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本学位論文の内容は、下記原著論文を参考に作成されたものである。 

どちらも村上弘樹氏と著者が筆頭著者となった論文であることから、本学位論文におけ

る両者の貢献部分を以下に記す。 

・原著論文 1 におけるキイロショウジョウバエを用いて Lactiplantibacillus plantarum の

睡眠への影響を調べること、原著論文 2 における複数の属にわたる乳酸菌とビフィズ

ス菌の作用を評価することという、研究の起点となる方向性は両者で議論して決定し

たため均等に貢献した。 

・研究に供した菌がショウジョウバエの睡眠行動に及ぼす影響を明らかにした後の作用

機序等に関する部分は著者が実施した。 

・実験結果の解析、考察は著者が実施した。 

・原著論文の執筆は全て著者が行った。 

・各実験における貢献については結果の項に記載する。 

なお、原著論文 2 において、著者は石元広志博士との共同責任著者である。 
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緒言 

 睡眠または睡眠様状態は哺乳類や魚類などの脊椎動物からショウジョウバエや線虫に至

る多くの動物で観察される (Keene & Duboue, 2018)。睡眠は肉体的・精神的な疲労の回復に

必要なだけでなく、記憶の定着や保持といったシナプス可塑性の変化を伴う脳機能の適切

な実行に役立っている (Rasch & Born, 2013; Raven et al., 2018)。そのため、睡眠が不足する

と疲労が蓄積して脳機能の適切な実行が困難になる。例えばスペースシャトル・チャレンジ

ャー号の墜落やスリーマイル島の原発事故は、睡眠が不足したことにより起きたと考えら

れる大きな産業事故である。身近なところでは、主観的な眠気の強さに応じて、交通事故発

生頻度が高いことを示す研究結果もある (Ozer et al., 2014)。睡眠不足は脳機能以外にも、肥

満や高血圧、糖尿病といった生活習慣病のリスクを高める可能性があり (Cappuccio & Miller, 

2017; Chaput et al., 2023; Reutrakul & Van Cauter, 2018)、事故や疾病を含めた睡眠に関連する

経済的損失は年間数兆円以上と試算されている (Hafner et al., 2017)。このように睡眠不足に

起因する個人・社会の損失は大きいものの、睡眠を十分にとれていない者は多い。研究デザ

インや不眠症の定義によって異なるが、不眠症の有病率は少なくとも 10%以上だとされる 

(Itani et al., 2016; Tiseo et al., 2020)。これまでに睡眠不足の問題を克服するために様々な睡眠

薬が開発されているが、種類によっては中毒や依存症、副作用を引き起こすものもある 

(Atkin et al., 2018; Brandt & Leong, 2017)。そのため、睡眠薬に代わる選択肢の一つとして、

毎日摂取しても体への負担の少ない睡眠をサポートする食品が求められている。 

 乳酸菌等の微生物は古くから食品の発酵に活用され、人々の食生活を潤してきた。例外は

存在するものの、多くの生物の腸内には微生物が存在し、その一部は摂食した食物由来の微

生物で構成されている (Pasolli et al., 2020)。今から 100 年以上前に、Metchnicoff はそのよう

な発酵食品及びそこに含まれる微生物が健康に寄与するとの考えを提唱した (Metchnikoff, 

1907)。その後多くの研究が行われ、腸内細菌あるいは生きたまま摂取した乳酸菌等の微生

物が、抗肥満作用 (Barathikannan et al., 2019)、心血管疾患のリスク低減 (Witkowski et al., 

2020)、免疫の活性化 (Shi et al., 2017)、精神的健康への寄与 (Zagórska et al., 2020)などに関

与することが明らかにされた。さらに、微生物が死菌であっても、摂食者の生理機能に寄与

する例が報告されるようになった (Mitsuoka, 2000; Nakamura et al., 2016)。このような豊富な

食経験と生理機能への期待を背景に、乳酸菌等の微生物は機能性素材としての活用が盛ん

に行われている。 

 キイロショウジョウバエは単純な脳と神経系を持ち、神経科学分野で広く使われるモデ

ル生物である。睡眠の分野においても積極的に研究が進められ、睡眠の調節に関してショ

ウジョウバエとヒトとで多くの点で類似していることが明らかにされてきた。具体的に

は、生理学的、薬理学的な睡眠の調整機構、内分泌およびニューロンによる調節、概日リ

ズムや恒常性維持といった点である (Huber et al., 2004; Koh et al., 2006; Kume et al., 2005; 

Ly et al., 2018; M. N. Wu et al., 2009; Yuan et al., 2006)。また、多くの生物と同様にショウ

ジョウバエも腸内細菌を有しており、その腸内細菌叢はヒトやマウスと比べて単純な構成
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となっている (Erkosar et al., 2013)。脳-腸-腸内細菌軸の研究でも活用され (Broderick & 

Lemaitre, 2012; C. N. A. Wong et al., 2011)、腸内細菌が運動 (Schretter et al., 2018)、採餌 

(Leitão-Gonçalves et al., 2017; A. C.-N. Wong et al., 2017)、匂い誘導性の産卵機構 (Qiao et al., 

2019)、食物の好み (Venu et al., 2014)など様々な機能に影響を及ぼすことが明らかにされ

た。これらの知見は、キイロショウジョウバエが睡眠分野においても脳-腸-腸内細菌間の

相互作用の研究に活用できることを示唆するものである。実際に、ショウジョウバエを用

い、腸内細菌と睡眠の関係を調べた研究も少しずつ報告されてきた (Jia et al., 2021; Selkrig 

et al., 2018; Silva et al., 2020)。しかし、その結果は必ずしも一致していない。 

そこで本研究ではショウジョウバエを用いて腸内細菌や経口摂取する乳酸菌が睡眠に及

ぼす影響を明らかにし、その作用メカニズムを一端でも解明することを目的とした。仮

に、睡眠を調節する微生物がヒトとショウジョウバエとで共通する睡眠調節機構を介して

作用した場合、その微生物を睡眠調節作用を有する新規機能性素材として開発できる道が

拓ける。つまり、消費者に睡眠薬に代わる選択肢を提供することに繋がり、睡眠不足とい

う社会課題の解決への貢献が期待できる。 

第 1 章では、ショウジョウバエの腸内細菌を構成する主要な菌である Lactiplantibacilus 

plantarum に着目し、睡眠への影響を検討した。その結果、ショウジョウバエにおいて腸

内細菌が睡眠に及ぼす影響はほぼ認められなかったが、L. plantarum を経口摂取すると死

菌体であってもハエの睡眠を促進させることが分かった。本論では、当該微生物の睡眠へ

の作用と、推定される作用機序について述べる。 

第 1 章の結果は L. plantarum が有する成分がハエの睡眠を促進することを表している。

このことは、他の微生物であっても類似の成分を有していればハエの睡眠を促進する可能

性を示している。もし、他菌種であっても同じような睡眠促進作用を有する菌、あるいは

近縁の菌種であっても異なる睡眠促進作用を有する菌を見いだせれば、その差異を調べる

ことで作用成分や作用機序の解明が進む。そこで第 2 章では、L. plantarum を含む計 39 種

類の微生物について睡眠促進作用への影響を評価し、睡眠促進作用を有する新たな菌と、

睡眠促進作用を示さないその同種異株を見出した。本論では、それら菌を用いて明らかに

した作用機序の一端について述べる。 
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第 1 章 乳酸菌 Lactiplantibacillus plantarum SBT2227 が産生する物質はキイロショウジョウ

バエの睡眠を促進する 

1-1. 序論 

 動物は食物とともに、食物に付着している微生物を摂取し、その微生物の一部が腸内細

菌叢を構成する (Pasolli et al., 2020)。このことは、同じ動物種であっても食性が異なれば

腸内細菌叢も異なることを示唆している。実際にショウジョウバエにおいても野外の個体

と研究室で飼育された個体で腸内細菌叢が異なるだけでなく、研究室ごとにも異なる例が

報告されている (Chandler et al., 2011)。一方、Lactiplantibacillus plantarum のように、野外

のショウジョウバエから研究室で飼育されたハエにまで共通して存在する微生物も報告さ

れている (Broderick & Lemaitre, 2012)。これまでに、ショウジョウバエにおいて腸内細菌

を人為的に除去しても睡眠はほとんど変化しないとする報告と (Jia et al., 2021; Selkrig et 

al., 2018)、腸内細菌を除去するとわずかに睡眠が増加するとの報告がある (Silva et al., 

2020)。腸内細菌がハエの睡眠に及ぼす影響は明確ではないものの、既存の腸内細菌がハエ

の睡眠を調節している可能性は否定できない。腸内細菌が宿主の生理機能に作用する一つ

の経路として、宿主が摂食した食物などから腸内細菌が産生した様々な代謝産物が腸から

吸収されて宿主に影響を及ぼすという考え方がある (Mitsuoka, 2000)。この考え方に立脚す

ると、腸内細菌から供給される代謝産物を宿主に供給できれば、腸内における微生物の存

在の有無に関係なく宿主の生理機能を変化させることが可能となる。私は、ショウジョウ

バエの睡眠における腸内細菌の影響についてこれまで一致した見解が得られていない原因

の一つは、その研究方法にあると考えた。既報では通常飼育したショウジョウバエと、抗

生物質処理等で無菌化したショウジョウバエの行動を比較している。しかし、上述したよ

うに研究室ごとに腸内菌叢を構成する微生物は異なるため、無菌ハエの状態は研究室間で

ある程度一致していても、通常飼育のハエの腸内の状態は研究毎に異なる可能性がある。

つまり、一致した結果が得られた研究で使用したハエは腸内菌叢が類似していたが、異な

る結果が得られた研究ではハエの菌叢が異なっていたと考えた。 

そこで私は、L. plantarum に着目した。複数の研究室において腸内細菌と睡眠に共通の

関係性が認められた原因が、異なる研究室のハエにも存在する L. plantarum に起因する可

能性があると考えたためである。また、L. plantarum は、ショウジョウバエにおいて幼虫

の成長を促進するだけでなく (Storelli et al., 2011)、ショウジョウバエとマウス双方におい

て低栄養様状態の緩和 (Schwarzer et al., 2016)や腸管上皮における ROS 産生の促進とそれ

による細胞増殖の促進 (Jones et al., 2013)をする。このように、L. plantarum の宿主に対す

る作用にはショウジョウバエと哺乳類で共通性があるため、仮に L. plantarum がハエの睡

眠行動に作用した場合、ヒトにも同様の作用をする可能性があると考えた。 

腸内細菌の代謝産物が宿主の生理機能に影響を及ぼしているとすると、L. plantarum の存

在の有無あるいは存在量の多寡により生理機能への影響の程度が異なると考えられる。既

存の研究同様に通常飼育したハエと無菌ハエを比較したのでは、L. plantarum 及びその代謝
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産物の量のコントロールが難しい。そこで私は、培養した L. plantarum をハエに経口投与

し、睡眠行動への影響を評価することとした。なお、本研究は腸内細菌や経口摂取する乳

酸菌が睡眠に及ぼす影響を明らかにすることを目的としつつも、その結果見出した菌や成

果をもとに機能性素材を開発することを視野に入れている。乳酸菌には、各菌種に基準株

と呼ばれるその菌種で最初に発見が報告された菌株が存在する。しかしながら、必ずしも

基準株がその菌種を代表する特徴を有する菌株とは限らず、また将来の商業利用を想定す

ると独自の菌株である方が望ましい。そこで、本研究ではヒトから分離した L. plantarum 

の SBT2227 株（以下、LP2227 と呼ぶ）を使用した。 
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1-2. 材料と方法 

1-2-1. 使用したキイロショウジョウバエの系統と維持条件 

 本研究ではキイロショウジョウバエを標準的なコーンミール/酵母ベースの餌（50 g/L グ

ルコース、45 g/L 酵母、40 g/L コーンフラワー、8 g/L 寒天、4 ml/L プロピオン酸、3 

ml/L ボーキニン）を与え、温度 24 ±1°C、相対湿度 60 ± 3%、12 時間ごとの明暗周期条件

（12 時間 L/D）下で飼育した。Canton-S2202uを野生型系統として使用した。別の野生型系

統である Amherst_3 (BDSC_4265)を、Canton-S2202uで認められた現象を確認するために使用

した。また、Gal4/UAS システムを活用して目的とする遺伝子の発現を抑制できるハエ系統

を作製した。Table 1-1 に本研究で使用したハエを示した。 

 実験には、羽化後 10 時間以内に二酸化炭素麻酔下で雌雄選別し、回収した処女メスの

みを使用した。回収したハエは餌の入ったバイアルに 15～20 匹ずつ入れて実験に使用す

るまで維持飼育した。 

 

Table 1-1. List of bacterial strains used in the study  

系統名 入手先 識別番号 

Canton-S2202u. 
Dr. Takaomi Sakai, Tokyo 

Metropolitan Univ., Japan 
- 

Amherst_3 
Dr. Teiichi Tanimura, Nagoya 

Univ., Japan 
BDSC_4265 

Act-Gal425FO1 / CyO, Act-GFP 
Dr. Awasaki, Kyorin Univ., 

Japan 
BDSC_4414 

tub5-GS-Gal4 

Dr. Scott D. Pletcher, Baylor 

College of Medicine, Houston, 

TX, USA 

- 

UAS-AstA-RNAi 

Bloomington Drosophila Stock 

Center（BDSC；Bloomington, 

IN, USA） 

BDSC_25866 

UAS-Mip-RNAi BDSC BDSC_41680 

UAS-AstC-RNAi BDSC BDSC_25868 

UAS-CCHa1-RNAi BDSC BDSC_57562 

UAS-CCHa2-RNAi BDSC BDSC_57183 

UAS-Dh31-RNAi BDSC BDSC_41957 

UAS-NPF-RNAi 

Vienna Drosophila Resource 

Center（VDRC：Vienna, 

Austria） 

VDRC ID: 108772 
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1-2-2. 乳酸菌サンプルの調製 

LP2227 は雪印メグミルク株式会社（Tokyo, Japan）から入手した。LP2227 は Man, Rogosa, 

and Sharpe (MRS) 培地 (BD Biosciences, CA, USA)を使用し、37°C で 16 時間培養した。培養

後に培養液を遠心分離（7,000 × g, 20 分, 4°C）することで回収した菌体ペレットは、滅菌生

理食塩水（0.9% NaCl）に懸濁して再度遠心分離する工程を 2 回繰り返し、培地成分を除去

した。次いで、菌体ペレットをトレハロース溶液に懸濁し、培養に用いた培地量の 10 分の

1 量に濃縮した（トレハロース終濃度 12.5%）。得られた菌体懸濁液は 4°C で 2～5 時間イン

キュベートし、液体窒素で急速凍結した後、実験に使用するまで -80°C で保存した。この菌

体懸濁液の生菌数は 5.2 × 1010 cfu/mL であった。 

 LP2227 菌体の加熱処理サンプルを調製するため、LP2227 菌体懸濁液を 65°C で 1 時間イ

ンキュベート（HB-80：TAITEC Co., Saitama, Japan）、または 121°C で 15 分オートクレーブ

（MLS-3751：PHC Corporation, Tokyo, Japan）した。加熱処理後の生菌数は、それぞれ<3,000 

cfu/mL (65°C、1 時間) と<100 cfu/mL (121℃、15 分)であった。 

 また、次の方法で LP2227 菌体の破砕サンプルを調製した。培養後に遠心回収し、滅菌生

理食塩水を用いた洗浄工程により培地成分の除去をした菌体ペレットを、トレハロース溶

液に懸濁せずに凍結乾燥をした。凍結乾燥して得た菌体 60.3 mg を 3 mL の滅菌超純水に懸

濁し、5.0 mL 容量のビーズショッカー破砕用チューブ（TOMY SEIKO Co., Tokyo, Japan, 

Cat#TM-657）に 0.1 mm 径のガラスビーズ 2 g とともに入れた。ビーズ式細胞破砕装置（MS-

100R, TOMY SEIKO Co., Tokyo, Japan）を用い、4,200 rpm で 10 秒破砕する工程を 30 秒のイ

ンターバル間隔で 12 回繰り返して菌体を破砕した。破砕後、細胞ストレーナー (メッシュ

サイズ 40 μm, Thermo Fisher Scientific, MA, USA)を用いてビーズを取り除き、菌体破砕液を

回収した。ビーズは滅菌超純水で洗浄し、その洗浄液も菌体破砕液として回収して、再度凍

結乾燥をした。 

 

1-2-3. 摂食量の測定 

 摂食量の測定は、既報の条件を一部改変して実施した (Shell et al., 2018; Q. Wu et al., 2020)。

具体的には以下の通り測定した。睡眠測定に供する際のコントロール食または LP2227 菌体

を含む試験食に青色色素（1% w/v, Blue No. 1, Fujifilm Wako Pure Chemicals Corporation, Osaka, 

Japan）を混ぜ、それぞれ給餌用の容器（10 μL tip, Molecular BioProducts, CA, USA, Cat# 3500）

に充填した。50 mL 容量のコニカルチューブ（Greiner, Kremsmünster, Austria, Cat# 227261）

の蓋に穴を開け、その穴に餌を充填した給餌カップを挿入した。10 匹のハエをコニカルチ

ューブに入れ、餌がセットされた蓋を閉めて 3 時間摂食させた。その後ハエを回収し、1 mL

の超純水中で磨り潰して体内の色素を溶出した。また、別の 1 mL の超純水でハエを回収後

のコニカルチューブ内壁を洗い、内壁に排泄された糞中の色素を溶出した。これら色素溶出

液を等量混合し、分光光度計（Varioskan Flash, Thermo Fisher Scientific, MA, USA）を用い 630 
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nm の吸光度を測定した。 

 

1-2-4. 抗生物質投与 

 ショウジョウバエ飼育用の餌に、テトラサイクリン、アンピシリン、カナマイシン、エリ

スロマイシン（いずれも Fujifilm Wako Pure Chemicals Corporation, Osaka, Japan, Cat# 205-08591, 

Cat# 016-23301, Cat# 117-00341, Cat# 057-07151）をそれぞれ 50 μg/mL、50 μg/mL、50 μg/mL、

15 μg/mL となるよう添加した。羽化後に回収したハエを、この抗生物質を添加した餌で 4

日間飼育した。4 日目に体内の微生物数を定量した。 

 

1-2-5. ショウジョウバエ体内の微生物数の定量 

 ハエを 70%エタノールに 15 秒浸して体表面上の微生物を除去した後、滅菌したリン酸緩

衝生理食塩水（PBS）で 2 回、15 秒ずつ濯いだ。滅菌したペッスルを用い、ハエ 3 匹を 100 

μL PBS 中で破砕した。破砕液を適宜希釈して MRS 寒天培地に塗布し、嫌気、好気条件それ

ぞれで 37°C で 3 日間培養し、菌数を測定した。なお、嫌気条件は AnaeroPack-Anaero

（Mitsubishi Gas Chemical, Tokyo, Japan）を使用して生成した。  

 

1-2-6. グラム染色 

 LP2227 の懸濁液および破砕液を、スライドガラスに塗布した後、メタノールで固定した。

一次染色にはビクトリアブルーを、脱色にはピクリン酸含有エタノールを、対比染色にはフ

クシンを使用した（いずれも Muto Pure Chemicals Co., Ltd. Tokyo, Japan）。 

 

1-2-7. 睡眠測定 

 ショウジョウバエの睡眠測定には、Drosophila activity monitoring system（DAMs：Trikinetics, 

MA, USA）を使用した。羽化後 4 日目の処女メスのショウジョウバエを、コントロール餌

または試験餌を一端に詰めた 5 × 65 mm のガラスチューブに入れた後、もう一端に綿の栓を

した。このガラスチューブを DAMs にセットした。DAMs を 25 ± 1°C、12 時間 L/D（8～20

時を明期、20～翌 8 時を暗期）に設定したインキュベータに入れ、一晩新しい環境で馴化し

た後、翌朝 8 時からデータ収集を開始した。 

 睡眠測定時の餌組成を示す。破砕処理をしていない LP2227 を用いた試験時のコントロー

ル餌は、トレハロース（6.25%）、スクロース（5.0%）、寒天（1.0%）とした。LP2227 を含有

する試験餌は、LP2227 菌体懸濁液（トレハロース終濃度 12.5%）を、スクロース 10.0%とバ

クトアガー2.0%を含む溶液と等量混合することで、トレハロース（6.25%）、スクロース

（5.0%）、寒天（1.0%）、LP2227（約 1.0%、凍結乾燥重量として）に調製した。なお、LP2227

菌体懸濁液は、トレハロース溶液と混合する前に菌体ペレットの一部を回収して凍結乾燥

後の重量を測定することで、培養液を 1/10 濃縮した場合に得られる菌体の凍結乾燥重量が

約 20 mg/mL であることを確認している。 
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 破砕処理をした LP2227 を用いた試験の際のコントロール餌の組成はスクロース（5.0%）、

寒天（1.0%）とし、試験餌には破砕した LP2227（終濃度として 10.1 mg/mL）または破砕液

を遠心分離して得られた上清画分（終濃度として 5.4 mg/mL）、沈殿画分（終濃度として 3.0 

mg/mL）をそれぞれコントロール餌に添加したものを用いた。 

 また、GeneSwitch システムを利用して遺伝子発現を調節する際には、RU486（Mifepristone, 

Sigma-Aldrich, MO, USA）を終濃度 500 μM となるよう餌に添加した。 

 ショウジョウバエの行動量のデータは 1 分間隔で取得し、5 分以上不活動であった場合に

“睡眠”と判定した。行動パラメーターは全て統計解析ソフト R の Rethomics パッケージ

(Geissmann et al., 2019)を使用して算出した。ショウジョウバエは多相性の睡眠をとる。ここ

では、その一回の睡眠のことを睡眠バウト（sleep bout）と呼ぶ。睡眠量（sleep amount）は、

評価対象期間内の全ての睡眠バウトの時間を合計することで算出した。睡眠潜時（sleep 

latency）は夜間の開始に相当する Zeitgeber time 12（ZT12、ZT0-12：明期、ZT12-24：暗期）

から最初の睡眠バウトが検出されるまでの時間とした。睡眠バウト長（sleep bout length）に

は、評価対象時間内に検出された睡眠バウトの長さの中央値を使用した。睡眠バウト数

（number of sleep bouts）は、評価対象時間内に検出された睡眠バウトの回数とした。また、

評価対象時間内にハエが赤外線ビームを横切った回数を活動量（activity counts）とし、活動

指数（activity index）は、昼または夜間の活動量を、それぞれの評価対象時間における覚醒

時間で割ることによって算出した。 

 

1-2-8. リアルタイム PCR 

 GAL4/UAS システム、および GeneSwitch システムにより目的の遺伝子をノックダウンで

きているか検証するため、RNA 抽出キット（RNAiso Plus, Takara Bio, Shiga, Japan）を使用し

てハエからトータル RNA を抽出した。5 匹のハエを 500 μL の RNAiso Plus 溶液に入れ、ペ

ッスルで磨り潰し、以降の作業はキットのプロトコルに従い実施した。抽出した RNA は、

100 µL の RNase-free water に溶解した。 

トータル RNA から ReverTra Ace qPCR RT master mix with gDNA Remover （TOYOBO, Osaka, 

Japan）を用いて一本鎖 cDNA を合成した。リアルタイム PCR 反応には Thunderbird SYBR 

qPCR Mix （TOYOBO, Osaka, Japan）を用いた。また、以下のプライマーを使用した。全て

の操作をキットのプロトコルに従った。Neuropeptide F (NPF)のプライマーには

FlyPrimerBank (Hu et al., 2013)に掲載されている配列情報を用いた。Ribosomal protein 49 

（rp49）を内部標準とした。 

  rp49-f; 5′-AGTATCTGATGCCCAACATCG-3′ 

  rp49-r; 5′-CAATCTCCTTGCGCTTCTTG-3′ 

  AstA-f; 5′-TTGCACCGCGTATCCTGTCT-3′ 

  AstA-r; 5′-ATGCTATGGGCACGGGATGG-3′ 

  CCHa1-f; 5′-CCCAAATCGATGCCGACAATG-3′ 
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  CCHa1-r; 5′-GCAATTGGCCTCGGAATGTT-3′ 

  Mip-f; 5′-CTCTAGCACCTAGTCTCCACG-3′ 

  Mip-r; 5′-GTTGCCATTTGGTATGTATTGATGT-3′ 

  NPF-f; 5′-TCCGCGAAAGAACGATGTCA-3′ 

  NPF-r; 5′-CTCCTCATTAAAACCGCGAGC-3′ 

 

1-2-9. RNA シークエンシング解析 

 RNA シークエンスに供するための腸の RNA は、RNeasy mini kit （Qiagen, Hilden, Germany）

を用いて抽出した。通常通りの方法で 3 日目まで睡眠を評価して投与した菌の効果が現れ

ていることを確認した上で、睡眠実験を開始してから 4 日目の ZT12 にハエを測定チューブ

ごとDAMsから取り出し、各群 20匹から腸（クロップの下部からマルピーギ管の上部まで）

を摘出した。測定チューブは氷上に置き、作業は ZT12-14 の間に行った。摘出した腸は直ち

に 2-メルカプトエタノールを添加した Buffer RLT （RNeasy mini kit 付属）に入れた。RNA

抽出は独立して 3 回行い、得られた RNA 溶液を等量混合して測定に供した。 

 RNAシークエンスライブラリの構築とシークエンシングはMacrogen Inc. （Seoul, Republic 

of Korea）に委託し、Illumina NovaSeq6000 system で実施した。読み取ったフラグメントはキ

イロショウジョウバエのゲノムデータ（NCBI GCF_000001215.4_Release_6_plus_ISO1_MT）

にマッピングし、StringTie (Pertea et al., 2015)を用いて再構築した。RNA 発現レベルの比較

には、edgeR (Robinson et al., 2010)を用いて負の二項分布の正確検定を適用した。 

対照群と LP2227 投与群の両方で検出できた遺伝子について、発現量が 2 倍以上で、かつ 

p < 0.05 のものを発現量が異なる遺伝子（Differential expressed gene, DEG）とした。またどち

らか一方の群でのみ検出できた遺伝子も DEG に含めた。これら DEG について、g:Profiler 

(https://biit.cs.ut.ee/gprofiler/)を用いて Gene Ontology 解析を実施した。 

 

1-2-10. 統計解析 

 統計解析には R を用いた。サンプルサイズの推定には G*Power software (Faul et al., 2007)

を使用した。全てのデータについて Shapiro-Wilk test で正規性を確認し、適した解析手法を

適用した。Welch’s t-test または Wilcoxon-Mann-Whitney test を繰り返す際には Bonferroni 法

で p 値を補正した。有意水準は 0.05 とした。箱ひげ図の箱では中央値と四分位範囲を、ひ

げでは外れ値を除いた最大および最少のデータポイントを表した。睡眠促進効果の大きさ

を評価するために、次式を使用して Wilcoxon-Mann-Whitney test で得られた z 値から効果量 

r を算出した：r = z /√n 。 

 

  

https://biit.cs.ut.ee/gprofiler/
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1-3. 結果 

1-3-1. LP2227 の経口投与がハエの睡眠に及ぼす影響 

 LP2227 をハエに経口投与して睡眠への影響を評価するにあたり、まず LP2227 を含む餌

に対する嗜好性を調べた。睡眠行動を評価する際の餌（5%スクロース、1%寒天）と、そこ

に LP2227 を約 1 重量%混ぜた餌をそれぞれハエに供与したところ、両餌に対する摂食量に

有意な差は認められなかった（Figure 1-1）。そのため、ハエの両餌に対する嗜好性に差はな

いことを確認できた。そこで、LP2227 を含む餌と、含まない餌をショウジョウバエに与え

てハエの睡眠パターンを比較しところ、両群のハエとも 12 時間毎の明暗周期下での睡眠と

して典型的な、明期と暗期（主観的な日中と夜間）のそれぞれで眠る睡眠パターンを示した

（Figure 1-2A）(Andretic & Shaw, 2005; Hendricks et al., 2000)。睡眠に関するパラメーターを

定量的に評価したところ、日中の睡眠量は LP2227 の投与により測定 1 日目は有意に減少

し、2 日目以降は同様の減少は認められなかった（Figure 1-2B）。対照的に、LP2227 の投与

による夜間の睡眠量の変化は 1 日目では認められず、2，3 日目で有意な増加を示した（Figure 

1-2C）。3 日目の睡眠パターンに着目すると夜間開始時に顕著に睡眠量が増加していること

が見て取れた（Figure 1-2A）。そこで夜間開始時の 3 時間、ZT12-15 の睡眠量を評価したと

ころ LP2227 投与群で有意に増加していた（Figure 1-2D）。一方、それ以降の夜間の時間帯

である ZT15-24 では睡眠量に有意な差は認められなかった（Figure 1-2E）。夜間開始時の睡

眠量が増加したことから入眠潜時を評価したところ、入眠潜時も LP2227 摂取群で有意に短

縮していた（Figure 1-2F）。睡眠バウトの長さと回数については、3 日間を通して LP2227 摂

取群と対照群との間に差は認められなかった（Figure 1-2G and H）。なお、変化が顕著だっ

た測定 3 日目 ZT12-15 の睡眠量の増加と入眠潜時の短縮の 2 つの指標については用量依存

性も認められた（Figure 1-3）。さらに、他の遺伝的背景を有する野生型系統のハエ（Amherst_3）

でも LP2227 による両指標の変化を確認できたことから（Figure 1-4）、測定 3 日目における

ZT12-15 の睡眠量の増加と入眠潜時の短縮を LP2227 による睡眠促進作用の典型的な表現型

と捉えて、以降の分析の主な指標として使用することとした。 

 なお、摂食量の評価と Amherst_3 に対する LP2227 の作用は著者が、その他については村

上氏と著者が実験、解析ともに共同で実施した。 
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Figure 1-1. Flies fed the LP2227 food as well as the control food. 

The amount of food consumed for 3 h in response to the control food and LP2227 food was 

measured. Bars represent mean ± SD. n = 5 for control group, n = 6 for LP2227 group. Student's t-

test was applied for statistical analysis. n.s.; not significant. 
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Figure 1-2. Oral administration of LP2227 increased sleep at the onset of night-time and 

decreased sleep latency. 

(A) Sleep patterns of flies fed control food (red) or LP2227 food (green). Sleep traces are presented 

as mean ± SEM. (B–H) Amount of sleep during daytime (ZT0-12); (C) amount of sleep during night-

time (ZT12-24), amount of sleep at specific timing; (D) ZT12-15 and (E) ZT15-24. (F) Sleep latency, 

(G) sleep bout length, and (H) number of sleep bouts during night-time. n = 96 for each group. 

Wilcoxon-Mann-Whitney test was used for statistical analysis, adjusted with the Bonferroni correction. 

∗p < 0.05, ∗∗p < 0.01; ∗∗∗p < 0.001, n.s.; not significant.  
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Figure 1-3. The sleep-promoting effects of LP2227 are dose-dependent. 

Flies were treated with different concentrations of LP2227 (1.0, 3.0, and 10.1 mg/mL). The time period 

of interest was set at ZT12-15 on day 3. (A) Amount of sleep (Kendall rank correlation coefficient: 

tau = 0.22, p = 8.58e-9). (B) Sleep latency (Kendall rank correlation coefficient: tau = -0.22, p = 4.59e-

9). The concentration of LP2227 is shown below each graph. n = 96 in each group. Dwass-Steele-

Critchlow-Frigner test was applied for multiple comparisons. Statistical significance was set at p < 

0.05, and different letters indicate statistical differences between groups. 
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Figure 1-4. The sleep-promoting effects of LP2227 were confirmed in another wild-type strain, 

the genetic background of which differed from that of Canton-S2202u.  

(A) Sleep patterns of female Amherst-3 fed control food (red) or LP2227 food (green). Sleep traces 

are presented as mean ± SEM. (B) Amount of sleep during daytime (ZT0-12), (C) amount of sleep 

during night-time (ZT12-15), amount of sleep at specific timing; (D) ZT12-15 and (E) ZT15-24, and 

(F) sleep latency. n = 96 for each group. The Welch's t-test was applied for (B), and the Wilcoxon-

Mann-Whitney test was applied for the others. p-values were adjusted by Bonferroni correction. * p < 

0.05, ** p < 0.01; *** p < 0.001, n.s.; not significant.  
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1-3-2. LP2227 の経口投与がハエの覚醒行動に及ぼす影響 

 睡眠と覚醒は表裏一体である。一般的に、睡眠が促進されれば覚醒が抑制されるが、この

関係が表現型に常に現れるとは限らない。例えばショウジョウバエにおいて、Fernandez-

Chiappe らは睡眠の増加は伴わない活動レベルの低下、Potdar and Sheeba は活動レベルの低

下を伴わない睡眠の増加を報告している (Fernandez-Chiappe et al., 2020; Potdar & Sheeba, 

2018)。そこで、私は LP2227 がハエの覚醒時の行動に及ぼす影響を調べた。LP2227 を投与

した 3 日間の活動パターンを見ると、LP2227 を摂食したハエでは夜間に行動量が減少して

いることが分かる（Figure 1-5A）。日中と夜間に分けて行動量を定量化したところ、日中の

行動量には有意な変化は認められないが、夜間の行動量は LP2227 により有意に減少してい

た（Figure 1-5B and C）。行動量の減少は、運動機能の低下に起因する可能性がある。そこ

で、LP2227 が運動機構を棄損していないか調べるために、覚醒時間当たりの行動量である

活動指数（activity index）を算出した。その結果、ショウジョウバエの主な活動時間帯であ

る日中の活動指数に両群間で差は認められなかった（Figure 1-5D）。一方、3 日目の夜間の

活動指数は LP2227 の投与により有意に低下した（Figuer 1-5E）。LP2227 を投与しても日中

の活動は正常で、睡眠が促進される夜間には覚醒レベルが低下した。つまり LP2227 は運動

機能を棄損しているのではなく、睡眠を促進していると考えられた。 

 本項の実験は村上氏と著者が共同で実施し、解析は著者が行った。 
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Figure 1-5. Wakefulness was altered in flies fed LP2227 

(A) Activity patterns of flies fed control food (red) or LP2227 food (green). (B and C) Activity counts 

during daytime (ZT0-12), and (C) night-time (ZT12-24). (D and E) Activity index during daytime, 

and (E) night-time. n = 96 for each group. Wilcoxon-Mann-Whitney test was used for statistical 

analysis, adjusted with the Bonferroni correction. ∗p < 0.05, ∗∗∗p < 0.001, n.s.; not significant.  
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1-3-3. ハエの既存の腸内細菌叢は LP2227 の睡眠促進作用の発現に影響しない 

 LP2227 の睡眠促進効果に、ハエの既存の腸内細菌が関与しているか調べるため、抗生物

質を投与して既存の腸内細菌を除去したハエを作成した（Figure 1-6A）。好気的条件下で増

殖する菌の数を抗生物質を投与したハエ（antibiotic-treated flies, ABT flies）と通常の条件で

飼育した対照群のハエ（control conventional flies, CC flies）とで比較すると、抗生物質の投与

により約 1/100 まで低減していた（Figure 1-6B）。また、嫌気的条件下でもハエ体内の菌数

を測定したところ、抗生物質の投与により微生物は検出限界以下まで減少していた（Figure 

1-6B）。L. plantarum を含む乳酸菌の多くは嫌気的条件下で増殖できることから、抗生物質

処理により大部分の乳酸菌は除去できたと考えられた。この抗生物質を投与したハエと、通

常飼育したハエの睡眠行動を比較すると、日中の睡眠量、夜間の睡眠量、ZT12-15 の睡眠量、

睡眠潜時のいずれにおいても有意な差は認められなかった（Figure 1-6C - F）。一方、LP2227

の投与により、抗生物質投与ハエと通常飼育ハエの双方において睡眠促進作用の指標とし

た ZT12-15 の睡眠量の増加と睡眠潜時の短縮が確認された（Figure 1-6E and F）。体内の菌

の状態の異なるハエの睡眠量（ZT12-15）と入眠潜時に対する LP2227 投与が及ぼす効果の

大きさ（効果量）が類似していたことも踏まえると（Figure 1-6E and F, sleep amount effect 

size (r) = 0.35 and 0.29, and sleep latency effect size (r) = 0.31 and 0.34, respectively）、ハエの既存

の腸内細菌叢は LP2227 の睡眠促進作用に重要ではないことが示唆された。 

 本項の実験において腸内細菌を除去したハエの作成は村上氏が、そのハエにおける

LP2227 の影響の確認と結果の解釈は著者が行った。 
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Figure 1-6. Elimination of gut microbes did not alter the sleep effects of LP2227. 

Flies fed control conventional food (CC flies) or antibiotic-containing food (ABT flies) were tested 

for sleep. (A) Schematic diagram illustrating the experimental flow. (B) Internal bacterial load in CC 

and ABT flies (n = 6). (C–F) Amount of sleep during daytime on day 3, (D) amount of sleep during 

night-time on day 3, (E) amount of sleep during ZT12-15 on day 3, and (F) sleep latency on day 3. 

(C−E) n ≥ 58 for each group. The Steel-Dwass-Critchlow-Fligner method was used for statistical 

analysis. Different letters indicate statistical differences between groups (p < 0.05). 
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1-3-4. タンパク質を加熱変性させた LP2227 も睡眠促進効果を示す 

 LP2227 が生菌であることが睡眠促進効果に必要か確かめるため、加熱殺菌した LP2227

をハエに投与して睡眠への影響を調べた。LP2227 を、65°C で 1 時間または 121°C で 15 分

間オートクレーブしてハエに投与した。LP2227 はどちらの加熱条件であっても、測定 3 日

目 ZT12-15 の睡眠量を有意に増加させた（Figure 1-7A）。同様に、入眠潜時の有意な短縮も

両加熱条件ともに認められた（Figure 1-7B）。これら結果は、LP2227 が睡眠促進効果を発現

するために生菌である必要はないことを示している。さらに、タンパク質が加熱変性するよ

うなオートクレーブ処理をした LP2227 でもハエの睡眠を促進させたことから、LP2227 が

保持する熱安定性の高い成分が睡眠促進効果の有効成分であることが示された。 

 本項において菌体の加熱条件は著者が主導で決定し、加熱菌体の作成は村上氏が実施、ハ

エにおける加熱菌体の効果検証自体は再現性確認のために 3 回実施した試験のうち 2 回を

著者が、1 回を村上氏が実施した。 

 

 

 

 

 

 

Figure 1-7. Heat denaturation of LP2227 did not alter its effects on fly sleep. 

(A and B) Amount of sleep during ZT12-15 on day 3, and (B) sleep latency on day 3 of flies fed control 

(red), unheated LP2227 (green), heat-treated LP2227 (65°C for 1 h, blue), or autoclaved LP2227 

(121°C for 15 min, purple). n = 95–96 for each group. The Steel-Dwass-Critchlow-Fligner method 

was used for statistical analysis. Different letters indicate statistical differences between groups (p < 

0.05). 
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1-3-5. LP2227 菌体の破砕上清に睡眠促進効果を発現する有効成分が存在する 

 LP2227 が保持する成分のうち、睡眠促進作用を発現する成分を特定するため、菌体を破

砕し、細胞内・細胞膜成分が豊富に含まれる上清画分（破砕上清画分）と、細胞壁成分が豊

富に含まれる沈殿画分（破砕沈殿画分）に分離した。菌体破砕前後のサンプルをグラム染色

し、菌体を十分に破砕できていることを確認した（Figure 1-8A）。そこで、非破砕菌体、破

砕菌体、破砕上清画分、破砕沈殿画分をそれぞれハエに投与して睡眠行動を評価した。その

結果、破砕沈殿画分を除いて、3 日目 ZT12-15 の睡眠量は有意に増加した（Figure 1-8B）。

同様に、入眠潜時も破砕沈殿画分を除く、非破砕、破砕菌体、破砕上清画分の投与により有

意に短縮した（Figuer 1-8C）。これらの結果は、LP2227 の細胞内・細胞膜成分に睡眠促進効

果の有効成分が含まれる可能性を示している。 

 本項における菌体が破砕できていることの確認は村上氏が、その他は著者が実施した。 

 

 

 

Figure 1-8. Supernatant of crushed LP2227 promoted sleep similar to that induced by intact 

LP2227. 

(A) Gram staining of the LP2227 samples before and after crushing. Violet cells represent uncrushed 

cells. (B and C) Amount of sleep during ZT12-15 on day 3 and (C) sleep latency on day 3. n = 94–96 

for each group. The Steel-Dwass-Critchlow-Fligner method was used for statistical analysis. Different 

letters indicate statistical differences between groups (p < 0.05).   
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1-3-5. LP2227 の投与により遺伝子発現が変化した生物学的プロセス 

 腸には免疫応答細胞と腸内分泌細胞（Enteroendocrine cell、EEC）が豊富に存在し、脳や腹

部神経節と腸を繋ぐ神経回路がある。そのため、LP2227 に含まれる成分が消化吸収されて

脳に直接作用する可能性はあるが、LP2227 の成分が腸に作用し、腸で起こった変化が免疫、

内分泌、または神経回路を介して脳に影響を与える可能性もある。そこで、RNA シークエ

ンスによるトランスクリプトーム解析により、LP2227 の投与による腸の遺伝子発現変化を

調べた。 

 LP2227 による睡眠促進効果が主に表れる時間帯のうち ZT12-14 において、ハエの前腸、

中腸、および後腸を含む腸を摘出し、その腸から抽出した mRNA を RNA シークエンスに

供した。LP2227 群及びコントロール群の両群で発現を確認できた遺伝子の数は 10,848 遺伝

子であった（Figure 1-9A and B）。そこに、どちらか一方の群でのみ発現を確認できた 1,167

遺伝子を加えた計 12,015 遺伝子について発現が変動している遺伝子を解析対象とし、787 遺

伝子を発現が変動している遺伝子（DEGs、Differentially expressed genes）とした（Figure 1-

9A）。なお、DEGs のうち、LP2227 投与群で発現量が 2 倍以上または LP2227 群でのみ発現

が検出された遺伝子の数は 555 で、コントロール群で発現量が 2 倍以上またはコントロー

ル群でのみ発現が検出された遺伝子数は 232 であった。次に、これら 787 遺伝子がどのよ

うな分子機能に偏っているか特定するため、遺伝子オントロジー解析（Gene Ontology (GO) 

enrichment analysis）をした。その結果、ヌクレオソーム/DNA 結合（nucleosome/DNA binding）、

ナトリウムイオン輸送体活性（sodium ion transporter activity）、神経ペプチド受容体活性

（neuropeptide receptor activity）、およびペプチドグリカンの分解（peptidoglycan muralytic 

activity）を含む、複数の GO のカテゴリーが検出された（Figure 1-9B）。CCHa1 などの腸内

分泌細胞から分泌されるペプチドホルモンが脳の神経細胞に作用し、覚醒などのハエの行

動を調節することが示されている (Titos & Rogulja, 2020)。そこで、腸内分泌細胞が産生す

るペプチドホルモンが LP2227 の睡眠促進効果を媒介する可能性があるという仮説を立て、

これらの検出できた GO カテゴリーの中で神経ペプチド受容体活性に焦点を当てて研究を

進めた。 

 本項は著者が実施した。 
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Figure 1-9. RNA-seq-based transcriptome analysis indicated multiple biological pathways 

altered by the administration of LP2227. 

(A) A flow chart of transcriptome analysis is shown. (B) The 10,848 genes detected in both groups of 

flies fed the control and LP2227 foods were plotted in a volcano plot. The expression level of the 

LP2227 group relative to that of the control group is shown on the x-axis, and its p-value is shown on 

the y-axis. Genes detected in only one group cannot be plotted because the axes are logarithmic. (C) 

Statistically significant GO terms in the category of “Molecular Function” are shown with p value and 

enrichment score. Enrichment score was calculated as (number of genes associated with the GO 

term)/(number of all genes in the GO term). 

  



27 

 

1-3-6. 神経ペプチド F（Neuropeptide F）が LP2227 の睡眠促進効果に必要 

 キイロショウジョウバエの EEC から分泌されるペプチドホルモンは 16 種類同定されて

いる。これらの内、allatostatin A（AstA）と myoinhibiting peptide precursor（Mip）、allatostatin 

C（AstC）、CCHamide-1（CCHa1）、CCHamide-2（CCHa2）、diuretic hormone 31（Dh31）、

neuropeptide F（NPF）の 7 つは、in situ ハイブリダイゼーションまたは免疫染色により実際

に発現していることが確認されている(Ji Chen et al., 2016)。また、これらホルモンは睡眠、

覚醒、または概日リズムと関連していることも分かっている (Jiangtian Chen et al., 2016; 

Chung et al., 2017; Díaz et al., 2019; Fujiwara et al., 2018; He et al. ., 2013; Hermann et al., 2012; 

Kunst et al., 2014; Oh et al., 2014; Ren et al., 2015)。そこで私は、これら 7 つのペプチドホルモ

ンについて LP2227 の睡眠促進作用への関与を評価した。 

まず、Act-Gal425FO1 を各ペプチドホルモン遺伝子に対する RNAi 配列を有する系統と交

配して得た、目的の遺伝子が恒常的にノックダウンされたハエに LP2227 を投与した。Act-

Gal425FO1 >AstARNAi は重度の致死性を示したため、評価することができなかった。睡眠測定

3 日目 ZT12-15 の睡眠量を定量的に比較したところ、次に示す系統は LP2227 を摂食するこ

とで睡眠量が有意に増加した：Act-Gal425FO1 >AstCRNAi、Act-Gal425FO1>CCHa2RNAi、Act-

Gal425FO1 >Dh31RNAi（Figure 1-10A）。対照的に、Act-Gal425FO1 >MipRNAi、  Act-Gal425FO1 

>CCHa1RNAi、Act-Gal425FO1 >NPFRNAi は LP2227 を摂食しても睡眠量は増加しなかった

（Figure 1-10A）。さらに、AstC または CCHa2 をノックダウンした系統では LP2227 による

入眠潜時の有意な短縮は認められたが、Mip、CCHa1、Dh31、NPF のノックダウン系統では

認められなかった（Figure 1-10B）。使用した親系統全てにおいて、LP2227 による睡眠量の

増加と入眠潜時の短縮を確認している（Figure 1-11）。これらの結果は、Mip、CCHa1、NPF

がLP2227の睡眠促進効果（睡眠量の増加と入眠潜時の短縮）が必要である可能性を示した。 

前述したようにAct-Gal425FO1 によるAstAの恒常的ノックダウンはショウジョウバエの正

常な発生を阻害した。そのため、Mip、CCHa1、NPF を恒常的にノックダウンしたハエにつ

いても発生段階の何らかの異常が LP2227 の睡眠促進効果の発現に影響した可能性がある。

そこで、AstA、Mip、CCHa1、NPF について分子遺伝子学的な手法、GeneSwitch system 

(Osterwalder et al., 2001; Roman et al., 2001)を用いて一時的に遺伝子発現を抑制した。これら

遺伝子の発現を成虫期に一時的に抑制するため、tub-GeneSwitch-Gal4 と各遺伝子の UAS-

RNAi 系統のハエを掛け合わせて目的のハエを得た。作成したハエにプロモーター領域を活

性化させる薬剤 RU486 を摂食させて RNAi を誘導すると、目的の遺伝子発現が抑制される

ことを確認した（Figure 1-12）。測定 3 日目 ZT12-15 の睡眠量は、AstA、Mip、CCHa1 のそ

れぞれをノックダウンした系統で有意に増加したが、NPF ノックダウン系統では増加しな

かった（Figure 1-10C）。加えて、入眠潜時の短縮も NPF ノックダウン系統でのみ認められ

なかった（Figure 1-10D）。なお、tub-GeneSwitch-Gal4/UAS-NPFRNAi に RU486 を含まない溶

液を摂取させた対照群においては、Canton-S2202u に投与した時と同様に LP2227 による睡眠

促進効果が現れることは確認できている（Figure 1-13）。これらの結果は、NPF が LP2227 の
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睡眠促進効果を媒介している可能性が高いことを示している。 

 本項は著者が実施した。 

 

 

 

Figure 1-10. Mini-screening of flies with gene knockdown of the peptide hormones expressed in 

the gut. 

(A and B) Knockdown was performed ubiquitously using Act-Gal4. (A) Amount of sleep during ZT12-

15 on day 3. (B) Sleep latency on day 3. (C and D) Knockdown was performed ubiquitously and 

temporally using tub5-GS-Gal4. (C) Amount of sleep during ZT12-15 on day 3 and (D) sleep latency 

on day 3. The sample size is shown below each graph. The Wilcoxon-Mann-Whitney test was used 

for statistical analysis of the control group vs LP2227 administered group in each genotype. ∗p < 0.05, 

∗∗p < 0.01, ∗∗∗p < 0.001, n.s. means not significant at p < 0.05.  
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Figure 1-11. LP2227 affected sleep in Gal4 and UAS parental strains. 

(A) Amount of sleep and (B) sleep latency were measured. Sample sizes are indicated below each 

graph. The Wilcoxon-Mann-Whitney test was applied for statistical analysis in each genotype. * p < 

0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001. 
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Figure 1-12. In flies with both GeneSwitch and UAS-RNAi, the expression of target genes was 

suppressed by treatment with RU486. 

Gene expression levels were measured on the second day after administration of RU486. n = 3, Bar  

graphs show mean and standard deviation. 

 

 

 

 

 

 

Figure 1-13. Sleep-promoting effects of LP2227 were not suppressed in tub5-GS-Gal4 > NPFRNAi 

flies treated with RU486 solvent.  

(A) Amount of sleep (B) Sleep latency Sample sizes are indicated below each graph. The Wilcoxon-

Mann-Whitney test was applied for statistical analysis in each genotype. * p < 0.05, *** p < 0.001. 
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1-4. 考察 

私は、キイロショウジョウバエの主要な腸内細菌である Lactiplantibacillus plantarum がキ

イロショウジョウバエの睡眠に及ぼす影響について調べ、LP2227 の摂食により睡眠が促進

することを見出した。LP2227 はオートクレーブによる加熱処理後も睡眠促進効果を維持し

たことから、プロバイオティクスとして作用していないことが分かった。さらに、抗生物質

の投与により腸内細菌を除去したハエにおいても LP2227 は睡眠を促進したことから、プレ

バイオティクスとしても作用していないことが示唆された。このことは、キイロショウジョ

ウバエにおいて既存の腸内細菌は宿主の睡眠に大きな影響は及ぼしていないという報告と

合致している (Jia et al., 2021; Selkrig et al., 2018)。これら摂取した菌が腸に定着して健康に

寄与するプロバイオティクス、あるいは摂取した成分が既存の有用な腸内細菌を増殖また

は活性化することで健康に寄与するプレバイオティクス以外に、乳酸菌等の生物が産生し

た物質が腸内菌層を介さず摂食者の健康に寄与するバイオジェニック作用が知られている

(Mitsuoka, 2000)。LP2227 はこのバイオジェニック作用により、つまり培養過程で産生した、

あるいは外部環境から取り入れて菌体内に蓄積した成分により、ショウジョウバエの睡眠

を促進すると考えられた。 

さらに、LP2227 の有効成分について研究を進めた。LP2227 を破砕後、遠心分離して得た

細胞質基質を含む菌体破砕上清がハエの睡眠を促進したことから、LP2227 の活性成分はこ

の上清画分に含まれることが分かった。また、加熱した LP2227 の検討から、加熱により変

性するタンパク質や加水分解するDNAやRNAは有効成分の候補から除外できた。さらに、

ペプチドグリカンや細胞壁成分も、これらが多く含まれる菌体破砕物の沈殿画分がハエの

睡眠を促進しなかったため候補から除外できた。これらより、LP2227 の有効成分は熱安定

性の高い水溶性の成分だと予測されるが、本研究では同定には至らなかった。菌体破砕上清

に含まれる成分を網羅的に解析し、含まれる成分をハエに投与して睡眠への影響を調べる

ことで有効成分を特定できるとは考えられるが、作業量を考えると現実的ではない。第 2 章

に記載するように、LP2227 を含む乳酸菌とビフィズス菌についてハエの睡眠に及ぼす影響

を幅広く調べたところ、睡眠促進作用が大きい菌種も、弱い又は認められない菌種もあった。

そのため、睡眠を促進する異菌種間、あるいは、睡眠促進効果に差がある近縁種間で代謝産

物を比較することが、睡眠促進の活性成分の特定に有効だろう。 

RNA シークエンシングを利用した腸のトランスクリプトーム解析により、LP2227 の投与

によって発現量が変化する遺伝子が多く含まれる経路をいくつか特定できた。Neuroactive 

peptide hormones は特定できた経路の一つである。摂食した乳酸菌の作用標的候補の一つは、

乳酸菌の活性成分が直接接する腸の細胞集団であり、その集団の一つの細胞種が腸内分泌

細胞（EECs）である。EECs はペプチドホルモンを体液中に放出し (Ji Chen et al., 2016; Guo 

et al., 2019; Hung et al., 2020)、EECs から放出される AstA や Mip、AstC、CCHa1、CCHa2、 

Dh31、NPF などのペプチドホルモンはハエの睡眠・覚醒行動や概日リズムに作用する 

(Jiangtian Chen et al., 2016; Chung et al., 2017; Díaz et al., 2019; Fujiwara et al., 2018; He et al., 
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2013; Hermann et al., 2012; Kunst et al., 2014; Oh et al., 2014; Ren et al., 2015)。これらペプチド

ホルモンの中から LP2227 の睡眠促進効果を介在する分子を特定するため、RNA interference 

(Fire et al., 1998)と Gal4/UAS 法 (Fischer et al., 1988)を組み合わせてペプチドホルモンをコー

ドする遺伝子の発現を抑制したハエを作成し、そのハエに LP2227 を摂食させて睡眠促進作

用の影響を評価した。その結果、LP2227 の睡眠促進効果に必要な内分泌因子として NPF を

見出した。 

NPF は 36 アミノ酸で構成されるペプチドホルモンで、哺乳類の neuropeptide Y (NPF)と相

同性を有する (Brown et al., 1999)。NPF の受容体の NPFR は、抑制性Ｇタンパク質を活性化

する G タンパク質共役受容体（GPCR）である (Garczynski et al., 2002)。ショウジョウバエ

において、NPF は摂食行動 (Q. Wu et al., 2005)、交尾行動 (Liu et al., 2019)、アルコール感知 

(Wen et al., 2005)、攻撃行動 (Dierick & Greenspan, 2007)、記憶学習 (Krashes et al., 2009)など、

様々な生理機能に関与している。睡眠・覚醒行動に関して、ゼブラフィッシュでは、NPY は

覚醒を促進するノルアドレナリン作動系を阻害することにより睡眠を促進する (Singh et al., 

2017)。哺乳類における NPY の睡眠促進効果はまだ議論の余地があり、NPY を静脈内に注

射するとヒトで睡眠を促進したり (Antonijevic et al., 2000; Held et al., 2006)、げっ歯類で脳に

NPY を注入すると睡眠が促進して運動が減少するとの報告がある一方 (Akanmu et al., 2006; 

Jolicoeur et al., 1991)、逆の効果も報告されている (Szentirmai & Krueger, 2006; Ushimura et al., 

2015)。ショウジョウバエの NPF も哺乳類同様の議論の余地がある。例えば NPF の過剰発

現は睡眠を促進するが雄に限定されるとの報告や (He et al., 2013)、NPF 産生細胞の活性化

は覚醒を促進するとの報告がある (Chung et al., 2017)。このように相反する効果が考えられ

る理由の 1 つとして、NPF と NPY が、作用する標的ニューロンによって睡眠行動に対して

異なる制御をしている可能性が上げられている (Singh et al., 2017)。 

ショウジョウバエは NPF を神経細胞と中腸で発現している。これまでに、NPF 産生神経

細胞を活性化すると摂食行動を促進すること (Chung et al., 2017)、中腸で産生される NPF は

生殖幹細胞の増殖を調節する (Ameku et al., 2018)ことが報告されている。また、ショウジョ

ウバエの睡眠は、朝の振動子（オシレーター）と夕方の振動子の 2 つの振動子によって制御

され、NPF を発現している Dorsal lateral neurons (LNds)と fifth small ventral lateral neurons 

(sLNv)は夕方の振動子の一部で、その神経活動は夕方に増加する (X. Liang et al., 2016)。LNds

を構成する 6 つのニューロンのうち 1 つは NPF 陽性かつクリプトクロム（CRY）陽性ニュ

ーロンであり (Yoshii et al., 2008)、Chung らは、CRY 陽性の NPF 産生細胞は覚醒を促進す

ることを明らかにした (Chung et al., 2017)。しかしながら、どの部位の NPF/NPFR シグナル

が、どのように睡眠制御に関与しているかについて不明な点が多い。LP2227 の作用機序を

理解するためには、LP2227 の活性物質によって制御される NPF 産生細胞と、そのシグナル

を受け取る NPFR 発現細胞の同定が必要である。今後、これにより NPF/NPFR シグナルと

睡眠の関係も一部明らかになるだろう。 

RNA シークエンシングにおいて、微生物の認識に関わる GO カテゴリーである
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peptidoglycan muralytic activity が、LP2227 の投与によりエンリッチされたカテゴリーとして

検出された。動物の免疫が活性化した状態だと、睡眠が増加することが哺乳類 (Krueger et 

al., 1982)とハエ (Kuo et al., 2010)ともに報告されている。LP2227 は細胞壁表面にペプチドグ

リカンを保有しており、ペプチドグリカンは腸の免疫応答である Toll シグナル伝達経路に

よって認識される (Valanne et al., 2011)。 そのため、私は当初 LP2227 の睡眠促進作用がペ

プチドグリカンにより惹起された免疫応答による可能性を推測していたが、ペプチドグリ

カン成分が豊富な LP2227 の破砕沈殿画分はハエの睡眠を促進させなかった (Figure 1-8)。 

したがって、LP2227 の睡眠への作用において免疫系の関与は考慮しなくて良い程度に低い

と考えている。 

本章の結論として、LP2227 の新しい生体作用として、キイロショウジョウバエに対する

睡眠促進効果を発見した。また、LP2227 の有効成分は腸からの NPF を介して、または神経

細胞の NPF を介して、睡眠促進効果を発揮することを見出した (Figure 1-14)。私は、今回

作用経路として見出した NPF のオルソログである NPY を哺乳類が有することから、LP2227

が哺乳類でも睡眠促進効果を発揮することを期待している。LP2227 などの睡眠をはじめと

する脳機能に作用する機能性乳酸菌の作用メカニズムの解明は、脳-腸-細菌相互作用の新し

い側面に関する理解に役立つだろう。 

 

 

Figure 1-14. Model showing the biogenic action of the LP2227 on fly sleep 

The active substance of LP2227 is released from the cells, or the cells are digested and flow out into 

the gut tract. The active substance acts directly or indirectly on NPF-producing cells and finally acts 

on the brain neuronal circuits to exert the sleep-promoting effect.  
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第 2 章 キイロショウジョウバエを活用したヒトまたは食物由来の微生物の睡眠促進作用の

スクリーニング 

2-1. 序論 

第 1 章で述べた通り、私はキイロショウジョウバエを用い、腸内細菌と睡眠の関係に着

目して検討を開始し、Lactiplantibacillus plantarum がハエの睡眠を促進することを発見し

た。また、当該菌は腸に定着して効果を発現するプロバイオティクスとしてではなく、保

有する成分が腸内細菌叢を介することなく生体に作用するバイオジェニクスとして作用し

ていることを明らかにした。第 1 章で L. plantarum を検討した理由は、同菌種を含む既存

の腸内細菌が睡眠に関与している可能性を踏まえてのものだったが、得られた結果からは

腸内細菌としての L. plantarum は睡眠促進への寄与は低いことを示すものであった。つま

り、L. plantarum が睡眠促進作用を発現するにあたって体内での生残性や体内への定着は考

慮しなくてよく、L. plantarum と同様の成分を有する菌であればハエの睡眠を促進可能だと

示された。L. plantarum は動物の消化管や糞、食肉、野菜、乳製品など様々なニッチに存在

するグラム陽性の乳酸菌である (Siezen et al., 2010)。ヒトの腸内や食品に存在する微生物

は他にも多くあるが、どのような種が、ハエの睡眠にどのような影響を与えるかは不明で

あった。 

本研究の目的は、緒言に記載した通り、得られた知見を睡眠改善素材の開発に活用する

ことを視野に入れた上で、ショウジョウバエの睡眠に対する腸内細菌あるいは経口摂取す

る微生物の及ぼす影響を明らかにすることにある。そこで本章では、ヒトや食品に由来す

る微生物 39 種類について、ショウジョウバエの睡眠に及ぼす影響を調査した。さらに、

その結果を起点に同じ菌種だが睡眠促進作用の強さが異なる菌株を見出し、それら菌株を

それぞれ投与したハエのトランスクリプトーム解析を行うことで、睡眠促進作用と関連の

ある候補遺伝子を絞り込んだ。最終的には、候補遺伝子に変異の入ったハエを用いた行動

試験を実施することで、評価した 39 種類の微生物のうち最も睡眠促進作用が大きかった

菌が睡眠促進作用を発揮するために必要なハエ側の遺伝子を特定した。 
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2-2. 材料と方法 

2-2-1. 使用したキイロショウジョウバエの系統と維持条件 

 本章の研究ではキイロショウジョウバエを第 1 章と同様に標準的なコーンミール/酵母ベ

ースの餌（50 g/L グルコース、45 g/L 酵母、40 g/L コーンフラワー、8 g/L 寒天、4 ml/L プ

ロピオン酸、3 ml/L ボーキニン）を与え、温度 24 ±1°C、相対湿度 60 ± 3%、12 時間ごとの

明暗周期条件（12 時間 L/D）下で飼育した。Canton-S2202uを野生型系統として使用した。

また、InR のヘテロ接合変異体（InRE19/+）を作成するために、InRE19/TM2 

(RRID:BDSC_9646)をブルーミントンショウジョウバエストックセンターから入手し、

Canton-S2202uと交配させた。実験には、羽化後 10 時間以内に二酸化炭素麻酔下で雌雄選別

して回収した処女メスのみを使用した。回収したハエは餌の入ったバイアル 15～20 匹ず

つ入れて実験に使用するまで維持飼育した。 

 

2-2-2. 微生物サンプルの調製 

 本研究で使用した全ての微生物は雪印メグミルク株式会社から入手した。各微生物は

Table 2-1 に示す条件で培養し、遠心分離（7,000 × g, 20 分, 4 °C）により回収した菌体を滅

菌生理食塩水（0.9% NaCl）で 2 回洗浄した。行動スクリーニングに用いる微生物は 240 mL

の培地で培養し、得られた菌体ペレットをトレハロース溶液に懸濁し、培養に用いた培地量

の 10 分の 1 量に調整した（トレハロース終濃度 12.5%）。その菌体懸濁液を、6 本のクライ

オチューブに 4 mL ずつ分注し、4°C で 2～5 時間インキュベートした後、液体窒素で急速凍

結し、実験に使用するまで -80°C で保存した。その他の実験には、滅菌生理食塩水で洗浄し

た菌体ペレットを滅菌蒸留水で再度洗浄した後、凍結乾燥し、実験に使用するまで -80°C で

保存したものを使用した。 

 

2-2-3. 睡眠測定 

 第 1 章にも記載した通り、ショウジョウバエの睡眠測定には Drosophila activity monitoring 

system（DAMs：Trikinetics, MA, USA）を使用した。羽化後 3~4 日目の処女メスのショウジ

ョウバエを、コントロール餌または試験餌を一端に詰めた 5 × 65 mm のガラスチューブに入

れた後、もう一端に綿の栓をした。このガラスチューブを DAMs にセットした。DAMs を

25 ± 1°C、12 時間 L/D（8～20 時を明期、20～翌 8 時を暗期）に設定したインキュベータに

入れ、一晩新しい環境で馴化した後、翌朝 8 時からデータ収集を開始した。 

 計 39 種の微生物のスクリーニングと、加熱した BA2786 を与えたハエの睡眠行動を評価

する際の、コントロール群の餌組成はトレハロース（6.25%）、スクロース（5.0%）、寒天（1.0%）

とし、試験群の餌は 2-2-2 に記載した菌体懸濁液（トレハロース終濃度 12.5%）をスクロー

ス寒天溶液（スクロース 10.0%、バクトアガー2.0%）と等量混合して調製した。なお、BA2786

の菌体懸濁液を恒温槽（HB-80, TAITEC Co., Saitama, Japan）で 65℃ 1 時間加熱することで、

加熱死菌体を調製した。 
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その他の試験では、スクロース 5.0%、寒天 1.0%の溶液をコントロール餌とし、試験群の餌

は凍結乾燥菌体をコントロール餌に約 1%混ぜることで調製した。 

 ショウジョウバエの行動量のデータは 1 分間隔で取得し、5 分以上不活動であった場合に

“睡眠”と判定した。すべての行動パラメーターは統計解析ソフト R の Rethomics パッケージ

(Geissmann et al., 2019)を使用して算出した。また、測定中に死亡したハエは解析から除外し

た。睡眠に関する指標は第 1 章と同様である。特段の断りが無い限り、3 日目の行動量のデ

ータを解析に用いた。 

 

2-2-3. 摂食量の測定 

 菌体を含む餌に対する摂食量の測定は、既報を参考に条件を一部改変して実施した(Ko et 

al., 2022; Shell et al., 2018; Q. Wu et al., 2020)。具体的には、菌体を含む試験食に青色色素（1% 

w/v, Blue No. 1, Fujifilm Wako Pure Chemicals Corporation, Osaka, Japan）を混ぜ、それぞれ給餌

用の容器（10 μL tip, Molecular BioProducts, CA, USA, Cat# 3500）に充填した。50 mL 容量の

コニカルチューブ（Greiner, Kremsmünster, Austria, Cat# 227261）の蓋に穴を開け、その穴に

餌を充填した給餌カップを挿入した。10 匹のハエをコニカルチューブに入れ、餌がセット

された蓋を閉めて 6 時間摂食させた。その後ハエを回収し、1 mL の超純水中で磨り潰して

体内の色素を溶出した。また、別の 1 mL の超純水でハエを回収後のコニカルチューブ内壁

を洗い、内壁に排泄された糞中の色素を溶出した。これら色素溶出液を混合し、分光光度計

（Infinite M Plex, Tecan, Switzerland）を用い 630 nm の吸光度を測定した。 

 

2-2-3. 微生物の系統樹作成 

微生物の 16S rRNA 配列をNCBI データベース (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/)から

取得した。系統樹作成に使用した、行動スクリーニングに供した微生物の基準株の 16S rRNA

配列のアクセッションナンバーを Table 2-1 に示す。MEGA X (Kumar et al., 2018)を用い、

RNA 配列をアライメントし、近隣結合法でて系統樹を作成した。 

 

2-2-4. RNA シークエンシング解析 

 睡眠測定開始後 4 日目の ZT12~13 の間に、コントロール餌または試験餌を与えたハエか

ら頭部を回収した。頭部のトータル RNA を RNeasy mini kit (Qiagen, Hilden, Germany)を使用

して抽出した。RNA シークエンスライブラリの構築とシークエンシングは Macrogen Inc. 

（Seoul, Republic of Korea）に委託し、Illumina NovaSeq6000 system で実施した。読み取った

フ ラ グ メ ン ト は キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ の ゲ ノ ム デ ー タ （ NCBI 

GCF_000001215.4_Release_6_plus_ISO1_MT）にマッピングし、StringTie (Pertea et al., 2015)を

用いて再構築した。RNA 発現レベルの比較には、edgeR (Robinson et al., 2010)を用いて負の

二項分布の正確検定を適用した。コントロール群と 2 つの試験群の全てで発現が確認され

た遺伝子から、コントロール群と試験群それぞれでの発現レベルを比較し、発現量の変化が
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2 倍以上で、かつ p < 0.05 である遺伝子を抽出した。 

 

2-2-5. 統計解析 

 統計解析には R を用いた。全てのデータについて Shapiro-Wilk test で正規性を確認し、適

した解析手法を適用した。Welch’s t-test または Wilcoxon-Mann-Whitney test を繰り返す際に

は Bonferroni 法で p 値を補正した。有意水準は 0.05 とした。箱ひげ図の箱では中央値と四

分位範囲を、ひげでは外れ値を除いた最大および最少のデータポイントを表した。睡眠促進

効果の大きさを評価するために、次式を使用して Wilcoxon-Mann-Whitney test で得られた z

値から効果量 r を算出した：r = z /√n 。 

 

Table 2-1. List of bacterial strains used in the study 

Species name Medium Temperature 
Oxygenated 16S rRNA 

environment accession number 

Bifidobacterium adolescentis  GAM+G*1 37℃ anaerobic LC071806 

Bifidobacterium bifidum  GAM+G 37℃ anaerobic LC071804 

Bifidobacterium breve  GAM+G 37℃ anaerobic LC071793 

Bifidobacterium faecale  GAM+G 37℃ anaerobic KF990498 

Bifidobacterium longum subsp. longum GAM+G 37℃ anaerobic LC071818 

Bifidobacterium longum subsp.infantis GAM+G 37℃ anaerobic D86184 

Bifidobacterium pseudocatenulatum GAM+G 37℃ anaerobic LC071796 

Bifidobacterium pseudolongum subsp. globosum GAM+G 37℃ anaerobic LC071834 

Bifidobacterium thermophilum GAM+G 37℃ anaerobic LC071798 

Lacticaseibacillus paracasei subsp. tolerans MRS*2 37℃ aerobic LC065035 

Lacticaseibacillus rhamnosus MRS 37℃ aerobic LC145553 

Lactiplantibacillus plantarum MRS 37℃ aerobic LC064896 

Lactobacillus acidophilus MRS 37℃ aerobic LC064893 

Lactobacillus amylovorus MRS 37℃ aerobic LC064891 

Lactobacillus crispatus MRS 37℃ aerobic LC065039 

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus MRS 37℃ aerobic LC063162 

Lactobacillus gasseri MRS 37℃ aerobic LC064892 

Lactobacillus helveticus  MRS 37℃ aerobic LC062899 

Lactobacillus johnsonii MRS 37℃ aerobic LC071811 

Latilactobacillus sakei MRS 37℃ aerobic LC064899 

Lentilactobacillus kefiri MRS 37℃ aerobic LC145557 

Lentilactobacillus parabuchneri MRS 37℃ aerobic LC383822 
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Levilactobacillus brevis MRS 37℃ aerobic LC062897 

Ligilactobacillus acidipiscis MRS 37℃ aerobic LC145575 

Ligilactobacillus salivarius subsp.salicinius MRS 37℃ aerobic LC071821 

Limosilactobacillus fermentum MRS 37℃ aerobic LC065036 

Limosilactobacillus mucosae MRS 37℃ aerobic AF126738 

Limosilactobacillus oris MRS 37℃ aerobic LC097079 

Limosilactobacillus reuteri MRS 37℃ aerobic LC145550 

Limosilactobacillus vaginalis MRS 37℃ aerobic LC096217 

Lactococcus lactis subsp.lactis M17*3 30℃ aerobic AB100803 

Lactococcus raffinolactis  M17 30℃ aerobic LC071827 

Streptococcus mitis  MRS 37℃ aerobic AF003929 

Streptococcus parauberis  GAM+G 30℃ aerobic NR_043001 

Streptococcus salivarius  MRS 37℃ aerobic LC071828 

Streptococcus thermophilus  M17+G*4 37℃ aerobic AY188354 

Weissella cibaria MRS 37℃ aerobic LC096236 

Weissella confusa MRS 37℃ aerobic LC063164 

Weissella paramesenteroides  MRS 30℃ aerobic LC096224 

*1 GAM+G: Gifu Anaerobic Medium broth (NISSUI PHARMACEUTICAL CO.,LTD., Japan) + 1% Glucose 

*2 MRS: Man, Rogosa, and Sharpe broth (BD Biosciences, CA, USA)  

*3 M17: M17 Broth (BD Biosciences, CA, USA)  

*4 M17+G: M17 Broth (BD Biosciences, CA, USA) + 1% Glucose 
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2-3. 結果 

2-3-1.ヒト腸内または食品関連微生物 39 種類のハエの睡眠に対する効果検証 

 睡眠を促進する作用を有するヒト腸内または食品関連の微生物を選定するために、30 種

類の乳酸菌と 9 種類のビフィズス菌それぞれを単独でハエに経口投与して行動を評価した。

30 種類の乳酸菌は、Lacticaseibacillus、Lactiplantibacillus、Lactobacillus、Latilactobacillus、

Lentilactobacillus、Levilactobacillus、Ligilactobacillus、Limosilactobacillus、Weissella、Lactococcus、

Streptococcus のいずれかに属する。また、ビフィズス菌とは Bifidobacterium に属する菌を指

す。それぞれの微生物を投与したショウジョウバについて主要な睡眠時間である夜間の睡

眠量を分析したところ、6 種類の微生物において、微生物を含まない餌を摂取した対照群に

比べて夜間睡眠量を有意に増加させることが明らかとなった（Figure 2-1A）。今回睡眠量を

増加させた 6 種類の微生物のうち 4 種類は、Limosilactobacillus reuteri、Lentilactobacillus 

parabuchneri、Lactobacillus helveticus、Ligilactobacillus salivarius subsp. salicinius であり、こ

れらは 2020 年までの分類では Lactobacillus に属するものであった (Zheng et al., 2020)。ま

た、残りの 2 菌種は Bifidobacterium adolescentis と B. pseudocatenulatum であった。 

次に、評価した微生物の睡眠促進作用の大きさと微生物のゲノム情報に関連があるか調

べるため、睡眠促進作用について効果量を算出して各菌種基準株の 16S rRNA 配列に基づく

系統樹にプロットした（Figure 2-1B）。効果量が最も大きかった微生物は B. adolescentis で

あり（r = 0.31）、有意差が認められたもう一方のビフィズス菌は B. pseudocatenulatum であ

った。これらビフィズス菌 2 種も睡眠を有意に増加させた乳酸菌 4 菌種も、系統樹の特定

の枝に集中してはいなかった。対照的に Streptococcus と Lactococcus、Weissella は評価した

全菌株（それぞれ 4、2、3 菌株）でハエの睡眠に有意な影響を与えなかった。これらの結果

は、ヒトの腸内または食品関連微生物 39 種類の睡眠促進効果が、菌の属にある程度依存し

ていることが示唆している。私は、このスクリーニング結果に基づいて B. adolescentis に注

目し、その睡眠と覚醒への影響を詳細に調べた。 

 本項の実験に係る作業は村上氏と著者で均等に実施したが、解析と考察は著者が実施し

た。 

 

 



40 

 

 

Figure 2-1. Behavioral screening of the effects of lactic acid bacteria (LAB) and Bifidobacteria 

on sleep in flies.  

(A) Amount of sleep between ZT12 and 24 on the third day of oral administration. (B) Relationship 

between the genetics of each bacterium and the magnitude of the sleep-promoting effect. Phylogenetic 

tree of bacteria based on 16S rRNA of their type-strain is shown, along with the p value of the amount 

of sleep between ZT12 and 24 on the third day and its effect size (e). Bootstrap values are indicated at 

each node on the phylogenetic tree. The experiments on n = 16 flies/group/experiment were repeated 

six times and n = 96 flies/group were obtained. For statistical analyses, the amount of sleep was 

compared with that in the control group. Statistical difference was determined using the Wilcoxon–

Mann–Whitney test and adjusted with the Bonferroni correction. *p < .05; **p < .01; ***p < .001.  
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2-3-2. B. adolescentis の睡眠と覚醒への作用の特徴 

スクリーニングに使用した B. adolescentis は SBT2786 株であり（以降、BA2786 と呼ぶ）、

この菌を投与したハエの行動を詳細に調べた。BA2786 を摂取したハエの日中の睡眠量は 3

日目のみ増加し、夜間の睡眠量は 2 日目と 3 日目で増加した（Figure 2-2A-C）。また、BA2786

を摂取したハエでは 3 日間すべてで睡眠潜時が有意に短縮した（Figure 2-2D）。睡眠量は各

睡眠バウトの長さを合計したものである。しかし、BA2786 を摂取したハエでは夜間睡眠量

は増加したものの、睡眠バウトの長さと回数はコントロール群との間に有意差は認められ

なかった（Figure 2-2E and F）。この矛盾した現象を理解するために、睡眠バウトを一定時

間範囲毎に区切り、最短の区分から最長の区分まで睡眠量を累積した（Figure 2-3）。その結

果、半数以上の睡眠バウトが含まれる 40 分未満の区分では両グループ間の累積睡眠量に差

は見られなかった。しかし、それ以降の長い区分まで見ると、約 300 分の睡眠バウトまでの

睡眠量の積算値は BA2786 投与群で低く、300 分以降は BA2786 投与群で高い値を示した。

この結果は、夜間の総睡眠量の増加が、長い睡眠バウトの増加によって引き起こされたこと

を示唆している。睡眠バウトの長さが長くなることは睡眠が統合されたことを、短くなるこ

とは睡眠が断片化していることを示す (Koh et al., 2006)。つまり、これらの結果は、BA2786

により睡眠が統合され、夜間の睡眠の総量が増加したことを示している。 

次に、BA2786 の睡眠促進効果が、運動機能の低下などによって引き起こされる可能性も

想定されるため、覚醒行動に対する BA2786 の効果を調べた。活動パターンのプロットか

ら、BA2786 の投与がハエの活動を減少させることが示唆された（Figure 2-4A）。実際に、

ハエの赤外線通過回数は、3 日目の昼間と、2 日目と 3 日目の夜間で有意に減少した（Figure 

2-4B and C）。他の覚醒行動のパラメーターである活動指数（覚醒時間 1 分間あたりの赤外

線通過回数）を調べたところ、BA2786 の投与は 2 日目と 3 日目の夜間において活動指数を

減少させたが、日中の覚醒活動指数に有意な変化を起こさなかった（Figure 2-4D and E）。

これらの結果は、BA2786 による夜間の赤外線通過回数の減少は覚醒時間の減少だけでなく、

覚醒時の活動レベルの低下によるものであることを示唆している。また主な活動時間であ

る昼間の活動指数に変化は見られないことから、BA2786 がハエの運動機能を低下させたの

ではないことが示された。 

なお、BA2786 を 65°C で 1 時間加熱殺菌後（< 100 cfu/mL; 検出限界未満）にハエに投与

したところ、BA2786 の睡眠促進効果の代表値として測定した測定 3 日目の夜間の睡眠量と

睡眠潜時はそれぞれ有意に増加および短縮した（Figure 2-5）。この結果は、ハエの睡眠を促

進するために BA2786 が生菌である必要がないことを示した。 

本項の実験に係る作業は村上氏と著者で実施したが、解析と考察は著者が行った。 
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Figure 2-2. Oral administration of BA2786 increased the amount of sleep at the onset of the 

night-time and decreased the sleep latency.  

(A) Sleep patterns of flies fed control (red) or BA2786 (green) food. Sleep patterns are indicated with 

mean ± SEM. (B) Amount of sleep during the daytime (ZT0–12), (C) amount of sleep during the night-

time (ZT12–24), (D) sleep latency, (E) sleep bout length, and (F) number of sleep bouts during the 

night-time (n = 96 for each group). The Wilcoxon–Mann–Whitney test was used for statistical analysis 

and adjusted with the Bonferroni correction. *p < .05; **p < .01; ***p < .001; n.s., not significant. 

 



43 

 

 

Figure 2-3. Accumulated sleep amount for each range of sleep bout length during ZT12–24 on 

the third day. n = 96 for each group. 
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Figure 2-4. Wakefulness was altered in BA2786-fed flies.  

(A) Activity patterns of flies on control (red) or BA2786 (green) food. (B) Activity counts during the 

daytime (ZT0–12), and (C) during the night-time (ZT12–24). (D) Activity index during the daytime, 

and (E) during the night-time (n = 96 for each group). The Wilcoxon–Mann–Whitney test was used 

for statistical analysis and adjusted with the Bonferroni correction. *p < .05; **p < .01; ***p < .001; 

n.s., not significant. 
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Figure 2-5. Heat-killed BA2786 promoted sleep in flies.  

The effects of heat-killed BA2786 were tested in flies. (A) Sleep patterns of flies on the third day. 

Sleep patterns are indicated as mean ± SEM. (B) Amount of sleep during ZT12–24 on day 3 and (C) 

sleep latency on the third day. The sample sizes are shown below each graph. The Wilcoxon–Mann–

Whitney test was used for statistical analysis. ∗p < 0.05; ∗∗∗p < 0.001. 
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2-3-3. B. adolescentis BA003 の睡眠と覚醒への作用の特徴 

プロバイオティクスは、同じ菌種であっても菌株が異なれば宿主に対して異なる影響を

与える可能性がある (Hill et al., 2014; McFarland et al., 2018)。そこで、BA2786 はプロバイオ

ティクスではないが、BA2786 と同様にヒトの糞便から分離して系統化された B. adolescentis

の別菌株である BA003 についてもショウジョウバエに経口投与して睡眠への影響を調べた。

すると、夜間睡眠量を有意に増加させた BA2786 とは対照的に、BA003 を投与してもハエ

の睡眠パターンに顕著な変化は見られなかった（Figure 2-6A）。定量的に評価しても日中の

睡眠量、夜間の睡眠量、睡眠潜時、睡眠バウトの長さ、睡眠バウトの回数に有意な違いは検

出されなかった（Figure 2-6B-F）。同様に、活動パターンについても明確な変化は見られな

かった（Figure 2-7A）。BA003 の投与により、2 日目夜間の活動量には有意な減少が認めら

れたものの、他の時間帯の活動量や活動指数には有意な変化は認められなかった（Figure 2-

7B-E）。このように、BA003 はショウジョウバエの睡眠行動にほとんど影響を与えなかった。

この原因としてショウジョウバエが BA003 を摂取していない可能性も考えられたが、

BA003 を含む餌と BA2786 を含む餌に対する摂食量に有意差はなかった（Figure 2-8）。つま

り、BA003 は BA2786 と同じ種に属するが、ショウジョウバエの睡眠に対する作用は小さ

いことを示している。 

本項の睡眠・覚醒行動に係る作業は村上氏と著者で分担し、摂食量評価は著者が実施した。

結果の解析と考察は著者が行った。 
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Figure 2-6. Oral administration of BA003 did not affect the fly sleep.  

(A) Sleep patterns of flies fed control (red) or BA003 (green) food. Sleep patterns are indicated with 

mean ± SEM. (B) Amount of sleep during the daytime (ZT0–12), (C) amount of sleep during the night-

time (ZT12–24), (D) sleep latency, (E) sleep bout length, and (F) number of sleep bouts during the 

night-time (n = 94–95 for each group). The Wilcoxon–Mann–Whitney test was used for statistical 

analysis and adjusted with the Bonferroni correction. n.s., not significant. 
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Figure 2-7. Wakefulness was mostly unaltered in flies fed BA003.  

(A) Activity patterns of flies fed control (red) or BA003 (green) food. (B) Activity counts during the 

daytime (ZT0–12), and (C) during the night-time (ZT12–24). (D) Activity index during the daytime, 

and (E) during the night-time (n = 94–95 for each group). The Wilcoxon–Mann–Whitney test was 

used for statistical analysis and adjusted with the Bonferroni correction. *p < .05; n.s., not significant. 
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Figure 2-8. Food consumption by flies of BA2786 and BA003 food was not different from that of 

the control food.  

The amount of food consumed by flies in 6 h was measured for each type of food. Bars represent mean 

± SD. n = 5 for each group. The Tukey–Kramer test was applied for statistical analysis. n.s.; not 

significant.  
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2-3-4. BA2786 または BA003 の摂食によるショウジョウバエ頭部の遺伝子発現変化 

異なる菌を摂食したことによる表現型の差は、摂食によるハエの遺伝子発現の変化の差

異による可能性がある。この仮定に基づき BA2896 の睡眠促進作用に関連する、ハエの遺伝

子発現の変化を調べた。RNA シークエンシングを活用し、BA2786 または BA003 を摂食し

たハエ、および菌を含まない餌を摂食したハエの頭部のトランスクリプトームの特性を比

較した。菌を含まない餌を摂食したハエと比較すると、発現量が 2 倍以上増加した（p <0.05、

カイ二乗検定）遺伝子の数は BA2786 摂取群で 70 個、BA003 摂取群で 58 個であった。ま

た、発現量が低下した遺伝子の数は BA2786 摂取群で 50 個、BA003 摂取群で 38 個であっ

た（Figure 2-9）。さらに、BA2786 を投与した群でのみ発現量が増加または低下した遺伝子

は、それぞれ 34 個と 39 個であった（Figure 2-9、Table 2-2, 2-3）。BA2786 摂取群で発現上

昇した遺伝子の一つにインスリン様受容体（Insulin-like receptor, InR）があり、これはショウ

ジョウバエの睡眠を促進する他の微生物、Lactiplantibacillus plantarum SBT2227（第 1 章で

睡眠促進作用を見出した乳酸菌、以下 LP2227 と呼ぶ）を投与したハエでも発現が上昇して

いた（Table 2-4, 2-5）。これらの結果より、私は InR に着目し、次に InR ヘテロ接合変異体

を使用してハエの睡眠に対する BA2786 の影響を調べた。 

本項は著者が実施した。 

 

 

 

 

Figure 2-9. Transcriptome-based analysis of the effects of BA2786 or BA003 in the fly head.  

(A, B) Venn diagram showing the number of genes whose expression level was changed relative to 

that in the control group. Genes with increased expression levels are shown in (A) and genes with 

decreased expression levels are shown in (B). 
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Table 2-2. Genes upregulated by the administration of BA2786 but not by that of BA003 

Gene     

mRNA expression level 

(relative to that in the control 

group) 

Name FLYBASE no.   BA2786 BA003 

cyclin B FBgn0000405  7.2 2.7 

G protein beta-subunit 13F FBgn0001105  2.4 1.1 

phosphoenolpyruvate carboxykinase 1 FBgn0003067  2.2 1.7 

proliferating cell nuclear antigen FBgn0005655  8.0 3.0 

Odorant-binding protein 28a FBgn0011283  2.5 1.2 

cyclin B3 FBgn0015625  3.0 2.2 

Pinocchio FBgn0016926  2.5 –1.0 

Odorant-binding protein 56a FBgn0034468  2.2 1.7 

Zye FBgn0036985  2.2 1.2 

meiosis regulator and mRNA stability factor 1 FBgn0039972  2.6 2.2 

Attacin-B FBgn0041581  3.9 1.8 

Claspin FBgn0052251  3.4 1.3 

alpha-Tubulin at 67C FBgn0087040  2.9 –1.1 

uncoordinated 115b FBgn0260463  2.0 1.0 

pre-mod(mdg4)-C FBgn0266170  5.3 1.6 

Penduline FBgn0267727  6.7 2.6 

Insulin-like receptor FBgn0283499  2.1 1.0 

uncharacterized protein FBgn0028855  2.1 1.9 

uncharacterized protein FBgn0033374  2.3 1.6 
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uncharacterized protein FBgn0034440  2.3 –1.9 

uncharacterized protein FBgn0036979  5.3 3.3 

uncharacterized protein FBgn0037844  3.6 1.8 

uncharacterized protein FBgn0038099  3.4 2.0 

uncharacterized protein FBgn0051773  2.5 1.6 

uncharacterized protein FBgn0085194  2.3 1.9 

uncharacterized protein FBgn0264742  2.9 1.0 

uncharacterized protein FBgn0266434  3.2 1.7 

uncharacterized protein FBgn0266540  2.1 –2.6 

uncharacterized protein FBgn0267964  3.1 1.2 

small nucleolar RNA Me18S-G1358 FBgn0286758  57.1 –1.1 

long non-coding RNA on the X 1 FBgn0019661  2.7 1.3 

long non-coding RNA:CR44347 FBgn0265447  3.2 1.1 

long non-coding RNA:CR45447 FBgn0267003  4.7 3.9 

28S ribosomal RNA FBgn0267504   9.5 –1.7 
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Table 2-3. Genes downregulated by the administration of BA2786 but not by that of BA003 

Gene     

mRNA expression level 

(relative to that in the control 

group) 

Name FLYBASE no.   BA2786 BA003 

small nuclear RNA U2 at 34AB a FBgn0004191  –6.6 –1.3 

Corto FBgn0010313  –2.1 1.1 

Chico FBgn0024248  –2.0 1.0 

Turandot A FBgn0028396  –8.0 –1.0 

chemosensory protein A 7a FBgn0029948  –4.3 –1.7 

Turandot M FBgn0031701  –8.2 1.7 

Hyccin FBgn0034269  –2.6 1.0 

immune induced molecule 23 FBgn0034328  –2.4 –2.0 

Diedel FBgn0039666  –3.3 2.0 

prolyl-4-hydroxylase-alpha NE1 FBgn0039780  –4.4 –3.2 

mediator complex subunit 26 FBgn0039923  –2.5 1.1 

Turandot X FBgn0044810  –2.2 1.3 

Turandot C FBgn0044812  –17.5 1.0 

eukaryotic translation initiation factor 4E 

homologous protein 

FBgn0053100  –2.1 1.0 

p24-related-2 FBgn0053105  –19.1 –1.1 

nimrod C4 FBgn0260011  –2.6 –1.3 

Glycerol-3-phosphate dehydrogenase 3 FBgn0263048  –2.4 –1.7 

pre-mod(mdg4)-K FBgn0266173  –3.2 –2.6 
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nicotinic acetylcholine receptor alpha4 FBgn0266347  –2.4 1.1 

uncharacterized protein FBgn0000092  –2.3 –1.7 

uncharacterized protein FBgn0034515  –4.1 –1.6 

uncharacterized protein FBgn0035228  –4.5 –1.1 

uncharacterized protein FBgn0039945  –2.2 1.4 

uncharacterized protein FBgn0040637  –2.1 –1.4 

uncharacterized protein FBgn0050154  –2.8 –2.0 

uncharacterized protein FBgn0051806  –12.6 –2.1 

uncharacterized protein FBgn0051875  –6.2 –1.1 

uncharacterized protein FBgn0085193  –7.4 –1.4 

uncharacterized protein FBgn0085246  –8.6 –2.9 

uncharacterized protein FBgn0259202  –4.0 –1.1 

uncharacterized protein FBgn0259699  –2.9 –1.7 

uncharacterized protein FBgn0259709  –11.9 –1.4 

uncharacterized protein FBgn0259933  –2.8 –1.8 

uncharacterized protein FBgn0259989  –6.5 –2.7 

uncharacterized protein FBgn0260222  –5.0 –1.7 

uncharacterized protein FBgn0264743  –3.1 1.0 

long non-coding RNA:CR33987 FBgn0053987  –4.1 –1.3 

long non-coding RNA:CR45204 FBgn0266731  –5.2 –1.6 

pre-ribosomal RNA FBgn0267507   –318.9 –1.7 
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Table 2-4. Genes upregulated by the administration of LP2227 but not by that of BA003 

Gene     

mRNA expression 

levels (relative to the 

control group) 

p-value with  

Bonferroni correction 

name FLYBASE no.   LP2227 BA003 LP2227 BA003 

G protein beta-subunit 13F FBgn0001105  2.3 1.1 0.00 1.00 

heat shock 70-kDa protein cognate 3 FBgn0001218  2.1 1.0 0.00 1.00 

proliferating cell nuclear antigen FBgn0005655  4.3 3.0 0.01 0.24 

Odorant-binding protein 56a FBgn0034468  3.0 1.7 0.00 0.16 

SCP-containing protein C FBgn0037879  2.6 2.0 0.03 0.49 

snoRNA:Psi28S-1175c FBgn0083003  9.0 5.8 0.04 0.36 

lemming B FBgn0085470  7.6 1.0 0.00 1.00 

modigliani FBgn0261019  121.2 -1.1 0.00 1.00 

pre-mod(mdg4)-J FBgn0266176  11.4 7.6 0.00 0.08 

antisense RNA:CR45928 FBgn0267590  10.4 -1.1 0.01 1.00 

Insulin-like receptor FBgn0283499  2.3 1.0 0.00 1.00 

uncharacterized protein FBgn0030797  5.4 1.3 0.00 1.00 

uncharacterized protein FBgn0033693  12.7 -23.6 0.00 0.00 

uncharacterized protein FBgn0036856  9.5 -1.7 0.00 1.00 

uncharacterized protein FBgn0038160  3.1 1.7 0.00 0.06 

uncharacterized protein FBgn0085194  2.6 1.9 0.00 0.06 

uncharacterized protein FBgn0260238  14.3 2.3 0.00 1.00 

uncharacterized protein FBgn0260760  2.4 1.8 0.01 0.32 

uncharacterized protein FBgn0262102  3.4 -1.8 0.04 1.00 

uncharacterized protein FBgn0266490  7.7 -1.3 0.00 1.00 

uncharacterized protein FBgn0266540  2.0 -2.6 0.05 0.03 

uncharacterized protein FBgn0284223  2.0 -1.4 0.00 1.00 

long non-coding RNA on the X 1 FBgn0019661  6.6 1.3 0.00 1.00 

long non-coding RNA:CR43334 FBgn0286827  4.8 2.8 0.00 0.11 

28S ribosomal RNA FBgn0267504  25.1 -1.7 0.00 0.02 

28S ribosomal RNA pseudogene FBgn0267508  2.0 -1.5 0.00 0.53 

. FBgn0013672  3.2 1.9 0.00 0.00 

 

  



56 

 

Table 2-5. Genes downregulated by the administration of LP2227 but not by that of BA003 

Gene     

mRNA expression 

levels (relative to the 

control group) 

p-value with  

Bonferroni 

correction 

name FLYBASE no.   LP2227 BA003 LP2227 BA003 

almondex FBgn0000077  -4.3 -1.1 0.00 1.00 

abnormal spindle FBgn0000140  -9.5 -1.3 0.02 1.00 

easter FBgn0000533  -2.2 -1.1 0.00 1.00 

heat shock protein 22 FBgn0001223  -19.0 1.1 0.00 1.00 

drosocin FBgn0010388  -3.4 1.0 0.00 1.00 

metchnikowin FBgn0014865  -2.5 1.2 0.00 1.00 

dissatisfaction FBgn0015381  -2.7 -2.5 0.03 0.06 

obstructor-B FBgn0027600  -3.0 -1.4 0.03 1.00 

turandot A FBgn0028396  -4.0 -1.0 0.00 1.00 

NADH dehydrogenase (ubiquinone) 

MNLL subunit 
FBgn0029971  -5.4 -1.0 0.00 1.00 

turandot M FBgn0031701  -5.1 1.7 0.00 0.03 

immune induced molecule 23 FBgn0034328  -2.2 -2.0 0.00 0.01 

ammonium transporter FBgn0038309  -6.1 -2.0 0.01 0.81 

eukaryotic translation initiation factor 

4E6 
FBgn0039622  -2.7 1.5 0.05 1.00 

diedel FBgn0039666  -6.2 2.0 0.00 0.18 

prolyl-4-hydroxylase-alpha NE1 FBgn0039780  -4.1 -3.2 0.04 0.14 

carbonic anhydrase 5 FBgn0040629  -2.5 1.5 0.00 0.52 

turandot X FBgn0044810  -2.5 1.3 0.00 1.00 

turandot C FBgn0044812  -7.6 1.0 0.00 1.00 

SWIM domain containing Srs2 

interacting protein 1 
FBgn0085343  -31.2 -3.1 0.00 0.14 

lemming A FBgn0250903  -3.7 1.2 0.00 1.00 

uncharacterized protein FBgn0031673  -2.1 -1.8 0.00 0.01 

uncharacterized protein FBgn0036481  -2.0 -1.1 0.02 1.00 

uncharacterized protein FBgn0039479  -3.5 1.1 0.00 1.00 

uncharacterized protein FBgn0039945  -2.4 1.4 0.00 0.85 

uncharacterized protein FBgn0050054  -3.9 1.0 0.00 1.00 
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uncharacterized protein FBgn0050274  -5.9 1.3 0.00 1.00 

uncharacterized protein FBgn0051274  -16.0 1.1 0.00 1.00 

uncharacterized protein FBgn0053964  -10.1 1.2 0.00 1.00 

uncharacterized protein FBgn0061360  -4.5 -1.0 0.00 1.00 

uncharacterized protein FBgn0259709  -2.8 -1.4 0.00 1.00 

uncharacterized protein FBgn0259720  -9.9 1.1 0.00 1.00 

uncharacterized protein FBgn0260222  -22.3 -1.7 0.00 1.00 

uncharacterized protein FBgn0262881  -4.6 2.0 0.01 0.23 

uncharacterized protein FBgn0266488  -21.5 2.2 0.00 0.00 

long non-coding RNA:CR33987 FBgn0053987  -5.1 -1.3 0.02 1.00 

long non-coding RNA:CR44133 FBgn0264982  -2.4 -1.0 0.00 1.00 

long non-coding RNA:CR45204 FBgn0266731  -4.5 -1.6 0.00 0.40 

long non-coding RNA:CR45215 FBgn0266742  -5.1 -2.7 0.04 0.47 

pre-ribosomal RNA FBgn0267507   -153.5 -1.7 0.00 0.02 
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2-3-5. BA2786 の睡眠促進作用発現には insulin-like receptor が必要 

 InR ヘテロ接合変異体や、ドミナントネガティブな形態の InR を発現したハエも、昼夜そ

れぞれで眠る実験環境下におけるショウジョウバエの典型的な二相性の睡眠パターンを示

すことがこれまでに報告されている(Cong et al., 2015; Yamaguchi et al., 2022)。そのため、少

なくとも InR の機能が低下したショウジョウバエも、睡眠の基本的な機構を保持している

と考えられる。そこで、BA2786 の睡眠促進作用における InR の関与を調査するため、BA2786

を InR ヘテロ接合変異体 (InRE19 / +) に投与して睡眠行動を観察した。その結果、InRE19 / + 

ハエにおいて、BA2786 の投与は夜間睡眠量を増加させなかった（Figure 2-10A and B）。一

方、興味深いことに BA2786 は InRE19 / + ハエでも睡眠潜時を有意に短縮させた（Figure 2-

10C）。これらの結果より、InR は BA2786 の睡眠促進作用全体にではなく、夜間睡眠量など

一部の行動に限定的に影響していることが示唆された。 

本項は著者が実施した。 

 

 

 

 

Figure 2-10. The effect of InR in the sleep-promoting effects of BA2786.  

(A) Sleep patterns on the third day of flies fed control (red) or BA2786 (green) food. Sleep patterns 

are indicated as mean ± SEM. (B) Amount of sleep during ZT12–24 and (C) sleep latency on the third 

day. The sample sizes are shown below each graph. The Wilcoxon–Mann–Whitney test was used for 

statistical analysis. ***p < .001; n.s., not significant. 
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2-4. 考察 

 ショウジョウバエを用いたハイスループットな睡眠評価システムを活用し (Hendricks et 

al., 2000; Shaw et al., 2000)、本研究では乳酸菌とビフィズス菌計 39 種類について睡眠促進作

用を評価した。その結果、Streptococcus と Lactococcus、Weissella は評価した菌種いずれにお

いても睡眠を有意に促進する作用は認められなかった。このうち Weissella の 2 種は有意で

はないものの、わずかに睡眠量を増加させていたことから、今回我々が実施したラージスケ

ールなスクリーニングにおいては作用が検出できなかったのだと考えられる。一方、

Streptococcus と Lactococcus はハエの睡眠に対する影響は認められず、睡眠を促進する作用

が弱いことが示唆された。 

対照的に、B. adolescentis (BA2786)、B. pseudocatenulatum、Lentilactobacillus parabuhneri、

Ligilactobacillus salivarius、Limosilactobacillus reuteri、および Lactobacillus helveticus は、有

意に睡眠量を増加させた。興味深いことに、これらの微生物は遺伝的に近いわけではない。

同様に、Bifidobacterium の中でも、BA2786 は睡眠を促進させたが B. bifidum は促進させな

い。さらに、B. adolescentis 内でも、BA2786 は睡眠を促進させたが BA003 は促進させなか

った。つまり微生物の睡眠促進効果は、Streptococcus のように属レベルで効果が弱いだろう

属も存在するが、特定の微生物群で進化的に保存された表現型ではなく、さまざまな微生物

の属、種、株に広く分布していると考えられる。 

BA2786 は夜間の睡眠を促進した一方、日中の行動にはあまり影響を与えなかった。さら

に BA2786 は、睡眠潜時を有意に短縮させ、夜間の睡眠バウトの長さと回数や日中の活動指

数は変化させなかった。これらの特徴は、LP2227 投与後のハエの睡眠行動に似ている (Ko 

et al., 2022)。ハエの睡眠は朝の睡眠と夕方の睡眠、夜間開始時の入眠、夜間後半の睡眠など

いくつかの現象に分類でき、それぞれは異なるメカニズムによって調節されている (Agosto 

et al., 2008; Gmeiner et al., 2013; Xitong Liang et al., 2019)。BA2786 と LP2227 がショウジョウ

バエの睡眠に類似した表現型の引き起こすことは、これら 2 つの微生物がショウジョウバ

エの睡眠調節メカニズムの共通した部分に作用する可能性と、作用するメカニズムは異な

るが偶然表現型が類似した可能性がある。さらに BA2786 と LP2227 の表現型の類似性を投

与した微生物側から見ると、こちらも 2 つの可能性がある。1 つは菌ごとに活性物質が異な

るが偶然類似した表現型を発現させる、もう 1 つは菌種が異なっても活性物質は同じであ

る可能性である。睡眠促進作用を示す活性成分の同定は非常に興味深いテーマだが、本研究

は BA2786 によるハエの睡眠調節のメカニズムに焦点を当てているため今回は実施しなか

った。 

作用メカニズムに焦点を当てた研究の中で、私は今回 BA2786 の投与により頭部の InR の

発現亢進を見出した。Cong らは、InR 変異ショウジョウバエが野生型ハエよりも睡眠が少

ないこと、InR の Gal4 ドライバー系統である GMR28E02-gal4 系統を用いた機能獲得型の

InR の過剰発現が親系統よりも睡眠の増加を引き起こすことを報告した (Cong et al., 2015)。

Yamaguchi らは、脳内の概日ニューロンの 1 つである anterior dorsal neuron group 1（DN1a）
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と、概日ニューロンの出力領域の 1 つである pars intercerebralis（PI）におけるドミナントネ

ガティブ型の InRの発現が、睡眠の減少を引き起こすことを報告した(Yamaguchi et al., 2022)。

これらの結果は、BA2786 で観察された InR 発現の増加がハエの睡眠の促進に寄与している

可能性を支持するものである。インスリン経路は、ショウジョウバエと哺乳類で非常に似て

いる (Álvarez-Rendón et al., 2018)。例えば、ヒトとハエのインスリン受容体において、対応

する位置でアミノ酸が置換されると成長遅延を引き起こす (Brogiolo et al., 2001)。また、睡

眠調節機構もヒトとハエで類似している。そのため、BA2786 がヒトのインスリンシグナル

伝達にも作用した場合、ヒトでも睡眠を促進することが期待できる。 

興味深いことに、BA2786 の睡眠促進効果のうち、野生型のハエで観察される睡眠量の増

加は InR ヘテロ接合変異体では現れないが、睡眠潜時の短縮は両系統ともに観察された。こ

れは、InR は直接的または間接的に睡眠量の増加に関与しているが、睡眠潜時の短縮には関

与していないことを示している。このことは、野生型と InR ヘテロ接合変異体で BA2786 投

与による睡眠潜時の短縮度合いに有意な差が無かったことからも検証できた（Figure 2-2D

の 3 日目夜のデータと Figure 2-10C のデータを比較した（two-factor aligned rank transform 

ANOVA、F (1, 316) = 0.067、p = 0.80））。つまり、睡眠潜時の短縮は、InR とは独立したメカ

ニズムによって調節されている可能性が高い。 

InR の睡眠への影響は発現部位によって異なる (Yamaguchi et al., 2022)。さらに、インス

リンシグナル伝達は、FOXO による日中の活動の促進や、S6K による夜間の睡眠時間の短縮

と睡眠の強化など、複数の経路を通じて睡眠/覚醒行動に異なる影響を与える (Metaxakis et 

al., 2014)。したがって、BA2786 の睡眠促進効果のメカニズムを解明するには、脳領域毎に、

InR とその下流シグナルの睡眠に対する関与について詳細な研究が必要である。また、トラ

ンスクリプトーム解析により、BA2786 を与えられたハエでは InR の発現量が上昇し、その

標的分子である chico の発現量は減少した。対照的に、LP2227 を与えられたハエでは InR の

発現量が上昇し、chico の発現量は変化しなかった。これらの違いがあるにもかかわらず、

ハエの睡眠行動に対する BA2786 と LP2227 の効果は類似していた。CHICO は InR によっ

てリン酸化され、下流にシグナルを伝達する (Poltilove et al., 2000)。したがって、BA2786 の

投与によって chico の発現が低下したとしても、下流のシグナル伝達に十分な量の CHICO

が利用可能であった可能性はある。しかし、CHICO とは独立した経路を介した InR による

睡眠行動の調節機構が存在するなど、他の可能性もある。今後、InR の下流シグナルの影響

を調べることで、CHICO が睡眠調節にどのように関与しているかを明らかできるだろう。 

BA2786 と BA003 を投与したハエのトランスクリプトームを比較すると、InR に加えて、

cyclin B、cyclin B3、proliferating cell nuclear antigen、および claspin を含む、細胞周期に関連

する遺伝子の発現が、BA2786 を与えられたハエで増加することが示された。ただし、睡眠

を促進することが報告されている他の細胞周期調節因子である cyclin A は (Rogulja & Young, 

2012)、本研究では発現量の変化は認められなかった。そのため、これら変化が見られた細

胞周期関連遺伝子が BA2786 の睡眠促進効果に関与している可能性はあるものの、更なる検
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証が必要である。対照的に、Turandot ファミリーに属する遺伝子は BA2786 を与えられたハ

エで発現が減少した。Turandot ファミリーの遺伝子は体液性ストレス応答因子と考えられて

おり、例えば Turandot A は熱ストレス、細菌感染、拘束ストレスなど、さまざまなストレス

によって発現が増加する (Ekengren & Hultmark, 2001; Seong et al., 2020)。ヒトでは、睡眠不

足はストレスホルモンのコルチゾールを上昇させる (Leproult & Van Cauter, 2010)。対照的に、

十分な睡眠はストレスホルモンのレベルを低下させる。従って、この研究で観察された

BA2786 投与による Turandot ファミリー遺伝子の発現低下は、BA2786 を介した睡眠促進に

よる結果起こった現象の可能性がある。 

本研究では、睡眠促進作用の大きい菌株と小さい菌株を用い、睡眠促進作用に関与する可

能性のある遺伝子を体系的に調査した。BA2786 と LP2227 のように、ハエの睡眠行動に対

する影響は似ていたとしても、作用機序が異なる場合があることを明らかにした。今後、本

研究で見出したインスリンシグナルと睡眠の関係に焦点を当てることで、睡眠に対する微

生物の作用メカニズムをより深く理解できるようになるだろう。 
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総括 

 本研究では、モデル生物であるキイロショウジョウバエを用い、ヒトの生活に密接に関わ

っている乳酸菌とビフィズス菌について、睡眠に対する影響とその作用機序について検討

した。第 1 章では、腸内細菌と睡眠の関係に着目して L. plantarum を研究材料として選択

し、その一つの菌株である LP2227 がハエの睡眠を促進すること、作用の発現に腸への定着

は必須ではないことを見出した。具体的な成分まで特定することはできなかったが、破砕上

清も、121℃で 15 分というオートクレーブ処理をした死菌体もハエの睡眠を促進させたこ

とから、熱安定性の高い細胞質又は細胞質基質に存在する物質が有効成分であると考えら

れた。また、ハエ側の作用機序については、腸のトランスクリプトーム解析の結果をもとに

検討し、神経ペプチドの一つである NPF が LP2227 の作用発現に必要であることを見出し

た。 

仮に同じようにハエの睡眠を促進する異なる種の菌、あるいは同種であってもハエの睡

眠への影響が異なる菌を見いだせれば、作用機序や有効成分の特定に活用できる。このよう

な考えに基づき、私は第 2 章において 39 種類もの乳酸菌、ビフィズス菌についてショウジ

ョウバエの睡眠に及ぼす影響を調べ、第 1 章で検討した LP2227 と類似した、しかしより強

い睡眠促進作用を示す B. adolescentis SBT2786 を見出した。さらに、B. adolescentis に属する

ものの、睡眠促進作用が弱い菌株 BA003 を見出した。これらを活用し、InR が BA2786 の夜

間全体の睡眠量増加に関与していることを見出した。一方、夜間開始時の睡眠潜時短縮には

関与していないことも分かった。 

 本研究は、主にショウジョウバエ側の作用機序に着目して進めたため、有効成分について

深く調べていない。そのため、有効成分が単一成分であるか、複数成分であるか分かってい

ない。ハエの睡眠は朝の睡眠と夕方の睡眠、夜間開始時の入眠、夜間後半の睡眠などいくつ

かの現象に分類でき、それぞれは異なるメカニズムによって調節されていることを踏まえ

ると (Agosto et al., 2008; Gmeiner et al., 2013; Xitong Liang et al., 2019)、本研究で見出した 2

つの菌はどちらも夜間開始時の入眠と夜間全体の睡眠量を調節しているため、ハエの複数

の睡眠調節機構に作用していると考えられる。第 2 章において InR が BA2786 の夜間睡眠量

の増加にのみ関与していたことも併せて考えると、菌が有する複数の成分の作用によりハ

エの睡眠が促進したと考えるのが妥当だろう。今後、菌が有する成分の比較解析を行うこと

で有効成分が同定されることを期待する。 

 今回作用機序を調べる中で関与を見出した NPF と InR は、どちらもオルソログがヒトに

存在する。しかし、ショウジョウバエにおいてもヒトを含む哺乳類においても、それぞれが

睡眠をどのように制御しているか明確にはされていない。今後、ショウジョウバエにおける

LP2227 と BA2786 の作用機序と有効成分の特定及び NPF と InR が睡眠を制御する機構の解

明が進むことにより、哺乳類におけるこれら乳酸菌、ビフィズス菌の有効性や作用機序及び

これまで明らかになっていない睡眠制御機構の解明が期待される。 

なお、本研究には以下の限界がある。まず、第 2 章において実施した微生物 39 種のスク
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リーニングにおいて、ハエに投与した微生物は一定量の培地で培養して得た菌全量であり、

その菌数は投与した微生物間で一致していない。そのため睡眠促進作用が菌の質によるも

のか、菌の数によるものかを判断できない。次に、第 1 章と 2 章共に共通するものとして、

雌のハエのみを試験に使用したことがある。これは、雄が雌よりもよく眠るため、微生物の

睡眠促進作用を評価する系として使用することが困難なためである。しかし、NPF の発現

やインスリンシグナル活性は性別によって異なることが知られているため (Lee et al., 2006; 

Millington et al., 2021)、性差を越えて本研究を一般化することはまだできない。NFP やイン

スリンシグナルなどの作用機序を更に深耕する将来の研究が、この限界に対処する一つの

方法だろう。 

年々、動物愛護の動きが高まっている。日本においても動物の愛護及び管理に関する法律

において、動物を科学上の利用に供する場合において、動物に代わる代替法の利用

（Replacement）、使用動物数の削減（Reduction）、実験動物の苦痛度軽減（Refinement）の、

いわゆる 3Rs の原則が示されている。本研究は、動物愛護の対象であるマウスやラット等

の哺乳類ではなく、キイロショウジョウバエを用いて行った。睡眠に関する研究を推進する

上でショウジョウバエは、広い飼育スペースが不要、世代交代が早い、多くの個体を簡単に

入手可能、遺伝学的実験ツールが豊富、睡眠に関する知見が蓄積しているといったメリット

が多数ある。実際に、キイロショウジョウバエを用いることで、私は 39 種類もの乳酸菌・

ビフィズス菌のスクリーニングを比較的短期間で実現することができ、作用機序の一端も

明らかにすることが出来た。しかし、これら実験上のメリットのみでなく、動物愛護の観点

も踏まえて私はショウジョウバエを使用した。私の最終的な目的は、人々の睡眠における課

題を一部でも解決する事である。ショウジョウバエを用いて、ショウジョウバエとヒトとで

共通する睡眠制御機構に作用する乳酸菌・ビフィズス菌を見出すことで、従来多くの研究で

行われていたげっ歯類等を用いた実験を削減が可能となるだろう。本研究は、そのような視

点でも参考にして頂ければ幸いである。 
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