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研究成果の概要（和文）：　アミノ糖を含有するヘテロ２糖であるガラクト-N-ビオース（Galβ1-3GalNAc）は、ヒト
腸内の善玉菌の代表的菌種であるビフィズス菌によって特異的に利用されるため、きわめて有望なビフィズス菌増殖因
子である。本研究課題では、食品加工中の余剰産物であるチーズホエイおよび胃ムチンを材料として、ビフィズス菌由
来のさまざまな酵素を組み合わせて作用させることで、ムチン型糖鎖の基部に存在するガラクト-N-ビオースを切り出
すことに成功した。

研究成果の概要（英文）：　Galacto-N-biose, an aminosugar-containing hetero-disaccharides, is one of the 
most promising bifidogenic factors, which is specifically assimilated by bifidobacteria. We produced 
galacto-N-biose from mucin-type O-glycans of cheese whey glycomacropeptide and gastric mucin as 
substrates by using the combination of various glycosidases from bifidobacteria.

研究分野： 応用微生物学

キーワード： ビフィズス菌　プレバイオティクス　グリコシダーゼ　腸内細菌
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１．研究開始当初の背景 
	 アミノ糖を含有するヘテロ２糖であるガ
ラクト-N-ビオース（Galβ1-3GalNAc）やラク
ト-N-ビオース（Galβ1-3GlcNAc）は、ヒト腸
内の善玉菌の代表的菌種であるビフィズス
菌によって特異的に菌体内に取り込まれ利
用されるため、きわめて有望なビフィズス菌
増殖因子である。ガラクト-N-ビオースやラク
ト-N-ビオースは、特異性の高い ABCタイプ
のトランスポーターを経由して菌体内に取
り込まれ、やはり特異的なホスホリラーゼに
よって加リン酸分解されて代謝される。ガラ
クト-N-ビオースやラクト-N-ビオースの β1,3
結合のガラクトースは一般的な細菌の β−ガ
ラクトシダーゼによって分解されないため、
これらのヘテロ２糖はビフィズス菌に選択
性の高い増殖因子となることが期待できる。
実際に、ラクト-N-ビオースを各種の腸内細菌
に与えて培養したところ、半数以上のビフィ
ズス菌株に対して顕著な増殖効果を示した
のに対し、狭義の乳酸菌や日和見菌に対して
は増殖効果を示さなかった。 
	  
２．研究の目的 
	 ガラクト-N-ビオースは自然界では糖タン
パク質のムチン型糖鎖の基部に存在してい
る。これまでに、ビフィズス菌からムチン型
糖鎖の基部に作用してガラクト-N-ビオース
を切り出すユニークな酵素であるエンド
-α-N-アセチルガラクトサミニダーゼ
（EngBF）を見出している。そこで、本研究
課題では食品加工中に生じる余剰産物から
ビフィズス菌由来の酵素を用いてガラクト
-N-ビオースを取り出すことを目的とした。対
象としては、チーズ製造過程で生じるホエイ
中のグリコマクロペプチドと、食肉生産・加
工過程で生じる胃ムチンを材料として、これ
らに種々の酵素を作用させることで、ガラク
ト-N-ビオースを効率的に遊離させる方法を
検討した。 
 
３．研究の方法 
	 糖タンパク質のムチン型糖鎖の非還元末
端には、難分解性のさまざまな糖鎖抗原が存
在している。ムチン型糖鎖の基部からガラク
ト-N-ビオースを切り出すためには、まず末端
の糖鎖抗原の除去が必要である。そこで、ビ
フィズス菌 Bifidobacterium bifidum JCM 1254
のゲノム情報を基に、糖鎖抗原の分解に関与
が示唆されるグリコシダーゼ遺伝子をクロ
ーニングし、大腸菌で組換え酵素を生産して
その諸性質を調べた。最終的に得られた組換
え酵素と、ムチン型糖鎖の基部に作用してガ
ラクト-N-ビオースを遊離させるエンド-α-N-
アセチルガラクトサミニダーゼ（EngBF）を
組み合わせることで、ガラクト-N-ビオースを
遊離させた。ガラクト-N-ビオースの遊離は薄
層クロマトグラフィーで確認し、定量は順相
HPLCを用いた。 
 

４．研究成果 
 
(1) 胃ムチンにはさまざまな血液型抗原が付
加していることが知られているが、B 型物質
に作用する GH110 α-ガラクトシダーゼ
（AgaBb）をクローニングした。AgaBb には
CBM51 ドメインが存在しており、このドメ
インが B型物質に特異的に結合して、高分子
多価の基質への親和性を高める作用がある
ことを明らかにした。すでにクローニングさ
れている GH95 1,2-α-L-フコシダーゼ（AfcA）
と組合せることにより、B型と O型物質は分
解できることが明らかになった。しかしなが
ら、A型に作用するα-N-アセチルガラクトサ
ミニダーゼは調べた範囲のビフィズス菌に
は活性が見られなかった。 
 
(2) 胃と十二指腸のムチンに特異的に見られ
るα-N-アセチルグルコサミンキャップ構造
はピロリ菌の感染を阻害する生体防御因子
であり、難分解性の構造である。この糖鎖に
作用する GH89 α-N-アセチルグルコサミニ
ダーゼのクローニングにも成功した。 
 
(3) Sda抗原は血液型抗原として発見されたが、
消化管ムチンにも発現していることが明ら
かになっており、その構造は分岐した 4 糖
[GalNAcβ1-4(NeuAcα2-3)Galβ1-4GlcNAc-R]
である。GH33 α-シアリダーゼドメインと
GH123 β-N-アセチルガラクトサミニダーゼ
ドメインの両方をもつユニークな酵素
SiaBb3をクローニングして Sda抗原への作用
を調べたところ、ひとつの酵素で Sda抗原の
末端分岐構造を分解できることが明らかに
なった。同様の末端構造をもつ GM2 に作用
させたところ、ひとつの酵素でラクトシルセ
ラミドにまで分解できた。各ドメインの点変
異体酵素を用いて作用機序を調べたところ、
まずシアル酸が切断され、次に N-アセチルガ
ラクトサミンが遊離することが明らかにな
った。 
 
(4) 以上の酵素群とエンド-α-N-アセチルガラ
クトサミニダーゼ（EngBF）を組み合わせて
作用させることで、グリコマクロペプチドと
ブタ胃ムチンから、それぞれ重量の約 4%、
約 6%のガラクト-N-ビオースを切り出すこと
ができた。さらに、ビフィズス菌由来の GH20
ラクト-N-ビオシダーゼ（LnbB）を共存させ
ることでブタ胃ムチンから約 1%のラクト-N-
ビオースも遊離することを明らかにした。 
 
(5) EngBF とわずかな類似性のある未知遺伝
子をクローニングしたところ、新奇の基質特
異性を有する酵素であった。NagBbと名付け
たこの酵素は、GalNAcα1-Ser/Thrによく作用
し、小腸や大腸で発現している MUC2ムチン
に多く見られるシアリル-ガラクトシル-コア
3 型 4 糖[Galβ1-3/4GlcNAcβ1-3(Neu5Acα2-6) 
GalNAc-Ser/Thr]の分解に関わることが示唆



された。NagBbは CAZyデータベースにおい
て新規の GH129として登録された。 
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