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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 
 [和文] 
1. PD と DLB の腸内細菌叢のメタゲノム・16S rDNA による横断解析 
 研究代表者、共同研究者の各施設において生命倫理委員会承認を得た。糞便サンプルの自宅から名古屋

大学への冷蔵状態での輸送方法を確立した。Freeze dry サンプルから DNA 抽出方法を確立し、高いα 
diversity を得られることを確認した。PD 67 名、健常同居者 30 名の糞便サンプルを取得した。名古屋大

学医学系研究科に設置した HiSeq 2500 を用いてショットガンメタゲノム解析を開始した。メタゲノム解

析は、Mocat2 pipeline に従い、samtools による trimming、SOAPaligner によるヒトゲノム除去、BWA
による mOTU.v1 database と RefMG database への mapping・annotation 解析のセットアップを行っ

た。Mocat2 pipeline の de novo assembly のセットアップを行った。 
 
2. PD と DLB の臨床症状・補助検査所見・腸内細菌叢の縦断解析 
 本研究期間を通して経時的に取得を行う MDS-UPDRS score (PD 重症度スコア)・他の臨床所見・血中

バイオマーカー・尿中バイオマーカーを決定した。本研究チームが 2 年前に YIF-SCAN 法により腸内細

菌叢解析を行った PD 52 名のデータを用いて 2 年後の臨床所見・血中バイオマーカー・尿中バイオマー

カーの予測モデルを作成し、PD 悪化に関与する細菌群の解析を行った(submitted)。 
 
3. 腸内細菌の PD のバイオマーカーへの関与の解明 
 糞便中有機酸（短鎖脂肪酸）は一部のサンプルの外注を行ったが、短鎖脂肪酸を検出不可能なサンプル

が多く、研究グループが所有する LC-MS を用いた解析系を立ち上げた。 
 
4. PD に特異的な細菌の PD モデルマウスへの投与 
 Engrailed 欠損 PD モデルマウスとα-synuclein 過剰発現 PD モデルマウスの実験環境のセットアップ

を行った。 
 
5. PD に特異的な腸内細菌水素産生能の定量 
 我々は PD 腸内細菌叢の解析により腸内水素産生菌数が低いことを予想したが(PLoS One 10: 
e0142164, 2015)、どの腸内細菌がどの程度の効率で水素産生するか未解明であり、PD 特異的に変化す

る腸内細菌の単培養により水素産生能の定量を行った。100%窒素ガスを充填した液体培地で嫌気性培養

を行い、細菌数を濁度計、細菌計算盤でカウントし、ガスクロマトグラフィー (EAGanalyzer GS-23)に
より水素濃度を定量した。その結果、PD で減少する Clostridium coccoides と Clostridium leptum が最も効

率良く水素を産生することを明らかにした。腸内水素ガス産生のシムレーションにより PD では健常同居

者に比べて 1.5 倍腸内水素産生が低いことが予測された(submitted)。 
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[英文] 
1. Cross-sectional analyses of intestinal microbiota by shotgun metagenome studies and 16S rDNA 
studies in PD and DLB 
 Our research project has been approved by the institutional review boards of the four attending 
institutes. We established a method to deliver chilled fecal samples from patients' homes to Nagoya 
University. We also established a method to isolated DNA from freeze-dried fecal samples, and 
confirmed that alpha diversity values were sufficiently high. We obtained fecal samples from 67 PD 
patients and 30 healthy cohabitants. We started shotgun metagenome analysis with HiSeq 2500 
running in Nagoya University. For shotgun metagenome analysis, according to the Mocat2 pipeline, 
we trimmed fastq files with samtools, eliminated human genome sequences with SAOPaligner, 
mapped reads to mOTU.v1 database and RefMG database with BWA, and performed annotation 
analysis. We have also set up de novo assembly of fastq reads according to the Mocat2 pipeline. 
 
2. Longitudinal analyses of clinical features, laboratory data, and intestinal microbiota in PD and 
DLB 
 We have determined MDS-UPDRS score to estimated PD severity, clinical findings, and 
serum/urine biomarkers to be tranced throughout our research period. We analyzed progression of 
clinical features of 52 PD patients in 2 years, for which we analyzed intestinal microbiota two years 
ag by the YIF-SCAN method, and identified a group of bacteria that are associated with rapid 
worsening of PD symptoms in 2 years (submitted). 
 
3. Association of metabolome of intestinal microbiota and PD biomarkers 
 We analyzed fecal organic acids (short chain fatty acids, SCFAs) by outsourcing, but SCFAs were 
not detected in a large number of samples. We thus established an assay system for SCFAs using 
LC-MS running in Nagoya University. 
 
4. Effect of PD-specific intestinal bacterium on mouse models for PD 
 We have set up experimental systems for PD mouse models that either lacks the engrailed gene or 
overexpresses alpha-synuclein. 
 
5. Quantification of hydrogen production by intestinal bacteria that are unique to PD 
 We previously predicted that the number of hydrogen-producing bacteria in the intestine is low in 
PD (PLoS One 10: e0142164, 2015). However, the amount of hydrogen produced by each bacterium 
that is changed in PD, remains undetermined. We thus quantified the amount of hydrogen produced 
by each intestinal bacterium that was changed in PD. Seven bacteria were anaerobically cultured in 
liquid medium under 100% nitrogen gas, and the number of bacteria was counted and the produced 
hydrogen was quantified by gas chromatrogphy, EAGanalyzer GS-23. We found that Clostridium 
coccoides and Clostridium leptum, which were reduced in PD intestines, efficiently yielded hydrogen. Simulation of 
intestinal hydrogen production according to the number of intestinal bacteria in PD and the amount of hydrogen 
production by each bacterium revealed that the hydrogen production in PD is 1.5-times lower compared to healthy 
cohabitants (submitted).
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ratio is low in Parkinson's disease. J Parkinsons Dis 2016, 6: 423-431. 
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