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研究成果の概要（和文）： 

母乳栄養児の腸管では，授乳開始後速やかにビフィズス菌優勢な細菌叢(ビフィズスフロー

ラ) が形成されることが知られており，それには母乳中に含まれるオリゴ糖(ヒト母乳オリゴ

糖)が関与することが示唆されていたが，その詳細は不明であった．我々は，乳児の糞便から頻

繁に単離されるビフィズス菌である Bifidobacterium bifidum， Bifidobacterium breve，
Bifidobacterium longum subsp. infantis，Bifidobacterium longum subsp. longumより，母
乳オリゴ糖に作用可能な酵素群を単離同定するとともに，これらの酵素群が実際に母乳オリゴ

糖の資化に関わっていることを明らかとした．これらの成果は，母乳栄養児におけるビフィズ

スフローラ形成の謎を解く極めて重要な発見である．また，ヒトとビフィズス菌の共進化を示

唆する興味深い知見も得られた．さらに，人工乳(粉ミルク)をより母乳に近づける目的で母乳

オリゴ糖の酵素合成法を確立することを試み，母乳オリゴ糖の最大成分である 2’-フコシルラ

クトースの合成法を開発した． 

 
研究成果の概要（英文）： 

The breast-fed infant intestine is often colonized by particular bifidobacteria, and 

human milk oligosaccharides (HMOs) are considered to be bifidogenic; however, the precise 

mechanism underlying it remains unresolved. We have isolated and characterized various 

glycosidases that act on HMOs from Bifidobacterium bifidum， Bifidobacterium breve，
Bifidobacterium longum subsp. infantis，Bifidobacterium longum subsp. longum and revealed 
how these enzymes are involved in the degradation of HMOs by these bifidobacteria. These 

results provide us with essential and basic understanding of physiology of bifidogenic 

effects of HMOs, and suggested co-evolution of bifidobacteria with humans. We also 

developed an efficient method of enzymatic synthesis of 2’-fucosyllactose, the most 

abundant component of HMOs, by introducing a glycosynthase technology into 1,2-α

-L-fucosidase. 
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１．研究開始当初の背景 

ヒト腸管に生息する細菌にとって，どのよ

うにして栄養を獲得するかは大きな問題であ

る．というのも，資化しやすい単糖や二糖類

などはヒト自身によって優先的に利用されて

しまい，腸内細菌が生息する小腸下部や大腸

には容易に届かないためである．従来，腸内

細菌は，食餌成分由来の難消化性オリゴ糖で

ある植物繊維など謂わば“ヒトの消費した残

りカス”を利用して生息していると考えられ

てきた．しかしながら我々は，代表的な腸内

細菌であるビフィズス菌が，ヒト母乳オリゴ

糖やムチン糖タンパク質などといったヒト自

身が分泌する糖質に作用する特異なグリコシ

ダーゼを有していることを見出した．このこ

とは，ヒトと腸内細菌の「共生」を考える上

で，新たなパラダイムとなると考えられた． 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は，①ヒトと腸内細菌の共生

(特に乳幼児における)の分子基盤を明らか

とすること，および②ヒトの健康に資するオ

リゴ糖の精密酵素合成法を確立することで

ある． 

 

①ヒトと腸内細菌の共生 (特に乳幼児に

おける) の分子基盤を明らかとするために，

ヒトの糖質(特にヒト母乳オリゴ糖)に作用

する酵素を腸内細菌より単離して構造機能

解析を行う．さらに，これらの酵素の発現が

ヒト由来の糖質によってどのような制御を

受けるのかを検討する．②ヒトの健康に資す

るオリゴ糖の精密酵素合成法を確立するた

めに，取得したグリコシダーゼの立体構造を

もとにして改変酵素を作製し，酵素機能の変

換を試みる．また，その反応の立体・位置特

異性について検討する． 

 

３．研究の方法 

①ヒトと腸内細菌の共生(特に乳幼児におけ

る)の分子基盤の解明について 

ヒトの糖質に作用する酵素のうち， β-ガ

ラクトシダーゼ，β-N-アセチルグルコサミ
ニダーゼ，およびシアリダーゼを，

Bifidobacterium bifidum お よ び

Bifidobacterium longum subsp. infantisよ

り単離し，その機能解析を行った．また，ビ

フィズス菌特異的に存在する糖代謝経路上

の酵素フルクトース-6-リン酸ホスホケトラ

ーゼを Bifidobacterium breve より単離し，
X線結晶構造解析を行った． 

乳幼児の腸管から単離されるビフィズス

菌 で あ る Bifidobacterium bifidum ， 
Bifidobacterium breve ， Bifidobacterium 
longum subsp. infantis，Bifidobacterium 
longum subsp. longumをヒト母乳オリゴ糖を
含む培地で培養し，そのオリゴ糖分解様式を

HPLCで解析するとともに，ビフィズス菌の遺

伝子発現様式を qRT-PCRにて解析した． 

 

②ヒトの健康に資するオリゴ糖の精密酵素

合成法の確立について 

本テーマでは，特にフコシルオリゴ糖に着

目した．フコシルオリゴ糖は，カンピロバク

ター・ジェジュニ（深刻な下痢を引き起こし，

発展途上国においては大きな社会問題であ

る）が乳幼児へ感染するのを阻害する機能を

有しているため，粉ミルクへの添加が期待さ

れている． 1,2-α-L-フコシダーゼの X 線結

晶構造解析の結果をもとに改変酵素を作製

し，フッ化フコースおよびラクトースから

2’-フコシルラクトース(母乳オリゴ糖の最

大成分)を効率よく合成する手法の開発を行

った． 

 

 

４．研究成果 

①ヒトと腸内細菌の共生(特に乳幼児におけ

る) の分子基盤の解明について 

 Bifidobacterium bifidumより，1種のβ-

ガラクトシダーゼ(BbBgIII)および 2 種のβ

-N-アセチルグルコサミニダーゼ(BbBbhI お
よび BbBbhII)を単離した．β-ガラクトシダ

ーゼ (BbBgIII)は， 2 型糖鎖構造 Galβ

1-4GlcNAcに特異的な酵素であり，β-N-アセ
チルグルコサミニダーゼ(BbBbhI)は，ラクト
-N-トリオース II (GlcNAcβ1-3Galβ1-4Glc)

に特異的な酵素であった．これらのことから，

β-ガラクトシダーゼ(BbBgIII)およびβ-N-
アセチルグルコサミニダーゼ(BbBbhI)は，ラ
クト-N-ネオテトラオース(Galβ1-4GlcNAc

β1-3Galβ1-4Glc)の分解に関与することが



明らかとなった．なお，β-N-アセチルグル
コサミニダーゼ(BbBbhII)は，β1-6分岐した

GlcNAc残基を遊離した． 

 Bifidobacterium longum subsp. infantis
より，4 種のβ-ガラクトシダーゼ(BiBga2A, 
BiBga42A, BiBga 42B, BiBga 42C)を単離，
機能解析した．このうち，β-ガラクトシダ

ーゼ(BiBga2A)は，ラクトース(Galβ1-4Glc)

および 2型糖鎖構造(Galβ1-4GlcNAc)に特異

的な酵素であったが，β-ガラクトシダーゼ

(BiBga42A)は 1型糖鎖構造(Galβ1-3GlcNAc)

に特異的であり，しかも，ラクト-N-ビオー
ス I (Galβ1-3GlcNAc)よりもラクト-N-テト
ラ オ ー ス (Gal β 1-3GlcNAc β 1-3Gal β

1-4Glc)に対して高い活性を示した．両酵素

とも，母乳オリゴ糖を炭素源とした培地で培

養した際に，高い発現が見られた．以上のこ

とにより，Bifidobacterium longum subsp. 
infantisではヒト母乳オリゴ糖(1型および 2

型)の分解に 2種のβ-ガラクトシダーゼを使

い分けていることが明らかとなった． 

 

 フルクトース-6-リン酸ホスホケトラーゼ

は，ビフィズス菌の同定にも使用される特異

的な酵素であり，チアミン-2-リン酸を補酵

素として脱水反応を行う．X 線結晶構造解析

および変異体解析によりその詳細な反応メ

カニズムを解明した． 

 

 母乳乳幼児の腸管では，授乳開始後速やか

にビフィズス菌が増殖する．母乳オリゴ糖を

炭 素 源 と し て ビ フ ィ ズ ス 菌

(Bifidobacterium bifidum, 
Bifidobacterium breve ， Bifidobacterium 
longum subsp. infantis，Bifidobacterium 
longum subsp. longum)を培養したところ，
Bifidobacterium bifidum お よ び 
Bifidobacterium longum subsp. infantisに
おいて良好な増殖が見られた．これらの培養

液中のオリゴ糖を蛍光ラベルした後に HPLC

解析に供したところ， Bifidobacterium 
bifidum は細胞外で種々のグリコシダーゼを
使用して単糖および 2糖に分解した後，トラ

ンスポーターで取り込んで資化しているこ

と，Bifidobacterium longum subsp. infantis
においては，オリゴ糖をそのまま取り込んだ

後に細胞内で単糖にまで分解して栄養とし

ていることが明らかとなった．また，

Bifidobacterium breve お よ び

Bifidobacterium longum subsp. longum は，
ラクト-N-テトラオース(Galβ1-3GlcNAcβ

1-3Galβ1-4Glc)のみを資化可能であった．

ラクト-N-テトラオースは，ヒト母乳オリゴ

糖の主要骨格であり，霊長類の中でも，特に

ヒトの母乳に極めて多量に含まれる構造で

ある．以上の結果により，ビフィズス菌にお

ける母乳オリゴ糖資化経路が明らかとなっ

た．また，本研究と通して，ヒトとビフィズ

ス菌の共進化を示唆する重要な知見が得ら

れた． 

 

②ヒトの健康に資するオリゴ糖の精密酵素

合成法の確立について 

 1,2-α-L-フコシダーゼの活性中心に存在

する４残基を種々のアミノ酸に置換した変

異体を作製し，フッ化フコースおよびラクト

ースからの 2’-フコシルラクトース合成活

性を測定した．その結果，フッ化フコースに

対して，10%を超える効率で 2’-フコシルラ

クトースを合成する変異体を取得した．この

変異体は，ラクトースのガラクトース残基の

2位 OHにのみフコシル基を導入可能な極めて

立体・位置特異的な反応を触媒した． 
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