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研究成果の概要（和文）：LAから変換されるHYAは、腸管バリア機能を向上させる機能が示されている。LAは母
乳脂質にも多く含まれていることから、乳児糞便脂質の脂肪酸組成分析を行い、HYAが含まれることを示した。
また、腸内細菌叢解析を行ったところ、母乳中LAから糞便中HYAへの変換率は、ビフィズス菌数と正相関してい
た。In vitro試験からも、Bifidobacteriumが確かに本変換反応を行うこと、精製酵素と遺伝子欠損株を用い
て、変換酵素の活性を確認した。
また、Bifidobacterium属であっても、種により変換能は大きく異なることが分かったが、乳児腸管内で多い種
に関しては変換能が高い傾向が見られた。

研究成果の概要（英文）：Breast-fed infants generally have gut microbiota dominated by 
bifidobacteria. However, reason of why humans have selected bifidobacteria remains unanswered.We 
analyzed oils of mother's milk and infant's feces, and showed that HYA, which stimulates epithelial 
barrier function, is detected in only infant’s feces. We inferred that HYA was produced from 
conversion of LA, an essential fatty acid contained in breast milk, by gut microbes. Microbiota 
analysis revealed the strong correlation between the cell counts of genus Bifidobacterium and the 
conversion ratio of LA to HYA in infant stools. In addition, we demonstrated that Bifidobacterium 
and purified enzymes of Bifidobacterium convert LA to HYA in vitro assay. Interestingly, it was 
found thatt the comversion ability was different among the species. In human, infant-gut assocated 
bifidobacterium grown by oligosaccharides may enhance HYA production, thereby fortifying the barrier
 function of intestinal cells of vulnerable infants. 

研究分野：微生物学、分子生物学

キーワード： 母乳　ビフィズス菌　HYA　LA　脂質　腸管バリア機能
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研究成果の学術的意義や社会的意義
宿主と腸内細菌の関係は、主にオミクス的アプローチから研究され、重要な知見がもたらされた。それらを基盤
とし、疾病治療、健康機能食品への応用が広く期待されている。それに伴い、両者の関連を物質や遺伝子レベル
のメカニズムとして説明することが求められるようになってきたが、従来のオミクス研究だけではその達成は難
しい。
本研究は、ビフィズス菌という特定の菌種、母乳中のLAとHYAという特定の物質に絞った解析を行うものであ
る。これは、宿主由来物質・菌・遺伝子・機能物質というそれぞれ具体的な因子を、一連のメカニズムとして明
らかにしたものであり、今後の腸内細菌研究が目指すべき新しい形を示すものである。

※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 
（１）乳児腸管内ビフィズスフローラ  
 腸内細菌叢は、宿主の健康状態や疾病との関連が近年次々と明らかにされている  
(Karlsson FH et a l., 2013, Nature)。その組成変化が最も大きいのは授乳期であり、母乳栄
養児の腸管では、授乳開始から数週間で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。ヒトが、生物学的に未熟な乳児期にビフィズス菌を選択的に増殖させる
ということは、両者の共生関係・共進化の重要性を表している。そのため、「どのよう
にして」、そして「なぜ」ビフィズスフローラが形成されるのか、という 2 つの疑問は
非常に興味を持たれてきたが、分子レベルでの詳細は長年解明されてこなかった。  
 
（２）母乳オリゴ糖によるビフィズスフローラ形成  
 第一の疑問である、「どのようにして」乳児腸管内でビフィズスフローラが形成され
るか、という問いに対しては、ビフィズスフローラは離乳と共に消失することから、母乳中
に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）が存在することが古くから指摘さ
れてきた。申請者の所属する研究グループでは、これまでに母乳に含まれるオリゴ糖が
ビフィズス因子であることを明らかにした。母乳に含まれる糖のうち、最も多いラクト
ースは乳児自身が吸収してエネルギー源となるが、母乳オリゴ糖は膵消化酵素に耐性で
あるため、乳児の栄養にはならずに大腸に到達する。大腸に生息するビフィズス菌は、
母乳オリゴ糖分解酵素やトランスポーター、代謝酵素をコードする遺伝子群をもってい
るため、それらを効率よく資化し、増殖することができる。さらに、母乳オリゴ糖資化
酵素は乳児に生息するビフィズス菌にのみ存在し、他の腸内細菌には殆ど存在しない。これら
の理由から、ビフィズス菌は乳児大腸に届く母乳オリゴ糖を独占的に資化し、最優占種
となることが可能であると考えられた。  
 申請者はこれまで、ビフィズスフローラ形成メカニズムへの理解をさらに深めるため、
ビフィズスフローラのなかでも特定の種や遺伝子型の株が果たす役割に着目してきた。
そして、母乳オリゴ糖のコア構造であるラクト-N-テトラオースに作用する酵素ラクト-N-ビオ
シダーゼ (LnbX)  をもつ Bifidobacterium longum subsp. longum (B. longum) や、多数の菌体外母
乳オリゴ糖分解酵素を持つ B. bifidumが、菌体外で母乳オリゴ糖を分解し、分解物を他のビフィ
ズス菌種に分け与えることで、ビフィズスフローラ全体に影響を及ぼす重要な種であることを
見出した (Yamada C and Gotoh A et al., 2017, Cell Chem. Biol., and Gotoh A et al., 2018, Sci. Rep.)。 
 
（３）母乳脂質を介したビフィズスフローラの意義の可能性  
 一方、「なぜ」ヒトが乳児期の最優占種としてビフィズス菌を選択したのかについて
は不明である。前述したとおり、母親が多大なエネルギーを消費して乳児の栄養とはなら
ない母乳オリゴ糖を合成し、ビフィズスフローラを形成させるという事実は、そこに非
常に大きなメリットが存在することを示している。実際に、乳児期の腸内細菌叢状態が、
栄養、免疫、神経組織発達などに関係し、その影響がその後も長期的に続くことを示唆
する報告は多数存在しているが  (Cox L et a l., 2014, Cell)、それを分子レベル、遺伝子レ
ベルで解明した例は少ない。そこで申請者が本研究で取り組むのは、ビフィズスフロー
ラのメリットのひとつとしての「ビフィズス菌による母乳脂質の変換」である。  
 母乳中の脂質の主な役割は宿主のエネルギー源としてであり、乳児体内にも吸収され
るが一部は腸に届く。総母乳脂質の 98 % がトリアシルグリセロールで、さらに脂肪酸
組成としてはオレイン酸  (OA)、パルミチン酸、リノール酸  (LA)、ステアリン酸などが
多く含まれる。母乳中には胆汁刺激性リパーゼが含まれており、消化管内でトリアシル
グリセロールからこれら脂肪酸を遊離すると考えられている。  
 2015 年に、LA の水和反応で生じる 10-ヒドロキシ-cis-12-オクタデセン酸  (HYA) につ
いて、腸管バリア機能を高める機能があることが明らかにされた  (Miyamoto J, et a l., 
2015, JBC)。具体的には、潰瘍性大腸炎モデルマウスの大腸における炎症応答が HYA 経
口投与により軽減されること、またヒト腸管上皮細胞 Caco-2 のタイトジャンクション
が HYA 添加によって強化されることが報告されている。申請者は、母乳中に含まれる
LA についても、HYA に変換される可能性があると考え、母子 1 組由来の母乳と乳児糞
便サンプルより抽出した脂質画分を GC/MS により分析したところ、糞便由来脂質画分
でのみ HYA が検出されることを見出した。  
 LA が水和され HYA が生じる反応は、乳酸菌で報告されている LA を OA にまで変換
する経路の初期段階として存在する  (Kishino S et a l., 2013, PNAS)。ビフィズス菌もそ



の水和酵素をコードする遺伝子のホモログ遺伝子を有していたため、乳児糞便中で検出
された HYA が、ビフィズス菌によって産生された可能性があると考えた。ここで重要
なのは、乳酸菌は LA を OA にまで飽和化してしまうが、ビフィズス菌は水和酵素のみ
しか有していないために HYA 以降の反応が起きないことすなわち蓄積する可能性が高
いことである。そこで、主要な乳児型ビフィズス菌である B. longumおよび B. breve に
よる HYA 産生の可能性を検討した。ビフィズス菌培養液に LA を添加し、嫌気環境下
でインキュベートした後、培養上清より脂質を抽出、GC/MS による分析を行ったとこ
ろ、LA が減少し、HYA が検出されたことから、ビフィズス菌が LA→HYA 変換活性を
持つことが示唆された。  
 
 
２．研究の目的 
本研究では、母乳オリゴ糖で増殖したビフィズス菌が、さらに母乳脂質を利用して有用機能性
物質であるHYAを産生する可能性について検討する。ビフィズスフローラの意義については、
これまでも免疫調節や短鎖脂肪酸の産生といった面から説明されてきたが、母乳脂質に注目し
た研究は全く新しいものである。 
 母乳脂質変換がビフィズス菌自身にとってメリットとなっている可能性もあるが、そうではな
かった場合、ヒトとビフィズス菌間で物質やメリットのやり取りが互いに繰り返される、まさに
共進化を強く示す結果である。また、より母乳に近い人工乳の開発や、菌製剤を含む医薬品・健
康補助食品の開発への応用も期待される。 
 
 
３．研究の方法 
（１）乳児腸管内における HYA 産生とビフィズス菌の関連  
 これまでの予備実験により、乳児糞便から抽出した脂質画分において、HYA が検出さ
れることが既に見出されている。この乳児腸管内 HYA の存在の一般性を確かめるため、
複数の母子ペアから母乳及び乳児糞便を回収する。両サンプルより脂質抽出を行い、
GC/MS により LA および HYA を検出する。その結果をもとに、元の母乳に含まれる LA
から HYA への変換効率を算出する。同時に、乳児糞便サンプルからは腸内細菌ゲノム
DNA を抽出し、16S メタゲノム解析から割り出される菌数と、HYA 変換効率の相関を
解析することで、HYA 産生とビフィズス菌との関連を検討する。  
 
（２）ビフィズス菌水和酵素による HYA 産生の検討  
 LA→HYA 変換活性をすでに確認した B. longumおよび B. breve 株について、水和酵素
の候補遺伝子をクローニングし、大腸菌発現系より精製する。 in vitro で本変換反応が
起こるかを検討し、菌レベルでみられた活性が候補遺伝子由来酵素によるものであるか
を確認する。水和酵素が確定された場合、ビフィズス菌による変換反応が促される環境
の探索、すなわち水和酵素発現が誘導される条件を検討する。  
 
（３）ビフィズス菌による HYA 産生誘導条件と意義  
 ビフィズス菌が、LA→HYA 変換酵素を保存している（と同時にそれ以降の変換酵素は
保持されていない）のは、本反応がビフィズス菌自体にとっても必要である可能性、あ
るいはヒトとの共生の中で獲得された可能性が考えられ、ヒトとビフィズス菌の共進化
を理解するうえで興味深い。まず、前述した研究計画で用いる B. longumおよび B. breve
株について、LA や他の母乳中の脂肪酸を添加した場合、および母乳や人工乳を培地と
した場合に、水和酵素の発現レベル変化を RT-PCR により測定する。同時に、LA およ
び HYA の有無がビフィズス菌自体に及ぼす影響についても注目する。さらに、他の乳
児型ビフィズス菌と成人型ビフィズス菌、ヒト以外のビフィズス菌種・株間での違いが
あるかを検討することで、上記した共進化の一端を理解することにつながると考えられ
る。  
 
 
４．研究成果 
助産院において、母親と乳児のペアより、母乳および乳児糞便サンプルを回収した。両
サンプルより脂質画分を抽出し、GC-MS により脂肪酸（特に LA、OA、HYA、HYB に
ついて）分析を行った。大部分のペアにおいて、HYA は母乳サンプルでは検出されず、
糞便サンプルでのみ検出された。また、糞便サンプルからはゲノム DNA を抽出し、16S 
rDNA に基づく NGS により、腸内細菌叢解析を行った。これらの結果を合わせ、LA→



HYA 変換効率と、菌属および種レベルの細胞数との相関を網羅的に調べたところ、ビ
フィズス菌属と複数のビフィズス菌種が、HYA 変換効率と正に相関することが明らか
となった。このことから、乳児腸管内で起こる LA→HYA 変換反応に、ビフィズス菌が
関与することが示唆された。  
 それを確かめるため、in vitro での変換反応試験を行ったところ、乳児腸管内で豊富な
B. longum と B. breve 菌体レベル、変換反応を担うと予測される酵素を大腸菌発現系で
組換酵素として発現・精製したもの、いずれにおいても LA から HYA を産生すること
が示された。さらに、ゲノム編集が可能な株を用いて遺伝子欠損株を作成、同様に評価
したところ、同様に HYA の産生がみられたことから、ビフィズス菌自身が HYA 変換酵
素を有することが確かめられた。  
 ここで実施した乳児糞便腸内細菌叢解析結果について、ビフィズス菌属に分類される
OTU 配列を改めて BLAST 検索することにより、ビフィズス菌種をより詳細に確認した
ところ、10 種（亜種）が含まれ得ることが分かった。このうち、ゲノム配列情報が明ら
かとなっており、種（亜種）名が同定される 8 種について、変換酵素をコードする遺伝
子を検索すると、大部分の株が該当遺伝子を保有していた。続いて、菌株分譲機関より
入手可能な株を用い、実際に菌体レベルで変換能を検討したところ、いずれの菌株でも
HYA 産生が見られたが、その一方、変換能は大きく異なることが分かった。特に、乳児
腸管内で多い種に関しては変換能が高い傾向が見られたことは、大変興味深い点であっ
た。  
 また、乳児腸管内で豊富な B. longumと B. breve については、経時的な変換反応進行に
ついても検討した。その結果、変換反応は、ある一定の変換効率（脂肪酸組成の比）に
収束・飽和する傾向がみられた。これは、乳児糞便中においても変換が完全に起こらず
に LA が残存した状態であったことと一致する。  
 以上の結果は、乳児腸管内ビフィズス菌が、母乳脂質由来の LA を、腸管バリア機能
を向上させる HYA に変換することを明らかにした。これは、ヒトが母乳オリゴ糖によ
って特異的にビフィズス菌を増殖させ、ビフィズスフローラを形成する意義、すなわち
ヒトとビフィズス菌の「共進化」を説明する重要な知見である。  
（本研究成果は論文発表準備中である。）  
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