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研究成果の概要（和文）：ビフィズス菌は、ヒトの健康にとって重要な役割をはたしていると考

えられているが、そのエビデンスは必ずしも多くない。これは、本菌の遺伝子操作技術が開発

されていない事に起因する。本研究では、ビフィズスのゲノム解析の結果に基づき新規形質転

換系、新規選択マーカー、及び遺伝子破壊系の開発を行った。 
研究成果の概要（英文）：Bifidobacteria are thought to be important bacteria for human 
health. However, the scientific evidences has not yet obtained because it has been 
difficult to manipulate the gene. In this study, we developed new transformation method, 
selection marker and gene knock-out method based on the genome analyses. 
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１．研究開始当初の背景 
 ビフィズス菌は、便秘の緩和、悪玉菌の抑
制、免疫腑活、アレルギー症状の緩和など
様々な健康への効果が注目されている。しか
し有効な遺伝子操作系が開発されていなか
ったことから、あまり生理的、生化学的な研
究や、遺伝学的な研究が行われてきていない。 
２．研究の目的 
我々がこれまでに決定した成人腸管で最も
優勢な B.adolescentis の全ゲノム配列に基
づき、ビフィズス菌属細菌の 1)形質転換効率
を画期的に上げる方法の開発、2)安定な選択
マーカの確立、3)相同組み換えによる遺伝子

破壊法の開発、4)酸素耐性の付与 といった
各種の遺伝子操作の方法を開発し、本菌属に
おける遺伝子操作を、大腸菌と同程度に簡便
化することを目的とする。 
 
3. 研究の方法及び結果 
3-1 プラスミド人工修飾法を用いた形質転
換効率の向上 
3-1-1．研究の方法 
B.adolescentis のゲノム情報に基づき、本菌
の制限修飾系の遺伝子を抽出し、大腸菌内に
これらを発現させる事により、シャトルベク
タープラスミドを人工的に修飾させること
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により、形質転換効率を上昇させる PAM 法
(Plasmid Artificial Modification 法を考案
した)。また、ビフィズス菌のプラスミドを
エラープロン PCR 法で変異させ、温度感受性
変異シャトルベクターを構築した。 
3-1-2．研究成果 
B.adolescentis に PAM 法を適応したところ、
形質転換効率が 105 倍上昇した。また、温度
感受性シャトルベクターの取得に成功し、相
同組み換えによる遺伝子破壊法が確立され
た。 
3-2 温度感受性プラスミドの所得 
3-2-1．研究の目的 
 ビフィズス菌の効率的な相同組換え系に
ついては未だ構築されていない。本研究では
ビフィズス菌において、より効率的な遺伝子
破壊法を構築することを目的とした。この目
的を達成するために相同組換えに有効なツ
ールとなり得る温度感受性プラスミドの構
築を行った。 
3-2-2. 研究方法 
1) ビ フ ィ ズ ス 菌 に お け る 温 度 感 受 性 
(temperature sensitive,TS) プラスミドを
取得するために、プラスミド複製に関与する
pTB6領域を標的にしてPCR法に基づいた遺伝
子変異処理を行った。 
 
2)変異処理を行ったプラスミドを用いて 
B.longum 105-A 株を形質転換し、得られた形
質転換体についてコロニー径の違いに基づ
き TS 変異株のスクリーニングを行った。 
 
3)取得した TSプラスミドを用いて B.longum 
105-A 株を形質転換し、得られた形質転換体
の表現型(温度感受性)を調べた。 
2-3. 研究成績 
2-3-1. pKKT427 について 
 ビフィズス菌—大腸菌シャトルベクターで
ある pKKT427 には、ビフィズス菌内でのプラ
スミド複製に必要な repB 遺伝子を含む pTB6
領域、選択マーカーとして spectinomycin 
(Sp)耐性遺伝子、マルチクローニングサイト、
および大腸菌内でプラスミド複製に必要な
ColEⅠ ori が存在している。 
 
2-3-2. B.longum 105-A 株の培養温度の検討 
 pKKT427 を保持する B.longum 105-A 株を
MRS+Sp 寒天培地に播種し、37℃で前培養を行
った。得られた菌体を新鮮な MRS+Sp 寒天培
地に播種し、30℃から 43℃の温度で培養を行
った。42℃以下の温度では菌体の生育が確認
できたが、43℃では生育は確認できなかった。
この結果に基づいて、TS 変異株のスクリーニ
ングには 30℃および 42℃の培養温度を用い
ることにした。 
 
2-3-3. TS プラスミドの取得 

a)遺伝子変異処理 
 pKKT427 について PCR 法に基づいた部位特
異的な遺伝子変異処理を行った。pKKT427 を
PCR 反応の鋳型 DNA に用いて、ビフィズス菌
内でのプラスミド複製に必要な領域である
pTB6 領域を PCR 法にて増幅した。pTB6 領域
内にランダムに変異が導入された PCR産物を
用いて、正常な pKKT427 上の pTB6 領域と入
れ替えた。このようにして pTB6 領域の変異
部位が異なる複数のプラスミドを取得した。 
 
b) TS 変異株のスクリーニング 
 変 異 処 理 し た プ ラ ス ミ ド を 用 い て 
B.longum 105-A 株を形質転換し、MRS+Sp 寒
天培地に塗布した。30℃で 48 時間培養し、
小さなコロニーが現れたところで培養温度
を 42℃にシフトして 24 時間培養を行った。
TS プラスミドを保持するコロニー(TS 変異
株)は 42℃の培養では増殖不可能であるため
コロニー径に変化は見られない。このように
コロニー径の違いに基づいて TS 変異株のス
クリーニングを行った。比較的コロニー径が
小さなものを新鮮な MRS+Sp 寒天培地に植え
継ぎ、30℃で 24 時間培養した。植え継いだ
コロニーをさらに新鮮な MRS+Sp 培地に植え
継ぎ、42℃で 24 時間培養した。コロニーの
生育状況を確認して、30℃では生育可能であ
るが、42℃で生育できなかったコロニーを TS
変異株の候補とした。植え継ぎを行った小コ
ロニー約 2,000 個中 1 個の TS 候補株を取得
することができた。 
3-2-4. TS プラスミドの DNA シークエンス解
析 
 TS プラスミドの変異部位を調べるために、
pTB6領域を対象にしてDNAシークエンス解析
を行った。合計 5 カ所の点変異が確認され、
変異箇所は pTB6 領域の 20:G→T、883:G→T、
1214:G→A、1416:A→T および 1423:G→A であ
った。883:G→T、1214:G→A がプラスミド複
製に関与する repB 遺伝子の ORF 上に位置し
ていた。これら 5カ所の変異のうちアミノ酸
置換が起きていたのは 883:G→Aのみであり、
Ser→Ile に置換していた。 
 
3-2-5. TS プラスミドの再現性試験 
 TS プラスミドを再度 B.longum 105-A 株に
導入することで Ts の表現型を示すかどうか
を調べた。TS候補株からプラスミド抽出を行
い、これを用いて B.longum 105-A 株の形質
転換を行った。形質転換後、MRS+Sp 寒天培地
に塗布して 30℃および 42℃で 48時間培養を
行った。形質転換体の表現型を確認したとこ
ろ、30℃では多数のコロニーの生育が見られ
た。これに対して 42℃ではコロニーの生育は
全く見られなかった。この結果から、42℃で
はプラスミドの複製が阻害されることが示
唆された。また、再現性試験を数回行ったと



 

 

ころ、同様に温度感受性を示した。 
 
3-3 遺伝子破壊株の作製 
3-3-1. Ts プラスミドに破壊の標的遺伝子の
上流 1,000 bp、下流 1,000 bp およびスペク
チノマイシン (Sp)耐性遺伝子を挿入し、遺
伝子破壊用プラスミドを作製した。作製した
プラスミドを用いて B.longum NCC2705 株を
形質転換した。得られた形質転換体を用いて、
42°C の高温で培養することで相同組換え株
の選択を行った。この高温培養では double 
crossover の相同組換えによる遺伝子破壊株
だけでなく、single crossove の相同組換え
によりプラスミドがゲノム上に挿入された
integrant も含まれてしまうため、さらに抗
生物質による遺伝子破壊株のスクリーニン
グを行った。約 600 個の相同組換え体をスク
リーニングした結果、11 個の遺伝子破壊株候
補を取得することができた。これら候補株に
ついて PCR法で遺伝子破壊の確認を行ったと
ころ、全ての候補株で標的遺伝子の破壊を確
認することができた。 
 
3-3-2.B.longum NCC2705 株 お よ び
B.adolescentis ATCC15703株における温度感
受性試験 
 Ts プラスミドを用いて B.longum NCC2705
株および B.adolescentis ATCC15703 株の形
質転換を行った。B.adolescentis ATCC15703
株については、形質転換効率が非常に低いた
め、PAM 法を用いて形質転換効率を向上させ、
形質転換体を取得した。両菌株の形質転換体
を Sp を添加した MRS 液体培地で 30°C で培
養した。増殖した菌体液を希釈した後、Sp を
添加した MRS寒天培地にプレーティングした。
これら寒天培地を 30°Cおよび 42°Cで培養
し、温度感受性を示すかどうかを調べた。結
果として、本研究で用いた Ts プラスミドは 
B.longum NCC2705 株および B.adolescentis 
ATCC15703 株の両菌株において温度感受性を
示すことがわかった。 
 
3-3-3. B.longum 105-A 株における相同領域
の長さと相同組換え頻度の関係性 
 相同領域の長さと相同組換えの関係性を
調べるために、 B.longum 105-A 株のゲノム
を鋳型にしてPCRを行い250 bp、500 bp、1,000 
bp、1,500 bp、2,000 bp、2500 bp および 3,000 
bp の長さの DNA 断片を取得した。DNA それぞ
れの断片を Ts プラスミドに挿入し、相同組
換え用プラスミドを作製した。これらプラス
ミドを用いて B.longum 105-A 株を形質転換
した。得られた形質転換体を Sp を添加した
MRS 液体培地で培養した。増殖した菌液を段
階希釈した後、MRS 寒天培地および Sp を添加
した MRS 寒天培地にプレーティングした。こ
れらの寒天培地を 42°Cおよび 30°Cで培養

し、相同組換えの頻度を算出した。実験の結
果、相同配列が 250 bp から 1,000 bp までは
相同組換え頻度に上昇がみられたが、相同配
列が 1,000 bp を越えると相同組換え頻度に
大きな変化はみられず、1000 個の細胞に 1個 
(10-3)のオーダーで組換えが起きているこ
とがわかった。この結果から、1,000 bp 程度
の相同領域があれば B.longum 105-A 株にお
いて比較的高頻度で相同組換えが起こるこ
とがわかった。 
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