス診断は高い安全性から応用範囲が飛躍的に広がっている。13C は炭素（12C）

の中性子が１個多い安定同位体である。13C の自然存在率は約 1.1 ％と少ないが、安

定同位体の中では生体内で最も多く利用されている 22)。呼気中 13C の分析には GC-

MS、NMR 等を用いて 13C を直接定量する方法と、赤外線分光分析装置を用いて

13CO2 と 12CO2 の存在比を測定する方法がある。特に、後者は被験者の呼気を直接利用

できることから簡便であり、臨床での種々の機能検査に応用されている。例えば、ピ

ロリ菌の感染診断法として 13C-尿素呼気試験法が確立している。13C 呼気分析法は



 

 

[13C]標識化合物が消化管からの吸収、各組織での代謝という過程を経て呼気中に出現

し、呼気中 13CO2/12CO2 比が増加することを利用している。このような特性から、13C

呼気分析法で得られるデータには吸収、代謝、排泄に至るまでの全身の生理的動態が

関与する。SCFAs は速やかに吸収されエネルギーとして利用され、最終的に CO2 とな

り体外に排出される。それゆえ、[13C]SCFAs を用いることで吸収能や代謝能に影響が

ない非侵襲的な条件下で SCFAs の動態を測定することが可能である 23,24)。 

 

1-5. C.elegans を用いた SCFAs 研究の現状と 13C 呼気分析法の応用 

C.elegans はエネルギー代謝において特有の代謝経路を有している。例えば、糖新生

において C.elegans はグルコース-6-フォスファターゼを有しておらず、グルコース-

6 リン酸を一旦トレハロース合成経路にバイパスさせてグルコースを生成する 25)。

また、TCA 回路の一部を省略するグリオキシレートシャントと呼ばれる経路を有し

ており、この経路を利用することでアセチル-CoA を材料に糖新生を行うことができ

る。グリオキシレートシャントは生育環境が悪化した際に活性化され、トレハロー

スの生成を促進することで耐性型として長期的な生存を可能にする。このように一

部の代謝経路はヒトとは異なるもののエネルギー代謝については概ねヒトと同様の

代謝経路を有しており（図２）、SCFAs 研究の分野においても C.elegans はモデル動

物として利用されている。PA の代謝経路については、ヒトの高プロピオン酸血症に

おける PA 代謝経路を解析するためのモデル生物として C.elegans を用いた Watson

らの研究 26–28) によって PA 分解経路に関する遺伝子の転写レベルでの発現調節が詳

細に明らかにされている（図 3）。しかしながら、線虫において摂取した SCFAs の

個体全身を介した代謝産物の量的な変化を確認した報告は少ない。 

筆者は、C.elegans が最終代謝産物として生成した CO2 を拡散によって大気中に排

出することに注目した。すなわち、[13C]SCFAs を摂取させることで大気中に排出さ



 

 

れる 13CO2 を測定することができれば、C.elegans においても非侵襲的、かつ定量的

に代謝変化を検出できるはずである。[13C]SCFAs を摂取させた C.elegans におい

て、逆遺伝学的な遺伝子解析と大気中に排出される 13CO2 を測定することによって

代謝関連遺伝子の発現調節と代謝経路の定量的な変化を関連付けて解析できると考

えられる。 

 

1-6. 目的 

 本研究では、ポストバイオティクスである SCFAs の研究での新たな知見を得ること

を目的とし、代謝関連遺伝子発現と代謝経路の定量的な変化を関連づけて分析する新

しい方法を確立するために、逆遺伝学で一般的に用いられているモデル動物 C.elegans

に対する 13C 呼気分析の応用方法を開発し、その有用性について検討した（以下、本

研究で開発した分析方法を 13CO2 ガス分析法とする）。また、13CO2 ガス分析法を用い

て、エピジェネティックな調節作用が明らかになっている PA について、代謝関連遺

伝子の発現と代謝経路の定量的な変化についても検討を行った。 

 

1-7. 利益相反 

 本研究において開示すべき利益相反はない。 

  



 

 

 

図１ C.elegans のライフサイクル 

 

  



 

 

 

図２ C.elegans のエネルギー代謝経路  



 

 

 

図 3  C.elegans のプロピオン酸代謝経路 28) 

斜体は遺伝子名を示す。mmcm-1 は補酵素にビタミン B12を必要とする。 

  



 

 

第 2 章 C.elegans への 13CO2ガス分析法の適用条件の検討 

2-1. 目的 

C.elegans に[13C]PA を投与することで、13CO2 ガス分析によって C.elegans の PA 代

謝が測定可能であると考え、C.elegans から排出された 13CO2 の回収方法について検討

した。C.elegans の培養には非病原性である Escherichia coli OP-50 株（OP-50）が一

般的な飼料として用いられている。[13C]標識化合物を利用した場合、OP-50 が[13C]

標識化合物を異化することによって産生される 13CO2 が 13CO2 ガス分析の結果に影響

すると考えられる。そこで、飼料として用いる OP-50 が 13CO2 ガス分析結果に及ぼす

影響を検討するために、OP-50 のみを添加した培地に[13C]標識化合物を投与し、

13CO2 の出現の有無を確認した。なお、C.elegans の培養に用いる Nematode Growth 

Medium（NGM）には OP-50 の生育に必要なペプトンが含まれている。他の微生物

のコンタミネーションの可能性を除外するため、実験で使用する培地はペプトンを含

まない NGM（PF-NGM）を用いた。 

 

2-2. 実験方法 

2-2-1. C.elegans の飼育方法 

 C.elegans および OP-50 は Caenorhabditis Genetics Center（University of 

Minnesota, USA）から入手した。NGM は脱イオン水 975 mL あたり寒天 17.0 g, ペ

プトン 2.5 g, NaCl 3.0 g を加えて 121℃で 20 分間オートクレーブ滅菌を行った後、

1M リン酸 buffer 25 mL, 1 M CaCl 1 mL, 1 M MgSO4 1 mL, 5 mg/mL コレステロール 

1 mL を混和して作成した。OP-50 は LB Broth Base（LB 液体培地 : Thermo Fisher 

Scientific, USA）を用いて 37℃で一晩培養し、9 cm シャーレに作成した NGM（9 cm 

NGM）に 1 枚当たり 400 µL 塗布して室温で一晩乾燥した。C.elegans は OP-50 を塗

布した NGM 上で 20℃に設定したインキュベータ（Cool Incubator, 三菱電機エンジ



 

 

ニアリング株式会社）内で培養し、1 週間ごとに C.elegans が存在する培地の一部を切

り取って新しい NGM に継代した。 

 

2-2-2. C.elegans の同調化 

 ライフステージを揃えるために実験前日に C.elegans の同調化処理を行った。同調

化溶液は 100 mL あたり脱イオン水 50 mL, 5 %次亜塩素酸ナトリウム溶液 40 mL, 5 

M NaOH 10 mL を混和して作成した。M9 buffer は Na2HPO4 6.0 g, KH2PO4 4.0 g, 

NaCl 5.0 g を脱イオン水で１L にメスアップして 121℃で 20 分間オートクレーブ滅菌

を行った後、1 M MgSO4 1 mL を混和して作成した。NGM 上の C.elegans を M9 

buffer にて 15mL チューブに回収し、2000 rpm で 1 分間遠心分離して液量が 1 mL に

なるまで上清を取り除いた。15 mL チューブの 3.5 mL の目盛りまで同調化溶液を加

え、2～3 分間混和し、卵以外を溶解した。直ちに 2000rpm で 1 分間遠心して上清を

取り除き、15 mL チューブの 6 mL の目盛りまで M9 buffer を加えて沈殿を完全に懸

濁し、2000 rpm で 1 分間遠心して上清を取り除き、卵を洗浄した。M9 buffer による

洗浄を 3 回繰り返し、最後の洗浄の際 15 mL チューブの 1 mL の目盛りまで上清を捨

てた後、沈殿を完全に懸濁してインキュベータにて孵化するまで 20℃で約 24 時間保

管した。 

 

2-2-3. 13CO2ガス分析装置の構成と測定方法 

 13CO2 ガス分析装置はラットやマウスに応用した Uchida らの報告 29)を改良して

C.elegans へ応用した。135 mL 容量の小型真空デシケーター（AS ONE Co., 大阪）の

チューブコネクタに外径 6 mm チューブを取り付け、密閉するためにコックを取り付

けた。バルブには外径 8 mm チューブを取り付けた。C.elegans と[13C]標識化合物の

混合液を 6 cm シャーレに作成した 6 cm PF-NGM 上に添加した後、直ちにデシケー



 

 

ター内に密閉し、20℃のインキュベータで測定を行うまで保管した。測定の際、φ8 

mm チューブに標準ガス（95% O2/5% CO2）入りバッグを取り付け、φ6 mm チュー

ブにシリンジを取り付けた。コックを開きながらシリンジでデシケーター内の空気を

回収し、呼気採取バッグ（大塚製薬株式会社, 大阪）に約 250 mL 採取した。赤外線分

光分析装置 POC one（大塚製薬株式会社）に呼気採取バッグとベースラインとして標

準ガス入りバッグを接続し、デシケーター内の 13CO2/12CO2 比（Δ13CO2‰）を測定し

た（図 4）。測定はデシケーター内のΔ13CO2‰が陰性になるまで繰り返し行い、デー

タの比較は測定したΔ13CO2‰の総和（ΣΔ13CO2‰）にて行った。 

 

2-2-4. 実験試薬 

 [13C]標識化合物には、1 位の炭素を 13C でラベルした[13C]プロピオン酸ナトリウム

（[1-13C]PA, 分子量 97.05, [1-13C, 99 %], Cambridge Isotope Laboratories, Inc., 

USA）を滅菌生理食塩水で必要な濃度に調製して用いた。13C でラベルされていない

一般的な PA はプロピオン酸ナトリウム（和光純薬工業株式会社, 大阪）を用いた。 

 

2-2-5. 走化性実験による C.elegans のプロピオン酸に対する嗜好性の確認 

（1）走化性実験 

 走化性実験は margie らの方法 30)を参考に行った。洗浄液は 1M KH2PO4（KOH で

pH６に調整）0.5 mL、0.01％ Tween20 0.5 mL、1M CaCl2 0.1 mL、1M MgSO4 1.0 

mL を純水１L にメスアップして作成した。同調化した C.elegans（L1）は OP-50 を

塗布した NGM 上で L4 幼虫まで 20℃で培養した後、洗浄液 1 mL を NGM に投与し

て 15 mL チューブに L4 幼虫を回収した。直ちに洗浄液を 15 mL チューブの 10 mL

の目盛りまで加えて 2000 rpm で 1 分間遠心分離して 15 mL チューブの 1 mL の目盛

りまで上清を取り除いた。これを 3 回繰り返した後、M9 buffer にて同様の操作を 3



 

 

回繰り返し、線虫を洗浄した。洗浄した線虫は M9 buffer にて約 30 匹/10 µL になる

ように希釈して実験に用いた。走化性試験用の培地は 9 cm NGM で作成した。マジッ

クペンを用いてシャーレの裏側の原点を中心に 0.5cm の円をマークし、両側に線を引

いた。左側の線より左を A エリア、右側の線より右を B エリアとした。中心から左右

に 3 cm、そこからさらに上下に 1.5 cm 進んだところに点をマークした（図 5）。線虫

が無作為に動かないように A エリアおよび B エリアの下側の点に忌避剤として 1 M 

NaN3 1 µL を滴下して乾燥させた。洗浄した線虫を中心の円内に約 30 匹添加した後、

A エリアの上側の点に PA を 1 µL 投与して直ちにフタを閉めパラフィルムで密閉し

た。室温で 1 時間静置し、その時点で各エリアの線虫の数をカウントした。各エリア

の線虫数から走化性インデックス（Chemotaxis Index, CI = (A エリアの線虫数 – B エ

リアの線虫数)/( A エリアの線虫数 + B エリアの線虫数)）を算出した。正の CI で PA

に正の嗜好性、負の CI で PA に負の嗜好性を示すと判断した。PA 濃度は 1 mM, 10 

mM, 100 mM に調製して用いた。 

（2）PA 摂取の確認 

10 mM PA にカルミンを加え超音波粉砕機（超音波工業株式会社, 東京）で懸濁し

た PA-カルミン懸濁液を線虫培養中の NGM に 10 µL 滴下し、線虫の PA-カルミン懸

濁液の摂取を実体顕微鏡で直接確認した。 

 

2-2-6. 大腸菌 OP-50 株が[1-13C]プロピオン酸を用いた 13CO2ガス分析結果に及ぼす影

響 

OP-50 を LB 液体培地で培養した後、未滅菌の OP-50（生菌）、121℃で 20 分間オ

ートクレーブ滅菌を行った OP-50（HK OP-50）、75℃で 1 分間処理した OP-50

（75℃ OP-50）をそれぞれ 6 cm PF-NGM に 1 枚当たり 40 µL 塗布した。OP-50 を

塗布した NGM は室温で 24 時間静置して乾燥させ、150 mM [1-13C]PA を 100 µL 投



 

 

与した後、直ちに密閉した。インキュベータで 20℃、72 時間培養後、13CO2 ガス分析

を行った。 

 

2-2-7. 13CO2ガス分析法を用いた C.elegans のプロピオン酸代謝の測定条件 

同調化した L1 幼虫を約 100 匹/5 µL になるように M9 buffer で希釈し、L1 幼虫を

含む懸濁液（L1 懸濁液）を作成した。96 well plate に 1 well あたり L1 懸濁液を 40 

µL（約 800 匹）、HK OP-50 を 40 µL、M9 buffer を 20 µL 添加して L4 幼虫まで 20℃

のインキュベータで培養した。13CO2 ガス分析の用量応答性を検討するため、各 well

に[1-13C]PA の最終濃度が 1 mM, 25 mM, 50 mM/150 µL となるように投与した。

20℃のインキュベータで 72 時間培養後、13CO2 ガス分析を行った。また、13CO2 ガス

分析における[1-13C]PA 投与後の培養時間とΔ13CO2‰の関係を検討するため、[1-

13C]PA を最終濃度が 50 mM/150 µL となるように投与して直ちに密閉した後、20℃

で 24, 48, 72 時間培養し 13CO2 ガス分析を行った。 

 

2-2-8. 統計処理 

 結果は平均値 ± SE（標準誤差）で示した。各データの統計処理は、統計ソフト

SPSS Statistics 23（IBM, USA）を用いた。データはいずれも一元分散分析

（ANOVA）を行い、有意差がある場合、群間の平均値を比較する場合は Tukey-

Kramer の方法、各処理群を control と比較する場合には Dunnett の方法を用いた。い

ずれの結果も、危険率が 5 %未満（p < 0.05）を有意とみなした。 

 

2-3. 結果 

2-3-1. 走化性実験による C.elegans のプロピオン酸に対する嗜好性の確認 



 

 

 走化性実験の結果を図 6 に示す。すべての PA 濃度で正の走化性を示した（1 mM : 

CI = 0.12 ± 0.10, 10 mM : 0.29 ± 0.10, 100mM : 0.26 ± 0.13）。また、実体顕微鏡

にて PA-カルミン懸濁液の摂取および肛門部からのカルミンの排泄が確認された。

PA-カルミン懸濁液を摂取した C.elegans を光学顕微鏡にて観察したところ、咽頭およ

び消化管でのカルミンの存在が確認された（図 7）。 

 

2-3-2. 大腸菌 OP-50 株が[1-13C]プロピオン酸を用いた 13CO2ガス分析結果に及ぼす影

響 

 13CO2 ガス分析の結果を図 8 に示す。生菌群ではデシケーター内に 13CO2 が検出さ

れ（ΣΔ13CO2‰ = 1997.4 ± 262.4）、75℃ OP-50 群においてもわずかに 13CO2 が

検出された（ΣΔ13CO2‰ = 0.8 ± 0.8）。HK OP-50 群では 13CO2 は検出されなかっ

た。 

 

2-3-3. 13CO2ガス分析法を用いた C.elegans のプロピオン酸代謝の測定条件 

 [1-13C]PA 濃度に対する 13CO2 産生量の用量応答性の検討結果を図 9 に示す。すべ

ての PA 濃度で 13CO2 の出現が確認された。（1mM : ΣΔ13CO2‰ = 7.8 ± 0.6, 25 

mM : 37.9 ± 1.6, 50 mM : 58.4 ± 4.0）。また、投与した PA 濃度と 13CO2 産生との

関係には強い正の相関（r = 0.99）があり、用量応答性が認められた。[1-13C]PA 投与

後の培養時間と 13CO2 産生の関係を図 10 に示す。PA 投与 24 時間後には 13CO2 出現

が確認された（ΣΔ13CO2‰ = 10.6 ± 1.4）。48 時間後には約 2 倍の値となり（20.9 

± 1.7）、72 時間後には定常に達した（19.8 ± 1.5）。 

 

2-4. 考察 



 

 

 C.elegans の消化管はわずか 20 個の細胞で構成されているが、消化、吸収、代謝お

よび自然免疫応答など複数の機能を持っている。C.elegans において、PA は消化管細

胞で代謝される 31)。2-3-1 の結果より、C.elegans は PA に対して嗜好性を示し自発的

に摂取することが確認されたため、C.elegans への 13C 呼気分析法の応用に[1-13C]PA

が利用可能であることが示唆された。なお、高濃度の PA は C.elegans に毒性を示し、

60 mM 以上の濃度で生存率が急激に低下することから 27)、本実験で用いる PA 濃度に

ついては 50 mM を最大濃度に設定した。[1-13C]PA を C.elegans に投与すると 13CO2

の出現が確認されたことから、投与した PA を C.elegans が摂取し、消化管で吸収後、

代謝したと考えられる。[1-13C]PA 由来の 13CO2 の出現は、投与した 13C 化合物の摂取

と消化管からの吸収、体内での代謝、ならびに CO2 の排泄のすべての過程の影響を受

けると考えられる。本実験では C.elegans が PA を定量的に摂取したかどうかは不明で

あるが、投与した[1-13C]PA の濃度と 13CO2 の出現に正の相関が認められた。これら

の結果から、C.elegans の PA 代謝能の測定に 13C 呼気分析法が応用可能であることが

示唆された。 

 C.elegans の培養には一般的に非病原性大腸菌 OP-50 株が飼料として用いられてい

る。しかしながら、生きた状態の OP-50 は投与した[1-13C]PA を代謝して大量の

13CO2 を排泄するため、13CO2 ガス分析に用いる C.elegans の培養には殺菌処理された

OP-50 を飼料とする必要がある。大腸菌は 65℃以上の加熱により容易に死滅すること

が知られている 32)。しかしながら、75℃で 1 分間処理した OP-50 に[1-13C]PA を投与

するとわずかであるが 13CO2 が検出され、[1-13C]PA 代謝が確認された。大腸菌は抗

生物質の曝露など生育に好ましくない条件下においては、生きてはいるが培養できな

い（Viable But Non-Culture, VBNC）状態になる 33,34)。VBNC 状態の細菌は、正常な

生菌と比較して著しく劣っているものの代謝活性を示すことが知られている 35)。本研

究で使用した 75℃ OP-50 100 µL を NGM 培地に塗布し、37℃で 48 時間培養した後



 

 

に実体顕微鏡で培地を確認したところ、コロニーの出現は認められなかった。一般的

な低温殺菌条件で処理した OP-50 は少なくとも培養不能な状態まで不活化されている

が、13CO2 ガス分析結果に影響を及ぼすことが示唆された。これに対して、HK OP-50

では 13CO2 が検出されなかった。また、実験終了後も C.elegans の活動が確認された

ことから、HK OP-50 が C.elegans の活動に及ぼす負の影響は小さいと判断し、以降

の実験でも HK OP-50 を飼料として用いた。しかしながら過剰な殺菌処理は飼料とし

ての栄養価を低下させる可能性があるため、OP-50 の適切な殺菌条件についても今後

検討すべき課題である。  



 

 

 

図 4 13CO2ガス分析の構成 

135 mL 容量の小型真空デシケーターのチューブコネクタにφ6 mm チューブとコック

を取り付けた。バルブにはφ8 mm チューブを取り付けた。C.elegans と[1-13C]プロピ

オン酸の混合液を 6 cm シャーレに作成したペプトンフリーNGM 上に添加した後、直

ちにデシケーター内に密閉し、測定まで 20℃に設定したインキュベータで保管した。

φ8 mm チューブに標準ガス（95% O2/5% CO2）入りバッグ、φ6 mm チューブにシ

リンジを取り付けてデシケーター内の空気を回収した後、呼気採取バッグに約 250 mL

採取した。赤外線分光分析装置 POC one に呼気採取バッグと標準ガス入りバッグ（ベ

ースライン）を装着し、呼気採取バッグ内に回収した空気の 13CO2/12CO2 比を測定し

た。 

 

  



 

 

 

図 5 走化性試験 

走化性試験用の培地は 9 cm NGM で作成した。線虫が無作為に動かないように A エリ

アおよび B エリアの下側に忌避剤（1 M NaN3 ）1 µL を滴下して乾燥させた。洗浄し

た線虫を中心に約 30 匹添加した後、A エリアの上側にプロピオン酸を 1 µL 投与して

直ちにフタを閉めパラフィルムで密閉した。室温で 1 時間静置し、その時点で各エリ

アの線虫の数をカウントした。各エリアの線虫数から Chemotaxis Index (A エリアの

線虫数 – B エリアの線虫数)/( A エリアの線虫数 + B エリアの線虫数)を算出した。  



 

 

 

図 6 プロピオン酸（PA）の濃度変化が線虫の走化性に及ぼす影響 

1 mM : 1 mM PA を投与した NGM  

10 mM : 10 mM PA を投与した NGM 

100 mM : 100 mM PA を投与した NGM 

mean ± SE（n = 6 plates） 
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図 7  PA-カルミン懸濁液を摂取した C.elegans の顕微鏡写真 

咽頭および消化管内にカルミンの存在が確認された。また、肛門部よりカルミンを

含んだ消化管内容物の排泄が確認された。 
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図 8  OP-50 が[1-13C]プロピオン酸を用いた 13CO2ガス分析結果に及ぼす影響 

いずれの群も 150 mM [1-13C]PA を 100 µL 投与し、20℃で 72 時間培養した後に

13CO2 ガス分析を行った。 

Viable bacteria : 未滅菌 OP-50 群 

75℃ 1 min : 75℃ 1 分で処理した OP-50 群 

121℃ 20 min : オートクレーブ滅菌で処理した OP-50 群 

mean ± SE（n = 6 plates）, ND : Δ13CO2‰未検出 
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図 9 C.elegans における[1-13C]PA 濃度と 13CO2産生の用量応答性 

[1-13C]PA を最終濃度 1 mM, 25 mM, 50 mM となるように投与し、20℃で 72 時間培

養した後に 13CO2 ガス分析を行った。 

mean ± SE（n = 4 plates） 
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図 10 C.elegans における[1-13C]PA 投与後の培養時間と 13CO2産生との関係 

[1-13C]PA を最終濃度 50 mM となるように投与し、20℃で 24 時間、48 時間、72 時

間培養した後にそれぞれ 13CO2 ガス分析を行った。 

mean ± SE（n = 4 plates）, 異なるアルファベットは有意差を示す（p < 0.05） 
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第 3 章 ビタミン B12投与が C.elegans のプロピオン酸代謝に及ぼす影響 

3-1. 目的 

 C.elegans の PA 代謝経路にはビタミン B12（VB12）依存性経路と VB12 非依存性経路

（シャント経路）があり、体内に保有する VB12 量に応じて異なる代謝経路で PA を代

謝することが知られている。通常、PA は VB12 依存性経路において代謝され、PA か

ら生じるプロピオニル-CoA がメチルマロニル-CoA に変換され、さらに VB12 を補酵

素とするメチルマロニル-CoA ムターゼによってスクシニル-CoA となる。しかしなが

ら、VB12 の欠乏や過剰な PA の摂取によって VB12 依存性経路での PA 代謝能が飽和状

態になった場合、PA はプロピオニル-CoA からアクリリル-CoA を経て有毒物質のア

クリル酸に変換される。それを阻止するため、非常経路としてシャント経路が急速に

誘導される。シャント経路は、アクリリル-CoA から 3-ヒドロキシプロピオン酸を経

てアセチル-CoA と CO2 に代謝する経路であり、この経路によってアクリル酸の生成

を回避し、結果的に PA の過剰蓄積による毒性を抑制する（図 3）。ヒトにおいても先

天性代謝異常症によって高プロピオン酸血症となった患者で 3-ヒドロキシプロピオン

酸が検出されるため、シャント経路に類似した経路を有していると考えられる 36)。過

剰な PA 摂取によって誘導されるシャント経路は VB12 が充足すると抑制され、再び

VB12 依存性経路での代謝が優勢となる。このように、PA 代謝経路は PA と VB12 の量

的な関係によって調節されることから、PA 代謝経路のエピジェネティックな調節によ

り結果的に最終代謝産物である CO2 の生成に影響を及ぼすと考えられる。しかしなが

ら、代謝経路の変化による PA 代謝量の変化を確認した報告は少ない。本研究では、

代謝経路の変化が実際の代謝量に及ぼす影響について明らかにするため、VB12 投与が

PA 代謝に及ぼす影響について RT-PCR 法を用いて PA 代謝関連遺伝子発現を測定す

るとともに、13CO2 ガス分析法を用いて実際の代謝を測定し、遺伝子発現と表現型の



 

 

双方から PA 代謝変化を検討した。また、PA 代謝には糖新生が関わるため、グリコー

ゲン蓄積の変化についても検討した。 

 

3-2. 実験方法 

3-2-1. ビタミン B12投与が[1-13C]プロピオン酸からの 13CO2産生に及ぼす影響 

VB12 はシアノコバラミン（富士フイルム和光純薬株式会社、大阪）を用いた。2-2-7

と同様の方法で L1 幼虫懸濁液を作成した。96 well plate に 1 well あたり L1 懸濁液を

40 µL、HK OP-50 を 40 µL、M9 buffer を 18 µL、50 µM VB12 を 2 µL（1 µM 

VB12/100 µL）添加して L4 幼虫まで 20℃で培養した（PA+VB12 群）。50 µM VB12 を

M９ buffer に置き換えて同様に培養した C.elegans を PA 群とした。各 well に[1-

13C]PA を最終濃度が 50 mM/150 µL となるように投与して直ちに密閉した後に 20℃

で 24 時間あるいは 48 時間培養し、13CO2 ガス分析を行った。 

 

3-2-2. プロピオン酸およびビタミン B12投与がグリコーゲン蓄積に及ぼす影響 

（1）ヨウ素染色法による C.elegans の体内グリコーゲン蓄積の確認 

 ヨウ素染色法は Frazier らの方法 37)に準じて行った。L1 幼虫を 3-2-1 と同様の培養

液で L4 幼虫になるまで 20℃で培養した（PA+VB12 群および PA 群）。各 well に PA

を最終濃度が 50 mM/150 µL となるように投与（Control 群は M9 buffer を投与）し

た後に 9 cm PF-NGM の上に全量添加し、20℃で 24 時間あるいは 48 時間培養した。

ヨウ素染色する際は、線虫が存在する部分を培地ごと切り出し、スライドガラスに移

した。ヨウ素（和光純薬工業株式会社）の試薬ボトルの蓋を開封し、切り出した培地

にヨウ素蒸気が曝露するようにスライドグラスを蓋口に置いて 60 秒間静置した。染色

写真は BX-50 顕微鏡（OLYMPUS, 日本）に取り付けられたオリンパス DP22 カメラ

（OLYMPUS）を使用して、ヨウ素蒸気の曝露から 60 秒後に撮影した。 



 

 

（2）C.elegans の体内に蓄積したグリコーゲン量の定量 

Glycogen assay kit（Sigma Aldrich Chemical Co., USA）を用いて測定した。ヨウ素染

色法と同様に培養した線虫（Control 群、PA 群および PA+VB12 群）を M9 buffer で

15 mL チューブに回収し、遠心分離して上清を取り除いた後、2 mL チューブ移し超純

水で 100 µL になるように調製した。線虫を氷冷しながら超音波粉砕機（CHO-ONPA 

KOGYO, 東京）で 10 秒×3 回処理して粉砕し、5 分間煮沸した後、遠心分離（13500 

rpm、5 分間）した。その上清を用いて、測定キットの方法に準じてグリコーゲン量を

測定した。また、沈殿物は M9 buffer で調製した 8 M 尿素溶液を加えて溶解し、タン

パク質を TaKaRa BCA protein kit（タカラバイオ株式会社）を用いて定量した後、グ

リコーゲン量（µg）をタンパク質量（µg）で除して正規化した。 

 

3-2-3. ビタミン B12投与がプロピオン酸代謝関連遺伝子の発現に及ぼす影響 

 遺伝子発現は半定量的 RT-PCR（Reverse Transcription-PCR）法を用いて測定し

た。 

（1）C.elegans の調製 

OP-50 を塗布した NGM に同調化した L1 幼虫を添加し L4 幼虫まで 20℃で培養し

た後、M9 buffer で回収し約 1000 匹となるように 15 mL チューブに分注した。PA を

最終濃度 50 mM となるように投与（PA 群）および PA を最終濃度 50 mM、VB12 を

最終濃度 1 µM となるように投与し（PA+VB12 群）、20℃で 24 時間培養した。VB12

および PA を M9 buffer に置き換えた群を Control 群とした。培養後、2000 rpm で 1

分間遠心分離して上清を取り除いた。15 mL チューブの 6 mL の目盛りまで M9 buffer

を加えて沈殿を完全に懸濁し、2000 rpm で 1 分間遠心して上清を取り除き、

C.elegans を洗浄した。M9 buffer による洗浄を 3 回繰り返した後、液体窒素を用いて

沈殿を凍結し、乳鉢でパウダー状になるまで粉砕した。 



 

 

（2）RNA の抽出、精製および cDNA の合成 

RNA の抽出、精製は RNeasy Plus micro kit（Qiagen, USA）を用いた。粉砕物を

RNeasy Plus micro kit のマニュアルに準じて処理し、精製した total RNA 濃度を紫外

可視分光光度計（NanoDrop, Thermo Fisher Scientific）を用いて測定した。ReverTra 

Ace qPCR RT Master Mix with gDNA Remover（東洋紡株式会社, 東京）を用いて、

抽出した total RNA 200 ng を鋳型に cDNA を合成した。 

（3）プライマー 

 プライマーは、VB12 依存性 PA 分解経路酵素遺伝子（pcca-1, pccb-1, mce-1, 

mmcm-1）、VB12 非依存性 PA 分解経路酵素遺伝子（acdh-1, ech-6, hach-1, hphd-1, 

alh-8）、糖新生関連酵素遺伝子（pck-1, gsy-1）、トレハロース代謝酵素遺伝子（gob-1, 

tre-1 , tre-2, tre-3）を用いた（表 1）。 

（4）PCR 

PCR チューブに Emerald Amp PCR Master Mix（EA : タカラバイオ株式会社, 滋

賀）を 12.5 µL、10 µM forward primer を 0.5 µL、10 µM reverse primer を 0.5 µL、

cDNA を 3 µL、超純水を 8.5 µL を混合した。サーマルサイクラーの温度サイクルは

94℃を 2 分間の後、denaturation temperature、annealing temperature、elongation 

temperature をそれぞれ 94℃・30 秒間、55℃・30 秒間、72℃・1 分間で 1 サイクル

とし、30 サイクル繰り返して PCR 反応を行った。PCR 産物は電気泳動によって確認

した。泳動用 1%アガロースゲル（泳動用ゲル）の溶媒および泳動槽培溶媒は 0.5×

TBE（Tris-HCl/ホウ酸/EDTA）を用いた。泳動用ゲルはアガロース濃度が 1%となる

ように 0.5×TBE を加えて加熱溶解し、核酸蛍光染色試薬 GelRed（Biotium, Inc., 

USA）を 1 µL/100 mL 加えてコームを設置した型に流し込み、完全にゲル化するまで

室温で約 30 分間静置した。ゲル化した泳動用ゲルを 0.5×TBE で満たした泳動槽に移

し、試料溝に 100 bp DNA Ladder（タカラバイオ株式会社）を 3 µL、PCR 産物を 3 



 

 

µL を注入した。泳動は 135 V で 20 分間行った。泳動後、WSE-5300 プリントグラフ

CMOSⅠ（アトー株式会社, 東京）にてゲル上のバンドを撮影した。画像解析ソフト

ImageJ を用いて撮影データからバンドの濃淡を定量化した。なお、それぞれの遺伝子

発現量をハウスキーピング遺伝子である snb-1 の発現量をもとに正規化し、さらにそ

れぞれの遺伝子発現量を Control 群の遺伝子発現量で除して標準化した。 

 

3-2-4. ビタミン B12投与が好気的環境下でのプロピオン酸代謝関連遺伝子の発現に及

ぼす影響 

3-2-1 と同様に L1 幼虫を 1 µM VB12/100 µL の培養液（PA+VB12 群）および VB12

を M9 buffer に置き換えた培養液（PA 群）で L4 幼虫になるまで 20℃で培養した。各

well に PA を最終濃度が 50 mM/150 µL となるように投与した後に 6 cm PF-NGM の

上に全量添加し、20℃で 24 時間あるいは 48 時間培養した。VB12 および PA を M9 

buffer に置き換えた群を Control 群とした。6 cm PF-NGM 上の線虫を M9 buffer で

15 mL チューブに回収し、2000 rpm で 1 分間遠心分離して上清を取り除いた後、3-2-

3 と同様の方法で遺伝子発現を定量した。プライマーは 3-2-3 と同様のものに追加し

て TCA 回路関連酵素遺伝子（pdha-1, icl-1）を用いた（表 1）。 

  

3-2-5. 統計処理 

 2-2-8 と同様に各データの統計処理を行った。いずれの結果も、危険率が 5 %未満

（p < 0.05）を有意とみなした。 

 

3-3. 結果 

3-3-1. ビタミン B12投与が[1-13C]プロピオン酸からの 13CO2産生に及ぼす影響 



 

 

 13CO2 ガス分析の結果を図 11 に示した。[1-13C]PA 投与後 24 時間, 48 時間培養のい

ずれにおいても、PA 群と比較して PA+VB12 群でΣΔ13CO2‰が有意に増加した。 

 

3-3-2. プロピオン酸およびビタミン B12投与がグリコーゲン蓄積に及ぼす影響 

 ヨウ素染色法の結果を図 12 に示した。ヨウ素染色法では、すべての群で C.elegans

の貯蔵グリコーゲンが赤色に染色された。Control 群と比較して PA 群および

PA+VB12 群でより強い染色がみられ、特に咽頭部、消化管部および尾部でグリコーゲ

ンの蓄積が確認された（図 12C-F）。グリコーゲン測定の結果を図 13 に示した。グリ

コーゲン蓄積量は PA 投与 24 時間後で Control 群と比較して PA 群および PA+VB12

群で有意に増加し、さらに PA 群と比較して PA+VB12 群で有意に増加した。PA 投与

48 時間後では、Control 群と PA 群の間で有意な差は見られなかったが、PA+VB12 群

において Control 群および PA 群と比較してグリコーゲン蓄積量の有意な増加が見ら

れた。 

 

3-3-3. ビタミン B12投与がプロピオン酸代謝関連遺伝子の発現に及ぼす影響 

 遺伝子発現の結果を図 14 に示す。PA 分解経路酵素遺伝子で PA 群と比較して

PA+VB12 群で VB12 依存性 PA 分解経路酵素遺伝子である mce-1 の発現および VB12 非

依存性 PA 分解経路酵素遺伝子である ech-6, hphd-1 の発現が有意に低下した（図

14A）。グリコーゲン酵素遺伝子およびトレハロース代謝酵素遺伝子では PA 群と

PA+VB12 群で有意な差は見られなかった（図 14B）。 

 

3-3-4. ビタミン B12投与が好気的環境下でのプロピオン酸代謝関連遺伝子の発現に及

ぼす影響 



 

 

 遺伝子発現の結果を図 15 に示した。PA 分解経路酵素遺伝子では、PA 投与後 24 時

間培養において PA 群と比較して PA+VB12 群で VB12 非依存性 PA 分解経路酵素遺伝

子である ech-6, hphd-1, alh-8 の発現が有意に上昇した。PA 投与後 48 時間培養おい

ては PA 群と比較して PA+VB12 群で VB12 非依存性 PA 分解経路酵素遺伝子である

acdh-1, ech-6, hach-1, hphd-1 の発現が有意に低下した（図 15A）。糖新生関連酵素遺

伝子では PA 投与後 48 時間培養において PA 群と比較して PA+VB12 群で pck-1, gsy-1

の発現が有意に上昇した。トレハロース代謝酵素遺伝子では、PA 投与後 24 時間培養

において PA 群と比較して PA+VB12 群で tre-2 の発現が有意に上昇した（図 15B）。

TCA 回路関連酵素遺伝子では、PA 投与後 24, 48 時間培養のいずれも PA 群と

PA+VB12 群で有意な差は見られなかった（図 15C）。 

 

3-4. 考察 

PA は VB12 依存性経路またはシャント経路を介して代謝される。VB12 が豊富な条件

下では、PA は VB12 依存性経路で優先的に代謝されるためシャント経路は抑制され

る。一方、VB12 が欠乏している条件下では VB12 依存性経路を介して代謝される PA が

減少し、シャント経路が誘導される 28)。シャント経路では PA がマロン酸セミアルデ

ヒド（MSA）に代謝され、さらに MSA からアセチル-CoA と CO2 が生成される。ま

た、アセチル-CoA は TCA 回路で完全に代謝され CO2 を生成する。50 mM PA の溶液

中で C.elegans を液体培養すると、培養後 24 時間でシャント経路の律速酵素をコード

する acdh-1 の発現が Control 群と比較して約１.2 倍程度誘導された（図 14A）。さら

に、50 mM PA を投与した後に好気的に培養した C.elegans では、PA 投与後 48 時間

で acdh-1 の発現量が Control 群の約 3 倍にまで誘導された（図 15A）。したがって、

過剰な PA 存在下でのシャント経路の発現には十分な O2 を必要とし、シャント経路の

活性化までおよそ 48 時間必要であることが確認された。この結果は、13CO2 ガス分析



 

 

によって測定された 13CO2 濃度が、[1-13C]PA の投与後 48 時間でピークとなること

（図 9）と一致している。13CO2 ガス分析によって測定された PA の投与濃度の上昇に

伴う 13CO2 濃度の増加は、PA の過剰蓄積による毒性を回避するために活性化されたシ

ャント経路を介した PA 分解の促進を反映することが示唆された。 

哺乳類では PA から生成されたスクシニル-CoA の殆どが糖新生に利用される 38)。

C.elegans においても同様の糖新生経路を有しており、PA はスクシニル-CoA を介し

て糖新生に入る。本実験でも C.elegans への PA 投与により Control 群と比較してグリ

コーゲン蓄積量が増加しており、C.elegans においても PA 由来のスクシニル-CoA の

多くが糖新生を介してグリコーゲン合成に利用されたと考えられる。本研究で用いた

[1-13C]PA はカルボキシ基に 13C が位置していることから、糖新生経路で[1-13C]PA 由

来のオキサロ酢酸がホスホエノールピルビン酸に代謝される際に 13CO2 を生成すると

考えられる。したがって、スクシニル-CoA を介した糖新生での PA 利用の増加は

13CO2 ガス分析における 13CO2 濃度の増加に大きく寄与する可能性がある。実際に好気

的環境下において、PA のみを投与した C.elegans と比較して VB12 を投与した

C.elegans で 13CO2 濃度の増加がみられ、シャント経路関連遺伝子の顕著な低下とグリ

コーゲン蓄積量の顕著な増加がみられた。したがって、VB12 投与による PA 代謝の促

進は糖新生での PA 由来スクシニル-CoA 利用の増加を反映していることが示唆され

た。また、VB12 の欠乏はメチルマロン酸の過剰な蓄積を引き起こし TCA 回路等の有

酸素系代謝経路を阻害するため 39)、VB12 欠乏状態も 13CO2 ガス分析結果に影響を及ぼ

す可能性がある。OP-50 は VB12 を合成できないことから、OP-50 を飼料として飼育

された C.elegans は慢性的な VB12 不足であると考えられている 26,27)。OP-50 で飼育し

た C.elegans ではメチルマロン酸の蓄積がみられ、VB12 を補充することでメチルマロ

ン酸が有意に減少することが報告されており 40)、VB12 投与による 13CO2 濃度の増加は

VB12 依存性経路の亢進を反映したと考えられる。本実験結果より、13CO2 ガス分析の



 

 

結果は遺伝子発現の変化に伴う実際の代謝変化を反映することが明らかとなった。と

ころで、Bito らの報告では、慢性的な VB12 欠乏を引き起こすには 5 世代にわたって

C.elegans に VB12 欠乏飼料を与える必要があると報告している 41)。本実験で使用した

C.elegans が慢性的な VB12 不足に陥っているかどうかは不明であり、VB12 欠乏状態

C.elegans を用いた 13CO2 ガス分析についても今後検討する必要がある。  



 

 

表 1 Primer sequence 

gene 

name 

5’ to 3’ 

Forward Reverse 

snb-1 

(internal 

control） 

TGGAGCGTGATCAGAAGTTGTC TCCACCAATACTTGCGCTTCAG 

pcca-1 TGTCGCGTGATCAAAACTGC TTTGGCAGTTGGAGCTTCTC 

pccb-1 AAAGTTTGCTGCTGGATGCC TGAAAGCATCGCAGAATCGG 

mce-1 TTTCGCTGTCCACAAGAACC ACAGCCTCGCTAACTTTTGC 

mmcm-1 AGGAGCAATGTGCCAAGTTG TTGCATCCAACGCCTTTTGG 

acdh-1 AAGCTGCAATGGCGAAACTG ACCACCGAGCCATTTTACAC 

ech-6 GCCGCATTTTCAAGCAAAGC GCGCACAAAGCATTCAAAGC 

hach-1 ACGCGTTGAACCTCGAAATG AAAGATCGCACAACGGCAAG 

hphd-1 TTAAAAACGCCGAGCAAGCC GCTTCGATTTGGCAAATGCG 

alh-8 TCAGCCAAAATGCCAACAGC ATCCACAGCTTGACAGTTGG 

pck-1 TGCACGATCCAATGGCAATG AAGATCTTTGGCGCCTTGTG 

gsy-1 TTGTGTTCGAATGCGCTTGG ACTTCAAGCCGCCATTTTCC 

gob-1 AATTGGGCAGCTCTGTGAAC TTCCAACCAACGCGAATTGC 

tre-1 ATCCCAGCCGATTTAAACGC TCACGCATTTCCCGTTTTGC 

tre-2 AAAATCCGGTGGCAAGTTGC AAAGAGGCGAGCAGTTGAAG 

tre-3 TATGAAACCGGCCACATGTG TCCGTTGCTCCATCCAAATC 

pdha-1 ATTTGGTCGACGGCAATGTC AACTTGCTGTGTGCGGATTC 

icl-1 AAAACGTTGCTGGAGACGAG AAACGGCGAGGGTTGAATTC 



 

 

 

図 11 ビタミン B12投与が[1-13C]プロピオン酸を用いた 13CO2産生に及ぼす影響 

PA : L4 幼虫まで培養した C.elegans に[1-13C]PA を投与した群 

PA+VB12 :1 µM VB12 を 100 µL 投与した培養液で L4 幼虫まで培養した C.elegans に

[1-13C]PA を投与した群 

mean ± SE（n = 4 plates）, * : p < 0.05 
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図 12 ヨウ素染色法を用いた C.elegans のグリコーゲン蓄積の確認 

矢印は主なグリコーゲン蓄積部位を示す。点線枠内の画像はグリコーゲン蓄積が確認

される代表的な線虫の拡大写真を示す 

A : M9 投与 24 時間後にヨウ素蒸気に曝露した群 

B : M9 投与 48 時間後にヨウ素蒸気に曝露した群 

C : 50 mM PA 投与 24 時間後にヨウ素蒸気に曝露した群 

D : 50 mM PA 投与 48 時間後にヨウ素蒸気に曝露した群 

A B 

C D 

E F 



 

 

E：1 µM VB12 を 100 µL 投与した培養液で L4 幼虫まで培養し、50 mM PA 投与 24 時

間後にヨウ素蒸気に曝露した群 

F：1 µM VB12 を 100 µL 投与した培養液で L4 幼虫まで培養し、50 mM PA 投与 24 時

間後にヨウ素蒸気に曝露した群  



 

 

 

図 13 プロピオン酸およびビタミン B12投与が C.elegans のグリコーゲン蓄積に及ぼ

す影響 

Control : L4 幼虫まで培養した C.elegans に M9 buffer を投与した群 

PA : L4 幼虫まで培養した C.elegans に PA を投与した群 

PA+VB12 :1 µM VB12 を 100 µL 投与した培養液で L4 幼虫まで培養した C.elegans に

PA を投与した群 

mean ± SE（n = 4 plates）, 異なるアルファベットは有意差を示す（p < 0.05） 
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図 14A ビタミン B12投与がプロピオン酸代謝関連遺伝子の発現に及ぼす影響 

PA : L4 幼虫まで培養した C.elegans に PA を投与した群 

PA+VB12 :1 µM VB12 を 100 µL 投与した培養液で L4 幼虫まで培養した C.elegans に

PA を投与した群 

mean ± SE（n = 4 plates）, * : p < 0.05 
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図 14B ビタミン B12投与がプロピオン酸代謝関連遺伝子の発現に及ぼす影響 

PA :L4 幼虫まで培養した C.elegans に PA を投与した群 

PA+VB12 :1 µM VB12 を 100 µL 投与した培養液で L4 幼虫まで培養した C.elegans に

PA を投与した群 
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図 15A ビタミン B12投与がプロピオン酸代謝関連遺伝子の発現に及ぼす影響 

PA : L4 幼虫まで培養した C.elegans に PA を投与した群 

PA+VB12 :1 µM VB12 を 100 µL 投与した培養液で L4 幼虫まで培養した C.elegans に

PA を投与した群 

mean ± SE（n = 4 plates）, * : p < 0.05 
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図 15B ビタミン B12投与がプロピオン酸代謝関連遺伝子の発現に及ぼす影響 

PA : L4 幼虫まで培養した C.elegans に PA を投与した群 

PA+VB12 :1 µM VB12 を 100 µL 投与した培養液で L4 幼虫まで培養した C.elegans に

PA を投与した群 

mean ± SE（n = 4 plates）, * : p < 0.05 
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図 15C ビタミン B12投与がプロピオン酸代謝関連遺伝子の発現に及ぼす影響 

PA : L4 幼虫まで培養した C.elegans に PA を投与した群 

PA+VB12 :1 µM VB12 を 100 µL 投与した培養液で L4 幼虫まで培養した C.elegans に

PA を投与した群 

mean ± SE（n = 4 plates） 
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第 4 章 RNA 干渉法を用いたプロピオン酸代謝関連遺伝子の発現抑制と 13CO2産生と

の関係性の確認 

4-1. 目的 

 RNAi は二本鎖 RNA（dsRNA）と相補的な塩基配列を持つ mRNA が分解される現

象であり、1998 年に Fire らによって C.elegans を用いた研究で発見された 42)。RNAi

法はこの現象を利用し、化学的に合成した dsRNA をモデル動物に導入することによ

り特定の遺伝子の発現を抑制する手法である。この方法は目的の遺伝子の塩基配列が

明らかであれば比較的簡便に遺伝子発現を抑制できることから、全ゲノム配列が解読

されている生物に対して有用である。既に C.elegans への RNAi 法の適用方法は複数

確立されており、幅広い分野で C.elegans がモデル生物として利用される理由のひと

つとなっている。 

第 3 章では、[1-13C]PA を用いた 13CO2 ガス分析によって C.elegans による PA 代謝

の最終生成物である 13CO2 産生の変化と PA 代謝関連遺伝子発現の変化とが密接に関

連していることが示唆された。この関連性が事実であるならば、PA 代謝関連遺伝子発

現を抑制すれば、その表現型である 13CO2 産生能（=PA 代謝能）も抑制されると考え

られる。本研究では、RNAi 法を用いて PA 代謝関連遺伝子をノックダウンした

C.elegans の PA 代謝能について 13CO2 ガス分析法を用いて 13CO2 産生を測定し、PA

代謝関連遺伝子発現と 13CO2 産生能との関係について検討した。 

 

4-2. 実験方法 

4-2-1. 二本鎖 RNA の作製 

 RNAi クローンは表２のプライマーを用いて作製した。クローニングに用いる PCR 産

物は Takara Ex Taq（タカラバイオ株式会社）を用いて作製した。サーマルサイクラ

ーの温度サイクルは 95℃を 5 分間の後、3-2-3 と同様のサイクルを 35 サイクル繰り返



 

 

して PCR 反応を行った。PCR 産物に Loading Buffer（ニッポンジーン, 東京）を加

えて 3-2-3 と同様の方法で 25 分間電気泳動を行い、WSE-5300 プリントグラフ

CMOSⅠでゲル上のバンドを確認した後、速やかに目的のバンドをカッターでくり抜

いて 1.5 mL チューブに回収した。Nucleo Spin Gel and PCR Clean UP（タカラバイオ

株式会社）を用いて回収したバンドから cDNA 断片を抽出した。cDNA 断片のライゲ

ーションには TOPO™ TA Cloning™ Kit for Subcloning, without competent cells

（Thermo Fisher Scientific）を用いた。トランスフォーメーションには One Shot™ 

TOP10 Chemically Competent E. coli（Thermo Fisher Scientific）を用いた。トランス

フォーメーションした E.coli に SOC 培地を 200 µL 添加し、150 rpm で 37℃ 30 分間

振とう培養した。LB agar（Thermo Fisher Scientific）にアンピシリンナトリウム（富

士フイルム和光純薬株式会社）（5 mg / 100 mL）を加えた培地（LB + Amp 寒天培

地）を 9 cm シャーレに作製し、振とう培養した E.coli を滅菌コンラージ棒で均一に塗

布して 37℃で一晩培養した。LB + Amp 寒天培地上に単独で存在するコロニーを 5-10

個選択し、選択したコロニー数と同様の本数になるように LB 液体培地にアンピシリ

ンナトリウム（10 mg / 100 mL）を加えた培地（LB + Amp 液体培地）15 µL を PCR

チューブに分注した。0.1-10 µL 用ピペットチップを用いて選択したコロニーを採取

し、PCR チューブに分注された LB + Amp 液体培地にそれぞれ懸濁した（コロニー懸

濁液）。また、選択したコロニー数と同様の本数になるように PCR チューブに EA を

2.5 µL、10 µM M13 forward primer を 1 µL、10 µM M13 reverse primer を 1 µL、超

純水 8.5 µL を混合し、コロニー懸濁液を 2 µL 加えて混和した後、3-2-3 と同様のサイ

クルを 20 サイクル繰り返して PCR 反応を行った。PCR 産物を 3-2-3 同様の方法で

20 分間電気泳動を行い、WSE-5300 プリントグラフ CMOSⅠでゲル上のバンドを確

認した。バンドサイズから正しくトランスフォーメーションされている E.coli のコロ

ニーを選択し、LB + Amp 液体培地約 8 mL を分注した 15 mL チューブに目的のコロ



 

 

ニー懸濁液 2 µL を加え 37℃で一晩培養した。NucleoSpin Plasmid Easy Pure（タカラ

バイオ株式会社）を用いて培養したコロニー懸濁液からプラスミドを抽出した。EA を

100 µL、T7 プロモーター配列（TAATACGACTCACTATAGGG）を追加した 10 µM 

forward primer および 10 µM reverse primer をそれぞれ 15 µL、プラスミドを 1 µL、

超純水を 69 µL 混合して PCR チューブに 25 µL ずつ分注し、3-2-3 と同様のサイクル

を 45 サイクル繰り返して PCR 反応を行った。PCR 産物を Nucleo Spin Gel and PCR 

Clean UP を用いて精製した後、精製した PCR 産物を鋳型に MEGAscript T7 

Transcription Kit（Thermo Fisher Scientific）を用いて dsRNA を合成した。dsRNA は

MEGAclear Transcription Clean-Up Kit（Thermo Fisher Scientific）を用いて精製し、

16 µL の超純水に溶解して-80℃で保管した（dsRNA 溶液）。 

 

4-2-2. soaking 法を用いたプロピオン酸代謝関連遺伝子ノックダウンの確認 

 Conte らの方法を参考に soaking 法により RNAi を行った 43)。2-2-7 と同様の方法で

L1 懸濁液を作成した。96 well plate に 1 well あたり L1 懸濁液を 40 µL、HK OP-50

を 30 µL、10 x soaking buffer を 10 µL、10 % スペルミジンを 0.4 µL、M9 buffer を

19.6 µL 添加して L4 幼虫まで 20℃で培養した（normal）。ノックダウン C.elegans は

dsRNA 溶液を dsRNA 濃度が 5000 ng となるように M9 buffer と置き換えて投与し、

mmcm-1 ノックダウンおよび acdh-1 ノックダウンを作製した。L4 幼虫まで成長した

後に 6 cm PF-NGM の上に全量添加し、20℃で 24 時間培養した。3-2-3 と同様の方

法で PCR 反応を行い、mmcm-1 および acdh-1 の遺伝子発現を定量化した。 

 

4-2-3. プロピオン酸代謝関連遺伝子ノックダウンが[1-13C]プロピオン酸からの 13CO2

産生に及ぼす影響 

2-2-7 と同様の方法で L1 懸濁液を作成した。96 well plate に 1 well あたり L1 懸濁



 

 

液を 40 µL、HK OP-50 を 30 µL、10 x soaking buffer を 10 µL、10 % スペルミジン

を 0.4 µL、M9 buffer を 17.6 µL、50 µM VB12 を 2 µL（1 µM VB12/100 µL）添加して

L4 幼虫まで 20℃で培養した（PA+VB12 群）。50 µM VB12 を M９ buffer に置き換えて

同様に培養した C.elegans を PA 群とした。ノックダウン C.elegans は 4-2-2 と同様の

方法で dsRNA と M9 buffer を置き換えて mmcm-1 ノックダウンおよび acdh-1 ノック

ダウンを作製した。各 well に[1-13C]PA を最終濃度が 50 mM/150 µL となるように投

与して直ちに密閉した後に 20℃で 24 時間あるいは 48 時間培養し、13CO2 ガス分析を

行った。 

 

4-2-4. 統計処理 

 2-2-8 と同様に各データの統計処理を行った。いずれの結果も、危険率が 5 %未満

（p < 0.05）を有意とみなした。 

 

4-3. 結果 

4-3-1. プロピオン酸代謝関連遺伝子ノックダウンの確認 

遺伝子発現の結果を図 16 に示した。normal と比較して dsRNA を投与した

C.elegans で mmcm-1 および acdh-1 の発現が低下する傾向がみられた。 

 

4-3-2. プロピオン酸代謝関連遺伝子ノックダウンが[1-13C]プロピオン酸からの 13CO2

産生に及ぼす影響 

 13CO2 ガス分析の結果を図 17 に示した。mmcm-1 ノックダウンでは PA 投与後 24

時間において PA 群および PA+VB12 群の両群で normal と比較してΣΔ13CO2‰が有意

に低下した。PA 投与後 48 時間では PA 群で normal と比較してΣΔ13CO2‰が有意に

低下した（図 17A）。acdh-1 ノックダウンでは PA 投与後 24 時間および 48 時間にお



 

 

いて PA 群で normal と比較してΣΔ13CO2‰が有意に低下した。PA+VB12 群では有意

差はみられなかった（図 17B）。 

 

4-4. 考察 

 C.elegans への RNAi の適用方法は feeding 法、microinjection 法、soaking 法が知ら

れている 43)。feeding 法は多くの研究で用いられている方法であり、目的の dsRNA を

発現させた遺伝子組み換え大腸菌を飼料に C.elegans を培養することで目的の遺伝子

の発現を抑制できる。しかしながら、feeding 法では生菌を用いる必要がある。また、

feeding 法の遺伝子組み換え大腸菌として用いられている大腸菌 HT115 株は OP-50

と比較して VB12 を豊富に含んでいることから 44)、本実験結果に影響を及ぼす可能性が

考えられた。これらの理由から、本研究では soaking 法を用いることとした。soaking

法は dsRNA を溶解した soaking buffer で C.elegans を培養し、直接 dsRNA を取り込

ませることで目的の遺伝子の発現を抑制させる方法である。この方法は feeding 法と

比較して手技が複雑であるが、生菌を使用せずに RNAi 効果を得ることが可能であ

る。本研究では 13CO2 ガス分析結果と遺伝子発現結果を比較するために、13CO2 ガス分

析と同様の培養条件となるように soaking 法を一部改変した。C.elegans に dsRNA を

投与すると、目的の遺伝子の発現が低下する傾向にあったことから、改変した手法に

おいても RNAi 効果が得られることが確認された。一方、mmcm-1 ノックダウンにお

いても acdh-1 の発現が低下傾向を示した。生体内に導入された dsRNA は細胞内で酵

素によって 21-23 塩基の短い dsRNA（siRNA）に分解され、目的の遺伝子の発現を抑

制するように働く。本研究では RNAi 効果を高めるために、C.elegans に導入する

dsRNA を 500 塩基と長く設定したことから、細胞内で多量に生成された siRNA の一

部がオフターゲット効果を引き起こした可能性が考えられる。13CO2 ガス分析では

RNAi 効果によることを示す [1-13C]PA 代謝の抑制が確認された。補酵素として VB12



 

 

を必要とするメチルマロニル-CoA ムターゼをコードする mmcm-1 をノックダウンす

ると、VB12 投与の有無に関係なく normal と比較して 13CO2 濃度が減少した。また、

acdh-1 をノックダウンした場合、PA のみの投与では 13CO2 濃度の減少がみられた

が、VB12 を投与すると normal と同等の値まで 13CO2 濃度が上昇した。これらの結果

は、RNAi 効果による PA 代謝経路での代謝抑制を反映していると考えられる。 

一方、哺乳類では PA 代謝過程で生成される中間物質の蓄積によって、肝臓のミト

コンドリアの機能阻害とそれに伴う肝機能障害が生じる 45–47)。PA 代謝経路関連遺伝子

のノックダウンで生じた 13CO2 濃度の減少は、単に PA 代謝経路の抑制による TCA 回

路への代謝物流入の減少が起因しただけではなく、中間物質の蓄積等の複合的な要素

によって好気的代謝を阻害した結果も反映していると考えられる（図 18）。シャント

経路で生成される中間物質には好気的代謝を阻害する物質が含まれていることから、

VB12 依存性経路は結果的に PA を効率的に代謝することが示唆された。 

  



 

 

表 2 Cloning Primer sequence 

gene 

name 

5’ to 3’ 

Forward Reverse 

mmcm-1 TGACTGAGCAGGATCCATACA GGTGGCACGGATATGGTTCA 

acdh-1 AATTCAGGAGAGGCACAGGT TGTGATGCAAACAGTTTCGCC 

  



 

 

 

 

図 16 ノックダウン C.elegans における遺伝子発現 

括弧内はノックダウンの有無またはノックダウンした遺伝子を示す（n = 2 plates） 
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図 17A mmcm-1 ノックダウン C.elegans における[1-13C]プロピオン酸からの 13CO2

産生に及ぼす影響 

PA : L4 幼虫まで培養した C.elegans に[1-13C]PA を投与した群 

PA+VB12 : 1 µM VB12 を 100 µL 投与した培養液で L4 幼虫まで培養した C.elegans に

[1-13C]PA を投与した群 

mean ± SE（n = 4 plates）, * : p < 0.05 
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図 17B acdh-1 ノックダウン C.elegans における[1-13C]プロピオン酸からの 13CO2産

生に及ぼす影響 

PA : L4 幼虫まで培養した C.elegans に[1-13C]PA を投与した群 

PA+VB12 : 1 µM VB12 を 100 µL 投与した培養液で L4 幼虫まで培養した C.elegans に

[1-13C]PA を投与した群 

mean ± SE（n = 4 plates）, * : p < 0.05 
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図 18 プロピオン酸代謝関連遺伝子ノックダウンによる好気的代謝の変化 

  



 

 

第 5 章 総括 

 

 ポストバイオティクスは、概ね「腸内細菌の発酵によって生じる化合物や不活化さ

れた細菌のうち、宿主の健康に寄与するもの」と定義されている。代表的なポストバ

イオティクスである SCFAs は代謝経路をエピジェネティックに変化させることが報告

されており、PA については C.elegans を用いた研究によって代謝経路関連遺伝子の転

写レベルでの発現調節が明らかにされている。しかしながら、遺伝子発現の変化と実

際の代謝量の変化を確認した報告は少ない。そこで、本研究では SCFAs 研究での新た

な知見を得ることを目的とし、13C 呼気分析法を C.elegans に応用することで代謝関連

遺伝子発現と代謝経路の定量的な変化を関連づけて分析できる新しい方法を確立し、

エピジェネティックな調節が明らかになっている PA 代謝に注目して、代謝関連遺伝

子の発現と代謝経路の定量的な変化との関係性についても検討を行った。 

 第２章では C.elegans の PA 代謝能を測定するための 13CO2 ガス分析法の設定条件を

検討した。初めに、走化性実験および PA-カルミン懸濁液の添加実験で C.elegans が

PA を自発的に摂取することを確認した 。[1-13C]PA を投与した C.elegans を自作の小

型 13CO2 回収デシケーター内で培養し、装置内の空気を回収することで C.elegans が

産生し排泄した 13CO2 の測定を試みた。デシケーターから回収した空気中に 13CO2 の

出現が確認されたことから、13CO2 ガス分析での測定結果（13CO2 産生量）と投与した

[1-13C]PA 濃度との関係には強い正の相関（r = 0.99）のある用量応答性が認められ、

C.elegans の PA 代謝能の測定に 13C 呼気分析法が応用可能であることを示した。さら

に、C.elegans の飼料である大腸菌 OP-50 は生きた状態あるいは 75℃の殺菌条件では

[1-13C]PA を代謝して 13CO2 を排出することが確認されたため、オートクレーブ滅菌

処理をした HK OP-50 を飼料として用いた。HK OP-50 が C.elegans に及ぼす負の影



 

 

響は小さいと考えられるが、過剰な殺菌処理は飼料としての栄養価を低下させる可能

性があるため、OP-50 の適切な殺菌条件について今後検討する必要がある。 

 第３章では、PA の主な代謝経路であり PA と VB12 の量的関係によって切り替わる

VB12 依存性経路および VB12 非依存性のシャント経路に注目し、VB12 投与が C.elegans

の PA 代謝に及ぼす影響について RT-PCR 法および 13CO2 ガス分析法を用いて遺伝子

発現と表現型（CO2 産生）の双方から PA 代謝の変化を検討した。PA 代謝遺伝子の発

現において PA のみを投与した PA 群では 48 時間の好気的培養でシャント経路の律速

酵素をコードする acdh-1 の発現量が Control 群の約 3 倍にまで誘導され、その下流に

位置する酵素をコードする ech-6、hach-1、hphd-1 についても約 2 倍に誘導されたこ

とからシャント経路の顕著な活性化が認められた。この結果は、第 2 章で 13CO2 ガス

分析の結果が 48 時間でピークとなったことと一致していた。線虫を L1 期から VB12

を投与して培養した PA+VB12 群では、これらのシャント経路関連遺伝子の発現は有意

に低下し、VB12 投与による PA 代謝経路の切り替わりが確認された。VB12 依存性経路

関連酵素遺伝子に有意な差は認められなかったが、13CO2 ガス分析では PA+VB12 群に

[1-13C]PA を投与すると、 PA 群と比較して 13CO2 濃度が有意に増加した。また、

VB12 投与によって PA 由来のグリコーゲン蓄積量が有意に増加し、糖新生酵素遺伝子

pck-1 の発現、グリコーゲン合成酵素遺伝子 gsy-1 の発現が有意に上昇した。本研究で

用いた[1-13C]PA はカルボキシ基に 13C が位置していることから、[1-13C]PA 由来のス

クシニル-CoA から糖新生経路でオキサロ酢酸が糖新生経路でホスホエノールピルビン

酸に代謝される際に 13CO2 を生成する。したがって、VB12 投与による PA 代謝の促進

は糖新生での[1-13C]PA 由来のスクシニル-CoA 利用の増加が寄与していると考えられ

る。本章の結果より、13CO2 ガス分析の結果は遺伝子発現の変化に伴う実際の代謝変

化（表現型の変化）を反映することが明らかとなった。 



 

 

 第 4 章では、RNAi 法を用いて、PA 代謝関連遺伝子発現をノックダウンさせ、[1-

13C]PA 由来の 13CO2 産生に及ぼす影響について検討した。RNAi 法は二本鎖 RNA

（dsRNA）と相補的な塩基配列を持つ mRNA が分解される現象を利用し、化学的に

合成した dsRNA をモデル動物に導入することにより特定の遺伝子の発現を抑制する

方法である。本研究では VB12 依存性経路の VB12 を補酵素とするメチルマロニル-CoA

ムターゼをコードする mmcm-1、シャント経路の律速酵素をコードする acdh-1 につ

いて soaking 法を一部改変してノックダウンした線虫において、RT-PCR 法および

13CO2 ガス分析法を用いて[13C]PA からの 13CO2 産生の変化について解析した。

C.elegans に dsRNA を投与すると、目的の遺伝子の発現が低下する傾向にあったこと

から、改変した手法においても RNAi 効果が得られることが確認された。ノックダウ

ン線虫における 13CO2 ガス分析では、RNAi 効果によるものと考えられる 13CO2 産生の

減少が確認された。mmcm-1 ノックダウンでは VB12 投与の有無に関係なくノックダウ

ンをしていない normal と比較して 13CO2 濃度が減少した。また、acdh-1 ノックダウ

ンでは PA 群において 13CO2 濃度の減少がみられた。PA+VB12 群では normal と同等

の値まで 13CO2 濃度が上昇した。第 3 章で明らかにしたように、VB12 依存性経路は

PA を効率的に代謝するための主要経路であることから、mmcm-1 のノックダウンに

よる 13CO2 産生の減少は VB12 依存性経路の抑制を反映していると考えられる。さら

に、VB12 投与によって VB12 依存性経路での PA 代謝が促進することから、VB12 を投

与した acdh-1 ノックダウン C.elegans では PA 代謝が normal と同等の値まで回復し

たと考えられる。PA 代謝遺伝子ノックダウン線虫を用いた 13CO2 ガス分析の結果は、

代謝遺伝子発現への影響によって生ずる代謝変化を反映することが明らかとなった。 

 本研究では 13C 呼気分析法を応用した 13CO2 ガス分析法を用いて、線虫 C.elegans に

投与した PA の最終代謝産物である CO2 を定量的に測定することに成功した。これに

より、C.elegans をモデル生物に用いた代謝実験において、遺伝子発現と表現型の双方



 

 

から検討することが可能となった。また、実際に 13CO2 ガス分析法を用いることで、

VB12 依存性経路での PA の利用が糖新生の亢進等の複合的な要素によって結果的に

PA 代謝を促進することを明らかにした。13CO2 ガス分析法は、研究目的と合致する

13C 化合物を用いれば SCFAs 研究に限らず様々な代謝研究に応用可能であると考えら

れる。 

しかしながら、本研究で得られたデータの利用には様々な制約がある。C.elegans は

遺伝子においてはその多くがヒトと類似しているものの、哺乳類と線形動物門である

C.elegans では生体の構造および機能が明らかに異なる。そのため、線虫を用いて得ら

れたデータをそのまま哺乳類に当てはめて解釈することは慎重であるべきであり、本

研究で用いた PA のように哺乳類と線虫で類似した代謝経路を有していることが明ら

かである場合に限られる。また、試料の投与方法にも制限がある。試料を含む溶液に

浸漬した状態での培養が基本となるため経口的に摂取したのか、あるいは定量的に摂

取したのかを確認することが困難である。13CO2 ガス分析の手法にもいくつかの課題

がある。現在の方法では飼料（大腸菌）をオートクレーブなどにより滅菌する必要が

あることから、RNAi 法の代表的な手段である feeding 法を適用できないことや、線虫

の栄養素補給からも長期的な培養を必要とする実験には不適であると考えられる。一

方、線虫の培養には栄養源として細菌を用いる他に、線虫の培養に必要な栄養素組成

となるように成分を調製した液体培地による無菌的な培養方法等がある 48,49)。液体培

養では栄養素組成を自由に組み替えることが可能であり、この培養方法を 13CO2 ガス

分析に応用することで栄養素と代謝の関係性を簡便に測定することが可能になること

から、今後検討する必要がある。また、13CO2 ガス分析法では、1 検体につき約 800 匹

の線虫が必要であり、厳密に線虫数を合わせることが困難である。より精度を高める

ためには、得られたデータを標準化する方法についても検討する必要がある。このよ

うな制約はあるものの、C.elegans に対して比較的簡便に非侵襲的かつ定量的な代謝変



 

 

化の検出を可能にする 13CO2 ガス分析法は、SCFAs 研究での新たな知見を得るうえで

有用な分析ツールになると考えられる。加えて、健康科学分野の研究においても、動

物倫理に抵触しないモデル動物としての C.elegans の有用性はより高まると考えられ

る。 

近年、腸内細菌と宿主との関係性（クロストーク）がヒトの健康や様々な疾病の発

症と予防に係ることも明らかになっており 50)、腸内細菌が大腸内で産生した SCFAs の

バランスや SCFAs そのものがシグナルとして作用する可能性などが指摘されている

51)。ポストバイオティクスとしての SCFAs に対する研究は、今後もさらに広がるもの

と考えられる。本研究で得られた知見が、腸内細菌と宿主とのクロストークを解明す

る手がかりを提供する一助となり、健康科学分野の研究の更なる発展に寄与すること

を期待している。  
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