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要旨 

近年の研究により、腸内細菌およびその代謝物がヒトの健康維持や疾病の発症に大き

く関与していることが明らかとなってきた。しかしながら、腸内細菌叢が如何にして形

成されるか、また、環境によって菌叢に如何なる変化が生じるかについては未解明な点

が多く残されている。腸内細菌叢の形成や構成に影響を与える物質としては、これまで

食餌成分に由来する食物繊維に着目した研究が多く報告されてきたが、本研究では、宿

主自身が腸管内に分泌発現するムチン糖タンパク質糖鎖(O-結合型糖鎖)に着目し、腸内

細菌による O-結合型糖鎖の分解やその分解産物が他の腸内細菌に与える影響を、ムチ

ン資化性細菌の 1 種である Bifidobacterium bifidum をモデルとして理解することを試み

た。 

腸管ムチンの O-結合型糖鎖は、その非還元末端側において様々な修飾を受けるため

に多様で不均一な構造を有するが、還元末端側は主に 4種の core 構造 (core 1 – 4)で形

成されている。このうち、回腸および結腸由来の糖鎖においては、それぞれ core 4 

[GlcNAcβ1-3(GlcNAcβ1-6)GalNAcα-O-Ser/Thr] お よ び core 2 [Galβ1-3(GlcNAcβ1-

6)GalNAcα-O-Ser/Thr]構造が特徴的に見られるが、これらの core 構造に特徴的な β-

(1→6)-GlcNAc 結合を切断する酵素が腸内細菌種において未同定であった。そこでデー

タベース検索等から予測した 2 種の glycoside hydrolase family 84 (GH84)酵素(BbhIV お

よび BbhVと命名)および、既報の GH20 β-N-acetylglucosaminidase (BbhI)について天然オ

リゴ糖やブタ胃ムチン(porcine gastric mucin, PGM)を基質としたグライコミクス解析を

行い、その機能を解析した。組換え酵素を用いた特異性解析の結果、GH20 BbhI は大腸

全体において発現している core 3 構造[GlcNAcβ1-3GalNAcα-O-Ser/Thr]に作用すること、

また GH84 BbhIV および BbhV のうち特に BbhIV が core 2 および core 4 構造中の β-

(1→6)-GlcNAc 結合を特異的に切断することが明らかとなった。次に、各遺伝子の単一

欠損株および bbhI と bbhIVの二重欠損株を作製し、PGM 添加培地での増殖能や糖鎖分

解能を検証した。その結果、野生株と比較して bbhIV欠損株および bbhI/bbhIV 二重欠損

株で生育能の低下が観察された。また、培養前後の PGM についてグライコミクス解析

を行い各種糖鎖構造の消長を調べたところ、精製酵素を用いた特異性解析の結果から推

察された通りの差異が観察された。ムチン糖鎖からの単糖遊離能について調べると、Fuc

や Neu5Ac量では野生株と変異株間で差が見られなかった一方で GlcNAc量において顕

著な違いが観察され、bbhIV欠損株および bbhI/bbhIV二重欠損株ではそれぞれ野生株の

半分程度および 1/10程度にまで減少していた。このことは、BbhI および BbhIVが還元

末端側の core 構造だけでなく伸長鎖の N-acetyllactosamine (LacNAc)構造や β-(1→6)-

GlcNAc 分岐構造の分解にも重要な機能を果たしていることを示唆しており、実際に

bbhI/bbhIV 二重欠損株で培養後の PGM グライコミクス解析においては他の変異株と比

較して長鎖の糖鎖構造が有意に蓄積していた。次に、ムチン糖鎖の分解能を有さない
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Bifidobacterium breve を使用した共培養を行ったところ、B. bifidum 野生株と比べて

bbhI/bbhIV二重欠損株との共培養時では B. breveの生育遅延が観察された。以上のこと

から、BbhI および BbhIVは、B. bifidumのムチン糖鎖利用においてのみならず、細菌間

クロスフィーディングにおいても重要な役割を果たすことが明らかとなった。 

GH84 酵素は、これまで真核生物におけるシグナル伝達に関わる O-GlcNAc 修飾を切

断する酵素として認識されていたが、本研究の結果、腸内細菌においてはムチン O-結

合型糖鎖の分解に関わることが示された。また GH84 酵素が細菌間のみならず細菌-宿

主間の水平伝播によって多機能化してきたことが推察された。 
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略語表 

略  正式名称        

ACN  Acetonitrile  

Amp  Ampicillin 

AUC  Area under curve 

Cazy  Carbohydrate-Active enZymes 

CFU  Colony-forming unit 

CBB  Coomassie brilliant blue 

CCCP  Carbonyl cyanide m-chlorophenyl hydrazone 

Cm  Chloramphenicol 

DMSO  Dimethyl sulfoxide 

FDR  False discovery rate 

Fuc  L-Fucose 

GAG  Glycosaminoglycans 

Gal  Galactose 

GalNAc  N-Acetylgalactosamine 

GAM  Gifu anaerobic medium 

GBL  Galactose-binding-like 

GH  Glycoside hydrolase 

Glc  Glucose 

GlcNAc  N-Acetylglucosamine 

GNB  Galacto-N-biose (Galβ1,3GalNAc)  

Hex  Hexose 

HexNAc  N-Acetylhexosamine 

HPAEC-PAD High-performance anion exchange chromatography-pulsed amperometric 

detection 

HMOs  Human milk oligosaccharides 

JCM  The Japan Collection of Microorganisms 

Lac  Lactose 

LNB  Lacto-N-biose (Galβ1,3GlcNAc)  

LNFP I  Lacto-N-fucopentaose I 

MALDI-TOF MS Matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight/mass spectrometry 

MRS  de Man Rogosa Sharpe 

Neu5Ac  N-Acetylneuraminic acid 

PCR  Polymerase chain reaction 

PBS  Phosphate-buffered saline 
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PGM  Porcine gastric mucin 

PI  Precursor ion 

SDS  Sodium dodecyl sulfate 

SDS-PAGE Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 

Sp  Spectinomycin 

Tet  Tetracycline 

TLC  Thin-layer chromatography                  
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第一章 緒言 
 

「腸活」という言葉が誕生したように、乳酸菌またはビフィズス菌などのプロバイオ

ティクス市場規模が拡大し、腸内細菌による健康増進を目指す考えが社会に広く浸透し

てきた。プロバイオティクスとは、宿主(ヒト)にとって有益な作用をもたらす微生物、

あるいは、それらを含む商品のことである。腸内細菌によって健康寿命が延伸するとい

う概念は、1900年に、ヨーグルトを日常的に摂取するブルガリアのスモーリアン地方に

は80-100歳まで生きる健康長寿者が多いことを発見したIlya Ilyich Mechnikovがヨーグル

トによる不老長寿説を提唱したことに始まる。Mechnikovは、腸内における腐敗が自家

中毒を起こし、それが死につながると考えた。この「自家中毒説」を発端として、乳酸

菌の生理活性および腸内細菌叢の定着やその生理作用について様々な研究が展開され

てきた。 

 

腸内細菌は、宿主が摂取した食物や産生する分泌物、あるいは他の細菌の代謝物等を

栄養源として増殖し、宿主もまた、腸内細菌の代謝物を利用して、互いに共生関係を築

いている。腸内細菌を保有しない無菌マウスと通常マウスを比較した研究から、腸管免

疫システムが正常に発達するには腸内細菌が必須なこと(1)、また、腸内細菌が代謝した

二次胆汁酸が腸管RORγ+制御性T細胞の恒常性を調節していることなど(2)、腸内細菌に

よる宿主の免疫制御機構が次々に解明された。さらに、プロピオン酸や酪酸などの腸内

細菌代謝物である短鎖脂肪酸は、単に大腸上皮細胞のエネルギー源として利用されるだ

けでなく、Gタンパク共役受容体(G protein-coupled receptors; GPCRs)を介したシグナル伝

達物質として各組織に作用し、宿主のエネルギー代謝調節に重要な役割を果たすなど(3, 

4)、腸内細菌は宿主の全身エネルギー代謝に影響を与えることが明らかになった。また、

オミクス技術の発展により、ヒトの腸管内には40兆個にも及ぶ細菌が生息して腸内細菌

叢と呼ばれる生態系を築き(5)、短鎖脂肪酸以外にも様々な代謝産物を産生しているこ

とが明らかとなってきた(6)。このように腸内細菌およびその代謝物が与えるヒト健康

への影響が多数報告されるものの、「どのように腸内細菌叢が形成されるか」という重

要な課題についての分子基盤には未解明な点が多く残されている。 

 

ヒトの食餌に含まれる単糖および二糖類の多くは小腸で吸収されるため、腸内細菌は

ヒト消化酵素に耐性を有する食物繊維などの難消化性多糖や、消化管に分泌されるムチ

ン糖タンパク質などを分解して生息しているとされている。デンプン等のように構成糖

が単一(glucose: Glc)である難消化性食物繊維の腸内細菌による分解については多くの報

告がある一方で、植物細胞壁を構成するarabinogalactanやrhamnogalacturonanなどの多糖

類やムチン糖タンパク質の腸内細菌による分解については、その構成糖が複数あること、

またそれらの糖同士の結合が多岐にわたり、しかも不均一であることから糖鎖構造解析
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が困難であるために、これまで研究はあまり進んでこなかった。また、それらの糖鎖構

造を分解する腸内細菌の酵素についても、精密に特異性を解析した例は多くなく、未同

定なものも多く残されている。近年、植物細胞壁を構成する多糖類であるarabinogalactan

分解酵素についての報告例が増えてきており、ビフィズス菌ではBifidobacterium longum 

subsp. longumのglycoside hydrolase (GH) 39およびGH43がarabinogalactan側鎖に作用し、遊

離した分解物が自身またはBacteroides属細菌などの他の腸内細菌に利用されることが

見出された(7)。このような背景のもと、本研究では、腸内細菌によるムチン糖タンパク

質糖鎖の分解に着目した研究を行うことで、宿主由来の糖質を介した腸内細菌叢形成メ

カニズムの一端を解明することを試みることとした。 

 

一般に、消化管はムチン層に覆われており、その厚さは部位によって大きく異なる。

胃では数百μmほどの厚さで緩いムチン層、小腸では断片的な薄いムチン層、大腸では1 

mm近くの厚さのムチン層が形成されている。ヒトの消化管では約13種類のムチン糖タ

ンパク質が発現しており、それらは分泌型と非分泌型に大別されるが、粘膜表面でゲル

を形成しているのは分泌型ムチンとされている。胃では分泌型ムチンMUC5AC [5654 

amino acid residues (aa)]とMUC6 (2439 aa)が主に発現し、小腸と大腸では杯細胞から分泌

される分泌型ムチンMUC2 (5174 aa)が主成分となっている。なお、膜結合型ムチンは、

上皮細胞の表層、特に頂端側に発現しグリコカリックス(糖衣)を形成している。膜結合

型ムチンであるMUC17 (4493 aa)は胃から大腸にわたって発現し、小腸および大腸では、

MUC3A (3323 aa)、MUC3B (232 aa)、MUC4 (7418 aa)、MUC12 (5335 aa)、MUC13 (512 

aa)、およびMUC15 (361 aa)が発現している。また、大腸のみに発現する膜結合型ムチン

として、MUC20 (709 aa)およびMUC21 (566 aa)が挙げられる。 

 

 

 
Figure I-1. 大腸のムチン層は2層から成る 

腸管上皮細胞はムチン層でおおわれており、大腸では密度が高く菌が入り込めないinner mucus 

layerと腸内細菌が生息するloose mucus layerに分かれている。どちらも主成分は杯細胞から分泌

されるMUC2である。 
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大腸のムチン層は極めて特徴的な構造を有しており、2つの密度の異なる層(inner 

mucus layerとloose mucus layer)から形成されている(Figure I-1)。内側のinner mucus layer

は、マウスでは約50 μm、またラットでは100 μmほどであり、菌が侵入できない高密度

な粘膜層である。一方、loose mucus layerはinner mucus layerに比べてその構造は緩く、

マウスでは100 μmであることから、その厚さはinner mucus layerのおよそ2倍と推定され

る。ヒト分泌型ムチンMUC2は、そのペプチド鎖の中央部分にproline/threonine/serin-rich 

domain (PTSドメイン)と呼ばれる領域が存在している。このPTSドメインのSer/Thr残基

に糖鎖修飾が起こることで(O-結合型糖鎖)、水分保持能力が向上するとともに、ムチン

に特徴的なゲル構造が構築される(8, 9)。またMUC2には、von Willebrand Cドメイン(C)、

4つのvon Willebrand Dドメイン (D1, D2, D3, およびD4)、2つのCysDドメイン、およびC

末端側のシステインノット(cysteine knot, CK)ドメインも存在する。糖タンパク質におけ

るvon Willebrandドメインは、特に血管壁の損傷を止めることによって止血に寄与する

例が知られており、その特徴として分泌前に内皮細胞内で長いらせん状の細管に組み立

てられることが挙げられるが、この特性は、ゲル構造を形成するムチンの当該ドメイン

を利用することで獲得されたと考えられている(10)。また、CKは、von Willebrandドメイ

ンが多量体を形成し維持するのに必須なドメインとして知られている。 

 

 

 

Figure I-2. MUC2のシート構造の形成 

MUC2は、2つのPTSドメイン、von Willebrand Cドメイン(C)、von Willebrand Dドメイン(D1, D2, 

D3, D4)、2つのCysDドメイン、C末端側のCKドメインからなる。C末端側のCKドメイン中のシス

テイン残基間でジスルフィド結合を形成し二量体となり、ゴルジ体で糖鎖修飾されたのち、N末

端側のD3ドメインにて三量体となり、二次元のシート構造を形成する。 
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小胞体においてMUC2はC末端のCKドメイン中のシステイン間のジスルフィド結合

によって二量体を形成し、ゴルジ体にてO-結合型糖鎖が付加され、およそ約5000 kDaの

巨大分子となる。さらに、N末端側のD3ドメイン中のシステイン残基のジスルフィド結

合によって三量体を形成し、MUC2は二次元のシート構造を示す特徴的なネットワーク

構造が形成され、シート構造が積み重なることでムチン層が形成される。また、ムチン

O-結合型糖鎖は、ムチン層のゲル形成を維持するために重要な役割も果たす(11-13)。 

 

大腸ムチン層におけるloose mucus layerは、inner layerを形成するMUC2がペプチダー

ゼによって分解を受けるなどして、糖鎖による水分保持が多くなることによって形作ら

れると考えられているが、2層に分かれるメカニズムは未だ解明されていない。ただし、

無菌マウスにもloose mucus layerがあることから、多くの部分は宿主内での作用によっ

て制御されていると考えられている。ムチン層は腸管上皮細胞が直接的に外界の環境と

触れることを防ぐ物理的バリアとして機能しており、実際に、MUC2ノックアウトマウ

スでは腸上皮細胞に細菌が直接接触することで炎症が誘導され、最終的に大腸がんを発

症することが知られている(14)。一方、腸内細菌の代謝物である酪酸はムチン発現を促

進するなど(15, 16)、腸管内のムチン層の発現には腸内細菌叢も関与する。また、無菌マ

ウスと比較して通常飼育マウスでは、ムチン糖鎖のシアリル化、硫酸化、およびフコシ

ル化等が促進されるなど、腸内細菌によってムチン糖鎖の構造が変化することも報告さ

れている(17)。 

さらに、ムチン層中のムチンO-結合型糖鎖は、基本的にその構造が腸上皮細胞上に発

現する糖鎖構造と同等であるために、病原体や毒素が腸管上皮に直接付着するのを防ぐ

「おとり」としての機能も有している(18, 19)。最近では、ムチンO-結合型糖鎖自体が

Candida albicansや緑膿菌(Pseudomonas aeruginosa)などの病原微生物の増殖を抑制する

可能性があることも示された(20, 21)。ムチンO-結合型糖鎖の重要性は、マウスにおいて

ムチンcore 1構造(T-抗原：Galβ1-3GalNAcα-O-Ser/Thr)を合成する酵素のシャペロンであ

るcosmcをノックアウトすると、消化管におけるムチン層形成が不完全になり腸内細菌

依存的に腸炎を引き起こすことからも窺い知ることが出来る(22)。これらのことから、

ムチン糖鎖が腸内生態系において腸内細菌叢の制御に重要な役割を果たしていること

が分かる。しかしその一方で、上述した通りムチンO-結合型糖鎖は腸内細菌の栄養源と

しての役割も有しており(23, 24)、例えばムチンO-結合型糖鎖の分解に関わるとされる

遺伝子(転写因子)を欠損させたBacteroides thetaiotaomicronでは、マウス腸管内における

定着能が低下することが知られている(25)。またDesaiらは、食物繊維を含まない飼料を

与えたマウスの腸内においては、ムチンO-結合型糖鎖分解に関わる細菌の割合が増え、

さらに、ムチンO-結合型糖鎖を分解すると推定される腸内細菌遺伝子の発現が上昇する

ことを報告している(26)。このように、ムチンは宿主と腸内細菌の直接的な境界を形成

する分子として機能することに加え、腸内細菌の定着の場ともなり、両者の相互作用を
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仲介する意味で極めて重要な共生因子であると言える(24, 27)。 

従って、腸内細菌がムチンO-結合型糖鎖をどのように分解するかを理解することは、

腸内細菌叢の形成と維持に関する機能的考察を得る上で極めて重要であり、また最終的

には宿主であるヒトの健康や疾病に関わる課題と言える(28)。すなわち、腸内細菌叢の

形成メカニズムを解明するためには、ひとつひとつの細菌に着目し、その細菌がどのよ

うな酵素を利用して、どのように腸管内で生息しているのかという生存戦略を詳細に理

解することが不可欠である。 
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第二章  ムチンO-結合型糖鎖の分解に関わる
Bifidobacterium bifidum の ꞵ-N-

acetyglucosaminidases 
 

背景 

哺乳類の消化管は、腸管上皮細胞から分泌されるムチン糖タンパク質を主成分とする

粘液層で覆われている(29, 30)。特に大腸を覆うムチン層は1 mmの厚さにも達し、O-結

合型糖鎖が高密度で付加している。これらは、病原性菌の定着を防ぎつつ、一部のムチ

ン資化能を有する腸内細菌にエネルギー源として提供され、定着の場として機能する。 

 

ムチンに結合した糖鎖は、その殆どがN-acetylgalactosamine (GalNAc)がSer/Thrの側鎖

のOH基にα結合した基本骨格を有するO-結合型糖鎖(O-GalNAc glycans)であり、GalNAc

以外では galactose (Gal)、 N-acetylglucosamine (GlcNAc)、 fucose (Fuc)、および N-

acetylneuraminic acid (Neu5Ac)が基本的な構成糖である。消化管で発現しているムチンO-

結合型糖鎖は、主に core 1構造 [Galβ1-3GalNAcα-O-Ser/Thr]、 core 2構造 [Galβ1-

3(GlcNAcβ1-6)GalNAcα-O-Ser/Thr]、core 3構造(GlcNAcβ1-3GalNAcα-O-Ser/Thr)、core 4構

造[GlcNAcβ1-3(GlcNAcβ1-6)GalNAcα-O-Ser/Thr]と呼ばれる4種のcore構造を基本骨格と

する(Figure II-1)。これらのcore構造に続いて、LacNAc構造(Galꞵ1-4GlcNAc)やlacto-N-

biose I (LNB)構造(Galβ1-3GlcNAc)などが付加し、糖鎖伸長が起こる。また、それらに

Neu5AcやFucが付加してH抗原、Lewis抗原、またSda抗原と呼ばれる糖構造を持つこと

や血液型抗原が提示されることもあり、ムチンO-結合型糖鎖の構造は多様である。その

うち、core 1構造を有する糖鎖は胃に、core 3構造を有する糖鎖は大腸ムチン全体に、core 

2構造およびcore 4構造を有する糖鎖はそれぞれ結腸や回腸において特徴的に発現して

いる(31)。 

 

Bifidobacterium bifidumは様々な哺乳動物の腸内に生息しているが(32)、これは本菌が

有するムチンO-結合型糖鎖の分解能に起因していると考えられる。すなわち、B. bifidum

はムチンO-結合型糖鎖の分解に必要な一連の細胞壁アンカー型の糖質分解酵素(GHs)を

持っており(Figure II-2) (33)、これまでにH抗原に特異的な1,2-α-L-fucosidase (34, 35)、

Lewis抗原に特異的な1,3/4-α-L-fucosidase (36, 37)、2種類のsialidase (38, 39)、I型糖鎖

(Galβ1-3GlcNAcβ-O-R)特異的なlacto-N-bioseidase (40, 41)、β-1,4-galactosidase (42)、β-1,3-

N-acetylglucosaminidase (42)、 6-O-sulfo-β-N-acetylglucosamine (GlcNAc6S)を遊離する

sulfoglycosidase (43, 44)、血液型B型物質に特異的なα-galactosidase (45)、および胃ムチン

糖鎖の非還元末端に特徴的に見られる GlcNAcα1-4Gal 構造特異的な α-N-

acetylglucosaminidase (46)などが同定されている。また、T抗原からgalacto-N-biose (Galβ1- 
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Figure II-1. 腸管内に見られるムチンO-結合型糖鎖の4種のcore構造と鎖伸長 

糖シンボルは、The Nomenclature Committee of the Consortium for Functional Glycomicsに従った(47)。 

 

 

3GalNAc)を遊離するendo-α-N-acetylgalactosaminidaseのホモログが存在することも報告

されている(48)。 

 これらのGHの特異性は、ブタ胃ムチン(porcine gastric mucin：PGM)を炭素源としてB. 

bifidumを培養し、そのO-結合型糖鎖の網羅的解析を行った際に得られる結果とよく符号

している(33)。しかしながら、依然としてムチン糖鎖の分解経路において未同定な酵素

が存在しており、上述した大腸ムチンに見られるcore 2構造 [Galβ1-3(GlcNAcβ1-

6)GalNAcα1-O-Ser/Thr]およびcore 4構造[GlcNAcβ1-3(GlcNAcβ1-6)GalNAcα1-O-Ser/Thr]

で見られるβ-(1→6)-結合を分解するβ-N-acetylgluosaminidase (s)については不明なままで

あった。 

 

一般に、β-(1→6)-結合に作用する微生物由来β-N-acetylglucosaminidaseについては情報

が不足しているが、PluvinageらはClostridium perfringensの4種の酵素がムチンcore 2構造

からGlcNAcを遊離可能であることを薄層クロマトグラフィー解析 (thin-layer 

chromatography : TLC)により示している(49)。また、GarridoらはBifidobacterium longum 

subsp. infantisのGH20酵素β-N-acetylglucosaminidase (Blon_0732)がヒトミルクオリゴ糖

(human milk oligosaccharides : HMOs)中のβ-(1→3)-およびβ-(1→6)-結合の両方に作用する

ことを同じくTLC解析によって示している(50)。ただし、いずれの場合もオリゴ糖を基

質としており、糖タンパク質糖鎖に対する活性については解析されていない。また定性

的な解析結果であるために、その生理的意義についても不明なままである。このような

背景から、本章ではB. bifidumをモデルとしてムチンO-結合型糖鎖のcore 2およびcore 4

構造に作用するβ-N-acetylglucosaminidaseの同定と解析を行うこととした。その結果、β-

(1→6)-結合に特異的な酵素としてGH84に属するβ-N-acetylglucosaminidaseを同定した。

GH84酵素は、これまで真核生物においてタンパク質O-GlcNAc修飾に作用する酵素とし
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て認識されていたが(51, 52)、腸内細菌のうち少なくともB. bifidumにおいてはムチン糖

鎖分解に関わっていることが明らかとなった。 

 

 

 

Figure II-2. B. bifidumによるムチンO-結合型糖鎖の分解様式 

Core 3構造およびcore 2構造を持つO-結合型糖鎖の分解過程に関わる酵素を示す。Core 2構造のβ-

1,6-GlcNAcの6位が硫酸化されている場合(6-O-sulfo-GlcNAc)では、BbhIIが作用することで

GlcNAc-6Sが遊離するが、硫酸化されていない場合に作用するGlcNAc-aseは同定されていない。

糖シンボルは、The Nomenclature Committee of the Consortium for Functional Glycomicsに従った(47)。 
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方法 

試薬類 

Lacto-N-fucopentaose I (Fucα1-2Galβ1-3GlcNAcβ1-3Galβ1-4Glc, LNFP I) お よ び

GlcNAcβ1-O-Serは、Carbosynth Ltd. (Compton, UK)より購入した。p-Nitrophenyl β-Glc (Glc-

pNP) およびpNP-β-GlcNAc (GlcNAc-pNP)はNacalai Tesque (Kyoto, Japan)より入手した。

core 2-pNP [Galβ1-3 (GlcNAcβ1-6) GalNAcα1-pNP]はToronto Research Chemicals (North 

York, Canada)より購入した。N,N’-Diacetylchitobiose (GlcNAcβ1-4GlcNAc)、core 2-Thr 

[Galβ1-3 (GlcNAcβ1-6) GalNAcα1-O-Thr]、core 3-Thr [GlcNAcβ1-3GalNAcα1-O-Thr]、およ

びcore 4-Thr [GlcNAcβ1-3 (GlcNAcβ1-6) GalNAcα1-O-Thr]はTokyo Chemical Industry Co. 

Ltd. (Tokyo, Japan)より購入した。pNP-β-Gal、pNP-β-GalNAc、およびGlcNAcβ1-2Manは

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO)より購入した。Lacto-N-triose II (GlcNAcβ1-3Galβ1-4Glc)は、

木村早希氏(分子応答機構学分野所属修士課程学生 )が、 lacto-N-neotetraose (Galβ1-

4GlcNAcβ1-3Galβ1-4Glc, LNnT)からAspergillus oryzae β-galactosidase (Sigma-Aldrich)を用

いてGalを除去し、Toyopearl HW-40C gel chromatography (20 mm × 600 mm) (Tosoh Corp, 

Tokyo, Japan)にて精製したものを用いた。 

本研究において、一般試薬は特級のものを使用した。なお、糖鎖分析の際には高速液

体クロマトグラフ用あるいはLC-MS用特級試薬を用いた。その他の試薬は下記方法中に

記載したものを使用した。 

 

菌株とその培養方法 

B. bifidum JCM 1254、B. bifidum JCM 7004およびBifidobacterium breve JCM 1192は、理

化学研究所微生物材料開発室より入手した。また、乳児糞便から単離されたB. bifidum 

TMC3108およびTMC3115も形質転換効率を調べる際に用いた(53, 54)。ビフィズス菌は

Gifu Anaerobic Medium (GAM培地、Nissui Pharmaceutical, Tokyo, Japan)を用いて、アネロ

パック・ケンキ (Mitsubishi Gas Chemical Co., Tokyo, Japan)によって酸素を炭酸ガスに置

換した嫌気条件下、または嫌気チャンバー(InvivO2 400, Ruskinn Technology Ltd, Bridgend, 

UK, ガス組成; 10 % CO2, 5 % H2, 85 % N2)内にて37 °Cで培養した。 

ムチンO-結合型糖鎖に対するB. bifidumの分解能解析には、0.34 % (w/v) L-ascorbic acid

と0.02 % (w/v) L -cysteine hydrochlorideを含むmodified de Man-Rogosa-Sharpe (mMRS)培地

を用いた。ムチンO-結合型糖鎖構成単糖の混合液[Fuc, Gal, GalNAc, GlcNAc, Neu5Ac, 各

0.2% (w/v)]は、B. breveの単糖資化能を調べる際の糖源として用いた。 

プラスミド作製のために用いたEscherichia coli DH5α (Toyobo)は、Luria-Bertani (LB)培

地にて37 °Cで培養した。また、必要に応じて以下の濃度にて抗生物質を添加した 

[Chloramphenicol (Cm, ビフィズス菌には2.5 μg/mL、大腸菌には5 μg/mL)、spectinomycin 

(Sp、ビフィズス菌には30 μg/mL、大腸菌には60 μg/mL)、tetracycline (Tet、両菌とも5 

μg/mL)、ampicillin (Amp、大腸菌に100 μg/mL)]。 
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菌の増殖は、600 nmの光学密度(OD600)、またはGAM寒天培地上でのcolony-forming unit 

(CFU)を測定することにより観察した。曲線下面積 (area under curve : AUC) は、Microsoft 

Excel (Microsoft Corporation)を用いて算出した。特記しないかぎり実験反復はn = 3で行

い、結果は平均 ± 標準偏差(SD)で示した。 

 

逆転写定量PCR (Reverse transcription quantitative PCR: RT-qPCR) による遺伝子発現

量解析 

GAM液体培地にて一晩培養したB. bifidum JCM 1254を0.5 % PGMまたはLactose (Lac)

を含むmMRS培地にOD600値が0.01となるように植菌した。嫌気条件下で37 °Cにて培養

し、対数増殖期(OD600値が0.4 - 0.6)および定常期(OD600値が1.0 - 1.3)にサンプリングして、

ただちにPBSで洗浄した後、200 µLのRNAlater (Thermo fisher scientific)を添加して抽出を

行うまで4 °Cで保存した。 

回収した菌体はステンレスビーズ一粒(φ = 5 mm)および約200 mgのジルコニアビーズ、

および下記キットに含まれるRA-1 bufferを入れたチューブ内に移し、ShakeMaster Neo 

(Bio Medical Science, Tokyo, Japan)を使用して1500 rpmにて10分間振盪させることで破砕

した。Total RNAの抽出は、NucleoSpin® RNA kit (TaKaRa Bio Inc. Inc., Shiga, Japan)を用

いて行った。抽出したtotal RNAについて再度DNase I処理を行った後、カラム精製を行

った。cDNA合成にはRT with PrimeScript™ II 1st strand cDNA synthesis kit (TaKaRa Bio Inc.)

を用い、500 ngのtotal RNAを鋳型として使用した。定量PCRにはTB Green® system 

(TaKaRa Bio Inc.)を用い、プログラム[95 °C, 30秒→(95 °C, 5秒→60 °C, 30秒)×40サイク

ル]にて行った。なお、レファレンス遺伝子としてはuvrDを使用した(55)。使用したプラ

イマーはSupplementary Table S1に示す。増幅特異性はアンプリコンの融解曲線により確

認した。 

 

組換えタンパク質の発現と精製 

BbhIVは、C末端にヒスチジンタグ(His6-tag)を付加した組換えタンパク質として大腸

菌にて発現させた。下記において特に記載しない限り、DNA断片の連結にはIn-Fusion 

Snap Assembly Master Mix (TaKaRa Bio)を用いた。BbhIVの29-1934アミノ酸残基をコード

する遺伝子領域をB. bifidum JCM 1254のゲノムを鋳型としてKOD-one (Toyobo)を用いて

増幅させ、pET3-a (Merck-Millipore)と連結することにより、pET3a-BbhIV (His6)発現プラ

スミドを作製した。塩基配列を確認したのち、E. coli BL21 (DE3) ΔlacZ-CodonPlus (42)に

導入した。BbhVにおいては、35-1111アミノ酸残基を発現領域とし、PCR増幅後にpET23b 

(Merck-Millipore)に挿入した[pET23b-BbhV- (His6)]。組換え大腸菌は、AmpおよびCmを含

むLB培地にて25 °Cで培養し、OD600値が0.4 - 0.5の時に終濃度1 mMとなるように

isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside (IPTG)を添加した。さらに24時間培養後に菌体を回収

し、破砕用バッファー[300 mM sodium chloride、10 mM imidazole、50 mM HEPES (pH 8.0) ]



16 

 

に再懸濁した。Q125 sonicator (QSonica, Newtown, CT)を用いた超音波処理により細胞を

破砕し、遠心により細胞デブリを除いて得られる無細胞抽出液からNi-nitrilotriacetic acid 

spin column (Ni-NTA spin column, Qiagen, Hilden, Germany)を使用してタンパク質を精製

した。Amicon® Ultracel-10 K centrifugal filters (Millipore, Burlington, MA)を用いて脱塩し

たのち、ÄKTA pure™ 25 systemを用いて陰イオン交換カラムクロマトグラフィー(Mono 

Q 5/50 GL)に供した。なおこの際、20 mM Tris-HCl buffer (pH 8.0)中で0 - 0.5 M NaClの濃

度勾配をかけて溶出させた。 

得られたタンパク質画分の純度は、SDS-PAGE後にcoomassie brilliant blue (CBB)染色

(Quick-CBB, Wako Pure Chemical, Osaka, Japan)することで確認した。高純度の画分を合

一し、Amicon® Ultracel-10 K遠心フィルターを使用して濃縮して精製品とした。タンパ

ク質濃度は、BbhIV-His6では250170 M−1cm−1およびBbhV-His6では204440 M−1cm−1の理論

モル吸光係数で280 nmでの吸光度を測定することによって決定した。測定には

NanoPhotometer (IMPLEN, Munich, Germany)を使用した。BbhI (33-1604 aa)の発現と精製

は、所属研究室の後藤愛那博士がMiwaらの方法で調製したものを使用した(42)。 

分子量はゲルろ過クロマトグラフィーを使用して決定した。カラムはSuperdex™ 200 

Increase 10/300 GL (Cytiva)を使用し、150 mM NaClを含む10 mM Tris-HCl (pH 8.0)を用い

て溶出させた。検量線は、thyroglobulin (669 kDa)、ferritin (440 kDa)、aldolase (158 kDa)、

およびconalbumin (75 kDa)を用いて作成した。 

 

酵素活性 

BbhIVおよびBbhVの至適pHおよび至適温度の決定にはMcIlvaine buffer system (50 

mM)を用いた。基質としては1 mM GlcNAc-pNPを使用した。反応液の10倍量の1M sodium 

carbonate溶液を加えて反応を停止させた後、405 nmの吸光度を測定し、遊離pNPを定量

した。基質特異性は、4 mMの基質を適切なpHに調整した50 mM McIlvaine buffer (BbhIV

はpH 5.0、BbhVはpH 5.5、BbhIはpH 6.0)を用いて検討した。反応混合物を1 µM酵素の存

在下にて(コントロールには酵素非添加)、37 °Cで10分または120分インキュベートした

後、80 °Cで10分間加熱して反応を停止させた。その後、n-butanol/acetic acid/water (2:1:1，

容量比)を展開溶媒とするTLCにより分析した(Silica Gel 60, Sigma-Aldrich)。糖は、

diphenylamine・aniline・phosphoric acid mix (100 mL acetone, 1 g diphenylamine, 1 mL aniline, 

10 mL phosphoric acid)を噴霧した後、加熱し糖を呈色した(56)。 

速度論的解析を行う際は、反応初速度をGlcNAc-pNP濃度を変化させて求め(BbhIVは

0.1-6.25 mM、BbhVは0.1-5.0 mM)、得られたデータをMichaelis-Menten式にカーブフィッ

ティングさせることでパラメーターを算出した。算出にはGraphPad Prism v 8.4.3 

(GraphPad Software, San Diego, CA)を使用した。ムチンO-結合型糖鎖に対する活性は、

PGMを基質として調べた。100 μgのPGMに1 μgの各酵素を添加し(コントロールには非

添加)、20 μLの総容量で37 °Cにて24時間インキュベートした後、反応溶液を凍結乾燥し
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て以下に記載するようにO-結合型糖鎖解析に供した。 

 

O-結合型糖鎖の解析 

O-結合型糖鎖解析は既報に従って行った (43, 57)。実験フローはSupplementary Figure 

S1に示す。 

β脱離によるムチン糖タンパク質からのO-結合型糖鎖の切り出しと精製 

B. bifidum培養液に4倍量の氷冷acetoneを添加して20分間氷上に静置し、20,400 g、4 °C

にて20分間遠心して沈殿を回収した。得られた沈殿物に対して、0.5 mLの1 M sodium 

borohydrideを含む100 mM sodium hydroxide溶液を加えて混和し、45 °Cにて18時間インキ

ュベートした(還元的β脱離反応)。この際、はじめの約2時間は15分おきにボルテックス

にて混和させた。反応液を直ぐに氷冷、10 % acetic acidを添加することで反応を停止さ

せた後、標準物質として1 nmolのLNFP Iを添加し、約1 mLのDowex 50WX8 (hydrogen 

form)陽イオン交換樹脂(Sigma-aldrich)に供した。5 % acetic acidにて溶出して凍結乾燥後、

得られたサンプルを300 µLの90 % methanol、10 % acetic acidに溶かして窒素ガス噴霧下

にて乾燥させた。これを3回繰り返し、残存ホウ素を除去した。その後、5 % acetic acid

に溶解させた糖鎖サンプルをSep-Pak C18 cartridge column (100 mg, Waters, Milford, MA)に

供し、5 % acetic acidにて溶出後、凍結乾燥を行った。次に、graphitized carbon cartridge 

column (InertSep GC column, 150 mg/3 mL, GL Sciences, Tokyo, Japan)を12 mLの0.1 % 

trifluoroacetic acidを含む80 % acetonitrile (ACN)で活性化した後、8 mLの超純水で洗浄し

たカラムに1 mLの超純水で溶解させたサンプルを供して吸着させた。超純水1 mLで洗

浄後、3 mLの0.05 % trifluoroacetic acidを含む25 % ACNにて溶出させた。窒素ガスを用い

てACNを蒸発させた後に、凍結乾燥を行い、O-結合型糖鎖 (還元末端アルジトール体) 

の混合物を得た。 

 

糖鎖の完全メチル化と相分離 

精製したアルジトール体をMALDI-TOF/MS分析に供するため、糖鎖の完全メチル化

処理を行った(58)。まず、塩基性のdimethyl sulfoxide (DMSO)溶液を以下の方法にて調製

した。すなわち、200 µLの50 % sodium hydroxide溶液と400 µLのmethanolをボルテックス

で混合し、次に4 mLのDMSOを加えてボルテックスした後、470 gで3分間遠心し上清を

取り除く操作を5回繰り返した。その後、2 mLのDMSOを加えてピペッティングで静か

に混和することで調製した。上述の乾燥済み糖鎖サンプルに200 µLのDMSOを加え、上

部の空気を窒素に置換してから溶解させた。250 µLの塩基性DMSO溶液と100 µLの

iodomethaneをサンプル溶液に加え、窒素ガスで空気を置換後、5分間激しくボルテック

スした。ついで、2 mLの超純水を加えて濁りが無くなるまで良くピペッティングした後、

2 mLのchloroformを加えてボルテックスした。470 gで3分間の遠心後に上清を除去し、

超純水2 mLを加える操作を4回繰り返した。最後に上清を取り除き、窒素ガスで乾燥さ
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せた。乾燥サンプルに300 µLの50% methanolを加えて溶解させた後、1 mLのACNと等量

のmethanolで活性化した後に3 mLの超純水で平衡化させたSep-Pak C18 cartridge column 

(100 mg)に吸着させて夾雑物を取り除いた。糖鎖は1 mLのmethanolで溶出させた後に窒

素乾固し、これを完全メチル化糖鎖サンプルとした。 

 

MALDI-TOF/MSによる質量分析 

乾固させたメチル化糖鎖サンプルに 2 µLのマトリックス (20 mg/mL 2,5-

dihydroxybenzoic acid含有50 % methanol)を加え、MALDIプレートに1 µLずつ供し、乾燥・

結晶化させた。分析にはAutoflexⅢ smartbeam (Bruker, Billerica, MA)を使用し、装置の操

作およびデータ処理はFlex ControlソフトウェアおよびFlex Analysisソフトウェア

(Bruker)を用いて行った。MULDI-TOF/TOF/MS解析にはLIFTを用いた。測定はpositive ion 

modeおよびreflect modeでm/z 400 - 3,000の範囲で行った。質量校正には、angiotensin II 

(m/z 1046.5418)、angiotensin I (m/z 1296.6848)、substance P (m/z 1347.7354)、bombesin (m/z 

1619.8223)、およびsomatostatin 28 (m/z 3147.4710) を用いた。得られたm/zの値を基に、

ExPASy GlycoMod (https://web.expasy.org/glycomod/) を用いて糖鎖組成を推定した。 

 

B. bifidum JCM 1254におけるbbh遺伝子欠損 

B. bifidum JCM1254ゲノム上のbbhI、bbhIV、およびbbhVはシングルクロスオーバー相

同組換えによって破壊した(Figure II-3A)。破壊用プラスミドとしては、pMSK151 (SpR)

とpMSK207 (CmR)を用いた(59)。bbhI、bbhIV、またはbbhVの約500bpの内部領域をPCRに

て増幅させ、pMSK151のSacIサイトへ挿入し、得られたそれぞれのプラスミドをエレク

トロポレーション法によりB. bifidum JCM1254に導入し、Spを添加したGAM寒天培地に

て挿入変異株を選抜した。bbhI/bbhIV二重変異株は、bbhIV変異株(SpR)のbbhI部位に

pMSK207 (CmR)をもとに上記と同様に作製したbbhIV破壊用プラスミドを挿入すること

により得た。標的遺伝子内にプラスミドが組込まれたことについては、ゲノムから増幅

させたPCR産物の塩基配列を確認することで確認した(Figure II-3B)。使用したプライマ

ーと鋳型は、Supplemetary Table S1に示す。 

B. bifidum株の遺伝子破壊を行うにあたり、まず、Sakanakaらの方法(60)、Parkらの方

法(61)、およびSerafiniらの方法(62)を用いて、その形質転換効率を比較した。なお、効

率測定にはpKKT427を用いた(63)。最終的な形質転換法は以下の通りである。すなわち、

0.2 M sodium chlorideと0.2 M sucroseを添加した100 mL MRS培地(BD DifcoTM)にて対数増

殖期(OD600 = 0.4 - 0.5)まで増殖させた後、遠心分離(16000 g、10分、4 °C)により細胞を回

収した。このペレットを氷冷した20 mLの形質転換用バッファー[0.5 M sucrose、1 mM 

ammonium citrate (pH 6.0)]に懸濁して遠心分離により回収する操作を4 mLの同バッファ

ーで5回繰り返した。最後に、菌を1 mLの形質転換用バッファーに懸濁し、200 Ω、15 

kV/cm、25 μFの条件でエレクトロポレーションを行った。回復培養は、嫌気条件下で3

https://web.expasy.org/glycomod/
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時間行い(60)、コロニーが確認できるまで嫌気条件下で培養した。 

 

陰イオン交換カラムクロマトグラフィー (High-performance anion exchange 

chromatography-pulsed amperometric detection：HPAEC-PAD)を用いた単糖の定量 

B. bifidum株[WT、BbhI−、BbhIV−、BbhV−、およびBbhI−/BbhIV−]をPGMを含む溶液でイ

ンキュベートし、O-結合型糖鎖から遊離する単糖を経時的に定量した。まず、B. bifidum

をムチンO-結合型糖鎖構成糖(Fuc、Gal、GlcNAc、GalNAc、Neu5Ac : 各0.2 %)を添加し 

 

 

Figure II-3. B. bifidum JCM 1254におけるbbhI、bbhIV、およびbbhV遺伝子の破壊 

(A)シングルクロスオーバーによる標的遺伝子破壊スキーム。各遺伝子内に設定した約500 bpの

相同領域を挿入したpMSK151 (SpR)またはpMSK207 (CmR)を、エレクトロポレーションにてB. 

bifidumに導入することで標的遺伝子を破壊した。(B)ゲノムPCRの電気泳動。WT株、BbhI−株、

BbhIV−株、BbhV−株、およびBbhI−/BbhIV−株のゲノムを鋳型とした。相同組換えに使用した領域
の外側に結合するプライマーを用いてPCRおよびシークエンスを行い、プラスミド配列が標的位

置に挿入されていることを確認した。 
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たmMRS培地で対数増殖期(OD600 = 0.4 - 0.6)まで培養した後、遠心分離により回収し、

PBSで2回洗浄した。次に、ABCトランスポーターおよびmajor facilitator superfamilyトラ

ンスポーターの阻害剤である 5 mM verapamilおよび 50 µM carbonyl cyanide m-

chlorophenyl hydrazone (CCCP) (64)を添加したPBSにOD600値が0.8となるように再懸濁し、

37 °Cで30分間インキュベートした後、等量の1% PGM溶液を加えて反応を開始させた。

経時的にサンプルを採取し、直ちに80 °Cで3分間加熱することで反応を停止させた。糖

の定量は、CarboPac PA1カラム(2 × 250 mm, Dionex)を用いて、Dionex ICS-3000システム

(Thermo Fisher Scientific)にて行った。なお、カラムは30 °Cで保温した。溶媒は水(移動相

A)、250 mM sodium hydroxide (移動相B)、および1 M sodium acetate (移動相C)とし、流速

0.25 mL/minで溶出させた。溶出(移動相A/B/Cの割合)は、最初の17分間は94 %/5.5 %/0.5 %

で中性糖を検出し、次の10分間は46 %/50 %/4.0 %への勾配をかけてNeu5Acを検出した。

その後、カラムは35 %/50 %/15 %で10分間洗浄した。検量線は既知濃度の糖標品で作成

した。 

 

PGM添加培地でのB. breveとB. bifidumの共培養 

共培養の際には、pMSK219 (TetR)を導入してテトラサイクリン耐性を付与したB. breve 

JCM 1192を用いた。B. breve/pMSK219 (TetR)をB. bifidum WT株またはBbhI−/BbhIV−株と

0.5 % PGMおよびTet (10 μg/mL)を添加したmMRS培地に接種して共培養を開始した。こ

の際、B. bifidumおよびB. breveはそれぞれのOD600値が0.01および0.1に相当するように添

加した。B. breveの経時的な増殖はTetを添加したGAM寒天培地上でCFUを測定すること

で評価した。本共培養時には静菌的作用を有するTetを添加しているために、pMSK219 

(TetR)を導入したB. breveは増殖することが可能であるが、B. bifidumは静菌培養となる。

なお、別途同条件においてB. bifidumのみを培養した際には自然発生的なTet耐性株は出

現しなかった。上清中の単糖は、上記と同じ条件下でHPAEC-PADを用いて定量した。 

 

系統樹の作製 

BbhIVとBbhVの系統樹解析には、2022年9月時点でCarbohydrate-Active enZYmes 

Database (CAZyゲノムデータベース)に登録されていた14種類の酵素化学的に解析され

たGH84酵素(65)、C. perfringens由来の2種類の同定された酵素(49)、およびムチン分解菌

として知られるA. muciniphila ATCC BAA-835、B. caccae ATCC 43185、およびB. fragilis 

NCTC 9343由来の未解析ホモログを使用した。これらのGH84ホモログのアクセッショ

ン番号はFigure II-21に記載している。なお、系統樹の作成にはProtein Families Database 

(Pfam) (66)で抽出した触媒ドメインのみを使用した。アラインメントと系統樹の構築に

はClustal omega (67)とFigTree v1.4.4 (http://tree.bio.ed.ac.uk/)を用い、デフォルト設定で行

った。  
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結果 

ムチンO-結合型糖鎖の分解を担うβ-N-acetylglucosaminidaseの探索 

一般的に、糖鎖からGlcNAcを遊離する酵素としては、β-GlcNAcに特異的なβ-N-

acetylglucosaminidase と β-GlcNAc と β-GalNAc の 両 方 に 作 用 可 能 な β-N-

acetylhexosaminidaseが知られている。Carbohydrate-Active enZYmes (CAZy) Database 

(http://www.cazy.org/) を 検 索 し た と こ ろ 、 β-N-acetylglucosaminidase 活 性 と β-N-

acetylhexosaminidase活性はGH3、5、18、20、84、85、109、116、および163に分類され

る酵素が有していた(65)。次に、CAZyに登録されている13菌株のB. bifidumゲノムを調

べたところ、すべての株に共通してGH3酵素が1つ、GH20酵素が4つ、またGH84酵素が

2つコードされていた。これら糖質分解酵素のうち3つのGH20酵素および2つのGH84酵

素はN末端側に推定シグナルペプチドを有しており(68)、その他の酵素は細胞内に位置

していると推定された。前述の通り、GH20酵素の3つは既に細胞外酵素lacto-N-biosidase 

(LnbB) 、 β-1,3-N-acetylglucosaminidase (BbhI) (42) 、 お よ び 6-O-sulfo-β-N-

acetylglucosaminidase (sulfoglycosidase) (BbhII) (43, 44)として同定されているが、2つの

GH84酵素の機能は明らかとされていない。そこで、これらの遺伝子がムチンO-結合型

糖鎖の分解に関与する可能性を調べるために、炭素源としてPGMを添加したmMRS培地

でB. bifidumの培養を行い、bbhI (GH20)と2つのGH84遺伝子の転写プロファイルを調べ

た。この際、既にPGMによる発現上昇が報告されているbbhII (GH20 sulfoglycosidase)も

同時に解析を行った。なお、比較のためにlactose (Lac)添加培地を対照として使用した。

また、B. bifidum JCM 1254のゲノム配列情報は所属研究室で決定されていた未発表時の

も の を 使 用 し (69) 、 2 つ の GH84 酵 素 [locus_tag: BbifJCM1254_12430 お よ び

BbifJCM1254_17960]は、それぞれBbhIVおよびBbhVと命名した。GenBank accession番号

は、それぞれGJM46876.1およびGJM47429.1である。 

 

PGMを添加したmMRS培地でB. bifidumを培養すると、Lacを糖源として培養した場合

と比較して対数増殖期においてbbhI、bbhII、およびbbhIVの転写がそれぞれ11倍、2.9倍、

および2.5倍上昇した(Figure II-4A、t-test)。定常期においても、bbhI、bbhII、およびbbhIV

の転写レベルはLac添加培地で培養した際よりもPGMで培養した際で高く、特にbbhIVの

転写レベルが3.9倍と最も高かった(Figure II-4B)。bbhVは対数増殖期には誘導されなかっ

たが定常期にわずかであるが転写が有意に上昇した。なお、本研究の途上で所属研究室

の加藤らによってBbhIIが6-O-sulfo-GlcNAcに高い特異性を示し、GlcNAcには全く作用

しないことが明らかとなったため(43)、ムチンO-結合型糖鎖上のGlcNAcにはBbhI 

(GH20)およびBbhIV (GH84)が関与するものと考え、更なる解析を進めることとした。な

お、PGM添加培地におけるbbhVの転写量はbbhIVのそれと比較して1/5程度であったが、

GH84酵素自体の報告例が少ないために以降の解析に含めることとした。 
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Figure II-4. B. bifidum JCM 1254がもつ膜アンカー型β-N-acetylglucosaminidaseホモログの転写誘導

解析 

0.5% PGMまたはLacを炭素源として添加したmMRS培地にて、B. bifidum JCM 1254を対数増殖期

(OD600 = 0.4 - 0.6) (A)および定常期(OD600 = 0.8 - 3.0) (B)まで培養した。uvrDをリファレンス遺伝

子とし、各遺伝子の相対的な発現レベルを求めた。グラフには、平均 ± SD、およびt-testから得

られたp値を示す。 

 

 

BbhI、BbhIV、およびBbhVの特性評価 

Pfam (66)で解析したBbhI、BbhIV、およびBbhVの各ドメイン構造をFigure II-5Aに示

す。BbhIは全長1627アミノ酸残基で、Miwaらが報告した通りGH20触媒ドメインと3つの

carbohydrate-binding module (CBM32)ドメインからなる(42)。BbhIVは1960アミノ酸から

なるポリペプチドで、シグナル配列(1-29 aa)、GH84触媒ドメイン(184-486 aa)、2つのガ

ラクトース結合様(galactose-binding domain-like : GBL)ドメイン(820-931と1075-1154 aa)、

3つのFound In Various Architectures (FIVAR)ドメイン(1364-1425 aa、1432-1496 aa、1567-

1625 aa)、および末端の膜貫通領域(1935-1954 aa)が存在する。なお、GBLドメインは真

核生物および原核生物の両方で見られ、ある特定の糖鎖リガンドに結合するドメインと

されている。また、FIVARドメインは細胞壁に関連するタンパク質にしばしば見られ、

GlcNAc結合ドメインと推定されている(70)。BbhVは、FIVARドメインは持たないが、

BbhIVと同様のドメイン構造を有する全長1139アミノ酸のポリペプチド鎖であり、N末

端シグナルペプチド(1-34 aa)、GH84触媒ドメイン(212-524 aa)、GBLドメイン (727-848 

aa)、C末端の膜貫通領域(1112-1134 aa)から構成されている。BbhIVとBbhVのGH84触媒

ドメイン間のアミノ酸配列相同性は52 %であり、BbhVのGBLドメインとBbhIVの上流

側および下流側のGBLドメインとの相同性は、それぞれ28 %および12 %であった。ま

た、BbhIVの2つのGBLドメイン間の相同性は22 %と低かった。 

 

酵素学的解析を行うにあたり、BbhIVおよびBbhVのシグナル配列と膜貫通領域を除く

領域(それぞれ29-1934 aaおよび35-1604 aa)を異種発現させた。なお、組換え酵素にはC

末端にヒスチジンタグを付加し、アフィニティーカラムと陰イオン交換カラムを用いて

電気泳動的に単一なバンドにまで精製した(Figure II-5B)。BbhI (33-1604 aa)は、Miwaら

の報告のとおり発現および精製した (データ非掲載) (42)。ゲルろ過クロマトグラフィー
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の結果、BbhIVの質量は264 kDaとして、またBbhVの質量は171 kDaと推定され、溶液中

ではそれぞれ単量体および二量体にて存在していることが示唆された(Figure II-5C)。

GlcNAc-pNPに対する活性は、BbhIVおよびBbhV共に45 °Cの条件下で失活しなかった。

活性はpH 5.0および5.5で最大となり、それぞれpH 5.5-8.0およびp7.5-8.0で安定であるこ

とを確認した。Svプロットによって至適pHでのGlcNAc-pNPに対するKm値およびkcat値を

算出したところ、BbhIVでは1.6 mMと67 s-1、BbhVでは1.0 mMと73 s-1となった(Figure II-

5D)。この値は、Miwaらによって報告されたBbhIの値(pH 6.0で1.2 mMと210 s-1)と比較し

ても妥当であり、GH20とGH84が、基質であるGlcNAcのN-acetyl基を利用して反応を補

助する基質補助型メカニズムを利用していることを反映しているものと考えられた

(42)。 

 

続いて、BbhI、BbhIV、およびBbhVの基質特異性をいくつかの天然基質と人工発色基

質を用いて決定した(Figure II-6およびTable II-1)。ムチンO-結合型糖鎖のcore構造につい

ては、BbhIはcore 3構造のβ-(1→3)-GlcNAc結合をよく分解したが、core 2構造のβ-(1→6)-

GlcNAc結合にはほとんど作用しなかった(Figure II-6Aおよび6B)。一方で、BbhIVとBbhV

にはcore 3構造のGlcNAcに対する活性が見られなかったが、core 2構造のGlcNAcには高

い活性を有していた(Figure II-6Aおよび6B)。また、BbhIVは還元末端がThrに結合した

core 2構造(core 2-Thr)に対してBbhVよりも高い活性を示した。しかし、その還元末端が

pNPで修飾されている場合は、両酵素の活性には差異が見られなかった(Figure II-6C)。

ムチンO-結合型糖鎖以外の基質として、真核生物の翻訳後修飾の一つであるGlcNAc1-β-

O-Ser (O-GlcNAc)構造を使用した場合は、BbhIとBbhVではほとんど加水分解されず、

BbhIVで加水分解された(Figure II-6D)。N-結合型糖鎖に見出される二糖構造GlcNAcβ1-

2ManはBbhIVとBbhVによってよく分解されたが、BbhIではそれほど分解されなかった

(Figure II-6E)。Lacto-N-triose IIに存在するβ-(1→3)-GlcNAc結合の分解能は3つの酵素間で

異なっており、core 3-Thr構造に存在するβ-(1→3)-GlcNAc結合で見られた結果とは一致

しなかった(Figure II-5F)。つまり、BbhIVとBbhVでは、その(+)サブサイトにおける基質

認識機構が異なることが示唆された(Figure II-6Aおよび6F)。N,N'-Diacetylchitobiose 

(GlcNAcβ1-4GlcNAc)は3つの酵素の基質としてほとんど機能しないことが分かった

(Figure II-6G)。BbhIVのGalNAc-pNPに対する活性は、GlcNAc-pNPへの分解活性の0.3 %

であったため、本酵素はβ-N-acetylhexosaminidaseではなく、N-acetylglucosaminidaseであ

ることが明らかとなった。また、BbhI、BbhIV、およびBbhVともに6-O-sulfo-GlcNAc-β-

pNPには作用しなかった。 

また、Glc-pNPおよびGal-pNPに対するBbhIVの活性は、GlcNA-pNPへの分解活性の

0.2 %および0.1 %であった。また、BbhVは、GlcNA-pNPの分解活性の1 %程度の活性を

Glc-pNPに対して示し、Gal-pNPは全く作用しなかった。これらの基質に対して活性が

低いのは、前述の通りGH20およびGH84の触媒機構は基質補助型であるためと考えら
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れる(51, 71)。これらのことから、BbhIVとBbhVは(−)サブサイトにおいて高い特異性を

有することが示された。なお、サブサイトとは触媒ポケットに存在する糖認識部位を

指しており、加水分解される部位より非還元末端側を(−)として、還元末端側を(+)とし

て表記する。 

 

 

Figure II-5. 精製酵素BbhIおよびBbhIVの性状解析 

(A) BbhI、BbhIV、およびBbhVのドメイン構造の模式図。シグナルペプチド、carbohydrate-

binding module 32 (CBM32)ドメイン、glycoside hydrolase family 20 (GH20)ドメイン、glycoside 

hydrolase family 84 (GH84)ドメイン、found In Various Architectures (FIVAR)ドメイン、galactose 

binding like (GBL)ドメイン、および膜貫通領域は、それぞれ茶色、緑、青、赤、紫、オレン

ジ、黄色で示した。シグナルペプチドと膜貫通領域は、SOSUIサーバー(68)とTMHMM-2.0 サ

ーバー(72)を用いて推測した。ドメイン解析は、タンパク質ファミリー データベース(Pfam)に

て行った(66)。(B) 精製した組み換え酵素のSDS-PAGE。酵素1 μgを7.5 %アクリルアミドゲルに

アプライし、CBB染色を行った。(C)ゲルろ過クロマトグラフィーによるBbhIVおよびBbhVの質

量の推定。Thyroglobulin (669 kDa)、ferritin (440 kDa)、aldolase (158 kDa)およびconalbumin (75 

kDa)を質量マーカーとして用いた。近似曲線は、Y = 10
(-1.871X + 4.469) (R

2
 = 0.9931)であった。(D) 

BbhIVおよびBbhVのpNP-β-GlcNAcによるSv-plot (n = 3、平均 ± SD)。速度論的パラメーター

は、GraphPad Prism v 8.4.3を用いてミカエリスメンテン式による曲線フィッティングすること

で算出した。 
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Figure II-6. 酵素基質反応溶液のTLC分析 

精製酵素BbhI、BbhIV、およびBbhV (それぞれ1 μM) を4 mM のcore 3-Thr (A)、core 2-Thr (B)、

core-2 pNP (C)、O-GlcNAc (D)、GlcNAcβ1-2Man (E)、 lacto-N-triose II (F)、および N, N’-

diacetylchitobiose (G)とインキュベートした。10分および120分間反応させたのち、95 °Cで加熱す

ることにより停止させた。基質は➡で示した。GlcNAc、Man、およびLacを標品として用いた。

Table II-1には+/−で示す活性評価を記した。O-GlcNAc (D)で使用した基質には、もともとGlcNAc

が多く含まれている。糖シンボルは、The Nomenclature Committee of the Consortium for Functional 

Glycomicsに従った(47)。 
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Table II-1. B. bifidumのBbhI、BbhIV、およびBbhVの基質特異性一覧 

Substratea Structure 

Activityb 

BbhI BbhIV BbhV 

N-Glycan branching structure 

Lacto-N-triose II 

N,N’-Diacetylchitobiose 

O-GlcNAc 

Core 2-pNP 

Core 2-Thr 

Core 3-Thr 

Core 4-Thr 

GlcNAcβ1-2Man 

GlcNAcβ1-3Galβ1-4Glc 

GlcNAcβ1-4GlcNAc 

GlcNAcβ1-O-Ser 

Galβ1-3(GlcNAcβ1-6)GalNAcα-pNP 

Galβ1-3(GlcNAcβ1-6)GalNAcα-O-Thr 

GlcNAcβ1-3GalNAcα-O-Thr 

GlcNAcβ1-3(GlcNAcβ1-6) GalNAcα1-O-Thr 

++ 

+++ 

± 

± 

+ 

± 

+++ 

+ 

+++ 

+ 

± 

++ 

+++ 

+++ 

− 

+++ 

+++ 

++ 

+ 

± 

+++ 

+ 

− 

++ 

a, BbhIVとBbhVのGlcNAcβ-pNPおよびGalNAcβ-pNPへの活性は本文中に記載した。BbhIのGalNAcβ-pNPへの活性は、GlcNAcβ-pNPに対する活性の0.3 %であった

(42)。 

b, 活性は以下のように示す；(+++): 10分間で完全分解 ; (++): 10-120分間で完全分解; (+): 120分間で一部分解; (±): 120分間でわずかに分解; (−): 120分間で全く分

解しない。4 mMの基質と1 µM 精製酵素を用いて調べた (Figure II-6)。 

 

 

BbhI、BbhIV、またはBbhV処理したPGMのO-結合型糖鎖分析 

次に、精製酵素を作用させたPGMのO-結合型糖鎖の半定量網羅解析(グライコミクス

解析)を行い、各糖鎖分子種の推定量を酵素未処理サンプル(control)と比較することで、

基質となる糖鎖構造を推察することとした(Figure II-7A)。精製酵素を糖タンパク質に作

用させた場合は、非還元末端に露出した糖残基にのみ作用可能となる。酵素処理後に還

元的β脱離反応でO-結合型糖鎖をPGMから遊離させると共に還元末端のGalNAcをalditol

体とし、定法に従ってメチル化した糖鎖サンプルをMALDI-TOF/MS解析に供した。なお、

前述した通り3種の酵素のいずれもが6-O-sulfo-GlcNAc-β-pNPに作用しなかったことか

ら、本糖鎖解析では非硫酸化糖鎖のみを解析対象とすることにした。FDR補正後のデー

タを用いてvolcano plotをしたところ、完全メチル化した非硫酸化アルジトール(ナトリ

ウム付加体)として検出された38種のO-結合型糖鎖のうち(Supplementary Table S2)、

BbhIV処理によってm/z 1025、1719、2026、および2168の4つのイオンピークの強度が1.5

倍以上減少した(q < 0.15を選択) (Figure II-7B)。 

 

酵素未処理PGMサンプルから得られたイオンピークm/z 1025 (Hex1HexNAc2GalNAc-

itol)のMS/MS解析では、core 1およびcore3 tetrasaccharideを示すm/z 298および749フラグ

メントイオン、core 2 tetrasaccharide bおよびcore 4 tetrasaccharide a/bを示すm/z 260および

787フラグメントイオンが検出されなかったため、本ピーク中には主に core 2 

tetrasaccharide aが含まれていると考えられた(Figure II-8A)。一方で、BbhIV処理後のPGM
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サンプルには、m/z 260および787のフラグメントイオンが検出された(Figure II-8B)。さ

らにcore 2 tetrasaccharide bの存在を示唆するフラグメントm/z 520および527も検出され

た。これらの結果は、イオンピークm/z 1025を持つ糖鎖分子種において、core 2 

tetrasaccharide aの量が相対的に減少したことを示している。つまり、PGMのO-結合型糖

鎖は非常に密度が高く存在するために短い糖鎖構造への酵素の作用は制限されたと推

測されるものの、BbhIVはcore 2 tetrasaccharide aの末端β-(1→6)-GlcNAcを分解したこと

が強く示唆された。 

 

酵素未処理サンプルにおけるm/z 1719、2026、および2168の3つのイオンピークの

MS/MS解析では、それぞれ末端HexNAcにおいて断片化がおこった結果として260 Da減

少したフラグメントイオンm/z 1459、1766、および1908が検出されたが(Figure II-9)、こ

れらのフラグメントイオンはBbhIV処理後に消失、あるいは他のフラグメントイオンと

比較してイオン強度が減少していた。このことから、BbhIV処理により末端のHexNAcが

遊離したことが強く推察された(酵素処理によりHexNAcが遊離したために、当該フラグ

メントを生じる親イオン分子種が相対的に減少した)。また、BbhIV処理によりm/z 1781 

(Fuc2Hex3HexNAc2GalNAc-itol)の推定糖鎖量は1.5倍以上に増加していた。これは、m/z 

2026 (Fuc2Hex3HexNAc3GalNAc-itol)の糖鎖が分解を受けてm/z 1781の推定量が増加した

可能性が考えられるが、それを明瞭に示すMS/MSフラグメントパターンは得られなか

った。 

 

BbhI処理によっては、m/z 2475のイオンピークの推定糖鎖量が増加した。しかしなが

ら、糖鎖組成が複雑であることに加えて糖鎖量が十分でなかったため、MS/MS解析を行

うことが出来なかった。BbhV処理したサンプルにおいては顕著な変化は検出されなか

った。 

 

以上の結果から、TLC解析から予想された通り、ムチン糖タンパク質上においても

BbhIVは末端に結合したꞵ-(1→6)-GlcNAcに作用することが強く示唆された。なお、BbhI

処理においてほとんど推定糖鎖量に変化が無かったのは、通常、Galによって伸長して

LacNAc (Galꞵ1-4GlcNAc)構造を形成しており、BbhIの基質と推測されるꞵ-(1→3)-GlcNAc

構造が糖鎖の非還元末端には露出していないためであると推察された。BbhVによって

推定糖鎖量に変化が無かった理由は定かではないが、TLC解析の結果ではBbhIVとは異

なる(+)サブサイトを有することが示唆されており、ムチンO-結合型糖鎖は本酵素の真

の基質ではない可能性が考えられた(後述)。 
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Figure II-7. PGMのO-結合型糖鎖に対する精製酵素の作用 

(A) 精製組換え酵素BbhI、BbhIV、またはBbhVと24時間インキュベートしたPGMから得られた完

全メチル化非硫酸化O-結合型糖鎖アルジトール体のマススペクトル(m/z 500-3000)。未処理(コン

トロール)のPGMも比較のために分析した。赤と水色の矢印は、酵素処理により推定量がそれぞ

れ減少または増加したイオンピークを示す(糖鎖組成と推定糖鎖量については、Supplementary 

Table S2に記載)。*は、標準物質として添加したLNFP Iを示す。(B) 酵素処理したPGMから得ら

れた各イオンピークの推定量をコントロールと比較した時のvolcano plot (n=3)。酵素処理後、q値

が0.15未満で推定糖鎖量が1.5倍以上変化したピークを特定した。q値は、FDR補正およびmultiple 

t testsによって得られたp値である。 
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Figure II-8. BbhIVによって減少したイオンピークm/z 1025におけるMS/MSスペクトル 

(AおよびB) 酵素非処理コントロールサンプル(A)およびBbhIV処理サンプル(B)から得られたイ

オンピークm/z 1025のMS/MSスペクトル。(C) AおよびBのフラグメントパターンから推測される

O-結合型糖鎖異性体構造。糖シンボルは、The Nomenclature Committee of the Consortium for 

Functional Glycomicsに従った(47)。 
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Figure II-9. BbhIV処理により変化したPGM糖鎖のMS/MSスペクトル 

(A-D) m/z 1719 (A)、1781 (B)、2026 (C)、および2168 (D)のMS/MSスペクトルを示す。左は酵素

非処理コントロールサンプル、右はBbhIV処理したものを示す。260 Da減少したフラグメント

が生じる場合、親イオンピークには非還元末端に結合したHexNAcを有する分子種が含まれる

ことを意味する。 
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ムチン糖鎖分解におけるBbhI、BbhIVおよびBbhVの役割 

B. bifidumによるムチンO-結合型糖鎖分解におけるβ-N-acetylglucosaminidaseの生理的

役割を調べるために、欠損株を作出することを検討した。まず、B. bifidumの形質転換効

率について、Sakanakaらの方法、Parkらの方法、Serafiniらの方法を使用して調べた。各

方法の詳細なプロトコルはTable II-2に記載した。4種のB. bifidum株(JCM 1254、JCM 7004、

TMC3108、およびTMC3115)を用いて調べた結果、Parkらの方法を使用した際に、株に

依存せず最も良い形質転換効率が得られたため(Figure II-10)、欠損株の作出は原則的に

Parkらの方法に従った。 

 

Table II-2. B. bifidum形質転換方法の検討 

 Sakanakaらの方法 Parkらの方法 Serafiniらの方法 

DNA量 1 ug 

1 ug (DNA添加後、氷冷しながら20分間

放置し、その後、終濃度2 %となるよう

にethanol添加。10分間氷冷しながら放置

後、すぐにパルス）  

1 ug (DNA添加後、氷冷しながら2時間放

置し、その後パルス) 

本培養 GAM培地 
0.2 M NaClおよび0.2 M sucroseを含む
MRS (0.05 % L-cysteine HCl) 

16 % FOS MRS, 10 % GOS MRS (0.05 % 

L-cystein HCl) 

*今回は1 % GOSを添加して行った  

Transfer 

buffer 

50 mM sucrose 1 mM ammonium citrate 

(pH 6.0) 

0.5 M sucrose, 1mM ammonium citrate (pH 

6.0) 

10 % GOS / 1 mM ammonium citrate (pH 

6.0) 

抵抗(Ω) 200 200 200  

kV / cm 10 15 12.5*今回は10  

uF 25 25 25  

 

 

 

Figure II-10. 形質転換における条件検討 

(A-C) Sakanakaらの方法(A)、Parkらの方法(B)、Serafiniらの方法(C)の形質転換効率を示す(n = 1)。 

 

3種の欠損株(BbhI−, BbhIV−, BbhV−)と1種の二重欠損株(BbhI−/BbhIV−) (Figure II-3)を作

製し、成長曲線下面積(AUC)を比較してその増殖能を調べた(Figure II-11)。その結果、

Lacを糖源とした際の増殖は野生型(wild type : WT)株、BbhI−株、およびBbhIV−株の間で

±1.1倍程度の差であったが、PGMを炭素源とした場合においては、BbhIV−株はWT株と
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比較して成長遅延が観察され、そのAUCはWT株の73 %であった。BbhI−株のPGMでの増

殖は、WT株の93 %程度で大きく変化しなかった。また、LacおよびPGM上で生育した

BbhV−株のAUCは、WT株と比較してそれぞれ83 %および120 %であった。これらの結果

より、BbhIVがB. bifidumのムチン糖鎖の分解および資化能に大きく関与していることが

示唆された。さらに、bbhIおよびbbhIVを欠損させたBbhI−/BbhIV−株については、Lac添

加培地で培養した場合の増殖能はWT株と同程度であったが、PGMで培養した際のAUC

はWT株の51 %にまで減少し、BbhIV−株(BbhIV単独破壊株)と比較しても減少した。この

ことは、B. bifidumによるPGMのO-結合型糖鎖分解の効率的な分解にはBbhIとBbhIVの両

方が重要な役割を果たしていることを示唆している。 

 

 

Figure II-11. 各遺伝子変異株をPGM またはLactoseで培養した時の生育曲線 

0.5% PGM (A)またはLac (B) を添加したmMRS培地でのB. bifidum JCM 1254のWT株 および欠損

株 (BbhI−、BbhIV−、BbhV−、BbhI−/BbhIV−) の増殖 (n = 3、平均 ± SD)。 

 

 

次に、24時間培養後の培養液から抽出したPGMのO-結合型糖鎖の網羅的分析を行っ

た。Figure II-2およびTable II-3で示した通り、B. bifidumはムチンO-結合型糖鎖に作用す

る様々なGHを細胞壁に有しているため、BbhI、BbhIまたはBbhVを欠損させた場合には、

欠損させた酵素以外のGHが糖鎖構造を限界までトリミングする。つまり、消費されず

に残った糖鎖構造が、BbhI、BbhIまたはBbhVの基質であることになる。その結果、予想

した通り得られたMSスペクトルは菌非添加のコントロールサンプルとB. bifidumを添加

培養したサンプルとの間で異なるパターンを示した(Figure II-12、Supplementary Table S3)。

回収されたPGM重量当たりのO-結合型糖鎖の推定総量を比較すると、菌非添加コント

ロールサンプルではPGM 100 µgあたり41.2 nmolであったのに対し、B. bifidum WT株を

培養したサンプルではPGM 100 µgあたり10.1 nmolと減少した(Figure II-13A)。このWT株

の培養液から得られたPGM O-結合型糖鎖の推定総量は、BbhV−株培養後のPGMから得

られた糖鎖総量と同程度であった (PGM 100 µgあたり9.5 nmol) (Tukey's multiple 

comparisons test)。一方、BbhIV−株およびBbhI−/BbhIV−株を添加して培養後に回収した

PGMにおいては、WT株を培養した際のPGMよりも多くのムチンO-結合型糖鎖が分解さ
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れずに残っており、それぞれ100 µg PGMあたり19.1 nmolおよび19.0 nmolであった。BbhI−

株の培養後のサンプルでは、100 µg PGMあたり14.8 nmolのムチン糖鎖が残っており、

これはWT株とBbhIV−株で観察された推定総糖鎖量の中間程度であった(p = 0.1174)。こ

れらの菌株の糖鎖分解能の違いは、増殖の際に観察された差を良く反映したものと考え

られる(Figure II-11A)。 

 

 続いて、 FDR 補正後データを使用して volcano plot を行い、 3 つの β-N-

acetylglucosaminidaseをそれぞれ欠失させることで存在量が変化する糖鎖分子種を特定

した (Figure 13B)。BbhI−株、BbhIV−株、およびBbhI−/BbhIV−株の培養後には、それぞれ

の変異株において、m/z 779のみの1つのインピーク、m/z 779、1199、1229、および1519 

 

 

Table II-3. B. bifidum由来ムチンO-結合型糖鎖に作用する細胞壁アンカー型加水分解酵素 

Enzyme GH Gene name Linkage to be hydrolyzed 

Lacto-N-biosidase GH20 lnbB 
β-Linked lacto-N-bioside (Galβ1,3GlcNAcβ1-O-R) and galacto-N-bioside 

(Galβ1,3GalNAcβ1-O-R) 

β-N-Acetylhexosaminidase GH20 bbhI β-Linked N-GlcNAc 

1,2-α-L-Fucosidase GH95 afcA α1,2-Linked L-fucoside (specific for H-antigen Fucα1,2Gal) 

Sialidase/esterase GH33 siaBb1 α-Linked sialic acid/O-acetyl sialic acid 

Sialidase GH33 siaBb2 α-Linked sialic acid (prefers α2,3 over α2,6 linkages) 

1,3/1,4-α-L-Fucosidase GH29 afcB α1,3/1,4-Linked L-fucoside in Lewis structures (branched Gal is required) 

β-Galactosidase GH2 bbgIII β-Linked galactoside (hydrolyzes type-2 chain and Lac, but not type-1 chain) 

α-N-Acetylglucosaminidase GH89 agnB α-Linked N-acetylglucosaminide (specific for GlcNAcα1-4 Gal) 

β-6-SO3-N-Acetylhexosaminidase 

(sulfoglycosidase) 

GH20 bbhII β-Linked 6-sulfated N-acetylhexosaminide 

α-Galactosidase GH110 agaBb α-Linked galactoside of Blood group substance-B 

Endo-α-N-acetylgalactosaminidase homolog 

(Q3T552, B.longum) 

GH101 engBF 
α-Linked galacto-N-bioside (Galβ1,3GalNAcα1-O-R , T-antigen)(not 

empirically supported) 
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の4つのイオンピーク、m/z 1403、1519、1648、および2475の4つのイオンピークの推定

糖鎖量がWT培養後のサンプルに比べ増加した。また、BbhV−株を培養した際には、m/z 

1345のイオンピークの推定糖鎖量がWT株を培養した際より減少した。菌非添加コント

ールサンプルに由来するm/z 779のピーク(Hex1HexNAc1GalNAc-itol)のMS/MSフラグメ

ント解析を行ったところ(Figure II-14A)、本ピークには4種類の異性体(アイソマー糖鎖分

子種)、すなわち、末端にα-またはβ-結合GlcNAcを持つcore 1構造(core 1 trisaccharide a/b)、

core 2 trisaccharide、または末端にGalを持つcore 3 trisaccharideが含まれている可能性が考

えられた(Figure II-14B)。なお、PGMのO-結合型糖鎖の非還元末端におけるα-GlcNAcあ

るいはβ-GlcNAc残基の存在は既に報告されている(46, 73)。菌添加サンプルに由来する

m/z 779のピーク(Hex1HexNAc1GalNAc-itol)についてMS/MS分析を行ったところ、B. 

bifidumを培養したサンプル間で異なるフラグメントパターンが得られた(Figure II-14A)。

菌非添加コントロールサンプルでは、m/z 504と520の2つのフラグメントイオンが最も

多く検出され、次いでm/z 543ピークであったため、この親イオンピークには主にcore 1

構造を構成する糖鎖が含まれることが示唆された。しかし、BbhIV−株で培養したサンプ

ルでは、m/z 543のフラグメントイオンが優勢となり、次いでm/z 520のピークが現れた。

m/z 543のフラグメントイオンはcore 2およびcore 3 trisaccharideからは生成するが、core 1

の構造からは生成しない。また、m/z 520のフラグメントイオンはcore 3 trisaccharideから

は生成されない。したがって、BbhIV−株の培養後に分解されずに残ったm/z 779のピーク

はcore 2 trisaccharideを多く含んでいることが示唆された。BbhI−株を培養したサンプル

では、core 1およびcore 2 trisaccharideから生成されるm/z 520のフラグメントイオンが優

勢となり、次いでm/z 504とm/z 543のピークが出現した。この結果は、BbhI−株培養後の

PGMに付加しているムチンO-結合型糖鎖には、core 1 trisaccharideのaとbのいずれか、あ

るいは両方がほとんど分解されずに残っていることを示唆している。ここで、core 1 

trisaccharide a の α-GalNAc は 、 B. bifidum にお いて 既に 同定 され てい る α-N-

acetylgalactosaminidase (AgnB)によって分解されるであろうことを考慮すると(46)、この

親イオンにはcore 1 trisaccharide bが主に含まれている(分解されずに残されている)可能

性が高いと考えられた。BbhV−株培養養後のPGMから得られたm/z 779のピークのフラグ

メントパターンは、WT培養後に得られたものと同じであり、このことからもBbhVがO-

結合型糖鎖の分解にはそれほど関与していないことが示唆された。また、BbhI−/BbhIV−

株ではm/z 779のピークがBbhIV−と同程度に蓄積していた (Figure II-14Cおよび

Supplementary table S3)。BbhVは、ムチンO-結合型糖鎖中に存在するLacNAcユニットを

連結するGlcNAcβ1-3Gal結合を加水分解できると考えられるため(Figure II-6F)、BbhIの

分解能が欠失された場合においても、その活性はBbhVによって一部補われた可能性も

考えられる。 

 

さらに、BbhIV−株の培養液で推定量が増加したm/z 1229のピークのMS/MS分析を行っ
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た(Figure II-15)。その結果、core 1およびcore 3 pentasaccharideのみから得られるm/z 953

のフラグメントイオンが検出されず、core 2 pentasaccharide bから得られるm/z 543と708

のフラグメントイオンが見られたことから、やはりBbhIVがβ-(1→6)結合したGlcNAcの

遊離を担うことが示唆された。core 4 pentasaccharideもm/z 543と708のフラグメントイオ

ンを生成しないため、イオンピークm/z 1229においてはcore 2 pentasaccharide bが分解さ 

 

 

 

Figure II-12. B. bifidum 培養後のPGMから得られた完全メチル化O-結合型糖鎖アルジトール体の

MSスペクトル 

B. bifidum WT株、BbhI−株、BbhIV−株、BbhV−株、およびBbhI− BbhIV−株と24時間培養した後のPGM

から得られる完全メチル化O-結合型アルジトール体のMSスペクトル(m/z 500–3000)。菌を培養し

ていないコントロールも示す。また、*は、半定量のために添加されたlacto-N-fucopentaose I (LNFP 

I, m/z 1100.6 [M + Na]+)のピークを示す。糖シンボルは、The Nomenclature Committee of the 

Consortium for Functional Glycomicsに従った(47)。 
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れずに残っていたと推察できる(Figure II-15)。WT株と比較して単一欠損株および二重欠

損株の培養で存在量が著しく変化したその他のイオンピークについては(Figure II-13B)、 

糖組成が複雑なために構造を推定するのが困難である、もしくは糖鎖量が少なかったた

め、それ以上の解析を行うことは出来なかった。 

 

 

Figure II-13. B. bifidum WT株、BbhI−株、BbhIV−株、BbhV−株、およびBbhI−/BbhIV−株のPGM O-結

合型糖鎖の分解能 

(A) B. bifidumの野生株および欠損株を24時間培養し後に回収したPGMから得られた O-結合型糖

鎖の推定総量(n = 3、平均 ± SD) (糖鎖組成と推定量は、Supplementary Table S3に記載)。One-way 

ANOVAとTukey’s multiple comparison testにて統計解析を行った。aとbは、グループ間の有意差を

示している (p < 0.05)。統計解析する際には菌を添加しなかったコントロールサンプルは除いた。

(B) BbhI−株、BbhIV−株、BbhV−株、BbhI−/BbhIV−株の培養後のPGMサンプルから得られた各O-結

合型糖鎖の推定量とWT培養後の推定糖鎖量を比較するvolcano plot。倍率変化とそのq値をプロ

ットに使用して、量が2倍以上変化し、q値が0.05未満のピークを色付けした。q値はmultiple t-test

およびFDR補正で得られたp値であり(74)、有意に増加したピークのm/z値を示した。 
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Figure II-14. 各B. bifidum株培養後の親イオンピークm/z 779のMS/MS解析 

(A) B. bifidum JCM 1254 (WT株、BbhI−株、BbhIV−株、BbhV−株、BbhI−/BbhIV−株)培養後のPGM糖

鎖解析で得られた親イオンピークm/z 779 [precursor ion (PI))のMS/MSスペクトラム。(B)フラグメ

ントパターンから予想される4つの異性体構造。(C)イオンピークm/z 779における推定糖鎖量。糖

シンボルは、The Nomenclature Committee of the Consortium for Functional Glycomicsに従った(47)。 
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Figure II-15. 各B. bifidum欠損株培養後の親イオンピークm/z 1229のMS/MS解析 

各B. bifidum欠損株を培養したPGMからの糖鎖分析から得られた親イオンピークm/z 1229 (PI)の

MS/MS解析を行った。フラグメントパターンから考えらえる構造異性体は右側に示しており、

core構造によって枠の色を変えている。PIに含まれると考えられるムチンO-結合型糖鎖はMS/MS

スペクトラムの右側に記した。糖シンボルは、The Nomenclature Committee of the Consortium for 

Functional Glycomicsに従った(47)。 
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ムチンcore 4構造の分解はBbhIVとBbhIの順序だった協調的作用で生じる 

B. bifidumによるムチンO-結合型糖鎖の分解においてはBbhIとBbhIVが重要な役割を

果たすことが明らかとなった(Figure II-13A、13B、14A、14Cおよび15)。続いて、β-(1→3)-

とβ-(1→6)-結合を有するGlcNAc残基が同じ糖に結合した糖鎖構造に対する2種のβ-N-

acetylglucosaminidaseの作用を調べた。Core 4-Thrと精製酵素をインキュベートしてTLC

分析を行った結果、BbhIによるcore 4構造のβ-(1→3)-結合の分解は、core 3構造の同じ結

合を分解するときよりも大きく遅延することがわかった(Figure II-6A vs. Figure II-16A)。

一方で、β-(1→6)-結合を分解するBbhIVはcore 4-Thr構造からGlcNAcを効率よく遊離し

た。また、BbhVのβ-(1→6)-GlcNAc結合に対する活性は、BbhIVよりも弱かった(Figure II-

6B)。これらのことから、分岐した2つのGlcNAc残基を持つO-結合型糖鎖の分解にはBbhI

とBbhIVの協調的な作用が必要であり、BbhIVがはじめにβ-(1→6)-GlcNAcに作用し、続

いてBbhIがβ-(1→3)-GlcNAcを加水分解するという順序だった分解が必要であることが

示された(Figure II-16B)。 

 

上記で行った欠損株を用いたPGM糖鎖分解能の解析において、m/z 820イオンピーク 

(HexNAc2-GalNAc-itol)の推定量をサンプル間で比較したところ、BbhIV−株でのみ顕著な

蓄積が検出された(Figure II-16C)。糖鎖存在量が少ないために、MS/MSフラグメント解

析は出来なかったが、おそらくBbhIV−株の培養後にcore 4 trisaccharideが蓄積したと推察

される。未処理コントロールサンプルのm/z 820イオンピークの糖鎖は、N,N′-

diacetyllactosamine構造(GalNAcβ1-4GlcNAcβ1-3GalNAcα-O-Ser/Thr) (73)である可能性が

高い。この構造は、これまで解析されているB. bifidumが持つ保有する全ての細胞外GH

酵素で分解されないため、コントロールサンプルおよびWT株培養後サンプル間でその

推定量は変化しなかったと考えられた。BbhIV−株を培養した場合、ムチン糖鎖は種々の

分泌型GH酵素によってcore 4構造が露出されるまで分解されるものの、それ以上の分解

が起こらなかったため、m/z 820のイオンピークが蓄積されたと推測できる。BbhI−株や

BbhI−/BbhIV−株ではcore 4構造が露出するまで分解が進まなかったため、m/z 820イオン

ピーク量がBbhIV−株を培養したサンプルよりも少なかったと考えられる。 

 

BbhIおよびBbhIVの二重欠損はB. bifidumのクロスフィーディング能に影響を及ぼす 

B. bifidumは糖鎖を細胞壁アンカー型酵素で分解するが、その際に細胞外で生じた単

糖および二糖の一部を他の腸内細菌にクロスフィードすることが知られている(75)。そ

こで、上述したbbhI、bbhIV、およびbbhVの遺伝子欠損がB. bifidumのムチン糖鎖からの

GlcNAc遊離能に与える影響を調べることとした。なお、一部のグリコシド結合は加熱

により分解されやすいことが知られているため、反応を止める際に単糖が遊離しない加

熱条件を検討した。80 ºC、90 ºC、もしくは95 ºCにて、それぞれ3分、5分、10分間加熱

した後に、HPAEC-PADで上清中の単糖を調べた(Figure II-17A、17B、および17C)。その
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結果、Gal、GlcNAc、GalNAcはいずれの条件でも遊離しなかったが、Fucはわずかに、

Neu5Acは95ºCでよく遊離した。また、90 ºCにおいてもNeu5Acの遊離が観察された。そ

こで、最も遊離度合いの少なかった80 ºC、3分の加熱処理にて反応を停止させることと

した。 

WTおよび各欠損株の細胞懸濁液をPGM存在下でインキュベートし、決定した加熱条

件にて反応を停止させ、上清に遊離する単糖を定量した(Figure II-18)。Lacto-N-biosidase 

(LnbB)によって切り出されるlacto-N-biose I (LNB, Galβ1-3GlcNAc)はアルカリ性条件下

で極めて不安定であるために、HPAEC-PAD法では測定不可能であった(76)。なおインキ

ュベートの際には、B. bifidum自身による遊離糖の消費を避ける目的でH+脱共役剤

(carbonyl cyanide m-chlorophenyl hydrazone)およびABCトランスポーター阻害剤

(verapamil)を添加した。 

 

 

 
 

Figure II-16. BbhIおよびBbhIによる順序だって作用することでcore 4構造は分解される 

(A)反応溶液のTLC解析。基質であるcore 4-Thr (4 mM)を、精製酵素(1 μMのBbhIまたはBbhIV)と

10分または120分インキュベートした。➡は基質を示し、標品としてGlcNAcを用いた。(B)推定さ

れるB. bifidumによるムチンcore 4構造の分解スキーム。はじめにβ-(1→6)-GlcNAcがBbhIVによっ

て分解されたのちにβ-(1→3)-GlcNAcがBbhIによって分解される。Tn抗原は、細胞内に取り込ま

れると考えられるが、トランスポーターは未同定である(33)。(C)各B. bifidum株培養後のPGM糖

鎖構造解析から得られたイオンピークm/z 820 (HexNAc2GalNAc-itol)の推定糖鎖量。糖シンボル

は、The Nomenclature Committee of the Consortium for Functional Glycomicsに従った(47)。 
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Figure II-17. 単糖が遊離しない加熱条件の検討 

80 ºC (A)、90 ºC (B)、および95 ºC (C)にて、それぞれ3分、5分、10分間加熱処理した時の、溶液

中の単糖(n = 1)。糖シンボルは、The Nomenclature Committee of the Consortium for Functional 

Glycomicsに従った(47)。 

 

 

その結果、FucとNeu5Acの遊離はいずれのβ-N-acetylglucosaminidaseの遺伝子欠損によ

る影響を受けなかったが、Galの遊離はBbhI−/BbhIV−株でわずかに減少していた(Figure 

II-18)。GlcNAcの遊離能は欠損株ごとに顕著に異なっており、BbhIV欠損によってWT株

の半分にまで低下し、120分後の濃度はWT株で0.80 mMであるのに対しBbhIV−株では

0.39 mMであった(Figure II-18)。BbhI−株でもGlcNAcの遊離能の低下は観察された、120

分後の濃度は0.61 mMであった。一方、BbhV−においては大きな変化は見られなかった

(Figure II-18)。GlcNAc遊離能の低下が最も大きかったのはBbhI−/BbhIV−株あり、その

GlcNAcの遊離活性は、WTの10分の1であった (120分後に0.085 mM) (Figure II-18)。これ

らの結果は、PGMを炭素源として使用した際の、WT株と各変異株の増殖試験の結果、

およびBbhI−/BbhIV−株処理サンプルおいてより多くの、また重合度の高い糖鎖が残され

ていたデータと一致していた(Figure II-11および13B)。また、GalNAcは検出されなかっ

たが(Figure II-18)、これはB. bifidumにおいて細胞外N-acetylgalactosaminidase活性が報告

されていないことと一致している。 

 

次に、BbhIおよびBbhIVによるムチン糖鎖からのGlcNAc遊離がB. bifidumのクロスフ

ィーディング能に与える影響について検討した。すなわち、B. bifidum WT株もしくは

BbhI−/BbhIV−株を、PGM添加培地では単独で生育することができないBifidobacterium 

breve JCM 1192Tと共培養し、経時的にB. breveのCFUを算出することでクロスフィーデ

ィング能を調べた(Figure II-19A)。なお、B. breveはムチン糖鎖の構成単糖混合物(Fuc、

Gal、GlcNAc、GalNAc、およびNeu5Acを各0.2%)の添加培地では良く増殖し(Figure II-19B)、

培養24時間後にはFucとNeu5Acを完全に、GlcNAcは50%程度、Galは25%程度消費した

(Figure II-19C)。GalNAcの利用は観察されなかった。 
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B. bifidumとB. breveの共培養では、培地中にTetを添加することでB. bifidumを静菌状態

とする一方で(77)、B. breveにはTet耐性遺伝子を持つプラスミドを導入して増殖可能と

した。これは、B. bifidumのWT株とBbhI−/BbhIV−株の間で培養中の菌体量に差が生じる

ことによるB. breveへの影響を除くためである(Figure II-11A)。すなわち、B. breveの増殖

はB. bifidum WT株とBbhI−/BbhIV−株が有する糖分解物遊離能のみに依存することになる。

その結果、B. bifidum WT株との共培養時にはB. breveはよく増殖し、培養上清中のFuc、

Neu5Ac、およびGlcNAcの時間依存的な消費が観察された(Figure II-19D)。B. bifidumはFuc

およびNeu5Ac資化経路をゲノム上に保有せず、それらを資化することができないため

(43, 48, 69, 78)、B. breveの増殖はB. bifidumを介したクロスフィーディングによるもので

あることが強く推察された。遊離GlcNAcについては、そのほとんどがB. breveによって

利用されたと考えられるが、静菌状態にあるB. bifidumが一部のGlcNAcを代謝した可能

性も否定はできない。Galに関しては、培地中への経時的な蓄積が観察された(Figure II-

19D)。B. breveおよびB. bifidumのゲノム上にはGalトランスポーターホモログが存在して

いないため、ほとんど資化することが出来なかったと考えられる (69, 79)。 

 

一方でBbhI−/BbhIV−株と共培養した場合、B. breveのCFUはWT株と共培養した際の

61%にまで減少した(Figure II-19A)。BbhI−/BbhIV−株は、ムチン糖鎖からのGlcNAc遊離活

性が低く(Figure II-18)、共培養培地中におけるGlcNAc濃度は常に無視できる程度であっ 

 

 

 
 

Figure II-18. BbhIおよびBbhIVの欠損はムチン糖鎖からのGlcNAc遊離能を低下させる 

B. bifidum JCM 1254 (WT、BbhI−、BbhIV−、BbhV−、およびBbhI−/BbhIV−株)をインキュベートした

際の経時的な単糖の遊離。化学的にエネルギーを枯渇させたB. bifidumを0.5 % PGMを含む溶液で

インキュベートした(n = 3、平均 ± SD)。 

 



43 

 

た。培地中の他の単糖については、B. bifidum WT株と共培養した場合と同程度の濃度で

あったが、Fuc濃度については培養初期に一時的に高くなった。これは、B. breveの増殖

速度がその時点で遅かったためであろう。Tetを添加して静菌状態においたB. bifidumの

菌体量が共培養中のWT株とBbhI−/BbhIV−株間で差がなかったと仮定すると、B. breveの

増殖能の低下は、BbhIおよびBbhIVの欠失によって生じたGlcNAc遊離能の低下が原因で

あると考えられる(Figure II-20)。 

 

 

 
Figure II-19. BbhIおよびBbhIVの欠損はB. bifidumのクロスフィーディングに影響を与える 

(A) PGMを含む培地中でのB. breveの増殖(n = 3)。B. breveを単独で(グレーの点線）、もしくはB. 

bifidum WT株(黒線)またはBbhI−/BbhIV−株(茶線)と共培養した。Tetを培地に添加することでB. 

bifidumを静止状態にした。また、B. breveにはpMSK219を導入することでTetRとした。(BおよびC) 

ムチン糖鎖構成単糖(GlcNAc, Fuc, Gal, Neu5Ac, およびGalNAc: 各0.2%)を糖源とした際のB. 

breveの増殖。(B) 24時間インキュベート後のOD600値。初期OD600は0.01とした。(C) 24時間培養後

の単糖の残存割合。糖はHPAEC-PADを用いて定量した。平均 ± SDを示す。(D) B. breveの単独培

養もしくはB. bifidum WT株またはBbhI−/BbhIV−株との共培養時の培地上清中ムチン糖鎖構成単

糖の定量。糖シンボルは、The Nomenclature Committee of the Consortium for Functional Glycomics

に従った(47)。 
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Figure II-20. BbhIおよびBbhIVはB. bifidumによるムチン糖鎖からのGlcNAc遊離およびクロスフィ

ーディング能に関与する 

 

 

GH84酵素の系統樹解析 

細菌による宿主糖鎖分解にGH84酵素が関与していることを示した例は、著者の知る

限りは初めてであった。そこで、これまでに酵素学的解析がなされているGH84ホモロ

グの触媒ドメインのアミノ酸配列を使用した系統樹解析を行うことにした(49, 65)。こ

の際、B. bifidum以外にムチン分解能を有することが報告されているいくつかの腸内細

菌種、すなわちAkkermansia muciniphilaおよびBacteroides属細菌のホモログも解析に含め

た(Figure II-21)。その結果、ホモログ間において配列多様性が高いことが明らかになり、

系統樹上では3つの異なる群(クレードI、II、およびIII)に分類された。それぞれの相同性

はSupplementary Table S4に記載した。クレードIは、翻訳後修飾を受けたタンパク質O-

GlcNAcに作用する真核生物由来のホモログを中心に構成されており、同様の活性が報

告されているStreptococcus pyogenesおよびThermobaculum terrenum由来のホモログも含

まれていた(80, 81)。23 - 64 %の相同性を持つClostridium perfringensの4つのパラログは

クレードIIまたクレードIIIのどちらかに分類された。クレードIIはB. bifidumおよびC. 

perfringens 由来の酵素で構成され、主に宿主糖鎖の分解に関与する β-N-

acetylglucosaminidaseから構成されると推察された。C. perfrigensのNagHはタンパク質O-

GlcNAcに作用することが報告されているが(49)、C. perfringensはムチンを糖源として増

殖することがin vitroで報告されており、BbhIVと同様の機能を有することが推察された

(82)。クレードIIIには、Bacteroides属細菌、A. muciniphila、およびC. perfringensのホモロ

グが含まれており、これらホモログにはβ-N-acetylglucosaminidase活性およびタンパク質

O-β-N-acetylglucosaminidase活性の両方が報告されている。以上のことから、GH84酵素

は微生物間のみならず宿主-微生物間の水平伝搬を通じて多様化し、さまざまな活性を

獲得したことが推察された。 
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Figure II-21. GH84触媒ドメインの系統樹 

系統樹は、これまでに性状解析されたGH84酵素の触媒ドメイン、B. bifidum由来のBbhIVおよび

BbhVの触媒ドメイン、また機能未解析ではあるがムチン資化性を有することが報告されている

細菌由来のGH84ホモログの触媒ドメインを用いた。用いたホモログのUniProt IDsは以下に示す: 

AAH39583.2 (Homo sapience), AAG43273.2 (Mus musculus), CAP80500.1 (Penicillium rubens 

Wisconsin 54-1255), AAK72103.1 (Rattus norvegicus), AKA09674.1 (Trichoplax adhaerens), 

AAO79500.1 (Bacteroides thetaiotaomicron VPI-5482), BAC99989.1 (Clostridium paraputrificum M-21), 

ABG83307.1, ABG84510.1, ABG84519.1, and ABG84775.1(Clostridium perfringens ATCC 13124), 

AAA23259.1 (Clostridium perfringens CPN50), BAB79897.1 and BAB80940.1 (Clostridium perfringens 

str. 13), AAK34378.1 (Streptococcus pyogenes M1 GAS SF370), ACZ41038.1 (Thermobaculum terrenum 

ATCC BAA-798), ACD03898.1 (Akkermansia muciniphila ATCC BAA-835), ASM65960.1 (Bacteroides 

caccae ATCC 43185), CAH09476.1 (Bacteroides fragilis NCTC 9343), GJM46876.1 (BbhIV), 

GJM47429.1 (BbhV)。触媒ドメインはProtein Families Databaseで同定した(66)。アライメントには

Clustal Omega(67)を使用し、FigTree v1.4.4を用いて系統樹を作成した。報告されている活性とし

て、タンパク質O-ꞵ-N-acetylglucosaminidaseは●で、ꞵ-N-acetylglucosaminidaseは●で示した。真核生

物は紫、細菌は黒の文字で記した。それぞれのホモログの相同性はSupplementary Table II-S4に記

載した。 

  



46 

 

考察 

本研究では、B. bifidumの3つの細胞膜アンカー型β-N-acetylglucosaminidaseに注目し、

異なる基質特異性を持つBbhI (GH20)とBbhIV (GH84)がムチンO-結合型糖鎖の分解に重

要な役割を果たすことを示した。BbhIは消化管に広く存在するcore 3構造のβ-(1→3)-

GlcNAc結合を加水分解するのみならず(31)、おそらく伸長した糖鎖のLacNAcユニット

のβ-(1→3)-GlcNAc結合の加水分解にも関与していると考えられる。一方、BbhIVは、遠

位結腸と回腸にそれぞれ見られるムチンcore 2とcore 4構造のβ-(1→6)-GlcNAc結合の加

水分解を担うことが明らかとなった。おそらく、糖鎖内部の分岐点に存在するβ-(1→6)-

GlcNAc結合も加水分解すると考えられる(31)。さらに、β-(1→3)-およびβ-(1→6)-GlcNAc

残基の両方を持つ分岐したO-結合型糖鎖を効率的に分解するには、BbhIVとBbhIが順序

だって作用することが必要であることも明らかとなった(Figure II-16)。BbhIV−株は、

BbhI−株およびBbhV−株よりも多くのムチン糖鎖を分解できずに残していた(Figure II-

13A)。これは、PGMにcore 2構造が多く含まれるだけでなく、BbhIがcore 4構造に殆ど作

用できなかったのと同様、分岐β-(1→6)-GlcNAc残基が存在する場合にβ-galactosidaseな

どの他の酵素もO-結合型糖鎖をそれ以上切断できなかったためだと考えられる(Figure 

II-15および16A)。また、BbhI−/BbhIV−株で残された糖鎖の分子量は比較的大きかったた

め(Figure II-13)、糖鎖伸長の途中の分岐鎖β-(1→6)-GlcNAcやLacNAcユニットが分解でき

なかったためだと考えられる。しかし、統計解析において有意に増加した糖鎖種につい

てはその存在量が少なかったため、BbhI−/BbhIV−株とBbhIV−株ではその残存糖鎖量が同

程度であったと考えられる。 

 

B. bifidumによるGlcNAc遊離能は、BbhI−株、BbhIV−株、およびBbhI−/BbhIV−株間で異

なっていた(Figure II-16)。しかしながら、FucおよびNeu5Acの遊離能に変化はなかった

(Figure II-16)。これは、FucおよびNeu5Acによる糖鎖修飾が糖鎖の非還元末端側で見ら

れるためである。一方、Gal遊離能は二重欠損株においてわずかに低下していた。これ

は、BbhIおよびBbhIVの欠損がPGMムチン糖鎖構造におけるLacNAc unitの分解にわずか

に影響を与えたためかもしれない(73)。ただし、前述したようにBbhVはBbhIの欠損を部

分的に相補している可能性もある。また、各欠損株のPGMでの増殖能は、GlcNAc遊離

能の結果を反映し、二重欠損株において最も低下していた(Figure II-11A)。Fucおよび

Neu5Acの遊離能は株に共通しており、GlcNAc分解のみの差でこのような違いが見られ

たことは、B. bifidumのムチン資化においてBbhIおよびBbhIVは重要な役割を果たすと考

えられる。また、二重欠損株ではB. breveとの共培養実験で示したように他の微生物へ

のクロスフィーディング能も低下しており(Figure II-19A)、BbhIおよびBbhIVによって放

出されるGlcNAcは菌叢全体の形成に関与していることが推察された。クロスフィーデ

ィングは腸内細菌間において頻繁にみられ、例えば、植物細胞壁多糖のarabinogalactan

ではビフィズス菌とBacteroides属細菌との間で、マンナンではBacteroides属細菌や
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Roseburia intestinalisとFaecalibacterium prausnitziiとの異種間でのクロスフィーディング

が報告されている(7, 83)。クロスフィーディングは腸内細菌叢という生態系における栄

養源獲得の戦略の一つであり、腸内細菌叢形成における重要な決定因子だと考えられる。 

 

PGM培地で培養した際には、bbhI、bbhII、およびbbhIVの転写量の上昇が確認された

(Figure II-4Aおよび4B)。これは、B. bifidum PRL2010株のBBPR_1529 (BbhIホモログ)、

BBPR_1018 (BbhIIホモログ)、およびBBPR_1514 (BbhIVホモログ)を含む様々なGH遺伝

子が、PGMを炭素源とした際に発現上昇すると報告したTurroniらのトランスクリプト

ーム解析の結果と一致していた(55)。B. bifidumは、ムチンO-結合型糖鎖に加えてHMOs

も利用可能であることが知られているが、HMOsの糖鎖構造はムチンO-結合型糖鎖と構

造的に類似している(75, 84)。最近、Arzamasovらは、Bifidobacterium longum subsp. infantis

においてROKファミリーの転写調節因子であるNagRが、GlcNAcを含むHMOsの利用を

担う遺伝子の発現を制御していることを明らかとすると共に、Bifidobacterium longum 

subsp. infantisにおけるNagR結合モチーフ配列を抽出した(85)。興味深いことに、B. 

bifidumのbbhIIおよびbbhIVの上流領域にはNagR結合モチーフ様配列が存在している一

方で、bbhIおよびbbhV遺伝子の上流領域には存在しなかった。このことを反映して、PGM

による転写誘導の変化率はbbhIIとbbhIVの間で同様だった一方で、bbhIにおいてはbbhII

やbbhIVと比較して非常に高かった。また、bbhVではあまり上昇しなかった(Figure II-4A

および4B)。したがって、bbhIIとbbhIVはNagRに制御されている一方で、bbhIはB. bifidum

の異なる調節因子の制御下にあると考えられた。 

 

真核生物におけるシグナル伝達に関わるタンパク質のSer/Thr残基においてO-β-N-

glucosaminilation (O-GlcNAcylation)が生じていることが発見され、さらにそれらの修飾

タンパク質からの脱GlcNAcylationを担うGH84ホモログがヒトで同定されて以降(51)、

GH84酵素は様々なシグナル伝達系においてタンパク質O-GlcNAc付加とリン酸化のバ

ランスを調節する重要な酵素として注目されるようになった(52)。加えて、細菌が保有

するGH84酵素が、哺乳動物由来細胞株から抽出したタンパク質O-GlcNAcに作用するこ

とが報告されて以降、GH84に関する研究はさらに加速した(86)。A. muciniphilaおよびB. 

thetaiotaomicron由来のGH84酵素をビーズにコーティングしてマウスに経口投与すると、

化学的に誘発させた腸炎が改善されることが報告され(87)、このことから、GH84酵素は

タンパク質O-GlcNAc修飾の制御を通じて腸内細菌と宿主の間のクロストークを媒介す

る可能性が示唆された。その一方で、本研究では、GH84酵素が少なくともB. bifidumに

おいてはムチン糖鎖の分解に特化した酵素であること、また、その酵素活性がクロスフ

ィーディングを介して腸内細菌叢の形成に関与することを示した。一部の細菌由来の細

胞壁アンカー型GH84酵素は、宿主上皮細胞内のO-GlcNAc修飾、すなわちシグナル伝達
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に影響を与えるかもしれないが、B. bifidumの細胞壁アンカー型のGH84であるBbhIVは、

ムチン糖鎖分解のために独自に進化した可能性が考えられる。 

 

 BbhIVとBbhVのGH84触媒ドメインの相同性は52 %であった。基質特異性は似ていた

ものの、BbhIVはBbhVよりもcore 2およびcore 4構造に対する高い活性を示した。両者の

顕著な違いは、還元末端にThrまたはpNPを持つcore 2 trisaccharidesに対する活性におい

て検出された(Figure II-6Bおよび6C）。これらの結果と遺伝子発現解析を合わせると、ム

チン糖鎖分解は主にBbhIVによってのみ担われていると推察された。 

 

GH84では、その初期の研究においてhyaluronoglucosaminidase活性をもつとされた研

究もあったが、その報告は再確認されていない(80, 88)。所属研究室の加藤らは、B. 

bifidumはglycosaminoglycans (GAG)のうちkeratan sulfateは分解するもののhyaluronanなど

のそのほかのGAGは分解できないと報告しているため(43)、BbhVがhyaluronanを基質と

する可能性は低いと考えられた。BbhVは、コンプレックス型のN-結合型糖鎖[Neu5Acα2-

6Galβ-4GlcNAcβ1-2Manα1-3(Neu5Acα2,6Galβ1,4GlcNAcβ1-2Manα1-6)Manβ1-4GlcNAcβ1-

-4GlcNAc-N-Asn]中に存在するGlcNAcβ1-2Manを効率よく分解したことから、N-結合型

糖鎖などの他の糖鎖の分解に関与している可能性もある。N-結合型糖鎖は、母乳中のタ

ンパク質にも含まれ、immunoglobulinやlactoferinなどに結合している。成人の腸管ムチ

ン層においてもMUC2にN-結合型糖鎖付加サイトが30ヵ所程度存在することが示唆さ

れている(17, 89)。また、Lypd8などの腸管内に分泌される免疫物質にもN-結合型糖鎖は

付加しており、基質としての可能性は考えられる。あるいは、HMOs中の分岐β-(1→6)-

GlcNAcの分解に関与しているかもしれない。上述した通り、B. longum subsp. infantisの

GH20酵素(Blon_0732)はHMOsのβ-(1→6)-結合を加水分解できるが、B. bifidumのBbhI 

(GH20)はHMOsのβ-(1→6)-GlcNAc残基に作用できないため(42)、BbhVが代替している可

能性がある。今後、BbhIVとBbhVの機能の違いを理解するには、構造に基づく変異体解

析と分岐したN-結合型糖鎖や分岐鎖HMOsを用いたさらなる酵素解析が必要である。な

お、BbhIVとBbhVの触媒ドメインをAlphaFold2で構造予測して、両者の(+)サブサイトを

比較したが、明瞭な構造的差異を見出すことは出来なかった。 

 

本研究は、腸内細菌によるムチン糖鎖分解戦略のうち、これまで知られていなかった

GH84酵素によるcore 2およびcore 4構造への作用を明らかとした点で、また、その分解

がクロスフィーディングに大きな影響を与えていることを示した点で重要な知見を与

えたと考えている。GlcNAcは、細菌において炭素源としても窒素源としても機能する

ため、腸内細菌叢の形成には大きな影響を与えるであろう。また、本研究では、真核生

物、腸内細菌、および宿主と腸内微生物の相互作用におけるGH84の水平伝播の可能性

と機能の多岐化を示した点でも意義のあるものだと考えている(90)。 
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第三章 総合考察 

これまでの多くのin vitro研究において、B. bifidumはムチン糖鎖の分解能を有すること

が示されてきたが、in vivoでのムチン分解活性については議論が分かれていた(91)。し

かしながら、所属研究室の加藤らはB. bifidumを単独定着させたマウス腸内のムチン糖

鎖を解析することで、in vivoでのムチン糖鎖分解活性を初めて実証した(43)。すなわち、

B. bifidumの投与により盲腸内容物中のムチンO-結合型糖鎖構成単糖の濃度が増加する

一方、糞便中のO-結合型糖鎖の量が減少した。さらに、B. bifidum WT株のみを定着させ

たマウスから得られた糞便中のO-結合型糖鎖構造と、著者が作出したBbhII–株を定着さ

せたマウス糞便中のO-結合型糖鎖を比較することで、sulfoglycosidaseであるBbhIIが腸の

硫酸化O-結合型糖鎖、特に硫酸化core 2構造[Galβ1-3(GlcNAc6Sβ1-6)GalNAcα-O-Ser/Thr]

の分解において重要な役割を果たすことも明らかとなった。一方で、本研究はin vitroの

解析ではあるが、GH84が非硫酸化core 2構造およびcore 4構造のβ-(1→6)-GlcNAc結合の

分解を担うことを明らかとすると共に、非還元末端側に伸長した糖鎖においてβ-(1→6)-

GlcNAc分岐鎖があった場合に、本酵素が作用することが他のGHが作用するために必要

であることが示唆された。このことから、in vivoにおいてもBbhIIだけでなくBbhIVの酵

素活性がB. bifidumによる効率的なムチン糖鎖分解に重要である可能性が考えられた。 

 

一方、BbhIVおよびBbhIIのB. bifidumにおける重要性は栄養源獲得という点で大きく

異なる。以前の研究において、著者らがB. bifidumをPGMまたは卵白ムチン添加培地で

培養し、24時間後の培養上清中の遊離単糖について調べた際、B. bifidumはFuc、Gal、お

よびNeu5Acを上清中に蓄積し、GlcNAcは完全に消費していることが分かった(Figure III-

1Aおよび1C) (57)。つまり、B. bifidumはムチン構成単糖としては主にGlcNAcを資化する

ことが明らかとなった。一方で、BbhIIの作用によって生じるGlcNAc6Sは、B. bifidumは

sulfatase活性を有していないことから資化できない(43)。つまり、ムチン糖鎖の資化とい

う点では、BbhIおよびBbhIVの活性が極めて重要である。 

 

また、ムチン資化性菌としてA. muciniphilaをPGMまたは卵白ムチン添加培地で24時間

培養後の上清中の遊離単糖について調べた際には、A. muciniphilaはGlcNAcのみを培地

中に蓄積し、Fuc、Gal、およびNeu5Acは消費されていた(Figure III-1C)。卵白ムチンで培

養した際もGlcNAcが消費されずに上清中に残されていた(Figure III-1A)。このことから、

A. muciniphilaはGlcNAcよりも末端の修飾糖であるFucやNeu5Acを好んで資化すること

が推察された。A. muciniphilaの持つGHに着目すると、ATCC BAA-835株は4つのGH33 

(sialidase)、4つのGH29 (1,3/4-α-fucosidase)、2つのGH95 (1,2-α-fucosidase)、2つのGH109 

(A型抗原特異的α-N-acetylgalactosaminidase)、2つのGH110 (B型抗原特異的α-galactosidase)、
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および2つのGH89 (α-N-acetylglucosaminidase)は保有しているものの、Tn抗原(GalNAc-α-

Ser/Thr)を分解するGH129やT抗原から生じるGNBを加リン酸分解するphosphorylaseは

有さない(92)。このことからも、A. muciniphilaがムチンO-結合型糖鎖の非還元末端修飾

糖部分を効率よく分解する酵素群を有していることが分かる。A. muciniphilaのGH84は、

Bacteroides属細菌のGH84と同じクレードに分類されたが(Figure II-21)、Bacteroides 

thetaiotaomicronの糖鎖の嗜好性を調べた結果では(93)、本菌はムチン糖鎖よりも食物繊

維由来多糖などの糖鎖を優先的に資化することが明らかとされている。これらのことか

ら、B. thetaiotaomicronはいわゆる「雑食」であり、ムチン資化に特化した菌ではないこ

とが推察された。卵白ムチンを糖源とした培地でA. muciniphilaを培養した後のO-結合型

糖鎖解析では、core 2構造を基本骨格とする糖鎖がB. bifidumを培養した後よりも多く残

されていた(Figure III-2)。卵白ムチンに結合したO-結合型糖鎖には、非硫酸化糖鎖が8種、

硫酸化糖鎖が4種含まれ、いずれの糖鎖もcore 1またはcore 2構造を持つ。先述した通り、

A. muciniphilaのGH84はB. bifidumと別のクレードに分類されており、このことからもA. 

muciniphilaのGH84の機能はB. bifidumのGH84の機能とは異なることが推察された。 

 なお、B. bifidumはPGMと同様に卵白ムチンの糖鎖を良く分解し、培養後に残された

卵白ムチン上の糖鎖量はA. muciniphilaのそれと同等以下であったが、菌の増殖(CFUの

上昇)はA. muciniphilaのみで観察された(Figure III-3)。これは、PGMに占めるムチン糖鎖

量が分子量全体の50%程度であるのに対し、卵白ムチンの場合は糖鎖量が少ないこと、

また前述した通りムチン構成糖のうちB. bifidumはGlcNAcしか資化できないことが原因

と考えられる。A. muciniphilaはプロテアーゼを多く保有していることから、卵白ムチン

のポリペプチド部分も栄養源として利用したためであろう。腸内細菌によるムチン利用

能は、糖鎖やペプチドの分解活性だけでなく、分解後のそれぞれの糖やアミノ酸の資化

能にも着目しつつ、それらの菌の生存戦略を理解する必要がある。 

 

腸内細菌が様々な疾患に関与することや、健康維持において重要な役割を果たすこと

が明らかとなりつつあるが、「どのように腸内細菌叢が形成されるか」という根本的な

問いへの全容解明はまだ発展途上である。秦の始皇帝が不老不死を求めた伝説が残って

いるように、長く健康に生きるということについて古くから人間はあこがれてきた。

1900年にMechnikovによって不老長寿説が唱えられことは緒言に述べたが、奇しくもそ

の前年に同じパスツール研究所に所属していたHenri Tissierによってビフィズス菌が単

離されている。それから1世紀以上経つものの、腸内細菌による長寿への道のりはまだ

遠い。B. bifidumを起点とした研究が、腸内細菌叢の形成機構を解明する上での一助とな

り、また、プロバイオティクスとしての科学的根拠を支えるものとなることを願ってい

る。 
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Figure III-1. 培養上清中の遊離単糖量 

Akkermansia muciniphila (Am)またはBifidobacterium bifidum (Bb)を、0.5 % 卵白ムチン(A)または

PGM (C)を含む培地で24時間培養した後の上清中の単糖をHPAEC-PADで解析した。Control 

(Con)は菌非接種の培地を24時間インキュベートしたものである。GalおよびGlcNAc、Neu5Ac、

さらにPGMの際はFucの濃度を調べた。(B)培養前およびAkkermansia muciniphilaまたは

Bifidobacterium bifidum培養後の卵白ムチン粉末中のNeu5Acを酸加水分解処理(AH)によって遊離

し、定量した(n = 3、平均 ± SE)。Takadaら(57)のFig. 5.を出版社の許可を得て転載。 

 

 

 

 

Figure III-2. ムチン資化性腸内細菌による卵白ムチンO-結合型糖鎖の分解  

Akkermansia muciniphila JCM 30893およびBifidobacterium bifidum JCM 1254は、0.5 %卵白ムチン

粉末を炭素源として含む培地で培養した。コントロールは、24時間インキュベートした菌非接

種培地を用いた。24時間培養後、ムチンO-結合型糖鎖をMALDI-TOF/MSにて解析した。非硫酸

化糖鎖はLNFP I (500 pmol added)、硫酸化糖鎖はSulfo-Lewisa (250 pmol added)のピークによって

半定量を行った。Takadaら(57)のFig. 4.を出版社の許可を得て転載。 
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Figure III-3. 卵白ムチンおよびPGM添加培地におけるムチン資化性菌の生育 

Akkermansia muciniphila JCM 30893 (A)およびBifidobacterium bifidum JCM 1254 (B)を0.5 %PGMま

たは卵白ムチン粉末を含むbasal培地で培養した。0時間目および24時間目でCFUを測定した(平

均 ± SE. n = 3,*** P < 0.001; ** P < 0.01; ns, not significant, two-tailed t -test). Takadaら(57)のFig. 3.

を出版社の許可を得て転載 
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補足資料 

 

Supplementary Table S1. 第二章で使用したプライマーおよび鋳型 

Target  Template Primer name Sequence (5′–3′) 

For protein expression 

pET3a pET3a pET3a_inversePCR_F aagaagcaccatcaccat 

pET3a_inversePCR_R gccatatgtatatctccttc 

BbhIV B. bifidum JCM 1254 WT BbhIV_pET3a_F AGATATACATATGGCaggcggcgatacggcggcga 

BbhIV_pET3a_R GTGATGGTGCTTCTTctgcacgtcggcgccggtct 

pET23b pET23b pET23b-inversePCR-F ctcgagcaccaccacc 

pET23b-inversePCR-R catatgtatatctcctt 

BbhV B. bifidum JCM 1254 WT BbhV_pETE23b_F GGAGATATACATATGgccagcgacagcggcacggc 

BbhV_pETE23b_R TGGTGGTGCTCGAGgcccgtgttggacagcttgc 

For targeted gene disruption (amplification of the homologous region) 

bbhI (for insertion into pMSK151) B. bifidum JCM 1254 WT dBbhI_pMSK151_F CCTGCAGAGTACTGgggcaccgcgcagaacaagg 

dBbhI_pMSK151_R TTTGCTCAGAATTCGattccgccttcagccagatg 

bbhI  (for insertion into pMS207) dBbhI_pMS207_F ACGTTTCATGAATTagggcaccgcgcagaacaagg 

dBbhI_pMS207_R GCCTAAGCGCCATTaattccgccttcagccagatg 

bbhIV dBbhIV_pMSK151_F CCTGCAGAGTACTGtacattcttcgcgacatcaa 

dBbhIV_pMSK151_R TTTGCTCAGAATTCGcctttggggcgtagaagtac 

bbhV dBbhV_pMSK151_F CCTGCAGAGTACTGggcggccagcgacagcggca 

dBbhV_pMSK151_R TTTGCTCAGAATTCGtgctgacggcgcggcccggc 

For genomic PCR and direct sequencing 

bbhI B. bifidum JCM 1254 WT or mutant strain dBbhI_check_F gagagtgaaagcggccatag 

dBbhI_check_R ggtgtaggacaggtcgaagc 

bbhIV dBbhIV_check_F gtaaggcattaggaggcctg 

dBbhIV_check_R gtgcagagcgaacacgaaac 

bbhV dBbhV_check_F cagatataccgcagcgacgagg 

dBbhV_check_R cgttggacgggatgtccttgtac 

For RT-qPCR 

uvrD (amplicon size: 114 bp) B. bifidum JCM 1254 cDNA UvrD-qF cagtctccacgtccattgat 

UvrD-qR ctcgatcccggtattgctta 

bbhI (amplicon size: 139 bp) bbhI-qF tcaacgagatcgtcccctac 

bbhI-qR cagtccttggaccacaggtt 



64 

 

bbhII (amplicon size: 141 bp) bbhII-qF ctgaaggatgacggttcgat 

bbhII-qR cttgatctggggcttgttgt 

bbhIV (amplicon size:116 bp) bbhIV-qF aaggttaacggcagcgagta 

bbhIV-qR tcgatgttctgctggttgag 

bbhV (amplicon size: 162 bp) bbhV-qF aaccgtggatcagctactgg 

bbhV-qR agtaatcggcgatcgtatgc 

Uppercase letters represent 15-bp extension sequences required for In-Fusion cloning.  
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Supplementary Table S2. 精製酵素処理したPGMの非硫酸化糖鎖アルジトール体         

Glycosyl composition* GlyTouCan ID 

m/z 

[M+Na]+ 

No enzyme control BbhI-treated PGM BbhIV-treated PGM BbhV-treated PGM 

Semi-quantified amount 

(pmol per 0.1 mg protein) 

Semi-quantified amount 

(pmol per 0.1 mg protein) 
q-value 

Semi-quantified amount 

(pmol per 0.1 mg protein) 
q-value 

Semi-quantified amount 

(pmol per 0.1 mg protein) 
q-value 

Theoretical Observed** Mean ± SD Mean ± SD (vs control) Mean ± SD (vs control) Mean ± SD (vs control) 

H1-HexNAcitol G29931IJ 534.37 534.27 3743.94 ± 583.64 4619.93 ± 1061.33 0.611 4350.52 ± 732.18 0.669 3051.02 ± 694.29 0.611 

F1H1-HexNAcitol G76163CP 708.42 708.36 6905.84 ± 792.58 7989.98 ± 610.38 0.391 9364.20 ± 1799.58 0.346 6740.21 ± 645.52 0.829 

H1N1-HexNAcitol G32550BI 779.45 779.38 14172.79 ± 1359.38 19291.85 ± 2348.02 0.261 21591.60 ± 4047.75 0.282 14819.84 ± 1852.89 0.750 

N2-HexNAcitol G41116RW 820.44 820.33 127.66 ± 102.09 160.15 ± 32.49 0.750 157.99 ± 8.57 0.750 77.89 ± 29.20 0.689 

NA1H1-HexNAcitol G60554YG 895.48 895.43 12.04 ± 2.78 18.00 ± 11.05 0.672 17.82 ± 7.34 0.611 22.55 ± 20.98 0.672 

F1H1N1-HexNAcitol G22355FZ 953.51 953.47 5040.05 ± 518.26 5906.40 ± 524.27 0.363 4077.54 ± 467.18 0.326 4855.49 ± 481.86 0.754 

H2N1-HexNAcitol G63628AV 983.52 983.46 1789.31 ± 304.20 1994.43 ± 170.07 0.669 2021.84 ± 91.71 0.611 1599.56 ± 295.75 0.692 

H1N2-HexNAcitol G60554YG 1024.58 1024.51 3873.06 ± 356.99 5295.28 ± 671.65 0.261 2492.78 ± 284.50 0.121 4447.99 ± 910.55 0.669 

NA1F1H1-HexNAcitol G05917SW 1069.58 1069.50 15.39 ± 7.39 24.84 ± 13.35 0.669 25.24 ± 5.47 0.391 27.82 ± 23.08 0.672 

NA2H1N1-HexNAcitol G60382VE 1140.59 1140.54 14.89 ± 3.27 17.90 ± 8.61 0.750 20.32 ± 0.99 0.308 29.57 ± 26.38 0.672 

F1H2N1-HexNAcitol G31685JQ 1157.60 1157.56 2465.88 ± 231.07 2794.23 ± 111.73 0.346 3159.90 ± 288.42 0.261 2459.16 ± 229.37 0.978 

F1H1N2-HexNAcitol G82385HC 1198.63 1198.58 930.47 ± 102.91 981.50 ± 38.04 0.689 969.98 ± 41.44 0.750 886.09 ± 118.22 0.750 

H2N2-HexNAcitol G38100FJ 1228.68 1228.57 2777.68 ± 256.57 3581.89 ± 292.20 0.261 4015.25 ± 612.39 0.261 2859.33 ± 238.83 0.777 

F2H2N1-HexNAcitol G26993IO 1331.68 1331.61 3278.15 ± 220.52 3604.50 ± 615.93 0.672 3107.89 ± 249.99 0.672 2995.70 ± 530.33 0.672 

NA1H2N2-HexNAcitol G75299FS 1344.67 1345.63 28.17 ± 14.24 43.05 ± 24.50 0.672 47.90 ± 2.49 0.326 34.39 ± 16.61 0.750 

F1H2N2-HexNAcitol G92628GI 1402.72 1402.66 5612.79 ± 512.78 7590.17 ± 924.20 0.261 7495.03 ± 1544.06 0.366 5864.18 ± 554.58 0.750 

H3N2-HexNAcitol G60145BJ 1432.74 1432.66 679.65 ± 304.43 1004.10 ± 312.89 0.611 782.56 ± 39.99 0.750 558.78 ± 251.70 0.750 

H2N3-HexNAcitol G64140ZZ 1473.77 1473.66 3989.20 ± 470.46 5816.50 ± 1129.64 0.308 5345.89 ± 1375.79 0.470 4194.18 ± 291.04 0.746 

NA1F1H2N1-HexNAcitol G46056UB 1518.80 1518.73 14.87 ± 6.83 17.38 ± 4.55 0.750 25.73 ± 8.13 0.411 20.62 ± 12.26 0.712 

F2H3N1-HexNAcitol G64162JC 1535.79 1535.74 50.26 ± 20.95 66.42 ± 4.54 0.611 46.54 ± 7.02 0.829 47.71 ± 17.30 0.903 

F2H2N2-HexNAcitol G67999CW 1576.82 1576.70 377.54 ± 16.45 390.82 ± 48.15 0.754 350.03 ± 8.49 0.308 339.14 ± 50.08 0.611 

F1H3N2-HexNAcitol G94854LT 1606.83 1606.69 172.96 ± 34.98 187.32 ± 35.04 0.750 226.71 ± 9.56 0.308 140.12 ± 43.73 0.669 
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F1H2N3-HexNAcitol G16143FT 1647.86 1647.74 2003.07 ± 184.04 2658.68 ± 441.57 0.326 2247.08 ± 394.46 0.672 2038.33 ± 158.69 0.844 

H3N3-HexNAcitol G78977TF 1677.91 1677.75 350.41 ± 108.49 504.54 ± 115.10 0.442 418.75 ± 44.42 0.669 319.78 ± 90.04 0.777 

H2N4-HexNAcitol G24646ZK 1718.89 1718.75 81.88 ± 6.43 76.48 ± 7.67 0.672 37.17 ± 6.82 0.044 86.04 ± 6.83 0.692 

F2H3N2-HexNAcitol G07869EJ 1780.92 1780.77 161.75 ± 26.18 169.76 ± 24.11 0.777 281.09 ± 16.77 0.076 138.32 ± 26.76 0.669 

F2H2N3-HexNAcitol G54543GL 1821.95 1821.78 246.30 ± 23.38 264.44 ± 48.37 0.750 235.76 ± 32.49 0.754 212.05 ± 36.40 0.611 

F1H3N3-HexNAcitol G49874UX 1851.93 1851.81 252.81 ± 29.83 337.93 ± 46.15 0.308 296.54 ± 19.41 0.346 232.34 ± 41.32 0.712 

H4N3-HexNAcitol G81295CK 1881.97 1881.85 18.63 ± 5.96 35.80 ± 14.66 0.391 29.25 ± 5.82 0.346 25.19 ± 15.00 0.712 

F1H2N4-HexNAcitol G68572BA 1892.98 1892.84 34.08 ± 4.47 49.03 ± 2.70 0.126 25.63 ± 6.69 0.398 36.52 ± 3.83 0.712 

H3N4-HexNAcitol G31936TA 1922.99 1922.79 125.26 ± 9.66 153.16 ± 22.67 0.374 196.27 ± 52.95 0.343 119.37 ± 18.07 0.750 

F2H3N3-HexNAcitol G51287LK 2026.05 2025.86 200.96 ± 7.26 225.49 ± 34.55 0.623 53.76 ± 4.20 0.001 180.24 ± 33.88 0.669 

F1H4H3-HexNAcitol G46687AB 2056.06 2055.94 21.77 ± 5.49 34.38 ± 4.46 0.278 25.77 ± 1.26 0.614 24.21 ± 9.14 0.777 

F1H3N4-HexNAcitol G10256JP 2097.08 2096.89 124.30 ± 16.77 151.47 ± 14.81 0.346 75.68 ± 23.20 0.284 124.71 ± 16.54 0.978 

H3N5-HexNAcitol G14260UH 2168.12 2167.90 58.86 ± 11.19 53.75 ± 21.08 0.777 18.62 ± 4.07 0.097 63.98 ± 2.67 0.692 

F1H3N4-HexNAcitol G10256JP 2271.17 2270.97 16.16 ± 3.55 28.45 ± 5.30 0.261 30.48 ± 9.77 0.326 20.13 ± 6.24 0.672 

F3H4N3-HexNAcitol G47448YK 2404.23 2404.02 36.37 ± 6.25 49.49 ± 4.93 0.292 27.55 ± 3.37 0.346 30.75 ± 8.49 0.672 

F2H4N4-HexNAcitol G70418MS 2475.27 2474.99 19.65 ± 0.67 29.90 ± 1.31 0.015 19.80 ± 7.52 0.978 17.42 ± 3.65 0.669 

Total 59824.9 ± 6672.4 76219.4 ± 9802.1   73712.5 ± 12266.3   59740.7 ± 7812.1   

*Abbreviation. NA: N-acetylneuraminine acid; F: fucose; H: hexose; N: N-acetylhexosamine; HexNAcitol: N-acetylhexosamine alditol. 

**The ion peaks whose mean values were estimated to be larger than 10 pmol/100 ug PGM at least in one sample and whose glycosyl compositions were confirmed by MS/MS analysis are shown. The ion peaks at m/z 575, 738, 749, 912, 1188, 1362, 1637, 1765, 1985, 2506, 2679, and 2791 were unassigned as glycans. 
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Supplementary Table II-S3. 各B. bifidum欠損株培養後のPGMから遊離した非硫酸化O-結合型糖鎖アルジトール体 

Glycosyl composition* GlyTouCan ID 

m/z 

[M +Na]+ 
Non-inoculated WT BbhI- BbhIV- BbhV- BbhI-BbhIV- 

 

Theoretical Observed** 

Semi-quantified amount 

(pmol per 0.1 mg protein) 

Semi-quantified amount 

(pmol per 0.1 mg 

protein) 

Semi-quantified amount 

(pmol per 0.1 mg 

protein) 

q-value 

Semi-quantified amount 

(pmol per 0.1 mg 

protein) 

q-value 

Semi-quantified amount 

(pmol per 0.1 mg 

protein) 

q-value 

Semi-quantified amount 

(pmol per 0.1 mg 

protein) 

q-value  

Mean ± SD Mean ± SD Mean ± SD (vs WT) Mean ± SD (vs WT) Mean ± SD (vs WT) Mean ± SD (vs WT)  

H1-GalNAc-itol G29931IJ 534.37 534.28 5104.2 ± 2263.3 1761.0 ± 237.4 2500.4 ± 110.8 0.048 3470.8 ± 354.3 0.027 1664.5 ± 330.9 0.772 2542.2 ± 785.4 0.288  

F1H1-GalNAcitol G76163CP 708.42 708.37 5985.1 ± 3137.0 1199.2 ± 169.1 1113.7 ± 147.4 0.640 1124.1 ± 95.1 0.636 871.6 ± 196.9 0.199 1163.1 ± 308.2 0.906  

H1N1-HexNAcitol G32550BI 779.45 779.41 8156.5 ± 5937.8 1205.1 ± 148.0 3011.3 ± 253.2 0.012 4249.3 ± 374.5 0.009 886.8 ± 226.1 0.214 4240.9 ± 1700.6 0.105  

N2-HexNAcitol G41116RW 820.44 820.44 15.5 ± 2.0 12.9 ± 2.2 22.7 ± 4.6 0.090 32.2 ± 9.3 0.085 11.1 ± 2.1 0.473 18.5 ± 3.0 0.143  

NA1H1-HexNAcitol G60554YG 895.48 895.48 118.6 ± 124.4 13.6 ± 4.8 9.2 ± 0.3 0.310 27.0 ± 16.3 0.355 7.7 ± 1.3 0.214 33.2 ± 9.3 0.094  

F1H1N1-HexNAcitol G22355FZ 953.51 953.52 4125.9 ± 1621.7 2027.2 ± 238.8 2406.0 ± 103.2 0.149 2745.0 ± 16.3 0.041 2035.9 ± 437.8 0.977 3095.0 ± 635.9 0.134  

H2N1-HexNAcitol G63628AV 983.52 983.54 1563.0 ± 106.5 583.6 ± 81.7 599.6 ± 49.8 0.840 493.1 ± 25.0 0.250 479.4 ± 146.7 0.458 481.6 ± 20.7 0.210  

H1N2-HexNAcitol G60554YG 1024.58 1024.54 3232.1 ± 868.0 984.5 ± 98.1 1669.6 ± 568.0 0.214 2383.1 ± 510.8 0.052 1002.8 ± 183.4 0.920 1565.1 ± 320.6 0.110  

NA1F1H1-HexNAcitol G05917SW 1069.58 1069.54 18.6 ± 19.3 5.4 ± 1.6 5.8 ± 1.1 0.772 8.1 ± 2.1 0.259 6.4 ± 2.0 0.621 8.1 ± 1.3 0.194  

NA2H1N1-HexNAcitol G60382VE 1140.59 1140.62 94.7 ± 91.9 26.8 ± 6.2 20.8 ± 2.0 0.307 27.7 ± 2.4 0.863 21.9 ± 5.9 0.495 21.5 ± 4.0 0.397  

F1H2N1-HexNAcitol G31685JQ 1157.6 1157.62 1714.1 ± 514.2 144.9 ± 12.5 141.5 ± 45.9 0.924 140.4 ± 21.3 0.830 139.3 ± 28.9 0.830 217.2 ± 46.0 0.138  

F1H1N2-HexNAcitol G82385HC 1198.63 1198.65 319.5 ± 41.3 181.9 ± 17.8 488.8 ± 238.8 0.194 565.9 ± 125.8 0.041 176.9 ± 34.7 0.876 377.0 ± 90.7 0.081  

H2N2-HexNAcitol G38100FJ 1228.68 1228.67 1867.7 ± 365.0 82.5 ± 6.5 216.7 ± 107.7 0.203 470.6 ± 99.5 0.028 78.2 ± 20.3 0.816 320.5 ± 89.5 0.053  

F2H2N1-HexNAcitol G26993IO 1331.68 1331.71 1276.2 ± 329.1 8.2 ± 0.5 16.9 ± 9.0 0.287 11.1 ± 2.5 0.214 7.8 ± 2.0 0.821 16.4 ± 3.7 0.078  

NA1H2N2-HexNAcitol G75299FS 1344.67 1345.68 16.5 ± 9.7 22.9 ± 3.6 23.7 ± 10.3 0.924 22.4 ± 1.6 0.876 4.6 ± 2.4 0.026 31.8 ± 12.8 0.425  

F1H2N2-HexNAcitol G92628GI 1402.72 1402.73 2515.7 ± 643.6 1296.5 ± 49.2 1340.5 ± 616.9 0.924 1567.4 ± 259.7 0.259 1417.4 ± 274.5 0.610 2668.7 ± 284.3 0.020  

H3N2-HexNAcitol G60145BJ 1432.74 1432.75 138.1 ± 29.9 74.3 ± 11.5 89.0 ± 50.3 0.733 81.9 ± 13.8 0.615 89.9 ± 34.4 0.610 89.3 ± 28.8 0.564  

H2N3-HexNAcitol G64140ZZ 1473.77 1473.79 2741.7 ± 776.5 13.0 ± 1.8 52.4 ± 31.9 0.205 223.0 ± 95.4 0.078 14.5 ± 5.1 0.733 90.8 ± 30.8 0.057  

NA1F1H2N1-HexNAcitol G46056UB 1518.8 1518.77 12.6 ± 12.9 1.7 ± 0.6 3.0 ± 1.1 0.240 4.0 ± 0.3 0.032 1.2 ± 0.5 0.437 4.8 ± 0.8 0.041  

F2H3N1-HexNAcitol G64162JC 1535.79 1535.76 57.3 ± 8.4 2.0 ± 0.3 2.5 ± 0.6 0.381 3.6 ± 1.2 0.188 1.6 ± 0.1 0.310 5.2 ± 1.3 0.058  

F2H2N2-HexNAcitol G67999CW 1576.82 1576.83 139.7 ± 29.2 35.0 ± 2.7 90.0 ± 69.2 0.355 101.3 ± 39.4 0.117 41.1 ± 11.1 0.531 110.0 ± 37.7 0.085  

F1H3N2-HexNAcitol G94854LT 1606.83 1606.85 127.4 ± 37.6 14.0 ± 3.2 22.5 ± 16.5 0.544 22.8 ± 5.4 0.159 15.3 ± 3.7 0.757 49.5 ± 17.5 0.085  
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F1H2N3-HexNAcitol G16143FT 1647.86 1647.86 748.9 ± 138.9 128.0 ± 9.5 391.9 ± 292.8 0.310 593.2 ± 209.4 0.078 151.2 ± 30.4 0.389 724.5 ± 206.2 0.046  

H3N3-HexNAcitol G78977TF 1677.91 1677.87 150.7 ± 28.6 10.3 ± 1.6 35.2 ± 24.3 0.259 52.7 ± 19.3 0.078 14.2 ± 3.7 0.288 33.1 ± 12.8 0.105  

H2N4-HexNAcitol G24646ZK 1718.89 1718.88 56.7 ± 2.4 5.7 ± 0.7 11.7 ± 7.2 0.334 75.4 ± 57.1 0.208 4.5 ± 1.4 0.364 13.5 ± 3.9 0.085  

F2H3N2-HexNAcitol G07869EJ 1780.92 1780.91 103.7 ± 29.2 2.6 ± 0.1 4.3 ± 2.9 0.497 3.6 ± 1.2 0.339 3.2 ± 0.5 0.240 8.8 ± 3.3 0.095  

F2H2N3-HexNAcitol G54543GL 1821.95 1821.93 82.1 ± 22.7 122.1 ± 12.4 171.4 ± 133.9 0.652 197.9 ± 73.0 0.259 149.3 ± 28.5 0.320 416.3 ± 140.0 0.081  

F1H3N3-HexNAcitol G49874UX 1851.93 1851.94 133.6 ± 21.4 53.9 ± 5.0 70.9 ± 62.3 0.745 84.8 ± 25.5 0.214 73.8 ± 17.7 0.240 211.0 ± 73.4 0.081  

H4N3-HexNAcitol G81295CK 1881.97 1881.94 19.8 ± 7.4 5.0 ± 1.7 7.0 ± 3.8 0.547 7.1 ± 1.9 0.351 4.9 ± 1.8 0.975 11.9 ± 3.7 0.116  

F1H2N4-HexNAcitol G68572BA 1892.98 1892.97 22.2 ± 4.1 10.9 ± 0.5 98.9 ± 92.0 0.288 163.5 ± 99.8 0.138 13.8 ± 3.3 0.310 63.9 ± 21.5 0.058  

H3N4-HexNAcitol G31936TA 1922.99 1922.95 124.7 ± 13.4 4.0 ± 0.4 11.2 ± 6.4 0.231 26.0 ± 12.2 0.102 4.1 ± 1.4 0.924 13.1 ± 3.5 0.055  

F2H3N3-HexNAcitol G51287LK 2026.05 2026.00 110.6 ± 21.1 13.7 ± 2.7 21.1 ± 18.1 0.621 23.9 ± 7.5 0.194 16.9 ± 4.5 0.458 64.5 ± 23.9 0.081  

F1H4H3-HexNAcitol G46687AB 2056.06 2055.99 23.1 ± 9.0 2.7 ± 0.7 3.6 ± 2.0 0.586 4.7 ± 1.7 0.240 3.0 ± 0.9 0.772 12.0 ± 5.5 0.117  

F1H3N4-HexNAcitol G10256JP 2097.08 2097.03 88.1 ± 19.6 9.4 ± 2.2 29.2 ± 28.1 0.401 51.5 ± 20.8 0.085 11.9 ± 3.0 0.420 84.2 ± 27.8 0.052  

H3N5-HexNAcitol G14260UH 2168.12 2168.06 63.7 ± 10.4 1.6 ± 0.6 2.8 ± 0.9 0.210 8.0 ± 3.3 0.090 1.1 ± 0.3 0.387 4.5 ± 1.7 0.124  

F1H3N4-HexNAcitol G10256JP 2271.17 2271.10 20.9 ± 7.0 45.1 ± 6.5 42.7 ± 38.6 0.929 39.6 ± 16.2 0.705 57.7 ± 15.4 0.381 182.9 ± 68.2 0.085  

F3H4N3-HexNAcitol G47448YK 2404.23 2404.15 36.0 ± 16.4 1.3 ± 0.8 2.0 ± 1.4 0.615 1.9 ± 0.6 0.544 1.7 ± 0.6 0.655 3.8 ± 1.3 0.128  

F2H4N4-HexNAcitol G70418MS 2475.27 2475.15 27.4 ± 3.0 1.9 ± 0.3 2.9 ± 2.3 0.626 2.6 ± 0.3 0.138 2.1 ± 0.5 0.732 11.6 ± 3.1 0.041  

Total 41153.0 ± 16868.3 10114.3 ± 642.8 14753.4 ± 2592.0   19111.2 ± 1677.8   9489.5 ± 1949.6   19009.9 ± 2797.3    

*Abbreviation. NA: N-acetylneuraminine acid; F: fucose; H: hexose; N: N-acetylhexosamine; HexNAcitol: N-acetylhexosamine alditol.  

**The ion peaks whose mean values were estimated to be larger than 10 pmol/100 ug PGM at least in one sample and whose glycosyl compositions were confirmed by MS/MS analysis are shown. The ion peaks at m/z 575, 738, 749, 912, 1188, 1362, 1637, 1706, 1747, 1765, 1985, 2155, 2506, 2632, 2649, 2661, 2679, 

2854, and 2924 were unassigned as glycans. 
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Supplementary Table S4. GH84ホモログの相同性一覧  

No.    1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 

1 M. musculus    100 99 58 31 33 34 22 22 24 22 22 22 24 35 34 34 31 33 33 29 

2 H. sapiens      99 58 31 33 34 22 22 24 22 22 22 24 35 34 34 31 33 33 29 

3 R. norvegicus        58 31 32 34 22 22 24 22 22 22 24 34 34 34 31 33 33 29 

4 T. adhaerens          32 30 32 20 20 25 20 24 22 21 32 31 30 29 29 29 27 

5 P. rubens Wisconsin 54-1255           33 34 25 25 25 25 23 25 27 35 35 35 34 34 34 37 

6 S. pyogenes M1 GAS SF370             37 24 24 23 24 24 20 27 33 32 34 34 32 32 32 

7 T. terrenum ATCC BAA-798               23 23 24 23 22 21 28 32 32 32 33 34 34 33 

8 C. perfrigens ATCC13124 (NagH)                 100 60 99 59 48 44 29 31 32 28 27 27 25 

9 C. perfringens CPN50 (NagH)                   60 99 59 48 44 29 31 32 28 27 27 25 

10 C. paraputrificum M-21                      60 64 48 37 29 33 30 27 28 28 27 

11 C. perfringens str. 13 (NagH)                       59 48 44 29 32 33 29 27 27 25 

12 BbhIV                         52 37 28 28 29 26 27 27 26 

13 BbhV                           36 27 26 27 23 27 28 25 

14 C. perfrigens ATCC 13124 (NagK)                             39 38 38 35 32 33 35 

15 B. thetaiotaomicron VPI-5482                               92 89 60 45 45 43 

16 B. caccae ATCC 43185                                 91 61 48 47 45 

17 B. fragilis NCTC 9343                                   63 47 47 46 

18 A. muciniphila ATCC BAA-835                                     46 47 43 

19 C. perfrigens ATCC 13124 (NagJ)                                       97 59 

20 C. perfringens str. 13 (NagJ)                                         59 

21 C. perfrigens ATCC 13124 (NagI)                                           
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Supplementary Figure S1. ムチンO-結合型糖鎖の解析フロー 

還元的ꞵ脱離反応によって糖鎖をアルジトール体として遊離させたのち、外部標準物質を添加し

た。完全メチル化した後、非硫酸化糖鎖についてMALDI-TOF/MS解析に供した。 
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