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研究成果の概要（和文）：食品製造・加工過程において生成する２つの廃棄物を有効活用して、腸のビフィズス
菌を増やす食品素材の生産を試みた。
(1)食肉加工過程で生成するブタ胃ムチンのO-結合型糖鎖をビフィズス菌由来の酵素、あるいは菌体を用いて分
解することにより、ビフィズス菌特異的な増殖活性のある２糖ガラクト-N-ビオースの生産を検討した。
(2)梅干し製造過程で生成する梅酢由来の梅ポリフェノールによるビフィズス菌増殖効果を見出し、増殖の鍵酵
素であるビフィズス菌由来の２種類のGH43エキソ-α-アラビノフラノシダーゼをクローニングした。梅ポリフェ
ノールの腸内細菌フローラ改善効果について、マウスを用いて評価した。

研究成果の概要（英文）：The production of prebiotics for intestinal bifidobacteria from two food 
wastes was studied. 
(1) By using bifidobacterial glycosidases or cells, bifidogenic disaccharide galacto-N-biose was 
released from wasted mucin, which contains abundant O-glycans. A novel 
6-sulfo-N-acetylglucosaminidase, an essential enzyme for degradation of terminally sulfated glycans,
 was identified. A bifidobacterial strain defective in incorporation of galacto-N-biose was also 
screened, which is suitable for production of the disaccharide. 
(2) Mume-polyphenols prepared from umesu, a waste of umeboshi production, was found to enhance 
bifidobacterial growth. The major phenolic compound, prunose, was assimilated by B. catenulatum and 
B. pseudocatenulatum, which express prunose-specific ferulate esterase. Arabinan-like 
polysaccharides was degraded by two novel GH43 exo-α-arabinofuranosidases from B. longum. Effects 
of orally administrated mume-polyphenols on intestinal microbiota was evaluated using mice.  

研究分野：微生物学

キーワード： ビフィズス菌
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１．研究開始当初の背景 
 
 近年、腸の健康が全身の健康の基礎になっ
ていると考えられるようになってきた。腸の
健康を維持・亢進させるには、腸内細菌叢に
占める善玉菌の割合を増やすことが重要で
ある。ビフィズス菌は哺乳類の腸管に生息す
る共生菌で、宿主に良い影響を与える善玉菌
の代表的菌種である。ビフィズス菌は「経口
摂取することで宿主に良い影響を与える生
きた微生物」と定義されるプロバイオティク
スとしても広く認知されており、ヨーグルト
に添加され、あるいは生菌製剤として市販さ
れている。 
 申請者は共同研究者らとともに、ビフィズ
ス菌によるヒトミルクオリゴ糖の特異的な
代謝系路を明らかにすることで、ヒトミルク
オリゴ糖の構成単位である２糖ラクト-N-ビ
オース（Galβ1-3GlcNAc）がビフィズス菌に
特異的に利用されることを突き止めた。全く
同じ経路で、ムチンの O-結合型糖鎖の基部に
存 在 す る ガ ラ ク ト -N- ビ オ ー ス
（Galβ1-3GalNAc）もビフィズス菌に取り込
まれて利用されることが明らかになった。し
かしながら、ラクト-N-ビオース／ガラクト
-N-ビオースを安価に供給することは困難で
あった。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究課題では、食品製造・加工過程にお
いて生成する２つの廃棄物を有効活用して、
腸のビフィズス菌を増やす食品素材の生産
を試みる。 
 ひとつは食肉加工過程で生成するブタ胃
ムチンであり、ムチンの O-結合型糖鎖をビフ
ィズス菌由来の酵素、あるいは菌体を用いて
分解することにより、ビフィズス菌特異的な
増殖活性のある２糖ガラクト-N-ビオースを
生産する。 
 もうひとつは梅干し製造過程で生成する
梅酢由来のポリフェノール・多糖を利用する。
和歌山県では、梅酢から吸着樹脂を用いて梅
ポリフェノールを大量調製する技術を確立
しており、新たな食品素材としての応用展開
を図っている。梅ポリフェノールが in vitro
試験においてビフィズス菌の増殖を促進す
ることを見出しており、本研究ではそのメカ
ニズムを明らかにするとともに、動物を用い
て腸内細菌叢の調節効果を評価することを
目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 胃ムチンからのガラクト-N-ビオース生
産関連 
 胃ムチンの非還元末端のキャップ構造に
は、シアル酸、α-GlcNAc、ABO 式血液型抗
原などが存在し、微生物酵素による分解を妨
げている。これらの構造に作用するビフィズ

ス菌由来の酵素をこれまでに同定してきた
が、硫酸化糖のキャップ構造に作用する酵素
については未知であったため、硫酸化
GlcNAc に作用する酵素をゲノム情報から探
索する。 
 申請者が見出した、ムチンの基部に作用す
るビフィズス菌由来の新規 GH129 ファミリ
ー酵素 α-N-アセチルガラクトサミニダーゼ
の結晶構造を明らかにする。 
 菌体反応による胃ムチンからのガラクト
-N-ビオース生産に適した菌株を、変異処理
により育種するか、菌株ライブラリーから探
索する。 
 
(2) 梅ポリフェノール関連 
 ゲル濾過を用いて、梅ポリフェノールを多
糖画分とフェノール配糖体画分に分ける。そ
れぞれがビフィズス菌にどのように利用さ
れるかを明らかにして、それに関わる酵素群
を特定する。 
 梅ポリフェノールをマウスに投与し、腸内
細菌フローラへの影響、肥満や脂質代謝への
影響を評価する。 
 
４．研究成果 
 
(1) 従来、B. bifidum JCM 1254株由来の β-N-
アセチルグルコサミニダーゼとして申請者
らが報告した BbhII が、6 位が硫酸化された
GlcNAcに 10倍以上よく作用するスルフォグ
リコシダーゼであることを明らかにした。 
 
(2) B. bifidum JCM 1254株から見出した新規
GH129 ファミリーに属する酵素である
NagBbの結晶構造解析に成功した。基質認識
に金属イオン（カルシウムイオン）が関与し、
反応に重要であるという、これまでのグリコ
シダーゼには見られない特異な機構をもつ
酵素であることを明らかにした。 
 
(3) 菌体反応により、ブタ胃ムチンからガラ
クト-N-ビオース／ラクト-N-ビオースを調
製することを目的として、これら 2糖の資化
性を欠損した B. bifidum を各寄託機関の保有
株からスクリーニングしたところ、最適な１
株を見出した。本菌株は、おそらく 2 糖の
ABC トランスポーター遺伝子に変異がある
ため、菌体内への取り込みが起こらない。そ
のため、菌体とムチンを反応させた場合、反
応上清に 2糖を蓄積するので、生産性が極め
て高くなった。 
 
(4) 梅ポリフェノール粉末に含まれる多糖を
分解するB. longum subsp. longum JCM 1217由
来の GH43酵素、BLLJ_1852と BLLJ_1853を
クローニングした。両者ともアラビナンによ
く作用する exo-α-アラビノフラノシダーゼで
あり、BLLJ_1852 は α1,2-結合と α1,3-結合の
アラビノフラノシドに、BLLJ_1853 は α1,5-
結合のアラビノフラノシドに特異的に作用



した。これらの結果から、前者がアラビナン
の側鎖に、後者がアラビナンの主鎖に作用す
ることで、アラビナンを分解し、梅ポリフェ
ノール粉末に含まれるアラビナン様の多糖
の資化に関わることが示された。 
 
(5) 梅ポリフェノールの主要成分であるプル
ノースは、アセチル化ショ糖にフェルラ酸が
エステル結合したものである。プルノースが、
成人の腸管に多い B. catenulatum や B. 
pseudocatenulatumの増殖を促進させることを
見出した。これらのビフィズス菌は、プルノ
ースに特異的なフェルラ酸エステラーゼを
発現しており、本酵素によりアセチル化ショ
糖を遊離させ、資化しているものと示唆され
た。 
 
(6) 梅ポリフェノールの腸内細菌フローラ改
善効果について、BALB/c マウスを用いて評
価した。梅ポリフェノールの経口投与により、
悪 玉 菌 で あ る Clostridium indorls や
Oscillospira 属が有意に減少し、酢酸などの有
機 酸 を 生 成 す る Acetatifactor muris や
Ruminococcus bromiiが有意に増加した。しか
しながら、 BALB/cマウスにはビフィズス菌
が生息していなかったため、ビフィズス菌に
対する影響は評価できなかった。 
 次に、高脂肪食を投与した C57BL/6J に対
する梅ポリフェノールの効果を評価した。ビ
フィズス菌は高脂肪食により検出限界以下
にまで減少したが、高脂肪食に梅ポリフェノ
ールを 1%添加することで、わずかではある
が有意に回復した。また、高脂肪食で誘導さ
れた肥満型の高 Clostridia/Bacteroidia 比のフ
ローラが、梅ポリフェノールにより改善され
ることを明らかにした。体重増加や血清中性
脂肪の上昇も抑制させたことから、腸内細菌
フローラの改善による抗肥満効果も示唆さ
れた。 
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解酵素遺伝子クラスターの解析 
2015 年度 乳酸菌学会泊まり込みセミナー
（一般講演） 
サンライズ淡路（兵庫県南あわじ市） 
2015年 5月 15日（金） 
 
⑰ 福永悟史、中林直也、島田良美、芦田 久 
和歌山県産本なれ鮓の菌叢解析と有用乳酸
菌の探索 
2015 年度 乳酸菌学会泊まり込みセミナー
（一般講演） 
サンライズ淡路（兵庫県南あわじ市） 
2015年 5月 15日（金） 
 
〔その他〕 
ホームページ等 
https://researchmap.jp/ashida/ 
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