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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が形成されることが
１００年近く前から知られていたが、そのメカニズムは不明であった。最近、研究代表者らは、乳児糞便から単離され
るビフィズス菌が母乳に含まれる重合度３以上のオリゴ糖（母乳オリゴ糖）を特異的に資化する経路を有していること
を見出し、その経路上の酵素について研究を行っている。本申請課題はビフィズス菌が有する母乳オリゴ糖資化経路の
全容を明らかとする目的で行った。
その結果、母乳オリゴ糖資化に関わる新規な酵素２種を単離することに成功し、それらについて詳細な機能解析を行っ
た。また、それ以外の２種の酵素のX線結晶構造解析も行った。

研究成果の概要（英文）：Breast-fed infant intestines generally have microbiota rich in bifidobacteria, 
and the population of the bacteria in the ecosystem drastically decreases after weaning. This suggests 
that human milk has a bifidogenic compound; however, the mechanism underlying it remains elusive. We have 
reecntly found that infant gut-associated bifidobacteria are equipped with genetic and enzymatic sets 
dedicated to the utilization of oligosaccharides contained in human milk (human milk oligosaccharides, 
HMOs). In this study, we aimed to obtain a comprehensive understanding of the HMOs assimilation pathway 
of bifidobacteria.

研究分野：応用微生物学
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１．研究開始当初の背景 
 母乳栄養児腸管では、授乳開始後速やかに
ビフィズス菌優勢な腸内菌叢が形成される
ことが知られている。これには母乳に含まれ
るオリゴ糖成分（母乳オリゴ糖）が関与して
いることが示唆されていたが、そのメカニズ
ムは全く分かっていなかった。 
 申請者らは、ビフィズス菌が母乳オリゴ糖
を特異的に資化する酵素を有していること
を見出し、この経路上の酵素の構造機能解析
を行ってきた。 
２．研究の目的 
 本研究は、ビフィズス菌が発見されて以来
100 年間にわたって未解明であった課題「母
乳栄養児の腸管では、何故、ビフィズスフロ
ーラが形成されるのか」(ビフィズス菌とヒト
の共生)を、ビフィズス菌による母乳オリゴ糖
代謝の視点から解明するとともに、ビフィズ
ス菌とヒトの共進化の分子基盤を探ること
を目的とした。また、母乳オリゴ糖を人工乳
へ添加することを目標に、母乳オリゴ糖の精
密酵素合成法を開発することを目標とした。 
３．研究の方法 
 母乳オリゴ糖の主要コア構造であるラク
ト-N-テトラオースに作用する酵素を中心に
解析した。ラクト-N-ビオシダーゼ(LnbX)は
Bifidobacterium lomgum ゲノムより大腸菌を
用いた発現クローニングによって単離した。
ラクト-N-テトラオース-β1,3-ガラクトシダー
ゼ(Bga42A)は、ゲノムマイニングによって
Bifidobacterium infantis より単離した。
Bifidobacterium bifidum 由来のラクト-N-ビオ
シダーゼ(LnbB)の構造解析は、活性ドメイン
のみ結晶化して行った。 
 フコシンターゼ化は、求核残基に変異を導
入することで行い、種々のアクセプターを用
いてその特異性を調べた。 
４．研究成果 

Bifidobacterium lomgum より新規なアミノ
酸配列を有するラクト -N-ビオシダーゼ
(LnbX)を単離した。本酵素遺伝子の下流に存
在する lnbY遺伝子は、LnbXの専用シャペロ
ンであることを見出した。すなわち、LnbX
のみでは凝集して不活性型となるものの、
LnbY の存在下では活性化型となることをリ
フォールディング実験により確認した。グリ
コシダーゼにおいて専用のシャペロンを必
要とする例は、これまで知られておらず本報
告が最初である。LnbXYのホモログは、５種
の腸内細菌ゲノム上にのみ存在しており、そ
の進化に興味が持たれる。なお、本酵素はユ
ニークな基質特異性を有しており、母乳オリ
ゴ糖のみならずグロボシド糖鎖構造にも作
用した。 
ラクト-N-テトラオースは、その非還元末端
にGalβ1-3GlcNAcという１型構造を有してい
る。殆どの生物は β-ガラクトシダーゼを有し
ているが、それらはラクトースや２型糖鎖
Galβ1-4GlcNAc 構造には作用するものの１型
構造には作用しないことが知られている。

Bifidobacterium infantisの無細胞抽出液をより
ラクト-N-テトラオースに作用させたところ
Galの遊離が観察されたため、Galβ1-3GlcNAc
に作用する β-ガラクトシダーゼを単離する
ことを試みた。詳細は省くが、ゲノムマイニ
ングにより６種の候補遺伝子を単離し、それ
らの性質を調べたところGalβ1-3GlcNAcに作
用する酵素を見出した。興味深いことに、本
酵素(Bga42A)は、Galβ1-3GlcNAc よりも、そ
の還元末端にラクトースがふかしたラクト
-N-テトラオース (Galβ1-3GlcNAcβ1-3Lac)に
高い活性を示したため、本酵素をラクト-N-
テトラオース-β1,3-ガラクトシダーゼと命名
した。 

Bifidobacterium bifidum 由来のラクト-N-ビ
オシダーゼ(LnbB)については欠失解析により
活性ドメイン（アミノ酸残基３７－６６３）
を単離し、結晶化に用いた。その結果、反応
産物であるラクト-N-ビオースとの共結晶が
得られた。X線構造解析を行い、1.8Åで構造
を決定した。本酵素は、β-N-アセチルヘキソ
サミニダーゼと非常によく似た構造であっ
たが、Galβ1-3GlcNAc の２糖構造のうち Gal
を認識するポケットを余分に有しており、こ
の領域をモチーフとすることで両酵素をア
ミノ酸配列レベルで明確に区別することが
可能となった。 

1,3-1,4-α-L-フコシダーゼが、ルイス a/x 構
造[Galβ1,3/4(Fucα1,4/3)GlcNAc]には作用する
も の の 、 そ こ か ら Gal の と れ た 
Fucα1,4/3GlcNAc には作用しないことを見出
した。X線結晶構造解析を行ったところ、Gal
を認識するサイトが存在することが明らか
となり、そこに Gal が結合することにより
induced-fitが起こること（Galを持たない基質
には作用できない理由）が明らかとなった。
フッ化フコースを用いてアクセプター特異
性を調べたところ、ルイス構造を特異的に合
成可能であることが明らかとなった。 
以上の研究により、ビフィズス菌が有する
母乳オリゴ糖資化経路上のすべての酵素を
構造・機能的に理解することが可能となった。 
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