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食物繊維は、抗肥満や抗糖尿病など数多くの保健効果が報告されている 1)  食餌成分の

一群である。食物繊維は、ヒトの消化酵素耐性であるため摂取後、大腸へと到達し腸内細

菌による分解・資化を受ける。これまでに、腸内細菌叢および腸内細菌の代謝物が食物繊

維の保健効果を担っており、腸内細菌叢が食物繊維の保健効果の発現に重要な因子である

ことが明らかになった 2)。一方で、腸内細菌叢は、2,000 種以上 3)、細胞数にして約 40 兆

4) の腸内細菌から構成され、個人差が大きいため、全てのヒトが食物繊維の保健効果を一

様に得ることが難しく、保健効果を得られるヒト（レスポンダー）と得られないヒト（ノ

ンレスポンダー）が存在する。この問題を克服するためには、食物繊維の保健効果を担う

腸内細菌種に特徴的な食物繊維代謝機構を詳細に解明し、制御すべき標的を具体化するこ

とが不可欠である。しかし、腸内細菌による食物繊維代謝には、不明な点が数多く残され

ている。  

本研究では、食物繊維の中でも大麦に含まれる β-グルカン（Barley β-グルカン，BGL）

に焦点を当てた。BGL は、グルコースを構成単糖として、β1-3 および β1-4 結合から成る

水溶性食物繊維である。BGL は、食後の血糖値上昇抑制作用 5)  をはじめ、種々の保健効

果が報告されている。しかし、BGL にもレスポンダーとノンレスポンダーが存在するこ

とが報告されている。Prevotella copri  （現  Segatella copri）は、BGL レスポンダーの腸

内に多く、ノトバイオートマウス実験を用いて S. copri による BGL の分解・資化とその

結果生じる代謝物産生が BGL の保健効果に重要であることが報告されている 5)。このた

め、個人の腸内の S. copri の存在量を指標とした BGL の保健効果予測の開発が期待され

るが、  S. copri は、株間で糖質資化能が異なる 6) ため 16S rRNA 遺伝子を用いた菌叢解

析では、BGL 資化に関与しない株も検出されるため正確な予測は極めて難しい。BGL の

保健効果を正確に予測するためには、BGL 資化を行う実行分子であるタンパク質および

それらをコードする遺伝子の解明が必須であるが、S. copri の BGL 資化における分子機構

は不明である。そこで本研究は、 S. copri JCM 13464T をモデル株として、未解明であった

S. copri による β-グルカン代謝機構を遺伝子・タンパク質レベルでの解明を目指した。加

えて、S. copri が β-グルカンを資化時に特異的に産生し、宿主への保健効果を担うと予想

される代謝物の同定を試みた。  

 

【実験方法】  

 

S. copri  の BGL 分解活性評価  

 S. copri JCM 13464T は、理化学研究所  バイオリソースセンター  微生物材料開発室より

購入した。S. copri の前培養は Gifu anaerobic medium（GAM, 日水製薬）を使用し、37℃ に

てアネロパックケンキ（三菱ガス化学）を用いて作製した嫌気条件下で行った。本培養培

地は、終濃度 0.1%となるよう種々の糖を添加した糖分解測定用 GAM を用いた。前培養液



10 μL を 1 mL の本培養培地に添加し、37℃、嫌気条件下で 24 時間培養し、本培養液 100 

μL を OD600 測定に使用し、残り 900 μL より菌体を回収した。回収した菌体を 40 mM リン

酸カリウムバッファー（KPB）（pH 6.5）で 2 回洗浄後、同バッファーに懸濁し、超音波処

理により細胞破砕液を調製した。細胞破砕液を遠心（18,000 ×g,  4℃, 10 min）し、上清を細

胞抽出液（CFE）として回収した。CFE 中のタンパク質濃度は、Protein Quantification Kit -

Rapid（同仁化学研究所）を用いて定量した。  

 BGL 分解活性は、BGL 分解により生じる還元糖を 3,5-dinitrosalicylic acid （DNS）法 7)  

で定量し、評価した。 30 μL の反応液（1 mg/mL CFE, 0.5% BGL in 20 mM KPB, pH 6.5）を

37℃, 600 rpm で 30 分インキュベート後、90 μL の DNS 試薬を添加し反応を停止した。

100℃で 5 分間インキュベート後、蒸留水で 2 倍希釈し、A570 を測定した。既知濃度のグル

コースを用いて検量線を作成し、反応液中の還元糖量をグルコース換算値として算出した。

BGL 以外の基質に対する分解活性を評価する際についても同様に行った。  

  

RNA-seq 解析  

S. copri JCM13464T を 0.1% グルコースあるいは 0.1% BGL 添加糖分解測定用 GAM で対

数増殖期まで培養後、菌体を回収した。回収した菌体は、RNAlater で懸濁し、RNA 精製ま

で 4℃で保存した。RNA 精製は橋本らの方法に従った 8)。Nanodrop および Qubit を用いて

精製 RNA の濃度ならび A260/A280 を測定した。RNA integrity number（RIN）の測定により

精製 RNA の分解度を評価した。RIN 測定、 rRNA 除去および DNBSEQ-G400RS を用いた

RNA-seq 解析は、ゲノムリード株式会社に依頼した。得られたシーケンス結果は Galaxy 

Europe（https://usegalaxy.eu/）を用いて解析した。  

 

S. copri の遺伝子破壊株の作出  

S. copri の遺伝子破壊は、Li らの方法 9) に従って行った。pEx-deletion-erm は、Addgene

より購入した。Escherichia coli  JM109 λpir および β2155 株は、それぞれ国立遺伝学研究所

ならびに German Collection of Microorganisms and Cell Cultures GmbH から購入した。標的

遺伝子領域の上流と下流それぞれ 2,000 bp を連結した断片を pEx-deletion-erm にクローニ

ングした。E. coli  β2155 をドナー株として、接合により S. copri にプラスミドを導入し、2

回相同組換えにより欠損株を作出した。遺伝子欠損株について相同組換えに用いた標的遺

伝子の上流と下流それぞれ 2,000 bp について変異がないことをシーケンス解析により確認

した。  

 

糖資化能評価  

 S. copri の糖資化能は、種々の糖を終濃度 0.1%となるよう添加した半合成培地での生育能

から評価した。本研究では、ポリアミン削減培地 10) を基に GAM に換えて糖分解測定用



GAM を使用して基礎培地を調製し、種々の糖を終濃度 0.1%となるよう添加し、本培養培

地とした。GAM で 24 時間前培養した菌体を糖無添加の半合成培地で懸濁し、本培養培地

に OD600 = 0.03 となるよう植菌した。37℃、嫌気条件下で 24 時間培養後、OD600 を測定し

た。  

 

統計処理  

 統計処理は、SPSS statistics version 28（ IBM）を用いて行った。データは、平均±標準偏

差で示した。  

 

【実験結果と考察】  

 

1. 培地中の BGL による BGL 分解活性の誘導  

 S. copriを種々の食物繊維

ならびにグルコースを添加

した培地で培養後、菌体から

タンパク質を抽出し、BGL 分

解活性を評価した。この結

果、BGL 分解活性は、培地中

の BGL によって誘導される

こ と が 明 ら か と な っ た

（Figure 1A）。  

さらに、BGL 以外の食物繊

維分解活性に対する培地中

BGL の影響を評価した。この

結果、培地への BGL 添加に

よるキシログルカンおよび

キシランに対する分解活性

の 誘 導 は 見 ら れ な か っ た

（Figure 1B）。以上の結果よ

り、S. copri  JCM 13464T にお

いて、培地中に存在する BGL

の分解・資化に寄与する遺伝

子の発現は、厳密に制御され

ていることが示唆された。  

 

Figure 1. S. copri JCM 13464T の BGL 分解活性  
(A) 種々の糖による BGL 分 解 活 性 誘 導  

種々の糖を添 加した培 地で S. copri を培養 後 、菌体 から抽 出したタンパ

ク質を使 用 し、BGL 分 解 活 性を評 価した。 

(B) BGL よる他の食 物 繊 維 分 解 活 性 誘 導  

種々の糖を添 加した培 地で S. copri を培養 後 、菌体 から抽 出したタンパ

ク質を使 用し、BGL、キシログルカンおよびキシラン分解活性 を評 価した。 

0

0.5

1

1.5

2

R
e
d
u
c
in

g
 s

u
g
a
r

(m
M

,
グ

ル
コ

ー
ス

換
算

)
R
e
d
u
c
in

g
 s

u
g
a
r

(m
M

,
グ

ル
コ

ー
ス

換
算

)

培地に添加した糖

(A)

(B)

分解活性評価に使用した基質

0

1

2

3

BGL キシログルカン キシラン

□：添加糖無し培地 ■：グルコース添加培地 □：BGL添加培地

a a

b

a a a a a a



2. RNA-seq を用いた BGL 分解・資化に関与する遺伝子の探索  

 BGL 添加によって発現量が変化

する遺伝子を RNA-seq を用いて探

索した。この結果、グルコースと比

較して BGL添加によって発現量が

27～28 倍増加する遺伝子群を同定

した（Figure 2）。  

当該遺伝子領域は 6 つ遺伝子か

ら 構 成 さ れ る Polysaccharide 

utilization loci（PUL）と予想され

た。PUL は、多糖の利用に寄与する遺伝子領域であり、多糖分子ごとに対応する PUL が異

なる。RNA-seq により BGL 資化への寄与が予想された当該 PUL の解析はこれまで行われ

ておらず、機能は不明であった。そこで、当該遺伝子群の欠損株を作出（Figure 3A）し、

BGL 資化能を評価した。この結果、当該遺伝子群を欠損することで、BGL の資化能が消失

した一方で、BGL 以外の食物繊維の資化能は変化しなかった（Figure 3B）。以上より当該

遺伝子領域が S. copri  JCM 13464T において、BGL 資化に必須であることが明らかとなっ

た。加えて、大麦以外

の β-グルカン資化へ

の寄与を評価した結

果、地衣類に含まれる

リケナンの資化にも

必須であることが分

かった。一方、海藻に

含まれるラミナリン

は、野生株が資化能を

示さなかった（Figure 

3C）。いずれもグルコ

ースを構成糖とする

が、BGL とリケナン

は、β1-3 と β1-4 結合

から成る一方、ラミナ

リンは β1-3 結合のほ

か β1-6 結合による分

岐鎖を持つ。β1-6 結合

による分岐鎖構造が、

Figure 3. BGL 資化遺 伝子群欠損株の作出と糖 質資化能評価  
(A) BGL 資化遺伝子群欠損株 の genotyping  

(B) 食 物 繊 維 添加 半 合 成 培 地 での生 育 能 評 価  

(C) BGL 以 外 のβ-グルカン資 化 への寄与  
n.s., not signif icant 
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Figure 2. BGL によって発現が亢進した遺伝子領 域  
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主鎖の分解を阻害している可能性が示唆された。本研究により、BGL 資化に必須の遺伝子

群を同定することが出来たが、同遺伝子群を構成する各タンパク質の機能は未解明であり、

詳細な BGL 分解・資化機構を示すためには、組換えタンパク質および各遺伝子の欠損株を

用いた解析が必須である。さらに、BGL 資化遺伝子群の発現誘導に必要な β-グルカンの鎖

長など、BGL 資化遺伝子群の発現制御機構についてもさらなる解析が必要である。将来、

BGL 資化遺伝子群に含まれる各タンパク質について、組換えタンパク質調製および欠損株

を用いたより詳細な解析を行うとともに、発現制御機構の解明を行う予定である。上述の

通り、S. copri は株ごとに糖質資化能が異なるが、種々の株における BGL 資化遺伝子群の

保存性が BGL 資化能に対応するかの解明も今後進めていく。  

 

3. S. copri が産生する代謝物の解析  

 S. copri が BGL 資化によって産

生する代謝物の同定を試みた。グ

ルコースあるいは BGL を含む半

合成培地で培養した培養上清に

ついて、一次代謝物に関するメタ

ボローム解析を行った。しかし、

BGL 特異的に増加する代謝物を

同定することはできなかった。一

方で、野生株と BGL 資化遺伝子群

欠損株について BGL 含有半合成

培地での培養上清中の代謝物を

比較した結果、コハク酸レベルに

有意な差が見られ、一方、グルコース添加培地においては BGL 資化遺伝子群の有無による

コハク酸レベルに有意差は見られなかった（Figure 4）。腸内細菌が産生したコハク酸が、

耐糖能やインスリン耐性の改善に寄与することが報告 11) され、S. copri を介した BGL に

よる血糖値上昇抑制作用の実行分子であることが示唆されている 5)。本研究により、BGL

資化遺伝子群を介した BGL 資化が BGL 添加培地でのコハク酸生成に重要であることが示

された。  

 

【要約】  

 

 本研究では、BGL のレスポンダーの腸内に多く、BGL の保健効果を担うヒト腸内細菌の

1 種である S. copri の BGL 分解・資化機構の解明を試みた。S. copri  JCM 13464T において、

BGL 分解活性が培地中の BGL により誘導されることを明らかにした。さらに、BGL によ

Figure 4. 培養上清中 のコハク酸レベル 
内 部 標 準 （IS） に対するピーク面 積 相 対値を示 した。 
n.s., not signif icant  
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り誘導される多糖分解活性は、BGL 特異的であることが示唆された。RNA-seq を用いて

BGL 存在下で発現量が増加する遺伝子を網羅的に探索し、BGL 分解・資化に関与する遺伝

子群を推定した。次いで、当該遺伝子群の欠損株を作出し、推定した遺伝子群が BGL の資

化に必須であることを明らかにした。同定した BGL 資化遺伝子群は、BGL を含む β-1,3-

1,4-グルカンの資化に必須であり、他の他の食物繊維の資化には寄与しないことが強く示

唆された。BGL 存在下で特異的に増加する代謝物の同定には至らなかったが、BGL 資化遺

伝子群が BGL 存在下でのコハク酸生成に重要であることを示した。本研究で同定した BGL

資化遺伝子群は、BGL の保健効果予測に有用な遺伝子マーカーになることが期待される。 
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