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ビフィズス菌の特異的糖資化機能の解明と利用

熊 谷 英 彦(京 都大学大学院生命科学研究科統合生命科学専攻教授)

1.緒 言

ビフィズス菌はヒトを始めとする動物の腸管内

に広 く棲息 し1),腸管の感染防禦2),免 疫機能の

増強やガン予防3),あ るいは酢酸や乳酸産生によ

る整腸作用4)などの有益な作用を宿主にもたらす。

また本菌は母乳栄養児の腸管下部における最優先

菌であり5),それらと人工乳栄養児との間には下

痢などの罹患率に大 きな差があることが知られて

いる6)。したがって,本 菌 は乳児の健康維持 に重

要な役割を演 じていると考えられている。

このような母乳についての研究に端を発し,腸

管内でビフィズス菌の生育を特異的に支持するい

わゆる 「ビフィズス因子」に関する研究が行われ,

幾つかのオ リゴ糖が報告されている7-14)。さらに,

本菌をヒト腸管内で増殖させることを目的として,

多くの種類のオリゴ糖が,食 品添加あるいは製剤

の形で実用化 されている。本菌の健康への好影響

を裏付ける研究結果 としては,本 菌が腸管内での

病原性細菌の増殖を抑えた りisas),腸管上皮細胞

への病原性大腸菌の接着を阻止したりすることが

報告されている17)。

本報告者 らの研究室では,成 人 ヒト糞便 より単

離し,光 岡の方法18)に基づいて同定 したビフィズ

ス菌Bifidobacteriarrnbreve203を 用いて,糖 代謝

にっいて詳細な研究を行ってきた。そして本菌が,

腸内棲息菌の中でビフィズス菌に特異的なβ一フ

コシダーゼ活性をもつことを明 らかにしている19)。

このことは逆にフコースを含むオリゴ糖は腸内で

はビフィズス菌にのみ加水分解され,炭 素源とし

て利用されることを示唆するものである。そこで,

このβ一フコシダーゼ活性 を有する酵素をビフィ

ズス菌から精製 し,そ の性質を解明,さ らに本酵

素の遺伝子のクローニング,大 腸菌高発現株の作

製などを行い,ビ フィズス因子の酵素的合成への

有効利用を検討した。さらに本菌の α一ガラクト

シダーゼについても精製と性質の解明,遺 伝子の

クローニングと解析を行った。

2.Bifidobacteriumbreveの β一グル コシ ダ

ーゼ

ビフィズス菌B.伽 乙,6203のβ一グルコシダーゼ

はβ一D一グルコシ ド水解活性(図1A)の 他に腸

内細菌の中ではビフィズス菌に特異的とされるβ

一D一フコシ ド水解活性(図1A)を も有する。ま

た本酵素には,β 一D一フコシル基のみを他の単糖

に転移させる糖転移活性(図1B)も 認められて

いる2°)。そこで,β 一グルコシダーゼの生産性を

上げるため,セ ロビオースを単一炭素源として本

菌を長期にわたって馴養し,R一 グルコシダーゼ

及びR一 フコシダーゼ両活性が著しく上昇した馴

養株B.breveclbを 得た21・22)。さらにこの馴養株

B.breveclbよ り電気泳動的に単一な精製酵素標

品を得た22}。得られた精製酵素を用いて各種酵素

化学的性質を調べたところ,本 酵素は分子サイズ

50キロダル トンのモノマータンパク質で,基 質特

異1生その他からB.breve203か ら得られた酵素23}

と同等であることが確認された。
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図1B.brereのa一 グ ル コシ ダ ー ゼ が触 媒 す る反 応

3.ビ フィズス菌β一グル⊇シダーゼの大腸菌

での発現

B.breveclbよ り得た精製酵素標品を用いて本

酵素N末 端 アミノ酸配列 を30残基決定 した22)。

このアミノ酸配列の一部をもとに本酵素構造遺伝

子の塩基配列の一部を類推し,20-mer,128種 類

のオリゴヌクレオチドミクスチャーを合成して,

本酵素遺伝子に対するプローブとした。ベクター

としてpUC18を 用い,こ れに制限酵素で部分的

に消化したB.breveclbの ゲノムDNAを インサ

ートして組換えプラスミドを作製した。これを用

いて宿主大腸菌DH5α を形質転換 してB.breve

clbの ゲノムライブラリー約15万コロニーを作成

し,先 のプローブを用いてスクリーニングしたと

ころ10個のポジティヴクローンを得た。これらの

ポジティヴクローン中,2個 のクローンにβ一グ

ルコシダーゼ及びR一 フコシダーゼ両活性が認め

られたため,酵 素活性の高い方の株をOK1と 命

名した。

組換え大腸菌株OK1か ら得た組換 えプラスミ

ドpOKla(B.breveclbの ゲノムDNA4.2kbp

を有していた)を 用いてサブクローニングを行っ

たところ,1.9kbpのPvull-EcoRI断 片を有する

pOKleま で 本酵素 活性が 認め られた。この

1)z,irll-EcoRI断片の全塩基配列を決定 したとこ

ろ,1380bpか らなるオープンリーディングフレ

ームを見出し,こ こには460ア ミノ酸残基から成

る分子量51,513ダル トンのタンパク質がコードさ

れていた23)。この値は電気泳動で決定された精製

酵素タンパク質の分子量の値 とよく一致していた。

本酵素のアミノ酸配列とデータバンクのβ一グ

ルコシダーゼのアミノ酸配列 との相同性を検討し

た結果,本 酵素はセルラーゼファミリー24)の中の

BGAサ ブファミリーに属していた。図2に は他

起源由来のBGAサ ブファミリーに属するβ一グ

ルコシダーゼの活性中心 とされている配列を示し,

相同性が高い部分は反転で示した25)。Asn-Glu一

図2BGAサ ブファミリーに属するB.δ1膿・203および他種由来β一グルコシダーゼの活性中心とされてい

るアミノ酸配列の比較
アミノ酸配列で保存性の高い部分は反転で示した。高度に保存されているHis-ASI1-Glu-Proモチーフ

は太字で示し,モ チーフの中でも酵素の活性発現に特に重要な役割を持っアミノ酸残基は矢印で示した。
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表1無 細胞抽出液中の酵素活性の比較

Proモ チーフ中のGlu残 基が活性中心であるこ

とがすでに明らかとなっている26)。

組換えプラス ミドpOKleで 形質転換 した大腸

菌株OKle(pOKle/DH5α)の 無細胞抽出液は,

表1に 示すように本酵素活性が非常に上昇 してお

り,本 酵素タンパク質の量は可溶性タンパク質の

40%に 達していた。OKleか らの酵素の精製はビ

フィズス菌に比べて容易であり,酵 素の収量も大

幅に増大した23)。すなわち,絶 対嫌気的で複雑な

培養条件を必要とし増殖時間も長 くかかるなど取

扱いが困難なビフィズス菌に比べて,好 気的振蕩

培養が可能で培地組成も比較的単純で取扱いが容

易な組換え大腸菌OKleか ら本酵素が簡便 にか

っ大量に調製できた。

本酵素が大量に得られたため,本 酵素タンパク

質の結晶化を試みた。ハンギング ドロップ法2ηに

より様々な沈殿化剤を検討した結果,ポ リエチレ

ングリコール6000を用いることで本酵素の結晶を

得ることにも成功した。

4.オ リゴ糖の酵素的合成 と腸内細菌類での資

化性

糖転移反応は,し ばしば2糖 類や3糖 類の合成

に利用される28・29)。しかしなが らフコシル基転移

反応(図1B)を 利用した方法では適当なフコシ

ル基供与体がなく,実 用的ではなかった。そこで

本酵素の縮合反応(図1C)に 着目した。この糖

縮合反応が利用できればグルコースとフコースを

用いた安価なオリゴ糖合成が可能 となる。しかし

縮合反応は加水分解酵素の本来の反応の逆反応で

あるため,一 般に収率が非常に低い。鰺坂ら3°)は

固定化酵素を利用した方法を改良し,糖 縮合反応

により良好な結果を得ている。そこで,ホ ル ミル

セルロファインを固定化担体として,こ れに酵素

タンパク質を固定化した。その結果本酵素は固定

化操作による活性の低下が若干認められたが,安

定性が増加 し37℃で10日間放置しても固定する前

の値の80%以 上の活性が保持されていた。一方,

ネイティヴな酵素では,37℃ で放置すると急速に

失活し始め約1週間で完全に失活していた。

この固定化酵素を充填 したカラムに活性炭を充

填 したカラムを直列につないで図3に 示したよう

なタンデムカラムシステムを作製し,そ れぞれ1

Mの グルコースとフコースの基質混合液 をゆっ

くりと循環させた。酵素の糖縮合反応により生成

したオリゴ糖は活性炭カラムに吸着され,未 反応

の単糖類は再び酵素カラムの方に送ることで反応

を連続的に行うことができた。酵素タンパ ク質の

変性を防ぐためにこのシステムを4℃ で4日 間運

転したのち,活 性炭カラムを取り外して水で洗浄

し,吸 着したオリゴ糖を7.5%エ タノールにて溶

出させた。酵素カラムにはまた新 しい活性炭カラ

ムを連結して運転した。固定化した酵素は4℃ で

の使用では殆ど失活せず,2カ 月間使用 した後で

も十分な糖縮合活性 を示 した。活性炭カラムのエ

タノール溶出画分に対し,更 に分取用TLCと ゲ

ルろ過を行った。2つ の縮合生成物を単離し,最

図3ビ フィズス因子,オ リコ糖を酵素合成する

ためのタンデムカラムシステム
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終的 に 一 方(Product-1)を460mg(収 率 と して

約4.4%),他 方(Product-2)を400mg(同 約3.8

%)そ れ ぞれ得た 。

Product-1及 び一2の 構 造 を決 定 すべ く,質 量

分析 スペ ク トル と,'H-NMR,13C-NMR及 び こ

れ らを組 み合 わせ たHMBC('H-detectedmul-

tiple-bondheteronuclearmultiplequantum

coherencespectrum)に よる構造解 析 を行 っ た結

果,Product-1は,フ コー ス の1位 と グル コー ス

の6位 が β結合 してい るD一 フ コシ ル(R1→6)

グル コースで あ るこ とが明 らか とな った31)。 また

Product-2と ゲ ンチ オ ビオー ス の1H-NMR及 び

13C`・NMRス ペ ク トラ ムは全 く一 致 して いた
。本

酵 素の糖 転移反 応 を用いて フコ シルグル コース を

合 成す る とフ コー ス とグル コー スが それぞ れR1

→2 ,β1→3,R1→4,R1→6結 合 した オ リゴ糖 の

混合物が得られたが2°),糖縮合反応を用いて合成

するとβ1→6結合のみが得られた。このことは転

移活性よりも縮合活性の方が高い位置選択性を有

することを示唆するものであった。

得られたフコシルグルコースが,実 際に腸内細

菌類の中でビフィズス菌にのみ資化されるかどう

かについて検討 した。表2に 示した様々な腸内細

菌26菌株をフコシルグルコースを1%含 む資化テ

ス ト用培地 で37℃で培養し,菌 の増殖 を610nm

の濁度で調べた。コントロールとしてグルコース

を1%含 む培地でも同様の実験を行った。その結

果,本 オリゴ糖は試験したビフィズス菌9菌 株中

8菌 株で資化 された。ビフィズス菌以外では,

Lactobacilluscasei1菌 株が弱い資化性を示した

以外,腸 内の悪玉菌とされるバクテロイデスやク

ロストリジウムの他,腸 球菌や大腸菌などでは資

表2フ コシルグルコースの各種腸内細菌による資化性
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化されなかった31)。これらの結果は,本 オリゴ糖

が比較的選択性の高いビフィズス因子に成りうる

可能性を示唆 している。

5.ビ フィズス菌におけるQ一グルコシダーゼ

遺伝子の発現調節32)

セロビオースによる馴養によって,B.breve

203の β一グルコシダーゼ活性が著 しく上昇するメ

カニズムついて検討した。本酵素の精製標品をウ

サギに感作 してポリクローナル抗体を作成し,こ

れを用いて親株B.breve203及 びセロビオース馴

養株B.breveclbよ り調製した無細胞抽出液につ

いてウエスタンブロットを行った。その結果,

B.breve203に 比べて馴養株B.breveclbで はβ一

グルコシダーゼタンパク質が大量に発現している

ことが明 らかとなった。そこで両株 より総RNA

を調製し,本 酵素ORFに 特異的なプローブを用

いてノーザンプロットを行ったところ,馴 養株

B.breveclbで は本酵素のmRNAが 親株に比べ

大量に転写されていることが明らかとなった。次

に両株か ら染色体DNAを 調製し,本 酵素ORF

に特異的なプローブを用いてサザンプロットを行

ったところ,両 株の遺伝子の制限酵素による切断

パターンに差異は認められず,染 色体での構造遺

伝子の重複はないことが明 らかとなった。これ ら

の結果から馴養による酵素活性の上昇は転写レベ

ルでの変化であることが明 らかとなった。更に詳

細にこの現象を解明するため,親 株B.breve203

と馴養株B.breveclbの それぞれにおいて本酵素

構造遺伝子の5'上 流域の構造を検討 した。その

結果,両 株とも翻訳開始点より100～130bp上 流

側にプロモーター配列を認めた。さらに両株の上

流域約600bpま での塩基配列に差異は認められな

かった。またプライマーエクステンション法によ

り本酵素mRNAの 転写開始点は,両 株 とも翻訳

開始点より94bp上 流側のアデニン残基であるこ

とが明 らかとなった。 さらにプロモーター配列の

5'上流側にはcAMP-CRP結 合部位に相同性の

高い配列が,ま た,転 写開始点より約30bp下 流

側には大腸菌のlacリ プレッサーが結合する配列

に相同性の高い配列を認めた。さらにcAMPに

よる本酵素mRNA転 写量への影響を検討 したが,

コントロールと有意な差は見られなかった。これ

らの結果より,セ ロビオースの馴養による本酵素

活性の上昇は遺伝子の調節領域の変異によるもの

ではないことが明 らかになった。本酵素の発現調

節には何らかのDNA結 合タンパク質が関与して

いると推測 され,馴 養の現象もその調節タンパク

質における何らかの変化によるものと考えられた。

6.Bifidobacteriumbreveの α一ガ ラク トシ

ダーゼ

従来より腸内ガス発生の原因となる膨満因子と

して問題にされてきた大豆オリゴ糖も,良 好なビ

フィズス因子であることが近来の研究により明ら

かになってきた。そこで本研究において大豆中に

含まれるオリゴ糖であるラフィノーズなど,α 一D

一ガラクトシル基を有するオリゴ糖 を炭素源 とし

てビフィズス菌を培養したところ,菌 体内にα一

ガラクトシダーゼが特異的に強 く誘導生成するこ

とを見い出した。この結果より,本 酵素がビフィ

ズス菌の増殖にとって重要な役割を果たしている

と考え,α 一ガラクトシル基 を有するオリゴ糖の

代謝機構についての詳細な解明を目的として,本

酵素を精製し,酵 素化学的性質を明らかにすると

共に,本 酵素の遺伝子解析を行った。

B.breve203を,ラ フィノースを炭素源とする

培地で培養すると,菌 体中の α一ガラク トシダー

ゼ活性がグルコース培地で菌体を培養した場合の

活性 と比べて約50倍程高 くなることを見い出した。

そこで,ラ フィノースを炭素源 として生育させた

本菌の無細胞抽出液 よりα一ガラクトシダーゼを
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様々なカラムクロマトグラフィーによって単一タ

ンパク質にまで精製 し,諸 性質を検討した。精製

酵素は約80kDaの サブユニットをもつ分子サイ

ズ約160kDaの ホモダイマーのタンパク質であり,

熱に対して,比 較的安定な酵素であった。また,

α一ガラクトシル基に対 して特異性が高く,β 一ガ

ラクトシル基やα一N一アセチルガラクトサ ミニル

基は加水分解しなかった。

7.α 一ガラ ク トシ ダーゼ遣伝 子の ク ローニン グ

本酵素の遺伝子のクローニングをショットガン

法で行った。すなわち,ゲ ノムDNAを 制限酵素

で部分分解した後,ベ クターに組み込み大腸菌

DH5α に導入 した。ラフィノーズ資化反応を指

標にしたスクリーニング法によって得られたポジ

テイブクローンは,本 酵素遺伝子を含む約8kb

のDNA断 片を持っており,α 一ガラク トシダー

ゼ遺伝子が大腸菌内で発現していることを確認し

た。さらにサブクローニングの後,活 性を発現す

る約5.5kbの インサー ト断片にっいてその塩基

配列を決定した。2,319bpの 長さを持つORF1

は推定分子量約76kDAの タンパク質をコードし

ており,精 製 α一ガラク トシダーゼのそれとほぼ

一致 した。 また他起源の同酵素とコンセンサスの

ある配列部分が見い出されている。さらにこのO

RFの 上流域にはCcpA結 合部位 と相同性の高

い配列が見 られた。

CcpAは,グ ラム陽性細菌において知 られてい

る糖代謝の発現調節機構においてレセプターとし

て機能するDNA結 合タンパク質であることから

本酵素のORFの 発現はCcpAに よって制御 さ

れている可能性が示唆された。
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HldehikOKUmagal(DivisionofIntegratedLifeScience,GraduateSchoolofBiostudies,K}-otoUniversity)

β拶40∂ α6'爾αareGram-positive,non-spore-forminganaerobe,predominantbacteria

intheintestinaltractofhumanandsomeanimals.Itisknownthattheyareusefulfor

maintenanceofthehost'shealthandhavesomebeneficialeffectssuchasreinforcementof

immunefunctionsandpreventionofcancer.Moreover,Bifidobacteriaareconsideredasa

naturaldrugdeliverysystem(probiotics),becausetheymetabolizesugarstoproduce

aceticacidandlacticacidwhichinhibitthegrowthofpathogenicmicroorganismsinthe

intestinaltract.Recently,severalstudieshavebeenmadetofindanoligosaccharide,

Bifidus-factorwhichisspecificallyassimilatedbyBifidobacteria.

Inourlaboratory,Bifidobacteyiumb7eve203wasisolatedfromhumanadultfecesand

thisstrainwasfoundtoproduceanovel/3-D-glucosidaseanda-D-galactosidase.We

purifiedandcharacterizedbothenzymesfromanacclimatizedorinducedstrainand

clonedthegenestoexaminethemechanismincreasingtheenzymeactivityandtoestimate

theirusefulnesstosynthesizeaBifidus-factor.

TheR-glucosidase(EC.3.2.1.21)activityofB.breve203wasincreasedbyacclima-

tionwithcellobiose,succesivecultivationonthemediumcontainingcellobioseasthesole

carbonsource.Theenzymewaspurifiedtohomogeneityfromcell-freeextractsofan

acclimatizedstrainofB.breveclb.ThisenzymehadnotonlyR-glucosidaseactivitybut

also/3-D-fucosidaseactivity.ThisenzymehadalsotransferaseactivityfortheR-D-fucosyl

groupbutnotforthe/3-D-glucosylgroup.

GenomicDNAencodinga/3-glucosidase,whichhas/3-fucosidaseactivity,wascloned

fromB.breve203clb.Therecombinantenzymewaspurifiedandtherecoveryofenzyme

wasabout138-foldhigherthanfromB.breve203clb.

CirculationofasolutionofD-fucoseandD-glucosethroughareactionsystemconsist-

ingofcolumns,inseriesofimmobilizedrecombinantβ 一glucosidaseandactivatedcharcoal

gavetwooligosaccharides。TheseoligosaccharideswereidentifiedtoD-fucosyl(R-1-6)

D-glucoseandgentiobiose(D-glucosyl(β 一1-6)D-glucose).TheD-fucosylglucosew・aswell

assimilatedbymanyBifidobacteriabutnotbyotherintestinalbacteriatested.

Toelucidatethemechanismofacclimation,thetranslationandtranscriptionof

R-glucosidasegenewereexaminedeandmarkeddifferencesintheexpressionofthe

enzymeandthelabelofitsmRNAbetweenB.breve203andB.breve203clbfound.The

transcriptionalstartingpointandpromoterandoperatorregionswereassigned.

α一D-galactosidasewaspurifiedfromB.6ノ'eve203grownonraffinoseanditsgenewas
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clonedtoexamineandelucidatearoleoftheenzymeinthemetabolismindetail.

Thepurifieda-galactosidasefromB.bYeve203hadamolecularweightof160,000

(determinedbynative-gradientPAGE),andoptimumpHwas5.5-6.5.ItsstablepHwas5.

5-12,andtheoptimumtemperatureforactivitywas37°C.Theenzymeretained80%ofits

originalactivityafterincubationforIOminat60°C.Thepurifieda-galactosidasewas

specificallyactivetowarda-D-galactosylmoiety.

Thea-galactosidasegenewasclonedandexpressedinE.coli.Cell-freeextractsfrom

therecombinanthadhighspecificactivitywhichwassameasthatofB.breve203grown

onraffinose.The5.5kbpinsertfragmentintheplasmidpKT12hadtwoopenreading

frame,ORFIandORF2.ORFIwas2,018bplongandhadapredictedmolecularmassof

74,831Da,whichwasalmostidenticaltotheresultsofSDS-PAGEofthepurifiedα 一

galactosidasefromB.breve203.AminoacidsequenceofORFIrevealedthatithad

consensussequenceofa-galactosidasefromvarioussoueces.


