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研究成果の概要（和文）：ポリフェノールによるビフィズス菌の抗炎症活性増強メカニズムを解明するため、変
動する菌体タンパク質をプロテオーム解析することを目的とした。ケルセチン応答性の異なるビフィズス菌2株
を用いて二次元電気泳動を行い、スポットを解析した結果、統計的に有意に異なる6つのスポットを見出した。
さらにMascot解析により、これらのタンパク質を推定した。また、ケルセチン応答性を示す菌株におけるケルセ
チンの菌体膜会合性は、応答性を示さない菌株の約10倍高いことが明らかとなり、ケルセチンは膜くタンパク質
に影響を及ぼしている可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We performed the proteomic analysis to investigate an action mechanism of 
polyphenol for enhancing the anti-inflammatory activity of bifidobacteria. Bifidobacterium 
adolescentis JCM1275 and1251, which are sensitive and insensitive strains to quercetin, 
respectively, were treated with querceitn for 3h under the anaerobic condition. Proteins extracted 
from these bacteria were separated by 2D electrophosis (isoelectric focusing and SDS-PAGE). Gel 
image analysis showed six spots with statistically significant differences, suggesting that these 
spots may be a protein associated with the quercetin-enhanced anti-inflammatory activity of 
bifidobacteria. Additionally, the binding level of quercein to the outer membrane of JCM1275 strain 
was 10-fold higher than that of JCM1251 strain, indicating that quercetin may affect a membrane 
protein of bifidobacteria to induce the anti-inflammatory activity. 

研究分野： 食品微生物学
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１．研究開始当初の背景 
 こ れまで の 研究で 、 ビフィ ズ ス 菌
（Bifidobacterium adolescentis）の抗炎症
活性をケルセチンが増強することを見出し
ており、B. adolescentis が抗炎症活性成分
を産生していることも確認してきた。しかし、
抗炎症活性成分およびその産生にかかわる
分子機序は不明であった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、ケルセチン処理した B. 
adolescentis のタンパク質について変動が
見られるタンパク質をプロテオミクスによ
り解析および同定し、B. adolescentis の抗
炎症活性における関連性およびケルセチン
の分子機序を明らかにすることを目的とし
た。 
 
３．研究の方法 
 B. adolescentis JCM1275 株および 1251 株
は理研バイオリソースセンターより購入し
た。B. adolescentisとケルセチンを DMEM に
添加し、3 時間嫌気条件下で培養したのち、
遠心操作によって菌体ペレットを回収した。
これを lysis buffer（7M 尿素、2M チオ尿素、
4％CHAPS、10ｍM Tris、pH8）に懸濁し、超
音波処理後、遠心して上清を菌体タンパク質
抽出物として回収した。菌体タンパク質は各
種精製法（クリーンアップキット、TCA アセ
トン沈殿および限外ろ過フィルター）により
精製し、等電点電気泳動（pH3-8）および
SDS-PAGE（5-20%）により分離した。染色後、
PDQuest Advanced（BioRad）によりスポット
解析し、有意に変動のあったスポットは切り
出して LCMS および Mascot 解析によりタンパ
ク質を同定した。レドックスサイクル法は
Paz ら（J. Biol. Chem., 266(2):689-92, 
1991）に倣い、反応液を pH12 に変更して行
った。 
 
４．研究成果 
（1）タンパク質抽出および電気泳動の条件
最適化 
 まず、B. adolescentis のタンパク質抽出
について、超音波の強度および処理時間を変
えて検討し、効率が最も良い条件を見出した。
そして、ビフィズス菌のプロテオーム解析に
関する論文を参考に菌体タンパク質の二次
元電気泳動を行ったところ、バックグラウン
ドにスメアが現れたためスポットの解析に
影響が見られた。そこで、抽出したタンパク
質の精製法を比較検討し、限外ろ過フィルタ
ーを用いることでスメアを除去することに
成功した（図 1）。 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（2）ケルセチンによって変動する菌体タン
パク質の同定 
 B. adolescentis JCM1275 株はケルセチン
によって抗炎症活性が増強するが、1251 株は
増強が見られないことをすでに確認してい
る。そこで、これらの菌株を比較することに
より、ケルセチン処理によって変動し、B. 
adolescentis の抗炎症活性にかかわる菌体
タンパク質の同定を目指した。両菌株を DMSO
もしくはケルセチン存在下で3時間嫌気培養
し、菌体タンパク質を抽出して二次元電気泳
動に供した。画像解析の結果、6 つのスポッ
トが統計的に有意に変動していた（図 2およ
び 3）。スポット 1は両株に発現しており、ケ
ルセチン処理で減少した。スポット 2および
3は 1275 株に多く存在し、スポット 2のみが
ケルセチン処理で増加した。スポット 4およ
び 6は両株で発現しており、1275 株でのみケ
ルセチン処理で増加した。スポット 5は 1251
株で多く発現しており、ケルセチン処理で減
少した。これらの結果から、1251 株はケルセ
チンに対して感受性があるものの、抗炎症活
性にかかわるタンパク質群に欠損などがあ
ると推察された。そして、そのような可能性
のあるスポットは 2、3、4 および 6 であり、
Mascot 解析の結果、それぞれ aldo-keto 
reductase、GMP synthase、acetate kinase
および keto-acid reductoisomerase である
ことが示唆された。 
 ケルセチンと同様の作用を示すポリフェ
ノールとして、EGCg、タキシフォリンおよび 
フロレチンをこれまでに見出している。そこ
でこれらの菌体タンパク質への影響につい
てもプロテオーム解析したが、変動したスポ
ットはほとんど見られず、ケルセチンとの共
通性もなかったことから、これらのポリフェ
ノールは異なる分子機序で作用している可
能性が示唆された。 
 
 
 
 
 

 
図 1 菌体タンパク質の精製法の比較結果 
菌体タンパク質を各種精製法に供したのち、同量のタンパク質を用
いて二次元電気泳動を行った。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（3）ケルセチンの菌体膜会合性の検討 
 プロテオーム解析の結果から、ケルセチン
は、菌体膜に存在するタンパク質に作用して
抗炎症活性を誘導している可能性が考えら
れた。そこで、まず、ケルセチンの菌体膜会
合性についてレドックスサイクル法により
定量的に解析した。その結果、ケルセチンは
菌体膜に会合しており、その会合性は 1275
株に対して 1251 株の 10倍高いことが確認で
きた。 
 
 これらの結果より、ケルセチンは、B. 
adolescentis の菌体タンパク質に影響を及
ぼすことが明らかとなり、これが B. 
adolescentis の抗炎症活性発現に繋がる可
能性が強く示唆された。さらに、ケルセチン
は菌体膜会合性を有していたことから、膜タ
ンパク質に作用している可能性も示唆され
た。 
 ポリフェノールと腸内フローラの相互作
用に関する研究において、そのほとんどはポ
リフェノール代謝物に注目しており、菌体に
生じる影響を解析した報告は見られない。し
たがって、本研究成果は非常に新規性が高く、
ポリフェノールや腸内フローラの機能性研
究の発展に繋がるものと考えられる。本研究
成果は、基礎研究としてだけでなく、健康効
果を引き出す食事と腸内フローラの組合せ
やプロバイオティクスの高機能化などにも

将来的に応用できると期待される。 
 今後は、ケルセチンによって変動した菌体
タンパク質の機能解析、ポリフェノールが結
合する B. adolescentisの膜タンパク質に着
目した分子機序のさらなる解明および ex 
vivo や in vivo におけるポリフェノールとビ
フィズス菌の機能的相互作用の解析に取り
組む予定である。 
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図 2 二次元電気泳動の結果 
B. adolescentis 1275 株および 1251 株について、DMSO もしくはケ
ルセチンとともに 3時間嫌気培養し、抽出したタンパク質を用いて
二次元電気泳動を行った。 

 
図 2 変動スポットの解析結果 
二次元電気泳動のゲルを画像解析し、統計的に有意であったスポッ
トを抽出した。 
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