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■　緒　言
2 型糖尿病の罹患率は世界的に増加している 1）。過食 2）、運動不足 3）が 2 型糖尿病の主な原因であ

り、それに伴う内臓脂肪の増加や筋肉量の減少、あるいはサルコペニア 4）、肥満が本疾患の病態基盤
である。我々は以前に、サルコペニア肥満と 2 型糖尿病に関する様々なヒトおよび動物実験の結果を
報告し、過食と運動不足を特徴とするレプチン受容体異常の ⓓⓑ╱ⓓⓑ マウスがサルコペニア肥満を示す
ことを明らかにした 5）。このように、2 型糖尿病の発症・増悪を防ぐためには、サルコペニア型肥満
の予防が重要である。

サルコペニアの予防策として、一般的に栄養介入と運動介入が推奨されている 6）。栄養介入として
は、全卵や卵白が有効であると考えられ、その摂取は筋肉量や筋機能の維持・向上に有効であるとさ
れている 7⊖9）。全卵（卵黄を含む）は、そのアミノ酸プロファイルと消化性から、高品質のタンパク質食
品源と考えられている 10）。全卵は 100g あたり、154kcal、タンパク質 12.3g、炭水化物 0.7g、総脂肪
11.9g を含み、そのうち飽和 4.4g、不飽和 7.0g、コレステロール 420mg である 8）。全卵は、タンパク
質消化率補正アミノ酸スコアから、ホエイ、カゼイン、大豆などの他の高品質完全タンパク質源と同
等である 10⊖12）。van Vliet らは、レジスタンストレーニングを受けた男性において、下半身の急性運動
後に全卵を摂取すると、mTOR 経路の p70S6K や 4E⊖BP1 などのタンパク質キナーゼのリン酸化を促進
し、運動後の筋線維タンパク質合成速度を卵白摂取より大きく向上させたことを報告している 13）。

サルコペニアと腸内細菌叢の関連については、様々な報告がなされている14）。例えば、Lactobacillus 
acidophilus と Bifidobacterium bifidum の補給は、高齢マウスの筋肉量、筋力、持久力を著しく改善し
た 15）。腸 ⊖ 筋肉軸は、加齢に伴う筋肉の衰えや機能不全に対する新しいターゲットを提供する可能性
がある。牛乳投与による代謝変化は、栄養補給だけでなく腸内細菌叢の様々な変化を伴うことがいく
つかの動物実験で報告されている 16）。しかし、卵によって変化した糞便微生物叢移植（FMT）の筋肉へ
の影響を示した研究は、これまでなかった。

そこで本研究では、サルコペニア性肥満モデルマウスである ⓓⓑ╱ⓓⓑ マウスを用いて、乾燥全卵を摂
取したマウスから FMT を行い、卵摂取による抗サルコペニア性肥満効果を明らかにすることを目的と
しました。

■　方　法
実験動物
すべての実験手順は、京都府立医科大学動物実験委員会（承認番号：M2022⊖84）により承認された。雄
の ⓓⓑ╱ⓓⓑ マウスを用い、無作為化・医師盲検化試験を実施した。

ステージ 1
7 週齢の ⓓⓑ╱ⓓⓑ 雄性マウスを清水実験材料から購入し、病原体のない管理された環境で飼育した。実
験には、清水ラボラトリーサプライで生まれた同腹のマウスを使用した。個別ケージに収容されたマ
ウスには、8 週齢から 8 週間、普通食（ND；345kcal/100g、脂肪 kcal 4.6％；CLEA, Tokyo, Japan）を与
え、ペアフィーディングには同量の飼料が供給された。サンプルサイズは、相対的握力を目安に EZR

（自治医科大学付属さいたま医療センター）を用いて解析した。両群間の平均差は 1.02、平均標準偏差
は 0.44、有意水準は 0.05、検出力は 80％で計算すると、必要なサンプルサイズは 6 であった。した
がって、サンプルサイズは 6 匹とした。6 匹のマウスを、（1）乾燥全卵を与えないマウス、（2）乾燥全卵

（キユーピー株式会社）を与えるマウスの 2 群に分けた（図 1A）。

ステージ 2
FMT は、腸内細菌叢に関連する疾患モデルにおいて、腸内細菌叢の因果関係を明らかにするアプロー
チとして、広く認知されている。より良い生着率を得るために、抗生物質（アンピシリン、ネオマイ
シン、メトロニダゾール：各 1g/L、バンコマイシン：0.5g/L、200μL/ 日、経口胃内投与）を用いてレ
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シピエントの腸内細菌叢を殺菌した：を用いて、FMT 前の 6 〜 8 週齢から 2 週間実施した。3 日間の
回復後、FMT を週 2 回実施した 17）。簡単に説明すると、卵を与えずに飼育した 16 週齢の ⓓⓑ╱ⓓⓑ マウ
スと卵を与えたマウスから、200 〜 300mg の新鮮な便を採取した。便を 5mL のリン酸緩衝生理食塩
水（PBS）でホモジナイズし、重力下で 2 分間沈降させた。こうして得られた上清の 200μL を各マウ
スに投与した 18）。その後、マウスを一晩絶食させ、16 週齢で麻酔（4.0 mg/kg midazolam、0.3 mg/kg 
medetomidine、5.0 mg/kg butorphanol）にさらして安楽死させた（図 4A）。

運動量の測定
マウスは、ランニングホイール（MK⊖713：室町機械株式会社）を設置したケージに個別に収容された。
各ケージに設置した走行輪の回転数は、走行輪に接続したコンピュータ内のソフトウェア（CompACT 
AMS Ver.3：室町機械）を用いて、12 時間の夜間サイクルでそれぞれ記録した。運動量はサクリファイ
スの 5 日前から測定した。

腹腔内ブドウ糖負荷試験およびインスリン負荷試験
15 週齢のマウスをに対して 16 時間絶食後の腹腔内ブドウ糖負荷試験（iPGTT）（2g/kg 体重）および 5
時間絶食後のインスリン負荷試験（ITT）（0.5U/kg 体重）を実施した。血液サンプルは尾静脈から採取
した。血糖値はグルコメーター（Gultest mint II；株式会社三和化学研究所）を用いて測定した。iPGTT
および ITT は、異なるマウスで実施した。血糖値は注射後 0 分、15 分、30 分、60 分、120 分にモニ
ターした。iPGTT と ITT の結果の曲線下面積（AUC）を分析した（n=6）。

握力測定
握力は 16 週齢のマウスに対して、マウス用握力計（モデル DS2⊖50N、株式会社イマダ）を用いて測定
した。1 分間隔で 6 回の連続測定を行った。研究者は、マウスのグループ分けについて盲検化されて
いた。握力は体重で正規化した。

ヒラメ筋の組織学的解析
マウスからヒラメ筋組織を採取し、10％ホルムアルデヒドで固定し、パラフィンに包埋した。筋切片
を作成し、ヘマトキシリン & エオジン（HE）で染色した。筋肉は最大膨隆部で切断した。BZ⊖X710 蛍
光顕微鏡（キーエンス）を用いて画像を取り込み、断面積と直径を Image J（NIH）で測定した。

マウスの骨格筋における遺伝子発現解析
マウスの足底筋を摘出し、直ちに液体窒素で凍結した。氷冷した QIAzol Lysis reagent（Qiagen）を用
い、ボールミルで 4000rpm、2 分間ホモジナイズし、メーカーの指示に従い total RNA を抽出した。
High⊖Capacity cDNA Reverse Transcription Kit（Applied Biosystems）を用いて、製造者の指示に従って、
全 RNA（0.5 μg）を cDNA に逆転写した。足底筋における Ⓕⓞⓧⓞ㆒、Ⓜⓢⓣⓝ、Ⓕⓑⓧⓞ叅㆓、および Ⓣⓡⓘⓜ⓺叅 の
mRNA の発現は、RT⊖PCR を用いて定量した；TaqMan Fast Advanced Master Mix（Applied Biosystems）
をメーカーの指示に従い使用した。PCR 条件は、50℃で 2 分、95℃で 20 秒の 1 サイクル、その後
95℃で 1 秒、60℃で 20 秒の 40 サイクルであった。各標的遺伝子の相対発現は、ɢⓐⓟⓓʰ の閾値サイク
ル（Ct）値に対して正規化し、比較閾値サイクル 2⊖ △ Ct 法を用いて定量化した。卵を投与していない
マウスのシグナルは相対値 1.0 を割り当てた。各群 6 匹のマウスの発現量を測定し、RT-PCR を各サン
プルについて 3 連で実施した（n = 6）。

空腸と結腸の組織学的解析
マウスから摘出した空腸を直ちに 10％ホルムアルデヒドで 22℃、24 時間固定し、パラフィンに包埋
して 4μm 厚の切片にし、HE 染色を行った。結腸はカルノア液中で同様に固定し、PAS 染色を行っ
た。染色した切片の画像は、蛍光顕微鏡（BZ-X710）を用いて撮影した。絨毛の高さ / 幅および陰窩の
深さは、6 匹の動物の各グループについて、スライドあたり 5 箇所の HE 染色切片を用いて、ImageJ
を用いて測定した。ムチン粒および杯細胞（PAS+）を ImageJ ソフトウェアを用いて 10 個のクリプトあ
たりの平均杯細胞（PAS+）の数として報告した 19）。

空腸の mRNA シークエンス
マウスの空腸を摘出し、直ちに液体窒素で凍結した。RNA 抽出方法は、" マウスの骨格筋における
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遺伝子発現解析 " の項に記載したものと同様である。TruSeqR Stranded mRNA kit（Qiagen）を用いて、
cDNA ライブラリーを構築した。ペアエンドシーケンスは、Illumina NovaSeq6000 プラットフォーム
を使用して実施した（n=3）。アミノ酸、脂肪酸、グルコーストランスポーターに関連する mRNA 発現
は、ボルケーノプロットとヒートマップを用いて可視化した。

血清中、骨格筋中のリジン濃度の測定
マウス血清および腓腹筋中のリジン濃度は、Agilent 7890B/7000D システム（Agilent Technologies, 
Santa Clara, CA, USA）で実施したガスクロマトグラフ質量分析（GC/MS）を用いて測定した 5）。

16S rRNA シーケンシング
QIAamp DNA Feces Mini Kit（Qiagen）を用いて、メーカーの説明書に従って、凍結した盲腸糞便サン
プルから DNA を抽出した。細菌ユニバーサルプライマーセット（341F および 806R）を用いて、DNA
から 16S rRNA 遺伝子の V3⊖V4 領域を増幅させた。PCR は、EF⊖Taq（ソルジェント社）を用い、30μ
L の反応混合液に 20ng のゲノム DNA を鋳型として、以下のサーモサイクルのパラメータで実施し
た： 95℃、2 分間で Taq ポリメラーゼを活性化し、95℃、55℃、72℃を各 1 分間で 35 サイクル行
い、最後に 72℃で 10 分間のステップを行った。増幅産物は、マルチスクリーンフィルタープレー
ト（Millipore Corp）を用いて精製した。MiSeq シーケンサー（Illumina,）を用いて、メーカーの説明書に
従って 16S rRNA のシーケンスを行った（Macrogen）。配列の品質フィルタリングには、QIIME バー
ジョン 1.9.1. を用いて．スコアが 75％未満のバーコードまたはプライマーは、ファイルから除外
した。運用分類単位（OTU）の数は、類似度 97％で UCLUST アルゴリズムを用いて決定した 20,21）。ま
た、BLAST（UNITE, 2017）を用いて、Greengenes コアセットの UNITE 配列セットを UCLUST と ITS
で整列した 16S rRNA の分類学的割り当てを行った。KEGG オルソログ存在量予測は、Phylogenetic 
Investigation of Communities by Reconstruction of Unobserved States（PICRUSt2）ソフトウェアを用い
て得た 22）。グループ内の門の相対的な存在量は、Holm⊖Šídák 多重比較検定付き一元配置分散分析
を用いて評価した。アルファ多様性は、Shannon 23）、Gini⊖Simpson 指数 24）を用いて解析した。グ
ループ間の細菌属の相対的存在量は、効果量測定（LEfSe）と組み合わせた線形判別分析（LDA）（http://
huttenhower.sph.harvard.edu/lefse/）を使用して評価した。正規化された相対存在量行列を用いて、
LEfSe は有意に存在量が異なる分類群を示し、LDA を用いてその特徴の効果量を推定した 25）。さら
に、FMT の有効性を判断するために主座標分析（PCoA）を行い、Tinn⊖R Gui version 1.19.4.7, R version 
1.36 を用いて、生成するクラスター数を 2 と事前指定した非階層 K 平均クラスター分析を実施した 26）。

統計解析
データの解析には、JMP ver. 14.0 ソフトウェア（SAS）を使用した。2 つのグループの比較には、
paired t⊖test を使用した。4 群の比較には、Holm⊖Šídák 多重比較検定付き One⊖way ANOVA を用いた。
統計的有意性は、p<0.05 とした。図は、GraphPad Prism ソフトウェア（バージョン 9.3.1）を用いて作
成した。

■　結　果
体重は乾燥全卵投与群（Egg+）において対照群（Egg⊖）と比較し 9 週齢から既に統計学的有意差を

もって、低値であった（図 1B）。また運動量は卵投与群で対照群と比較し明期、暗期ともに増加して
いた（図 1C）。次に耐糖能の評価を実施すると、iPGTT、ITT ともに卵投与群で血糖の低下を認めた

（図 1D）。握力についても絶対値、体重比ともに卵投与群で高値であった（図 1E）。
骨格筋の評価も実施した（図 2A）。ヒラメ筋の最大膨隆部断面積は卵投与群で有意に高値であり（図

2B）、ヒラメ筋、足底筋ともに絶対値、体重比ともに対照群と比較して卵投与群において高値であっ
た（図 2C，D）。腓腹筋は絶対値においては両群間に明らかな差異を認めなかった一方で、体重比は
卵投与群において高値であった（図 2E）。一方、精巣上体周囲脂肪は絶対値、体重比ともに対照群と
比較して卵投与群で低値であった（図 2F）。RT⊖PCR で評価した遺伝子発現においても筋萎縮関連遺
伝子である Ⓕⓞⓧⓞ㆒、Ⓜⓢⓣⓝ、Ⓕⓑⓧⓞ叅㆓、Ⓣⓡⓘⓜ⓺叅 の遺伝子発現は対照群と比較して卵投与群で有意に低値
であった（図 2G）。

次に小腸および大腸の評価を行った（図 3A）。絨毛の高さ、幅ともに卵投与群で対照群と比較して
有意に高値であった一方で、陰窩の深さは低値であった（図 3B）。さらに杯細胞の数は卵投与群で有
意に高値であった（図 3C）。小腸の mRNA シークエンス結果において乾燥全卵投与群では Ⓢˡⓒ⓺ⓐ㆒⓼ や
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Ⓢˡⓒ⓺ⓐ㆒⓽、Ⓢˡⓒ叅⓼ⓐ⓺ などのアミノ酸輸送体の遺伝子発現が上昇していることがわかった。
FMT 実施群でも同様の解析を行った（図 4A）。体重は卵投与マウス FMT 群（FMT（E））で対照群

（FMT（Db））と比較し低値であったが統計学的有意差をもって低値であったのは 9 および 10 週齢時の
みであった（図 4B）。FMT（E）群では運動量は照群と比較し明期、暗期ともに増加していた（図 4C）。
iPGTT、ITT ともに FMT（E）群で血糖の低下を認めた（図 4D）。握力についても絶対値、体重比ともに
FMT（E）群で高値であった（図 4E）。

ヒラメ筋の最大膨隆部断面積は FMT（E）群で有意に高値であり（図 5A、図 5B）、ヒラメ筋、足底
筋、腓腹筋ともに絶対値、体重比ともに対照群と比較して FMT（E）群において高値であった（図 5C-
E）。精巣上体周囲脂肪は絶対値、体重比ともに対照群と比較して FMT（E）群で低値であった（図 5F）。
Ⓕⓞⓧⓞ㆒、Ⓜⓢⓣⓝ、Ⓕⓑⓧⓞ叅㆓、Ⓣⓡⓘⓜ⓺叅 の遺伝子発現は対照群と比較して FMT（E）群で有意に低値であった

（図 5G）。
また、リジンの血清中および骨格筋中の濃度を測定すると、対照群（Egg⊖）と比較し卵投与群にて、

対照群（FMT（Db））と比較し FMT（E）群にてリジン濃度は高値であった（表 1）。
腸内細菌叢解析においてまず最初に 4 つのグループにおける異なる門の相対的な存在比を調べた

（図 6A）。対照群と比較し、卵投与群、FMT（E）群は Bacteroidetes 門が多く、Firmicutes 門が少なかっ
た。多様性の指標である Chao1、Shannon index、Simpson index は、対照群と比較し、卵投与群、
FMT（E）群で有意に高かった（図 6B）。LEfSe アルゴリズムを用いて、Egg- 群、Egg+ 群と FMT（Db）群
と FMT（E）群の間で変動的に分布する特定の菌叢を比較しました。Egg+ 群では、Egg⊖ 群に比べて 10
の分類群（Vampirovibrio 属、Parasutterella 属、Lactococcus 属、Flavonifractor 属など）が過剰に、6 つ
の分類群（RuminoCoccus2 属など）が過小に存在した（図 6C）。また、FMT（E）群では FMT（Db）群に
比べて 15 の分類群（Vampirovibrio 属、Parasutterella 属など）が過剰発現し、5 つの分類群（Escheria_
Shigella 属など）が過小発現した（図 6D）。次に、PICRUSt を用いて、Egg⊖ 群と Egg+ 群、および FMT

（Db）群と FMT（E）群の間の腸内細菌叢の KEGG パスウェイの差異を解析した。KEGG パスウェイクラ
ス I では Egg⊖ 群と比較し Egg+ 群で Organismal Systems のパスウェイが、FMT（Db）群と比較し FMT

（E）群において Human Diseases のパスウェイが抑制されていた（図 5E，表 2）。KEGG パスウェイク
ラス II のうち、Egg⊖ 群と比較し Egg+ 群で Amino acid metabolism、Metabolism of Other Amino Acids
のパスウェイが増加しており、FMT（Db）群でも同様であった（図 5F，表 3）。最後に FMT の有効性
を PCoA を用いて判定した。重み付けなし、重み付けありのクラスタリングの結果、Egg⊖ 群と FMT

（Db）群、Egg+ 群と FMT（E）群は同じクラスタに属することがわかった（図 5F）。

■　考　察
KEGG パスウェイ解析では乾燥全卵投与群、FMT（E）群ともにアミノ酸代謝に関連する腸内細菌群が

増加していた。さらには小腸の mRNA シークエンスではアミノ酸トランスポーターである Ⓢˡⓒ⓺ⓐ㆒⓼ や
Ⓢˡⓒ⓺ⓐ㆒⓽、Ⓢˡⓒ叅⓼ⓐ⓺ の遺伝子発現が乾燥全卵投与群で有意に増加していた。以上のことから、卵の投与
による腸内細菌叢の改変が小腸のアミノ酸吸収を促進することで、骨格筋の増加に寄与した可能性が
示唆された。

さらに卵投与群および FMT（E）群において血中および骨格筋中のリジン濃度が上昇した。ラットの
骨格筋において、mTORC1 経路がリジンによって活性化されることが報告されている 27）。さらに、リ
ジンは C2C12 筋管において、mTORC1 経路のリン酸化を促進することでタンパク質の分解を抑制す
ることが報告されてる 28）。乾燥全卵投与によりリジンの吸収が増えたことで骨格筋の増大に寄与した
可能性がある。

■　要　約
今回、サルコペニア肥満モデルマウスに乾燥全卵を投与したところ、筋力と筋肉量が増加し、内

臓脂肪量が減少したため、身体活動量が有意に増加した。さらに、乾燥全卵投与群の糞便をサルコペ
ニア肥満モデルマウスに移植すると、サルコペニア肥満が改善されるだけでなく、耐糖能異常も有意
に改善された。このことから、栄養補給だけでなく、卵の投与による腸内細菌叢の改変がサルコペニ
ア肥満の改善に関与している可能性が示唆された。
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表 1．血中および骨格筋中のリジン濃度

表 2．KEGG パスウェイ Class I
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表 3．KEGG パスウェイ Class II
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図 1. 牛乳の投与により握力は増加した。
（A）乾燥全卵の投与は 8-16 週齢の間継続した。（B）体重の変化（n=6）。（C）ランニングホイールを用いた
明期と暗期の回転数（n=6）。（D）15 週齢のマウスの腹腔内ブドウ糖負荷試験（2g/kg 体重）の結果と曲線
下面積（AUC）（n=6）。15 週齢マウスのインスリン負荷試験（0.5U/kg 体重）の結果と AUC（n=6）。（E）握
力および握力 / 体重比（n=6）
データは、平均値±SD 値で表した。データは paired t-test を用いて分析した。*p<0.05，***p<0.001，
and ****p<0.0001．
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（A）ヘマトキシリン＆エオジン（HE）染色したヒラメ筋切片の画像。ヒラメ筋の組織は 16 週齢で採取
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データは paired t-test を用いて分析した。*p<0.05，**p<0.01，***p<0.001，and ****p<0.0001.
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図 5．乾燥全卵を与えた db/db マウスの糞便微生物叢移植は骨格筋量を増加させ、筋萎縮に関連する
遺伝子の発現を減少させる

（A）ヘマトキシリン＆エオジン（HE）染色したヒラメ筋切片の画像。ヒラメ筋の組織は 16 週齢で採取
した。スケールバーは 100μm を示す。（B）ヒラメ筋の断面積（n=6）。（C）16 週齢のマウスにおけるヒ
ラメ筋重量および体重比（×1000）、（D）足底筋重量および体重比（×1000）、（E）腓腹筋重量および体重
比（×1000）、（F）精巣上体脂肪重量および体重比（n=6）。（F）ヒラメ筋における Foxo1、Mstn、Fbxo32、
Trim63 の相対的 mRNA 発現量を Gapdh の発現量に正規化した（n=6）。
データは、平均値±SD 値で表される。データは paired t-test を用いて解析した。*p<0.05，**p<0.01．
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図 6．腸内細菌叢の構成要素
（A）腸内細菌叢の門レベルにおける相対的存在量（n=3）。（B）OTU（n=3）、Shannon-index（n=3）、
Simpson index（n=3）。（C）Egg- 群（緑）と Egg+ 群（赤）、FMT（E）群（緑）と FMT（Db）群（赤）の腸内細菌
叢の LDA スコア。（D）KEGG パスウェイクラス I（n=3）。（E）KEGG パスウェイ ClassII（n=3）。（F）腸内細
菌叢の非重み付け PCoA プロットと k-means クラスタリング、腸内細菌叢の重み付け PCoA プロッ
トおよび k-means クラスタリング。
データは平均値±SD 値である。データは 1-way ANOVA と Holm-Šídák の多重比較検定で分析した。
*p<0.05，**p<0.01，***p<0.001，and ****p<0.0001．


