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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フローラが形成されることが知られていたが、その
分子機構は解明されていなかった。我々は、ビフィズス菌が母乳中で3番目に多く含まれる成分であるオリゴ糖
（母乳オリゴ糖）を資化する特異的な酵素群を有していることを見出し、それら酵素について解析を行った。そ
の結果、母乳オリゴ糖の主要成分であるラクト-N-テトラオースを分解する酵素ラクト-N-ビオシダーゼがビフィ
ズスフローラ形成に重要であることを明らかとした。また、酵素を改変することでラクト-N-テトラオース合成
法を開発した。ビフィズス因子として人工乳への添加が期待される。

研究成果の概要（英文）：It has long been known that bifidobaceria-rich microbiota (bifidus flora) is
 formed in breast-fed infant intestines; however the underlying mechanism has not been elucidated. 
We have found that infant gut-associated bifidobacteria have an ability to assimilate human milk 
oligosaccharides (HMOs) that comprises the third most abundant solid component. In this study, we 
focused on lacto-N-biosidase, which hydrolyzes lacto-N-tetraose (the most abundant core HMO 
structure ), and revealed that the enzyme plays an important role in bifidus flora formation in 
infants. In addition, we succeeded in developing an efficient method to synthesize lacto-N-tetraose 
by mutating a relevant enzyme. The compound can be used for formula milk fortification.

研究分野：応用微生物学
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１．研究開始当初の背景 
乳児期における腸内細菌叢の形成は、成長
後の健康（肥満やアレルギー発症）に大きな
影響を及ぼすことが明らかとなってきた。そ
のため、乳児期における腸内細菌叢の形成機
構を知ることは極めて重要な課題である。 
ヒト乳児の腸管においては授乳開始と同
時にビフィズス菌が速やかに増殖してビフ
ィズスフローラが形成される。このフローラ
は離乳と同時に消滅し、成人型のフローラへ
と移行することが知られている。このことは、
人乳中にはビフィズス菌を選択的に増殖さ
せる因子(ビフィズス因子)が含まれているこ
とを示唆しており、多くの研究者がその実体
を解明しようと努力してきたが、ビフィズス
菌が発見されて100年以上たっても解明され
ていなかった。 
人乳には、乳糖・脂質に次ぐ成分としてオ
リゴ糖(母乳オリゴ糖)が含まれている(10～
20 g/L)。これほど多く含まれる成分でありな
がら、ヒトの消化酵素には耐性であるために
乳児の栄養源とはならない。それにもかかわ
らず、母親は乳腺においてオリゴ糖を合成し
(糖 1 分子を伸長させるためには、理論上 1
分子の ATPが必要である)、児に与えている。
それには何らかの生理的意義があって然る
べきである。 
我々は 2003 年に、ビフィズス菌が母乳オ
リゴ糖を分解するための特異的な酵素群を
有していることを発見した。それ以降、乳児
型ビフィズス菌におけるユニークな母乳オ
リゴ糖資化経路に着目して、その経路上の酵
素の構造機能解析を行ってきた。興味深いこ
とに、これらの酵素群のほとんどは乳児型ビ
フィズス菌にのみ存在しており、他の腸内細
菌には見られない。 

 
２．研究の目的 
 本研究では、母乳オリゴ糖資化経路上にあ
るグリコシダーゼのうち、特にラクト-N-ビ
オシダーゼおよびフコシダーゼに着目して、
その生理機能解析・構造機能解析を行うと共
に、改変酵素を利用した母乳オリゴ糖の精密
酵素合成に取り組んだ。また、乳児糞便中
DNA の遺伝子解析を行うことで、これらグ
リコシダーゼのビフィズスフローラ形成へ
の関与を調べた。 
 また、母乳オリゴ糖の主要成分であるラク
ト-N-テトラオースの精密合成法を開発する
ことを試みた。 
 
３．研究の方法 
 ラクト-N-ビオシダーゼに関しては、大腸
菌における組換え発現株を作製して精製を
行い、酵素化学的な解析を行うとともに、X
線結晶構造解析を行った。フコシダーゼに関
しては、グリコシンターゼ化への変換を行う
目的で、80種以上のアミノ酸置換体を作製し
て評価を行った。また、母乳や乳児糞便は京
都府内の助産院の協力で回収して解析に使

用した。 
 ラクト-N-テトラオースの合成は、ホスホ
リラーゼの機能改変によって行った。 
 
４．研究成果 
a) ラクト-N-ビオシダーゼについて 
 ラクト-N-ビオシダーゼのうち、LnbBおよ
び LnbXの 2種について酵素機能解析を行う
とともに、X線結晶構造解析を行った。その
結果、両酵素の触媒機構や基質認識機構の差
異を明らかとすることに成功した。LnbBは、
N-アセチルヘキソサミニダーゼが多く分類
されている糖質分解酵素ファミリー(GH) 20
に属しており、基質結合ポケットを+サブサ
イト側へ広げることで、ラクト-N-ビオース
という 2糖構造を認識可能となっていた。一
方、LnbXは GH20とは異なり β-ヘリックス
構造をとっており、表面付近の少し窪んだポ
ケットにおいてラクト-N-ビオース構造を認
識していた。この結果から、LnbX は新規な
糖質分解酵素ファミリー(GH) 136 として登
録された。乳児腸管という同じ環境下で、同
じ母乳オリゴ糖の選択圧を受けながらも、ビ
フィズス菌が全く異なる 2 種の酵素ラクト
-N-ビオシダーゼを進化させてきたことは非
常に興味深い。 
次に、完全母乳栄養児(n = 10)および混合
乳栄養児(n = 6)の糞便を回収して DNAを抽
出し、遺伝子解析を行った。その結果、完全
母乳栄養児においてビフィズス菌占有率が
有意に高いこと、なかでも B. longumが多い
ことが明らかとなった。そこで、B. longum
に特異的な lnbX 遺伝子のコピー数を調べた
ところ、完全母乳栄養児の糞便 DNA 中にお
いて有意にコピー数が高いことを見出した。
また、B. longum細胞数と lnbX遺伝子のコ
ピー数に有意ではないものの正の相関がみ
られた。このような相関は、混合乳栄養では
見られなかった。 
このことから、母乳栄養児におけるビフィ
ズス菌叢形成に、LnbX が重要な役割を果た
していることが明らかとなると共に、ビフィ
ズス菌とヒトが母乳オリゴ糖を介して共進
化してきたことが伺えた。 

 
b) フコシダーゼについて 
 フコシンターゼの活性中心は N421, 
N423,E566, D766の 4残基から形成されて
いる。D766によって活性化された N423が
塩基触媒として、E566が酸触媒として機能
しており、N421 は N423 とともに Fuc の
C1 を攻撃する水を保持している。N421、
N423、D766 残基にサチュレーション変異
を導入し、FucFをドナー基質、Lacをアク
セプター基質としてシンターゼ活性を測定
したところ、N423H置換体が高いシンター
ゼ活性を有することを見出した。また、至
適条件下では、Fuc-F に対して 80%以上の
効率で、Gal の 2 位の水酸基に位置特異的
に転移反応を触媒した。また、本変異体を



用ラクトースやラクト-N-テトラオースな
どのオリゴ糖のみならず、ムチンなどの糖
タンパク質糖鎖にも H-抗原(Fucα1-2Gal)を
導入可能であることを示した。ただ、FucF
の水溶液中での半減期が 20分程度と非常に
短かったことから、実用的な合成法とはな
りにくいことが明らかとなった。 

c) ラクト-N-テトラオースの精密合成につい
て 
結晶構造が既に明らかとなっていた 2 糖
特異的ホスホリラーゼの活性ポケットに変
異を導入することでラクト-N-テトラオー
スを合成することを試みた。まず活性中心
にラクト-N-テトラオースを組込んだモデ
ルを作製したところ、ラクトース部位がル
ープ構造と衝突していることが予測された。
そこで、このループ部位を欠失させて、代
わりに他のアミノ酸を 3 個から 7 個挿入し
た変異体を作製したところ、ラクト-N-テト
ラオースホスホリラーゼ活性を示すように
なった。さらにサチュレーション変異を導
入して、それらの変異体の活性を調べ、こ
れらの変異体を精製して諸性質を決定する
とともに、逆反応を用いて Gal-1-P および
ラクト-N-トリオース II からラクト-N-テト
ラオースが合成可能であることを証明した。
なお、合成反応時に生じるリン酸をスクロ
ースホスホリラーゼによって消費すること
で反応平衡を傾けた場合、反応液中のラク
ト-N-トリオース II の 95%以上が消費され
て、ラクト-N-テトラオースへと変換された。
現在、スケールアップを目指している。 
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国内外の別：  
 
〔その他〕 
ホームページ等 
http://www.bunshioutou.lif.kyoto-u.ac.jp/ka
tayama/Home.html 
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