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研究成果の概要（和文）：母乳栄養児の腸管ではビフィズス菌が優勢な細菌叢が形成される。これは、母乳に含
まれるオリゴ糖（母乳オリゴ糖）をビフィズス菌が効率良く取り込み・代謝できるためと考えられている。しか
しながら、母乳オリゴ糖の取り込みの分子機構は不明な部分が多い。本研究は、母乳オリゴ糖の取り込みに関わ
る新規輸送体をビフィズス菌において同定し、母乳オリゴ糖を介したビフィズス菌と乳児の共生機構の一端を理
解することに成功した。

研究成果の概要（英文）：Bifidobacteria are predominant in the guts of breastfed infants, which is 
mainly attributed to the ability of bifidobacteria to utilize oligosaccharides contained in breast 
milk (human milk oligosaccharides; HMOs). However, the molecular mechanisms of the HMO uptake remain
 unclear. Our study identified new HMO transporters from bifidobacteria, which expanded our 
understanding of the symbiotic mechanism between bifidobacteria and infants mediated by HMOs.

研究分野：応用微生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、乳児期に形成される腸内細菌叢は、乳児期のみならず生涯にわたりヒトの健康に関与していることが示さ
れている。したがって、有益な乳児腸内細菌叢である「ビフィズス菌優勢な細菌叢」が如何にして形成されるか
を理解することは非常に重要である。本研究では、ビフィズス菌の乳児腸内での増殖機構の一端を解明すること
ができた。本研究で得た知見は、ビフィズス菌が優勢な細菌叢の形成手法を今後確立するのに役立つと考えられ
る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 ヒトの腸内には数百種類の細菌から構成される腸内細菌叢が形成されており、ヒトの健康に
密接に関連している。成人の腸内では多種多様な細菌叢が形成されるのとは対照的に、母乳栄養
児の腸内ではビフィズス菌が優勢な多様性の低い細菌叢が形成される。乳児期の腸内細菌叢は、
乳児期のみならず、その後のライフステージにおいても宿主の健康に影響を及ぼすことが近年
数多く報告されている。したがって、ヒトの健康に有用なビフィズス菌優勢な細菌叢の形成機構
を解明することは非常に重要である。現在のところ、当該細菌叢が形成されるのは、母乳に含ま
れるオリゴ糖（母乳オリゴ糖）をビフィズス菌が効率良く取り込み・分解できるためと考えられ
ている。これまでビフィズス菌における母乳オリゴ糖分解・代謝の分子機構は幅広く解明されて
きているものの、本オリゴ糖の取り込みの分子機構は不明な部分が多かった。 
 
２．研究の目的 
 上述の通り、ビフィズス菌における母乳オリゴ糖の取り込み機構は十分に分かっていなかっ
た。本研究は、母乳オリゴ糖を介したビフィズス菌と乳児の共生機構を理解するために、母乳オ
リゴ糖の取り込みに関わる新規輸送体をビフィズス菌において同定することを目指した。また、
同定した輸送体のホモログがビフィズス菌ゲノム上にどの程度分布しているのかを調べること
で、ビフィズス菌が母乳成分にどのようにして適応進化しているのかを理解することを目指し
た。 
 
３．研究の方法 
(１) 基質結合タンパク質の母乳オリゴ糖への結合試験 
 ビフィズス菌由来の基質結合タンパク質（シグナルペプチド領域は排除）を大腸菌内で過剰発
現し、その後、その組換えタンパク質の精製を行った。精製は、硫安沈殿法、陰イオンクロマト
グラフィー、およびゲルろ過クロマトグラフィーにより行った。組換えタンパク質の精製度合い
を SDSポリアクリルアミドゲル電気泳動により確認した後、等温滴定型熱量計を用いた解析を
実施し、当該タンパク質がどの基質に対して結合するかを生化学的に調査した。基質としては、
種々の母乳オリゴ糖分子種およびそれらの構成糖を使用した。 
 
(２) ビフィズス菌の培養試験 
 ビフィズス菌は嫌気チャンバー内で 37 °C（N2 80 %、CO2 10 %、H2 10 %）で培養した。培
地は、システインおよびアスコルビン酸ナトリウムを添加したMRS液体培地または Basal液体
培地（Asakuma et al., 2011, J Biol Chem, 286:34583）を使用した。単独培養の際は、菌の生
育は OD600を測定することによりモニターした。競合培養の際は、特異的プライマーを用いた定
量 PCRにより菌の生育を解析した。 
 
(３) ビフィズス菌ゲノムにおける輸送体ホモログの分布解析 
 本研究で同定した輸送体ホモログのビフィズス菌ゲノム上における分布を調査した。ホモロ
グ検索は、tblastn解析により実施した。データベースとしては、565株のビフィズス菌のゲノ
ム配列を用いた。 
 
４．研究成果 
(１) フコシル化母乳オリゴ糖輸送体の同定 
 Bifidobacterium longum subsp. infantis において、フコシル化母乳オリゴ糖輸送体の機能を解析
した。これまで、乳児腸内に棲息するビフィズス菌がフコシル化母乳オリゴ糖を資化できる能力
は株依存的であることが知られている（Thomson et al., Food Microbiol, 2018, 75:37）。また、B. 
longum subsp. infantis由来の 2つの ATP結合カセット輸送体の基質結合タンパク質（フコシルラ
クトース輸送体 1の FL1-BPおよびフコシルラクトース輸送体 2の FL2-BP）が 2ʹ-フコシルクト
ース（母乳オリゴ糖の主要成分）に結合することがグライカンアレイによってこれまで明らかに
されている（Garrido et al., 2011, PLoS One, 6:e17315）。本研究では、これらの基質結合タンパク
質の基質特異性を、等温滴定型熱量計を用いた母乳オリゴ糖への結合試験などで解析したとこ
ろ、FL1-BPと FL2-BPはどちらも 2ʹ-フコシルクトースを主要な基質とするが、FL2-BPはさらに
多くの種類のフコシル化母乳オリゴ糖に結合できることが明らかとなった。さらに、これら二つ
の基質結合タンパク質遺伝子欠損株を B. longum subsp. infantisにおいて作出し、母乳オリゴ糖混
合物の存在下で単独培養を行ったところ、野生株と欠損株で生育に差がないことが明らかとな
った。その一方で、これらの 2株を母乳オリゴ糖混合物存在下で競合培養した場合には、欠損株
は野生株より菌数が大幅に低下することが明らかとなり、欠損した輸送体のフコシル化母乳オ
リゴ糖取り込みにおける重要性が示された。 
 また、Bifidobacterium catenulatum subsp. kashiwanohenseが有するフコシルラクトース輸送体 2
ホモログ（基質結合タンパク質のアミノ酸配列は約 70 %一致）を、母乳オリゴ糖を取り込めな



いように改変した B. longum subsp. longum株で異種発現したところ、本輸送体はフコシルラクト
ース輸送体 2と同じ基質を取り込む能力を持つことが明らかとなった。 
 
(２) その他の母乳オリゴ糖輸送体の同定 
 別の母乳オリゴ糖であるラクト-N-テトラオースを取り込む輸送体を機能解析した。これまで、
乳児腸内に棲息する多くのビフィズス菌株はラクト-N-テトラオースを資化できることが知られ
ている（Thomson et al., Food Microbiol, 2018, 75:37）。また、B. longum subsp. longum由来のガラク
ト-N-ビオース／ラクト-N-ビオース I基質結合タンパク質（GL-BP; ATP結合カセット輸送体の構
成タンパク質）が低い親和性ながらもラクト-N-テトラオースに結合することが分かっている
（Suzuki et al., 2008, 283:13165）。本研究では、B. longum subsp. infantisが有する GL-BPホモログ
を、等温滴定型熱量計を用いた母乳オリゴ糖への結合解析に供したところ、B. longum subsp. 
infantis由来の GL-BPホモログは、B. longum subsp. longum由来の GL-BPよりも高い効率でラク
ト-N-テトラオースに結合できることが示された。対照的に、ラクト-N-ビオース Iに対しては、
GL-BPホモログ間で結合能にほとんど差がなかった。この結果より、GL-BPを含む ATP結合カ
セット輸送体は、ホモログ間でラクト-N-テトラオースの取り込み能が異なる（取り込み能が高
いタイプと低いタイプに分類される）ことが強く示唆された。さらに、当該輸送体遺伝子が種々
の糖質取り込みにどの程度寄与しているかを明らかにするために、その遺伝子の欠損株を培養
試験に供した。その結果、ラクト-N-テトラオースまたはラクト-N-ビオース Iを炭素源とした際
には、遺伝子欠損株の増殖能が大幅に低下することが明らかとなった。一方で、コントロールで
あるラクトースを炭素源とした場合は、野生株と欠損株の生育に差は見られなかった。以上より、
GL-BPを含む ATP結合カセット輸送体は、ラクト-N-テトラオースおよびラクト-N-ビオース Iの
取り込みに重要であることが示された。 
 
(３) ビフィズス菌ゲノム上における母乳オリゴ糖輸送体ホモログの分布 
 (１)で解析した FL1-BPおよび FL2-BPホモログのビフィズス菌ゲノム上における分布を tblasn
解析により調査した。その結果、FL1-BP と FL2-BP ホモログは、乳児腸内を主な棲息地とする
ビフィズス菌種のゲノム上に比較的よく保存されていることが明らかとなった。FL2-BP ホモロ
グは、B. longum subsp. infantisおよび B. catenulatum subsp. kashiwanohenseにおいて 86 %以上の株
で、B. longum subsp. longum、Bifidobacterium breveおよび Bifidobacterium pseudocatenulatumにお
いて 13 %以下の株で保存されていた。FL1-BPホモログは、B. longum subsp. infantisにおいて 57 %
の株で、B. breveにおいて 4 %の株で保存されていた。また、これらの輸送体ホモログは、他の
ビフィズス菌種（成人腸内やヒト以外の動物腸内を主な棲息地とするビフィズス菌種）では保存
されていなかった。フコシルラクトース輸送体 2（FL2-BP）がビフィズス菌ゲノム上に広く分布
されていることに加えて、当該輸送体が幅広い種類のフコシル化母乳オリゴ糖を取り込めるこ
とから、フコシルラクトース輸送体 2（FL2-BP）が母乳栄養児腸内でのビフィズス菌優勢な細菌
叢の形成に特に重要な役割を果たしていると推察された。 
 (２)で解析した GL-BP ホモログのビフィズス菌ゲノム上における分布を tblasn 解析により調
査した。その結果、GL-BP ホモログは乳児腸内を主な棲息地とするビフィズス菌種において幅
広く保存されていることが示された（389株中 374株）。さらに、ラクト-N-テトラオース取り込
み能が高いタイプの輸送体ホモログは種依存的というよりもむしろ株依存的に保存されている
傾向にあることが明らかとなった。一方で、成人腸内やヒト以外の動物腸内を主な棲息地とする
ビフィズス菌種のゲノム上には、GL-BPホモログはほとんど保存されていなかった。 
 また、その他の母乳オリゴ糖取り込み・分解関連遺伝子や母乳成分の代謝関連遺伝子ホモログ
の分布も調査したところ、それらの遺伝子も基本的には乳児腸内を主な棲息地とするビフィズ
ス菌種のゲノム上に保存されていることが示された。以上より、種々の解析を通して、母乳栄養
児腸内におけるビフィズス菌の適応進化戦略の一端を解明することができたと考えられる。 
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