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研究成果の概要（和文）：ビフィズス菌の表層因子、ホスト側の腸管上皮細胞、腸管免疫の要で細菌が腸管壁を
通過し免疫系に認識される際の関門となる細胞の分化状態に着目し、各状態の表層に発現するタンパク質、糖タ
ンパク質、糖脂質とビフィズス菌側の因子との相互作用を分子ごとに明らかにすることを目的とする。
1)ビフィズス菌の表層タンパク、糖鎖に関する遺伝子の破壊株コレクションを構築する。2)腸管上皮状態、M細
胞分化状態の両分化ステージにおけるビフィズス菌との相互作用を1)のビフィズス菌多重遺伝子破壊株を用いて
解析する。これらを通してビフィズス菌－細胞相互作用に関与する分子の対応関係と細胞接着への関与を明らか
にする。

研究成果の概要（英文）：This study aims to clarify the interactions between the gut cell factors, 
including membrane proteins, glycoproteins and also glycolipids, and Bifdobacteral surface factors. 
1) Construct Knockout mutant collection of Cell curface proteins and polysaccharides genes of 
Bifidobacterium. 2)Research the interaction between the animal cell-line of Intestinal epithelial 
cells and macrophage.
Through these, we will clarify the correspondence between molecules involved in Bifidobacterium-cell
 interaction and the involvement in cell adhesion.

研究分野：ゲノム微生物学

キーワード： 腸内細菌　ビフィズス菌　遺伝子破壊 　環境適応　共生系

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　ビフィズス菌は、ヒトの大腸に生息する腸内細菌である。本菌はこれまでに、①下痢や便秘を抑える、②ビタ
ミンの供給、③免疫の刺激、④アレルギーの緩和、⑤感染菌の防御、⑥抗肥満などの様々な健康効果が知られて
いる。最近では、さらに鬱、自閉症、統合失調、アルツハイマーなどの脳精神疾患への効果が期待されている。
　これらの機能を発揮するために⑦ビフィズス菌はヒトの大腸腸管に吸着し、⑧ホストに健康効果を発揮する遺
伝子を有している筈である。これらのメカニズムを明らかにすることにより、ビフィズス菌をはじめとする腸内
細菌の持つ健康効果の意義とその有効な利用法を見いだすことができる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

腸内細菌の健康増進効果は、以下のように大別できる。 

(1) 栄養供給（ビタミン、アミノ酸供給など）, (2) 整腸作用（下痢、便秘の改善）, (3) 病原菌に対する抵

抗性（大腸菌O-157などによる感染死の回避）, (4) 免疫調節（免疫賦活・アレルギー症状の低減）, (5) 

代謝調節 （食欲増進、肥満制御、血中リン酸の低減）, (6) 抗老化（皺(しわ)、皮膚のくすみ、アルツハ

イマー症）, (7) 脳・神経（鬱（うつ）、自閉症、統合失調などの神経症の症状改善） 

これらの作用で、ホストの健康をサポートし、ホストがより個体数を増やすことが、腸内細菌の菌数やニ
ッチの拡大（＝進化）につながると考える。これを狙って、ビフィズス菌が共生進化してきたなら、これら
の効果を担当する遺伝子は、大腸下部に定着している時に特異的に発現すると考えられる。 
 
２．研究の目的 

上記の、機能を実現するためにビフィズス菌が大腸下部の環境で発現する遺伝子の候補は、現在のと

ころΔBL0005株で遺伝子発現の変動が見出された、約73遺伝子（全遺伝子の1/20）であった。 

これらの中には、接着因子などの大腸下部への定着に必要な因子の他に、新たな健康増進効果を有

する遺伝子が隠されている可能性が高い。これらの遺伝子発現システムについて詳細な検討を行えば、

これまで思いもつかなかったビフィズス菌の新たな機能が発見できると考えられる。例えば上記(7)の脳・

神経作用が発見できれば、鬱、自閉症、統合失調などに有効な新規のサイコバイオティクスなどの新規

のプロバイオティクスが開発の端緒とする。 

(3)本研究で何をどのように、どこまで明らかにしようとするの 
３．研究の方法 

B. longum 105-A 株及びB. longum 105-A CPS/EPS非生産株（cpsD領域欠損株 : ΔcpsD）

を作成した。本変異株について、細胞外多糖の合成、細胞の凝集、大腸細胞 Caco-2およ

び、マクロファージ RAW 264.7細胞への接着と細胞内への取り込みを、光顕および SEM

で観察した。 

B. longum NCC2705株を対象に、二成分制御系のレスポンスレギュレーター(RR)遺伝

子群（９遺伝子）について遺伝子破壊株を二重交差相同組換え法を用い、欠失変異株を

獲得した。 

B. longum NCC2705株の RR遺伝子破壊株を用い、各環境 (低 pH、胆汁、NaCl、PEG) へ

の応答性の変化を確認した。また、各破壊株の遺伝子の発現量の変化を次世代シークエ

ンサーによりトランスクリプトーム解析 (RNA-seq) した。RNA-seq解析の結果から、

BL0005-BL0006制御系の DNA結合モチーフを推定することで、本制御系の調節ネットワ

ークの一端の解明を試みた。また、本制御系の活性化条件を探るために、ストレス環境

下で上流配列を用いたレポーターアッセイを行った。また、BL0005については、CHIP-Seq, 

G-SELEXを用いて結合 DNA配列に関する詳細な解析を行った。 

 

４．研究成果 

ビフィズス菌は、整腸作用、免疫賦活、感染防御を通じてホストの健康に貢献すると考えられている。

しかしその腸管定着および免疫刺激の分子メカニズムは未だ明らかにされていない。我々は、これま

でに本菌がもつ環境適応と細胞接着に関わると推定される遺伝子について破壊株コレクションを作成

した。本研究では、これらの破壊株コレクションを用いることで、ビフィズス菌の宿主への定着および免

疫刺激のメカニズムの解明に取り組み、ビフィズス菌-ヒト共生システムを細胞接着と免疫刺激のメカニ

ズムの統合的理解を目指した。本研究に用いるツールは、我々がこれまでに開発してきたビフィズス菌

の温度感受性プラスミド、GoldenGate法を改良した多遺伝子結合法、プロモーターの最適化法を組み

合わせ、ダブルクロスオーバーによる遺伝子破壊を高効率で行う方法を構築した。これを用いて、ビフ

ィズス菌における高効率の遺伝子破壊系を構築した。 



 ビフィズス菌には、複数の二成分制御系(TCS)調節遺伝子が存在している。本菌は、これらを用い

様々な環境に適応していると考えられる。Bifidobacterium longum NCC2705 株の場合、9 セットの TCS

を有していた。今回は、これらのうちレスポンスレギュレータを系統的に遺伝子破壊株のコレクションを

作成した。 

また、腸管とビフィズス菌のインターラクションに重要な役割を有すると考えられる、菌体表層の細胞外

多糖（EPS）生産系の遺伝子破壊株を取得した。 

これらを用いて、腸内環境の定着機構について解析した。 

ビフィズス菌には、複数の二成分制御系(TCS)調節遺伝子が存在している。本菌は、これらを用い

様々な環境に適応していると考えられる。Bifidobacterium longum NCC2705 株の場合、9 セットの TCS

を有していた。今回は、これらのうちレスポンスレギュレータ遺伝子を系統的に破壊したコレクションを

作成した。現在までに7つのRRの破壊株を取得している。これらを用いて、酸素耐性(体外)、低pH耐

性(胃)、胆汁酸耐性（十二指腸＞小腸>大腸）低栄養（大腸）、高浸透圧（大腸下部）の環境をミミックし

た培養条件で、生育させたところ、それぞれの TCS が、どの環境因子に対応しているかの関係づけを

することができた。 

また、莢膜多糖（CPS）生産系の遺伝子破壊株については、B. longum 105-A が有する特異的な EPS

構造を生産させる鍵となる、プライマーゼcpsD遺伝子の破壊株を作成したところ、この変異株は、完全

に表層の多糖層を失い、凝集性が高まり、酸、胆汁酸に対する耐性が低下した。また、Caco-2 細胞へ

の接着性が高まり、マクロファージに取り込まれやすくなることを明らかにした。また CPS 層が消失した、

ΔcpsD 下部では、多糖層の代わりに繊毛が出現していることが観察された。これらの事から、

B.longum 生産する菌体外多糖は、従来考えられていた細胞への接着に寄与するという説は否定され、

むしろ、胃から小腸にかけて、腸管への接着を妨げ、大腸への移送させ、その後、大腸の低栄養状態

において、繊毛を発現させ、大腸表層に定着すると考えられた。 

B. longum NCC2705 の二成分制御系に関しては、それぞれの遺伝子破戒株については、そのレスポ

ンスレギュレータの支配下にある遺伝子を、RNA Seq を用いて特定を試みる。これらの遺伝子候補を

用い、野生株と破壊株とで発現の異なる遺伝子のプロモータをクロラムフェニコールアセチルトランス

フェラーゼ（CAT）遺伝子の上流につけ、pKKT428 に導入する。CAT をレポータ遺伝子として、これら

の候補遺伝子の発現調節について詳細に評価した。 
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