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Ⅰ．緒　　　　　言

我々は，経膣頭位分娩で出産した児を対象に，

2歳までの腸内細菌叢の縦断的動態に関する研究

を行い，2歳まで有用菌であるBifidobacteriumが
優勢であり，2歳の時点でも乳児期に検出率の高

いB. breveが全被験者から検出されたことから1），

Bacteroidaceaeが優勢で2），B. catenulatum groupの
検出率が高い成人の腸内細菌叢3）とは異なってい

ることを明らかにした．新生児が獲得する細菌は，

①出産時に母親の産道や肛門から伝播する，②出

生後の空気中・衣類・寝具・食器等から伝播する，

③母親の乳房の細菌が母乳を摂取する際に伝播す

るなどの諸説2）があるものの，Bifidobacteriumが
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どのように獲得されるかについては明らかではな

い．

今回，我々はまず，母子の糞便中のBifidobacte-
riumの菌種・菌株を抽出し，母子間伝播が認めら
れるのかどうかを検討した．つぎに母乳中のBi-
fidobacteriumの検出を試みることにより，母乳か
ら児へのBifidobacterium母子間伝播の可能性があ
るのかどうかを検索した．これらの研究により新

生児の腸内細菌叢の獲得様式について知見を得た

ので報告する．

Ⅱ．対 象 と 方 法

１．被験者

被験者は，2007年9月から2010年1月までに，

東京慈恵会医科大学附属柏病院で出産した母親と

その児の35組である．いずれの新生児も出生体

重2,000 g以上であり全身状態良好のため産科病
棟新生児室にて管理され，通常に哺乳を開始され

抗生剤投与等の加療を要しなかった．被験者を母

子糞便Bifidobacterium伝播試験を行うGroupA 5組
と母乳からのBifidobacterium伝播試験を施行する
GroupB 30組に分けた．4日齢の時点で母乳育児
であったpairをbrest feeding，母乳と人工乳の混
合であったpairをmixed feeding，母乳による授乳
はわずかでほとんど人工乳による育児であった

pairをalmost bottle feedingとした．今回の被験者
の性別・年齢・分娩様式・哺乳様式をTable 1に
示す．GroupAの5組は全例経膣頭位分娩であっ
た．被験者には，事前に本研究の目的と意義，試

験方法および安全性について説明を行い，書面に

よる同意を得た．本研究は，「ヘルシンキ宣言」

ならびに「臨床研究に関する倫理指針」を遵守し

て行った．本試験は，東京慈恵会医科大学の倫理

委員会の承認を得て行われた．

２．母子糞便でのBifidobacterium 伝播試験

この試験を行ったGroupA での方法の概要を
Fig. 1に示す．5組の母子において出産後最初の
母親の糞便とその母親から経膣頭位分娩で産まれ

た児で，4日齢の糞便を採取した．GroupA 5組を
母子の糞便が採取できた順にpair1，pair2，pair3，
pair4，pair5とした．
始めに，糞便から直接DNAを抽出し，母子間

のBifidobacterium菌種分布の相同性を比較した．
ヒトから分離されるBifidobacterium 8菌種と1群
（2菌種は16 S rRNA遺伝子の配列が類似するため
プライマーが設計されていない）3）をPCR法で検
出した．ついで，Bifidobacterium選択培地を用い
て，糞便から菌株を分離した．Bifidobacterium菌
種の分布が母子間で一致した群においては，母子

から分離された菌株で一致している菌種が同定さ

れるか検討した．一方，Bifidobacterium菌種の分
布が母子間で一致しなかった群は，母親の糞便か

ら検出されたBifidobacterium菌種が，児から分離
された菌株で同定されるかを検討した．同一菌種

は，菌株特異性を確認するために，Random 
Amplified Polymorphic DNA（RAPD） 法 に よ り
Polymerase Chain Reaction（PCR）産物の多型を比
較した4）-6）．

１）糞便からのDNA抽出
糞便は，緩衝液で洗浄後，溶菌酵素を用いて処

理し，フェノール /クロロホルム法により，DNA
抽出を行った．DNA溶液は試験に用いるまで，
-20 ℃で保存した1）．

２）糞便からのBifidobacterium菌株の分離
糞 便 は， 嫌 気 性 希 釈 液A（KH2PO4，

Na2HPO4，L-システイン塩酸塩，Tween80，寒天）
で10倍希釈系列を調製し，検液とした．非選択

培地としてBlood-liver（BL）寒天培地（日水製薬，
東京），Bifidobacterium選択培地としてTOSプロ
ピオン酸寒天培地（ヤクルト薬品工業，東京）を

用いて，培地上に塗布し，37℃で72時間，ガスパッ

ク法にて嫌気培養した．母親と児の糞便からの

Bifidobacterium菌株の分離は，pair3の児を除き，
TOSプロピオン酸寒天培地で高希釈率（106/g以
上）から分離し，純培養後に凍結保存した．Pair3
の児においては，106/g未満からBifidobacterium菌
株が分離された．Bifidobacterium菌株は，母親か
ら50菌株，児から6から12菌株を分離した．そ

の理由として，先の我々の報告で早期に児の糞便

から分離されたBifidobacteriumは，Bifidobacterium
菌種の多様性が少なかったので10菌株程度の分

離とし，母親は早期の児よりも多様性が高いと考

え50菌株を分離した．

３）分離菌株からのDNA抽出
分 離 し たBifidobacterium菌 株 は，UltraClean 
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(GroupA) (GroupB)

Estimated bifidobacterial species

Mother-Neonate paired breast milk
 and fecal samples 30pairasMother-Neonate paired fecal samples (5pairs)

DNA extraction

Culture
Normal culture test 30 breast milk samples

Enrichment culture test 10 out of 30 breast milk samples

Bifidobacterial isolates
Breast milk none

Bifidobacterial isolates
Mother 50 strains neonate 6-12 strains

Culture DNA extraction

Match the distribution of
bifidobacterial species between

mother and neonate

Mother-Neonate paired samples (35pairs)

Identification

Match bifidobacetial strains
between mother and neonate

Random Amplified Polymorphic
 DNA (RAPD) metod

Table 1. Characteristics of the subjects

Characteristics
 Transmission test of bifidobacterial strains 
isolated from the feces of  the mother and 
neonate pairs (GroupA)

 Transmission test of bifidobacterial strains 
isolated from the breast milk and neonatal 
fece pairs (GroupB)

Health status of mother Good 4 Good 29

Graves' disease 1 Graves' disease 1

Neonate;

Sex Male 3 Male 14

Female 2 Female 16

Age 4-day-old 5 4-day-old 28

5-day-old 0 5-day-old 2

Birth weight More than 2500g 5 More than 2500g 25

Less than 2500g 0 Less than 2500g 5

Delivery method Vaginal delivery 5 Vaginal delivery 15

Cesarean section 0 Cesarean section 15

Feeding type Breast feeding 1 Breast feeding 18

Mixed feeding 3 Mixed feeding 7

Almost bottle feeding 1 Almost bottle feeding 5

Fig. 1. Test procedure between the mother-to-child transmission
GroupA;Transmission test of bifidobacterial strains isolated from the feces of mother and neonate pairs
GroupB;Transmission test of bifidobacterial strains isolated from the breast milk and neonatal fece pairs
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Microbial DNA Isolation Kit（MO Bio Lab., Solana 
beach, CA）を用いて，DNA抽出を行った．DNA
溶液は試験に用いるまで，-20 ℃で保存した．
４）Bifidobacterium菌種の検出および同定

Bifidobacterium菌種分布の検出と分離菌株の同
定は，松木ら3）が作製したプライマーを用いて，

PCR法で行った．PCR産物は，1.5％アガロース
ゲルで電気泳動後に，臭化エチジウムで染色し，

UV Transilluminatorを用いて，UV存在下でバンド
の有無およびパターンを検出した．

５）菌株試験

Bifidobacteriumの菌株特異性の確認は，RAPD
法で行った．5ʼCCGCAGCCAA3ʼ，5ʼAACGCG-

CAAC3ʼ，5ʼGCGGAAATAG3ʼ，5ʼGAGGA-

CAAAG3ʼの4種類のランダムプライマーを用い
て，PCR法で行った4）-6）．PCR反応液は，鋳型
DNA 25 ng, 1.25U TaKaRa Ex Taq, 10× Ex Taq 緩
衝 液 2.5 µl, dNTP混 合 液（ 各2.5 mM） 2.5 µl，
MgCl2 3 mM，プライマー 20 pmolで，総量25 µl
で調製した．PCR増幅反応は，Biometra Thermo-
cycler Tgradient（Biometra， Gottingen， Germany）
を用いて，最初に94 ℃で5分間，36 ℃で5分間，
72 ℃で5分間を4サイクル，ついで94 ℃で1分間，
36 ℃で1分間，72 ℃で2分間を30サイクル，最
後に72 ℃で10分間の伸長反応を行った．PCR産
物10 µlは，2.0％アガロースゲルで電気泳動後に
臭化エチジウムで染色し，UV Transilluminatorを
用いて，UV存在下でPCR産物の多型を検出した．
３．母乳からのBifidobacterium 伝播試験

このGroupBの試験方法の概要をFig. 1に示す．
母乳は滅菌済みチューブに搾乳し，研究に用いた．

30組中経膣頭位分娩による出産は15組，帝王切

開術での出産は15組であった（Table 1）．児の4
日齢または5日齢の糞便も採取した．ただし，2

組の児においては糞便量が少なく，培養試験に用

いることができなかった．すべての培養試験は，

検体採取後，5時間以内で培養を行った．搾乳し

た母乳においては，Bifidobacterium菌数が低いこ
とが推察されるため7），直接培養と増菌培養で

行った．母乳および糞便は，嫌気性希釈液Aで
10倍希釈系列を調製し検液とした．BL寒天培地，
TOSプロピオン酸寒天培地を用いて，培地上に塗
布し，37℃で72時間，ガスパック法にて嫌気培

養した．また，母乳30検体中10検体は，ガラク

トオリゴ糖を1％添加したGAM半流動寒天培地
（日水製薬，東京）に母乳を接種し，24から48時

間増菌培養した検液を用いて，直接培養と同様の

方法で培養した．

４．統計方法

なお，分娩方法および哺育方法の違いによる児

の糞便からのBifidobacteriumの出現頻度の判定に
は，（株）エスミのエクセル統計ソフトを用いた

χ2検定で有意水準5％で検定を行った．

Ⅲ．結　　　　　果

１．母親とその児の糞便におけるBifidobacterium

の菌種分布

母子の糞便が採取できたpair1からpair5におい
て，母子間ですべてのBifidobacterium菌種分布が
一致する組はいなかった．ヒトから分離される

Bifidobacterium 8菌種と1群をPCR法で検出した
結果，母子間においてpair1では2菌種，pair4で
は3菌種，pair5では 1菌種が一致した（Table 2）．
２．母親とその児の糞便から分離された

Bifidobacterium 菌株のRAPDタイプの比較

Table 3はTable 2の結果を受けて，高希釈率で
分離された菌株に対して，一致した菌種の同定を

示したものである．一致しなかった場合，母親の

菌種分布結果から，母親のBifidobacterium菌種が
母子で分離されるかを試験した．しかし，高希釈

率で分離した児の菌株で一致しなかった際は，母

親の分離株の同定はしていない．たとえば，pair1
の結果で，0/6は児の糞便から分離した6菌株で，B. 
bifidumは同定されなかったことを示す．母親のB. 
longum 12/50と児のB. longum 4/6は，母親の糞便
から50菌株分離したうち12菌株と児の糞便から

6菌株分離したうち4菌株が一致したことを示す．

母子間で一部のBifidobacterium菌種分布が一致し
た3つのpair（pair1, pair4, pair5）では，母子から
分離したBifidobacterium菌株で同一菌種が得られ
た．pair1ではB. longum subsp. longum，pair4ではB.  
breve, B. longum subsp. longum，B. catenulatum 
group., pair5ではB. catenulatum group. が認められ
た（Table 3）．3つのpair（pair1, pair4, pair5）から
得られた各同一菌種の分離菌株は，4種類のラン
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Table 2. Distribution of the bifidobacterial species in the feces of the mother and neonate pairs in GroupA

Bifidobacterial species
pair1 pair2 pair3 pair4 pair5

mother neonate mother neonaite mother neonate mother neonate mother neonate

B. adolescentis - - + - - - - - + -

B. angulatum - - - - - - - - - -

B. bifidum + + - + + - - - + -

B. breve - + - - - - + + - -

B. catenulatum group + - - - + - + + + +

B. dentium - - - - - - + - - -

B. gallicum - - - - - - - - - -

B. longum subsp.  infantis + - - - - - - + - -

B. longum subsp.  longum + + + - - - + + + -

+: positive, -: negative（less than 106cells/g）
B. catenulatum group：B. catenulatum , B. pseudocatenulatum

Table 3. Bifidobacterial species of the isolated strains from the feces of mother and neonate pairs in GroupA

Bifidobacterial species
pair1 pair2 pair3 pair4 pair5

mother neonate mother neonaite mother neonate mother neonate mother neonate

B. adolescentis n.t 0/10

B. bifidum n.t 0/6 n.t 0/10

B. breve 3/50 1/12

B. catenulatum group 9/50 3/10 30/50 9/12 24/50 7/10

B. longum subsp.  longum 12/50 4/6 n.t 0/10 17/50 2/12

n.t：not tested
B. catenulatum group：B. catenulatum, B. pseudocatenulatum
Identification number of strains/Number of isolated strains

Table 4. Comparison of RAPD types of bifidobacterial strains isolated from the feces of mother and neonate pairs in GroupA

RAPD
types

pair1 pair3 pair4 pair5

B. longum subsp. 
longum

B. catenulatum 
group B. breve B. catenulatum 

group
B. longum subsp. 

longum
B. catenulatum 

group

mother neonate mother neonate mother neonate mother neonate mother neonate mother neonate

type1 3 4 9 3 1 13 9 4 1 23 7

type2 2 3 16 2 1 1

type3 3 1 5

type4 2 1

type5 1 3

type6 1 1

type7 3

total 12 4 9 3 3 1 30 9 19 2 24 7

B. catenulatum group：B. catenulatum , B. pseudocatenulatum
Number; isolated strains
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ダムプライマーによるPCR産物の多型に一致が
みられ，同一菌株であることが認められた（Table 
4）．母子間でBifidobacterium菌種分布の一致が全
くみられなかったpair3では，母親の糞便から検
出されたBifidobacterium菌種が，児から分離され
た菌株で同定されるかを確認した．pair2の児か
ら分離されたBifidobacterium菌株では，同定され
なかった（Table 3）．また，同様にpair3では，児
から分離された3菌株で，母親からも分離された

B. catenulatum group. が同定されたが，RAPD法で
得られたPCR産物の多型タイプが一致しなかっ
た（Table 4）．
３．母乳からのBifidobacterium菌株の分離

母乳30検体からは，増菌培養後の検体も含め

Bifidobacteriumは分離されなかった．これに対し
て，糞便では，28検体中16検体でBifidobacterium
が分離された．12の糞便検体でBifidobacteriumが
分離されなかったが，そのうち7検体が帝王切開

術で産まれた児であった．しかし，分娩方法の違

いによる腸内細菌叢の分離に関してχ2検定によ

り統計学的に有意差はなかった（p=0.96490）．ま
た，breast feeding pairと almost bottle feeding pair

でもBifidobacteriumの出現に関して，有意差はな
かった（p=0.99125）（Table 5）．

Ⅳ．考　　　　　察

今日我々は，諸説ある母親から新生児への細菌

の伝播について，妊産婦の糞便と母乳からの伝播

に着目した．膣内の細菌叢は性ホルモンの影響を

強く受け，出産直後ではエストロゲンの影響によ

りグリコーゲンが蓄積し，それを利用してLacto-
bacillusなどが定着することでpH値を酸性寄りに
するが，その後のグリコーゲン量の減少による

pH値の上昇が起こり，糞便等の外部からの細菌
が侵入により，細菌叢に変動が起こる8）．そのた

め，糞便中の細菌は，出産時に肛門付近の細菌が

伝播するのみではなく，膣内に影響することも考

えられている．また，妊産婦とヒト成人の腸内細

菌，とくにBifidobacteriumの菌種分布に差がみら
れるかをPCR法にて確認したが，妊産婦のBifido-
bacteriumの菌種分布もヒト成人で検出されるB. 
catenulatum group. やB. longum subsp. longumの検
出率が高く，乳児で検出されるB. breveの検出率

Table 5. Bifidobacterial counts in the breast milk and neonatal fece pairs in GroupB

Sample
no.

Delivery
method

Feeding
type

Bifidobacterial counts
Sample

no.
Delivery
method

Feeding
type

Bifidobacterial counts

(log cfu/g fece)* (log cfu/ml breast 
milk)** (log cfu/g fece)* (log cfu/ml 

breast milk)**
1 V B 9.4 ND 16 C A ND ND
2 C B 5.9 ND 17 C B 9.4 ND
3 C M ND ND 18 V A 6.7 ND
4 C A 9.4 ND 19 C B ND ND 
5 C B 8.7 ND 20 V M ND ND
6 V B NT ND (21) V A ND ND/ND 
7 C B ND ND (22) V M ND ND/ND 
8 C B 5.3 ND (23) V M 9.2 ND/ND 
9 V B 9.9 ND (24) C A ND ND/ND 

10 C B NT ND (25) C B ND ND/ND 
11 V B 8.8 ND (26) C M 10.8 ND/ND 
12 V B 7.8 ND (27) C M 9.9 ND/ND 
13 V B 9.9 ND (28) V B 9.6 ND/ND 
14 V B ND ND (29) V M 10.0 ND/ND 
15 C B ND ND (30) V B ND ND/ND

Feeding type Bifidobacterial 
prevalence number/ Sample 
number of each feeding type

Breast
feeding(B)

7/13

Almost bottle
feeding(A)

2/5

Delivery method 
Bifidobacterial 

prevalence number/ 
Sample number of each 

delivery method

Vaginal
delivery(V)

9/14

Cesarean section(C)
7/14

*ND; not detected (less than 4.3 log cfu/g we)
**ND; not detected (less than 1.3 log cfu/ml breast milk)
NT; not tested  C;Cesarean section  V;vagina  B;breast-fed  M;mixed-fed  A;almost bottle-fed
Peformed enrichment culture test (21-30); Normal culture result/Enrichment culture result
Statistics; Chi-square test (Cesarean section compared with vaginal delivery, Breast feeding compared with almost bottle feeding)
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が低いことから3），ヒト成人と違いは認められな

かった．さらに，Bifidobacteriumの菌種分布を調
べることで，培養法により糞便から高希釈率で分

離されるBifidobacteriumの菌種が推察できること
が考えられた．Pair3の児のように，培養法で分
離したBifidobacterium菌株が106/g未満であった
場合，PCR法による糞便からのBifidobacterium菌
種の検出限界が106/g程度であるため3），Bifido-
bacteriumの菌種分布結果が分離したBifidobacteri-
um菌株の菌種に反映しないことがあった．今回，
母子間でRAPDタイプが一致したBifidobacterium
菌株は，母子でのBifidobacteriumの菌種分布がそ
の菌種で一致していた．

松本ら4）は，出産日の違いが6日間以内の12例

を対象にBifidobacteriumを分離し，同様のRAPD
法を用いて，病院施設環境内のBifidobacteriumが
医師や看護師などを介して水平伝播する可能性が

あることを示唆している．その他に，分離された

Bifidobacterium菌株の多数が，固有のRAPDタイ
プであったことから，母親の産道や糞便からの伝

播の可能性を考察している．最近の報告では，分

娩前の母親の糞便でのB. breveの検出は，1 ヵ月
齢の児の糞便で検出したBifidobacteriumの菌種数
や菌数に関連性があり9），さらに，Takahashiらは
それらの糞便から分離したB. breveの菌株やB. 
longum subsp. longumの菌株で母子間伝播がある
ことを明らかにしている10）．我々は先の報告1）で

は，光岡の報告2）と同様に，退院時の4または5

日齢でBifidobacteriumが優勢になったことから，
4または5日齢の児の糞便と分娩後最初の母親の

糞便を用いて行った．母子の糞便採取時期に違い

はあったが，Takahashiらの報告10）と同様に，本

試験においても母子間伝播の可能性が示唆され

た．また，児の糞便での腸内細菌の定着に関して

影響する諸要因を1ヵ月齢の糞便1,000検体以上
で調べた結果11）では，哺育方法の違いによる

Bifidobacteriumの出現に有意差はなく，今回の結
果と同様であった．分娩方法の違いにる

Bifidobacteriumの出現では有意差がみられたが，
今回の結果では有意差はなく，糞便採取時期の違

いが影響したと考えられた．

一方，産道を通過しない帝王切開術で出産した

児 の 糞 便 か ら も，14検 体 中7検 体 で

Bifidobacteriumが分離されていることから，早期
に獲得する他の経路があることが推察された．

Martinらは7），出産後4から7日間で，母乳と児

の糞便を採取し，Bifidobacteriumを分離した．母
乳から23検体中8検体でBifidobacteriumが分離さ
れ，母親から分離されたBifidobacterium菌種は，
児の糞便から分離されたBifidobacterium菌種とす
べて一致していたが，菌株レベルの試験は行って

いなかった．分娩方法にかかわらず，母乳哺育児

での母子間伝播の可能性の一つとして考えられ

た．本試験では，母乳30検体を試験に供し，母

乳中のBifidobacterium菌数が少ないことも考慮し
て，増菌培養後に選択培地で培養する方法も加え

て行ったが，すべての検体からBifidobacteriumは
分離されなかった．Martinらの報告でも，3割程
度の被験者からBifidobacteriumが分離されている
が7），この差については明らかでない．30例のう

ち1例は，帝王切開術で出産した児で，ほとんど

人工乳であったにもかかわらず，早期の

Bifidobacteriumの獲得がみられているため，周囲
環境や介助者からの水平伝播を含む他の伝播経路

があることは否めない．近年，母乳のミルクオリ

ゴ糖が研究され，ラクト-N-ビオースを含むミル

クオリゴ糖を真のビフィズス因子とする新しい仮

説が提唱されていることから12），新生児が獲得し

たBifidobacteriumに対して，母乳中のビフィズス
因子が，乳児期のBifidobacteriumの菌種構成とと
もに，Bifidobacteriumを主叢とする腸内細菌叢の
形成に関与するのではないかと推察される．

新生児や乳児の感染予防には，母親の正常細菌

叢を児が獲得し，それが生着することが重要であ

る．とくに，早産児では種々の侵襲的な処置，抗

生 剤 の 使 用， 母 乳 哺 育 の 遅 れ な ど で，

Bifidobacteriumの生着が困難であり，児にプロバ
イオティクス（probiotics）を投与することで，細
菌感染や新生児壊死性腸炎（NEC：necrotizing 
enterocolitis） の 発 症 を 予 防 し て い る13）14）．

Bifidobacteriumなどのプロバイオティクスに関す
る総説は，これまでにもいくつか報告されており
15）-17），新生児医療においても，1990年代からプ

ロバイオティクス）療法が取り入れられ13）14），

さらにオリゴ糖などの有用菌の増殖因子としてプ

レバイオティクス（prebiotics）を併用するシンバ
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イオティクス（synbiotics）療法も応用されてい
る18）．

Kalliomakiらの報告では，生後早期の腸内細菌
叢の形成がアトピー症状（アトピー性皮膚炎，ア

レルギー性鼻炎，気管支喘息など）発症と関連性

があるといわれ19），日本でも腸内細菌とアレル

ギーの研究が行われている20）-22）．以上の結果か

ら，今後妊産婦へのプレバイオティクスやプロバ

イオティクスの投与が，腸内細菌叢および膣内細

菌叢の形成に影響をおよぼし，それにより新生児

のBifidobacteriumの獲得を促進し，感染予防やそ
の後のアトピー症状の発症予防に繋がることが，

作用機序を含めて明らかにされることは興味深い

ことであると考える．

Ⅴ．結　　　　語

乳 児 期 の 腸 内 細 菌 叢 で 優 勢 で あ る

Bifidobacteriumの獲得様式を明らかにするため
に，本研究では母親の糞便と母乳に着目し，母子

間伝播の検討を行った．その結果，母親と児の糞

便から分離したBifidobacterium菌株にRAPDタイ
プの一致がみられたことから，母子間伝播が考え

ら れ た． 一 方， 搾 乳 し た 母 乳 か ら は

Bifidobacterium菌株が分離されなかったため，母
乳の摂取は新生児期のBifidobacterium菌株の獲得
に関与しないことが示唆された．新生児期の

Bifidobacterium菌株の獲得には，母子間伝播以外
に周囲環境からの水平伝播などが関与しているこ

とが考えられた．今後，妊産婦へのプロバイオティ

クスの投与が，新生児期のBifidobacterium菌株の
獲得に寄与することが明らかにされることに期待

する．
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