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研究成果の概要（和文）：　本研究はビフィズス菌のCys /Met代謝の全容解明を目指しており、これまでに
Bifidobacterium longum subsp. longum 105-A（105-A株）のCys要求性はMetで代替可能であり，MetからCysへ
代謝する逆流硫黄経路を有することを示している．
　105-A株の0509，0510遺伝子を大腸菌で発現させて，組換えタンパク質の機能解析を行い、組換え0509は細菌
に見られるO-acetylserine dependent cystathionine-β-synthase (EC 2.5.1.134)であることを明らかにし
た．

研究成果の概要（英文）：Cysteine and methionine metabolism of Bifidobacterium longum subsp. longum 
105-A have been investigated in this study. Putative orfs, BL105A_0509 and 0510, were expressed in 
E. coli, and then the recombinant proteins were characterized. Recombinant 0509 protein showed 
cystathionine forming activity from O-acetylserine and homocysteine. Thus, BL105A_0509 encodes 
O-acetylserine dependent cystathionine-β-synthase (EC 2.5.1.134), which is commonly found in 
bacteria. 

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
ビフィズス菌は人の腸内細菌叢における主要構成菌群の一つであり、大腸内に生息する。しかし大腸内は小腸と
比べ貧栄養な環境であるため、限られた栄養源を効率的に取得・利用する必要がある。ビフィズス菌がどのよう
に栄養源を獲得・利用しているかの栄養代謝への理解は非常に重要となる。これまでビフィズス菌の含硫アミノ
酸代謝に関する知見はほとんどなかった。本研究はビフィズス菌の含硫アミノ酸代謝経路の全容解明を目的とし
て実施し、シスタチオニン-β-シンターゼなどの含硫アミノ酸代謝酵素の大腸菌発現に成功した。また、組換え
酵素の性質解明も行った。これにより、本研究の目的に近づくことができた。

※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 

 ヒトの大腸内に生息するビフィズス菌は、腸内細菌叢における主要構成菌群の一つであ

り、宿主に対して健康増進効果を持つことが知られている(Azad MA et al., 2018)。健康増進

効果は乳製品などでプロバイオティクスとしての利用で多く見られる。しかし、ビフィズス

菌は小腸と比べ貧栄養な環境である大腸内で他の腸内細菌と栄養獲得競争を行いながら限

られた栄養源を効率的に取得・利用する必要がある。

様々な研究からビフィズス菌が糖質や食物繊維を用い

て効率的に増殖することは知られているが(Gibson GR 

et al., 1995)、アミノ酸代謝に関してはほとんど調べられ

ていないため、ビフィズス菌のアミノ酸代謝を調べる

必要があった。ビフィズス菌の生育には含硫アミノ酸

である Cysteine が必須栄養源であると考えられていた

が、ゲノム解析から一部のビフィズス菌株で Cysteine 以

外の含硫アミノ酸を代謝する酵素をコードする遺伝子

の存在が示唆された（図１）。研究開始当初はビフィズ

ス菌の含硫アミノ酸代謝に関してはほとんど調べられ

ていなかった。そのためビフィズス菌の含硫アミノ酸

代謝経路の全容解明単一硫黄源として研究を開始し

た。本研究にはヒト由来で、かつ遺伝子操作が容易であ

る Bifidobacterium longum 105-A（以下 105-A）を用いた(Hirayama et al., 2012)。 

 

２．研究の目的 

 本研究の目的はビフィズス菌におけるシステイン、メチオニン代謝の全容解明であり、特

に逆流硫黄経路のホモシステイン以降の２つの反応に注目して酵素および遺伝子の同定を

行う。 
 ビフィズス菌の健康増進効果を充分に発揮するためには、ビフィズス菌がヒト大腸内で

定着、増殖する必要があるが、そのメカニズムは充分に明らかになっていない。増殖には栄

養が必要であるが、ビフィズス菌の栄養獲得機構の研究は、オリゴ糖などの糖質に偏ってお

り、アミノ酸代謝の知見がそもそも不足している。本研究でビフィズス菌の含硫アミノ酸代

謝の全容が明らかとなれば、ビフィズス菌の栄養代謝に関する理解が深まり、基礎・応用の

両面で波及効果も大きい。 
 

３．研究の方法 

 105-A の推定シスタチオニン-β-シンターゼ（CBS）遺伝子およびシスタチオニン-γ-リア

ーゼ（CGL）遺伝子産物の機能解析を行った。まず、推定 CBS 遺伝子である BL105A_0509

を pET システムを用いて大腸菌に組み込み、その後 IPTG によるタンパク質発現誘導を行

った。His タグを利用して組換えタンパク質を精製後、精製酵素による酵素反応を行い、ア

ミノ酸標識試薬である 1-fluoro-2,4-dinitrophenyl-5-D-leucinamide (FDLA)を用いてアミノ酸を

ラベル化し、HPLC で反応生成物の分析を行った。 

 また、推定 CGL 遺伝子である BL105A_0510 も同様の方法で組換え酵素を調製して、活

図１B. longum 105-A における推定含硫
 アミノ酸代謝経路 



性をしらべた。さらに推定シスタチオニン-β-リアーゼ（CBL）と考えられた BL105A_1451

についても同様に検証した。 

 

４．研究成果 

 0509 遺伝子産物の酵素反応実験ではホモシステインと O-アセチルセリンからシスタチオ

ニンの生成を確認した。よって 0509 遺伝子産物は CBS であることが確認できた(図 2)。本

組換え酵素はセリンを基質としなかったことから、0509 遺伝子産物は細菌に一般的に見ら

れる O-acetylserine dependent cystathionine--synthase (EC 2.5.1.134, Fig. 2)であることが明らか

になった。 

 

  図２ シスタチオニン-β-シンターゼ反応 
 

 一方 1451 遺伝子産物の酵素反応実験ではシスタチオニンが切断され、ホモシステインが生成

したのが確認された。よって 1451 遺伝子産物は CBL であることが確認できた(図３)。しかし

1451 産物の活性は微弱であり、反応条件が適切でない可能性もある。 

 

 

 

 

 

  図３ シスタチオニン-β-リアーゼ反応 
 

 一方、シスタチオニン-γ-リアーゼ(CGL)遺伝子の候補である BL105A_0510 遺伝子産物は有意

な cystathionine--lyase 活性を示さなかった。この原因については解明できなかったが、発現条件

が適していない可能性もある。 

 本研究ではビフィズス菌の含硫アミノ酸代謝酵素の大腸菌発現に成功し、組換え酵素の性質

解明にも初めて成功した。これにより、本研究の目的である「ビフィズス菌の含硫アミノ酸代謝

の代謝の全容解明」に近づくことができた。 
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