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はじめに

私たちの腸内には100兆個もの腸内細菌が存在してお
り，その種の数は500～1000種になるとも言われている．
近年，腸内細菌の研究分野でも次世代シークエンサーの
利用が進み，16S rRNA遺伝子の部分配列の大規模シー
クエンシングにより，複雑な腸内細菌叢の構造を詳細か
つ迅速に知ることができるようになった．これにより，
腸内に共生する腸内細菌が，これまで考えられていた以
上に私たちの健康や生理に大きく関与していることが
明らかにされ始めている 1)．その分子機構を解明するた
めに，腸内細菌に対する宿主側の応答が幅広く解析され
ている．一方で腸内細菌の遺伝子機能の解明が進んでい
ないため，腸内での共生や宿主への影響に寄与する腸内
細菌側の因子の解明は非常に遅れているのが現状であ
る 2,3)．この現状を打破するためには，腸内細菌の多く
が嫌気性で形質転換が難しいという壁を乗り越え，腸
内細菌への遺伝子変異導入を可能にすることが不可欠
である．しかし筆者が知る限り，現在主要な腸内細菌
で遺伝子変異導入が可能であるのは，Bacteroides属，
Bi do acteri 属，Clostridium属およびLactobacillus
属の少数の菌種に限定されている 4–8)．
このような状況の中で筆者らは，ヒトの健康に有用な
腸内細菌であるビフィズス菌の代表菌種Bi dobacterium
longumを用いて，代表的な二つの変異導入系である「標
的遺伝子への欠失変異導入系」および「トランスポゾン
変異導入系」の開発に取り組み，実用的なレベルの技術

を確立した．本稿では，これまでビフィズス菌では困難
とされていたこれらの技術の確立に至る経緯について概
説し，さらにその応用と，今後の腸内細菌研究における
遺伝子変異導入系の意義について考察したい．

二つの遺伝子変異導入系の位置づけ

実際の系の開発について解説する前に，上記の二つの
変異導入系が遺伝子機能解析の中でどのような位置づけ
にあるかを，ビフィズス菌を例にとって概説しておきた
い（図1）．本研究では，ビフィズス菌の「腸内での共生」
および「健康に有用な効果の発揮」という機能について，
そのメカニズムを分子レベルで明らかにすることを目指
している．ビフィズス菌が示すこれらの機能は，複雑で
はあるが，ビフィズス菌の表現型の一つとして捉えるこ
とができる．また多くのビフィズス菌でゲノム情報が明
らかになっていることから，遺伝子機能解析の流れとし
ては逆遺伝学的なアプローチ，すなわち上記のような複
雑な表現型に寄与すると考えられる遺伝子を，ゲノム情
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図1．逆遺伝学的アプローチによるビフィズス菌の遺伝子機能
解析
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報をベースに同定し，その変異株を作成して実際に表現
型への寄与を検証する，という流れになる．
この表現型に寄与する遺伝子を探索する方法としてよ
く用いられるのは，比較ゲノム解析，トランスクリプトー
ム解析やメタボローム解析といったオミックス解析に代
表される網羅的な解析である．網羅的な解析で同定され
た遺伝子について，変異株を構築する際に必要なのが，
標的遺伝子への変異導入系である．つまり，同定された
遺伝子の表現型への寄与を最終的に証明する手段とし
て，標的遺伝子への変異導入系は位置づけられる．
一方トランスポゾン変異導入系は，トランスポゾンの
ゲノムへの転移により，一度に大量かつ多様な変異株を
作製できる系である．そのため，上記のような表現型に
寄与する遺伝子を探索するステップに使用可能であり，
網羅的解析の一つとして位置づけられる．それに加えて，
表現型への寄与の評価を同時に行える点が，トランスポ
ゾン変異導入系の大きな特徴である．このように，上記
二つの変異導入系は少し異なる位置づけにある．

標的遺伝子への欠失変異導入系の開発

1）基盤となるリソースの整備（菌株，ゲノム配列お
よびシャトルベクター）　　ビフィズス菌の形質転換に
ついては1990年代から確立が進められているが，概し
てその形質転換効率は低く，各種シャトルベクターに
よる形質転換効率の中央値は～103 colony-forming   unit 
(cfu)/ g DNA程度である 9)．そのため，高い形質転換効
率を示すビフィズス菌株が今後の技術開発には必須と考
えられた．その中で筆者らは，ビフィズス菌の中で例外
的とも言える程の高い形質転換効率を示すことが報告さ
れていたB. longum 105-A株 10)（以下105-A株）を宿主
株として選定した．各種シャトルベクターを用いた場合
の105-A株の形質転換効率は最大106 cfu/ g DNAと非
常に高く，上記の中央値の最大1000倍にも達する．本
株については，Illumina Genome Analyzer IIxを用いて
ドラフト配列を，のちにPacBio RSIIを用いて完全長ゲ
ノム配列を決定している 11)．105-A株のゲノムサイズは
2.29 Mbpで，1878 ORFを含んでおり，内在性のプラ
スミドは存在していなかった．さらに筆者らは，B. 
longum BK25株由来の内在性プラスミドを用いて，大
腸菌－ビフィズス菌シャトルベクターpBS423を構築し
た 12)．このように基盤となるリソースを整え，遺伝子変
異導入系の開発を進めた．
2）標的遺伝子への欠失変異導入系の確立　　まず，

遺伝子変異導入法のもっとも基本的な方法である，標的
遺伝子への変異導入法の確立を行った．この変異導入の
方法としては，一回相同組換えによるベクターの挿入や，

二重相同組換えによる標的遺伝子と選択マーカー遺伝子
との遺伝子置換などがある．ビフィズス菌の一回相同組
換えによる遺伝子への挿入変異の導入については，
2009年にBi dobacterium breve UCC2003株において初
めて報告されている 6)．この方法は比較的簡便に変異株
を構築できるので，筆者らの共同研究でもこの手法が用
いられ，B.   longumのラクト -N-ビオシダーゼをコード
する遺伝子の機能解明が行われている 13)．一方でビフィ
ズス菌では利用可能な選択マーカーの種類が限られてい
ることから，筆者らは将来的な多重変異の導入を考慮し，
二重相同組換え法により，選択マーカーを残さずに欠失
変異を導入する系の構築を目指した 12)．それぞれの変異
導入法の特徴と利点，問題点については，筆者らの総説
を参照されたい 14)．
二重相同組換え法における問題点は，相同組換えの頻
度が低い事である．特に選択マーカーを残さないマー
カーレスの欠失を導入する場合，2回目の相同組換えが
起こった株を，選択マーカーを用いて効率よく選択する
ことはできない．そこで筆者らは，二回目の相同組換え
を強制的に起こすことにより，二回目の相同組換え体を
高い頻度で得ることを目論んだ．戦略は以下の通りであ
る．まずpBS423から複製に必須なRepタンパク質の遺
伝子を除去した条件複製ベクターpBS423- repA（以下
p rep：Repの供給により複製可能）と，pBS423と同
じ内在性プラスミドを基に，クロラムフェニコール耐性
遺伝子を連結したRep供給ベクターpTBR101-CM（以
下pRep+）を構築した（図2）．次に，ゲノム上の標的遺
伝子の相同部位をp repに連結し，105-A株に導入して
得られた一回目の相同組換え体にpRep+を導入すると，
Repが細胞内で供給され，染色体上に組み込まれた
p repの複製が誘起される．このとき，染色体の本来の
複製開始点とは異なる部位からも複製が開始されること
になるので，p repからの複製が染色体複製に干渉し，
生育阻害が起きる．これを回避するために，染色体から
の強制的なp repの切り出し，つまり二回目の相同組換
えが高頻度で起こることを想定した（図2）．
実際に105-A株の -ガラクトシダーゼ（以下 -Gal）

遺伝子agaを標的として，上記の系をテストしたところ，
まず一回目の相同組換え体は2.2 × 102 cfu/ g plasmid 
DNAという高い効率で得られた．さらに一回目の相同
組換え体にpRep+を導入することにより，二回目の相
同組換え体の取得効率をほぼ100％，pRep+を導入しな
い場合に比べて960倍に向上させることに成功した 12)．
染色体から切り出されたp repはpRep+と同種のレプ
リコンであるため，プラスミドの不和合性が生じる．そ
のため，クロラムフェニコールでpRep+導入株を選抜



生物工学　第94巻112

することにより，細胞からp repが脱落した株が得られ
る．また，細胞に残存しているpRep+については，細
胞を低濃度のリファンピシンで処理することにより，簡
単に脱落させることができる．そのため，本手法は繰り
返し用いることができ，多重変異株の作成も可能である
と考えられる．
二重相同組換えの場合，二回目の相同組換えによって，

目的の欠失株もしくは標的遺伝子座が野生型に戻った株
のどちらかが形成される．そのため，PCRと糖の資化
性試験により遺伝子型・表現型の評価を行い，aga欠失
株を同定した．このようにして得られたaga欠失株は，

-Gal活性が検出されず， -Galの基質であるラフィノー
スやメリビオースを単一炭水化物源として培養した場
合，その生育はほとんど観察されなかった（図3）．一方，
agaをベクターで相補することにより，これらの活性や
生育は野生株と同等にまで回復したことから，agaが

105-A株の -Gal活性を担う主たる遺伝子であることが
明らかになった 12)．
この遺伝子欠失変異導入系は非常に高い効率で二回目

の相同組換え体を取得できるため，他のビフィズス菌種
への応用にあたっては，一回目の相同組換え体が取得で
きるかが焦点となる．p repの基になったシャトルベク
ターであるpBS423を用いた場合の105-A株の形質転換
効率は1.1 × 105 cfu/ g DNAであったことと，一回目
の相同組換え体の取得効率（2.2 × 102 cfu/ g plasmid 
DNA）から，少なくとも104 cfu/ g DNAの形質転換効
率を示すビフィズス菌種であれば，本変異導入系を応用
することができると考えられる．

トランスポゾン変異導入系の開発

1）ビフィズス菌由来の挿入配列の単離と機能解析　　
標的遺伝子への欠失変異導入系に続いて，筆者らはゲノ
ムへのランダムな変異導入が可能なトランスポゾン変異
導入系の開発を進めた．第一段階として，トランスポゾ
ンを構築するためのリソースとなる転移因子をビフィズ
ス菌からスクリーニングした．開発を始めた当時は，ビ
フィズス菌ゲノムの中に細菌の代表的な転移因子である
挿入配列（Insertion Sequence）が複数種存在すること
が報告されていたものの，挿入配列そのものについては
ほとんど解析されていなかった 15,16)．そこで，転移活性
を持つ挿入配列の単離を試みた．まず，B. longumのヒ
ト糞便由来株13株について，内在性プラスミドを抽出
し，その電気泳動上のプロファイルから，既知のプラス

図2．二回目相同組換えの頻度の向上戦略．a）変異導入用ベ
クターの構築．複製タンパク質Repを産生できない条件複製
ベクターp repとRepを産生するベクターpRep+を構築．
p repの複製はpRep+に依存する．b）一回目相同組換え体の
構築．p repに標的遺伝子の相同領域（XおよびY）を連結し，
105-A株に導入して一回目の相同組換え体を構築．c）Rep供
給による染色体複製への干渉．pRep+を導入し，Repを供給す
ると，p repの複製が起こり，染色体複製と干渉する．d）二
回目の相同組換え頻度の向上．干渉による生育阻害を避ける
ため，p repの強制的な切り出しが起こり，二回目の相同組
換え頻度が向上する．図の一部を文献14)［Biosci. Microbiota 
Food Health, 31, 15–25 (2012)］より許可を得て掲載．

図3．aga欠失株およびその派生株の生育．各種単一炭水化物
源を含む半合成培地を用いて，37°Cで24時間，嫌気条件下で
培養した．各株のグラフは左から炭水化物源がグルコース，ラ
フィノース，メリビオースおよび炭水化物源無添加の場合の生
育（濁度）を示す：105-A, B. longum 105-A株；105-A aga, 
aga欠失株；105-A aga/相補ベクター，aga欠失株にベクター
を用いてagaを相補した株；105-A aga/ベクターのみ，aga
欠失株にagaを持たないベクターのみを導入した株．文献12)
［Appl. Environ. Microbiol, 78, 4984-4994 (2012), doi: 
10.1128/AEM.00588-12］より再掲載：Copyright © American 
Society for Microbiology.
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ミドよりも塩基対数が増加したプラスミドを同定した．
本プラスミドには挿入配列 ISBlo15が転移しており，本
因子は IS200/IS605 familyに属することが明らかになっ
た 17)．しかしこのファミリーは他の挿入配列と異なり，
保存性の高い特定の標的配列に転移することが知られて
いることから，トランスポゾン変異導入には適さないと
考えられた．
そこで，大腸菌にスクロースによる致死性を誘導する
枯草菌由来のsacB遺伝子を利用して，転移活性を持つ
挿入配列をトラップすることを試みた 18)．これはsacB
を連結したシャトルベクターを105-A株に導入し，得
られた形質転換体を培養して抽出したベクターの集団を
大腸菌に導入し，スクロース耐性を示すクローンを選抜
することにより，ビフィズス菌ゲノムからsacBへ転移
した挿入配列を単離する戦略である．これにより，新規
挿入配列 ISBlo11を単離した．ISBlo11は両末端に25 bp
からなる逆位反復配列（Inverted Repeat，以下 IR），内
部に一つの転移酵素遺伝子を持つ典型的な挿入配列の構
造を取っており，その配列上の類似性から，IS3 family
に属する因子であることが明らかになった．このファミ
リーの転移の標的配列は保存性の低い数塩基であること
が知られていることから 19)，トランスポゾン変異導入系
への応用が期待された．転移能の解析を大腸菌Fプラス
ミドの接合伝達系を用いて行ったところ，ISBlo11のF
プラスミドへの転移頻度は5.9 × 10–5であり，IS3 family
の他の因子と同等の転移頻度を示した．また，転移領域
を解析したところ，転移領域はFプラスミド上のさまざ
まな部位にわたっており，保存性の低い3または4塩基
を標的配列として転移することが明らかになった 18)．こ
のように転移活性を持ち，ランダムな転移が期待された
ISBlo11を系の構築に用いた．
2）転移酵素の発現制御に適したプロモーターの選抜

とトランスポゾン変異導入系の確立　　次のステップと
して，ISBlo11を用いてトランスポゾンを構築し，それ
を転移させる系の構築を目指した．先に示した105-A
株の形質転換効率と ISBlo11の転移頻度から，実用的な
系の構築には転移頻度の上昇が必要と考えられたため，
ISBlo11の転移酵素遺伝子をビフィズス菌内で高発現さ
せることを計画した．まず，ビフィズス菌の恒常発現・
高活性型プロモーターと知られているB. longum由来の
グリセルアルデヒド三リン酸デヒドロゲナーゼ遺伝子の
プロモーターPgap_Bloを転移酵素遺伝子のORF上流に挿
入し，転移酵素遺伝子の高発現を試みた．しかし，大腸
菌でのクローニングの際に欠失や塩基置換などの変異が
頻発し，目的のベクターが構築できなかった．原因とし
ては，Pgap_Bloが大腸菌でも機能し，転移酵素遺伝子が大

腸菌内でも高発現したためと考えられた．そのため，「ビ
フィズス菌内で高発現が可能だが，大腸菌での活性は低
い」という性質を持ったビフィズス菌由来のプロモー
ターが必要と考えられた．
そこで，プロモーター活性を評価するために，欠失変
異導入系の研究で得られたaga欠失株 12)を利用すること
にした．aga欠失株は -Gal活性を失っているため，
agaをプロモーター活性のレポーター遺伝子として用い
ることにより， -Gal活性を指標にプロモーター活性を
測定することが可能と考えられた．また大腸菌の -Gal
欠損株が入手できたため，シャトルベクターにagaをレ
ポーター遺伝子として搭載することにより，同じベク
ターを用いて，ビフィズス菌と大腸菌の両方でプロモー
ター活性の評価が可能であると考えられた．実際にこの
レポーターアッセイ系を構築して，7種類のビフィズス
菌由来のプロモーターの活性を評価した結果，供試した
7種のうち，前述のPgap_Bloを含む4種は，LB培地で培養
した大腸菌内で有意な活性を示したため，系の構築には
適していないと考えられた（表1）．残り3種は大腸菌内
でほとんど活性を示さず，なおかつビフィズス菌内では
Pgap_Bloと同等～3倍以上の活性を示したことから，これ
らは転移酵素遺伝子の発現に適したプロモーターと考え
られた 20)（表1）．この中で，キシロースによる強力な発
現誘導が可能なB. longum由来のプロモーターPfruEKFG_Blo

を選択し，転移酵素ORFの上流に連結した転移酵素発
現系を構築した．実際にこの転移酵素発現系を含むベク
ターは問題なく大腸菌内で構築することができた．
続いて，この転移酵素の発現系と，実際に転移する領
域であるトランスポゾンをどのようにビフィズス菌に導
入するかを考察した．重要な点としては，①転移酵素の
高発現と安定供給を可能にする，②転移株を薬剤耐性で
はっきりと判別できるようにする，という2点を達成す
る必要があった．詳細はここでは割愛するが，さまざま
な戦略をテストした中で，最終的に実用的な効率でトラ
ンスポゾン変異導入ができたのは，2種類のベクターを
用いて二段階の形質転換を行う系であった（図4）．まず
①を達成するために，転移酵素発現系をビフィズス菌内
で複製可能な温度感受性複製ベクター 21)に連結し，転
移酵素発現ベクターを構築した．さらに②を達成するた
めに，選択マーカーを含む大腸菌プラスミドの両末端に，
ISBlo11の両末端の IRを連結し，ビフィズス菌で複製さ
れないトランスポゾンベクターを構築した．また，IR
と IRの連結部分には3 bpの塩基を挿入した．このベク
ターの構造は，IS3 familyの挿入配列が転移する際に形
成される転移中間体の構造を模したものであり，ベク
ターそのものがトランスポゾンとして転移酵素に認識さ
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れやすい構造となっているため，転移頻度の上昇が期待
できた．
実際の操作としては，まず転移酵素発現ベクターを

105-A株に導入し，さらにキシロースにより転移酵素の
発現を誘導し，転移酵素を十分に供給した．その細胞に
対して，ビフィズス菌で複製されないトランスポゾンベ
クターを導入することで，転移が起こった株のみを薬剤
耐性により選抜した．このような二段階の形質転換で転
移を誘導した結果，最終的に103 cfu/ g DNAという非
常に高い効率でトランスポゾン変異株を作出することが
できた．これらの株のゲノムでのトランスポゾンの挿入
部位は，ある程度の偏りはあるものの，ゲノム上のさま
ざまな部位に挿入されていたことから，ビフィズス菌由
来の挿入配列を用いた実用的なトランスポゾン変異導入
系の構築に初めて成功したといえる（論文投稿中）．

遺伝子変異導入系の応用

これまで解説してきたように，本研究では代表的な二
種類の遺伝子変異導入系を確立することができた．これ
を用いて，冒頭で解説した目的であるビフィズス菌の腸
内共生や健康有用効果に関わる遺伝子について，機能解
析を進めることが可能になった．次にこれらの遺伝子変
異導入系の応用について，現在進めている研究を紹介し
たい．
標的遺伝子への欠失導入系を用いる場合は，その前に
上記の表現型に寄与すると考えられる遺伝子を何らか
の方法で同定する必要がある．そこで筆者らはマウス
を用いて，腸内で特異的に発現するビフィズス菌の遺
伝子を同定する手法を構築し，現在その評価を行ってい
る 22)．この手法はR-IVET法（recombinase-based in vivo 
expression technology）と呼ばれる手法で，ベースとなっ
ているのは標的遺伝子への変異導入系と，Cre/loxPと呼
ばれる部位特異的な組換え系である（図5）．まず，Cre
リコンビナーゼ（以下Creとする）に認識される特異的
標的配列である loxPに挟まれた薬剤耐性遺伝子を，構
築した遺伝子変異導入系を用いてゲノム上の生育に影響
しない領域に挿入する．Cre ORFの上流に挿入された
ゲノムDNA断片の中にプロモーターが存在すると，
Creが発現する．発現したCreの作用により，特異的標

表1．B. longum 105-Aおよび大腸菌 -Gal欠損株におけるビフィズス菌プロモーターの活性 a

プロモーター（鎖長） 推定発現様式
-Gal比活性（ mol min–1 [mg protein]–1）

1/2MRS培地中の
炭水化物源

105-A aga
（1/2MRS培地）

大腸菌 melA
（LB培地）

なし ― 1％グルコース 0.01 ± 0.00 0.13 ± 0.02
Pgap_Blo (185 bp) 恒常発現型 〃 2.48 ± 0.48 10.04 ± 0.15
PscrP_Blo (329 bp) 炭水化物誘導型 〃 0.31 ± 0.04 8.52 ± 0.37
Pxfp_Blo (271 bp) 恒常発現型 〃 1.53 ± 0.36 0.40 ± 0.04
PfruEKFG_Blo (283 bp) 炭水化物誘導型 〃 0.08 ± 0.03 0.78 ± 0.03
〃 〃 4％キシロース 8.09 ± 0.81 ―
PcscBA_Blo (182 bp) 炭水化物誘導型 1％グルコース 0.02 ± 0.01 32.85 ± 1.75
PscrP_Ban (268 bp) 炭水化物誘導型 〃 0.05 ± 0.02 8.41 ± 0.35
Pxfp_Bbr (264 bp) 恒常発現型 〃 2.10 ± 0.28 0.17 ± 0.02
a 文献20)［J. Biosci. Bioeng., 118, 489–495 (2014)］より許可を得て一部を改変して掲載：Copyright © 2014 The Society for 
Biotechnology, Japan.

図4．二段階の形質転換を用いたトランスポゾン変異導入系の
概要

図5．R-IVET法の概要
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的配列である loxPに挟まれたゲノム上の薬剤耐性遺伝
子が除去される．これを指標として，ゲノムDNA断片
の中に，腸内で特異的に発現する遺伝子のプロモーター
領域があるかを判別できる（表2）．あとはビフィズス菌
のゲノム配列を参照することにより，腸内で特異的に発
現する遺伝子を同定する，という戦略である．R-IVET
法では，遺伝子発現を薬剤耐性の消失という表現型で検
出できるため，他の腸内細菌が存在している中で，特異
的に発現する遺伝子を同定できる点が特徴である．
トランスポゾン変異導入系については，たとえば腸内
への定着という表現型に寄与する遺伝子を同定するに
は，マウスに変異株を投与して，定着能が低下した株を
探索する必要がある．しかし，トランスポゾン変異導入
系で構築する変異株の集団は数千から数万に上るため，
現実的には一株ずつの投与によるスクリーニングは不可
能である．対応策としては，トランスポゾン変異株の集
団をまとめてマウスに投与し，個々の変異株を識別して，
それぞれの動態を評価できればよい，と考えることがで
きる．これは一見夢のような話であるが，新たな技術の
開発により，現在これは実行可能になっている．この技
術はTransposon insertion sequencingと総称され，次世
代シークエンサーの持つ①DNA   1分子ごとに塩基配列
を決定できる，②一度に大量のDNA分子の塩基配列を
決定できる，という特性を利用して，トランスポゾン変

異株集団の動態を「まとめて」評価することができる 23)

（図6）．原理としては，変異株集団の変異部位（トラン
スポゾンの挿入部位）をPCRにより特異的に増幅し，
①の特徴を利用することで，各変異株の識別が可能とな
る．さらに，それぞれの変異部位の検出数は，各変異株
の菌数を反映するため，②の特徴を利用することにより，
変異株集団中の各株の数を明らかにできる．この手法を
用いて，各変異株の増減を投与前と投与後で比較し，投
与により減少した変異株を同定することにより，腸内定
着に寄与する遺伝子を明らかにすることができる．筆者
らもこの手法を利用して，トランスポゾン変異株集団の
マウス腸内での生存能の評価を計画している 24)．

おわりに

本研究により，健康に有用な腸内細菌の代表格である
ビフィズス菌において，変異株を用いて遺伝子機能を解
明する道が拓かれた．また本研究で開発した二つの系は，
どちらも変異導入効率が高いので，他のビフィズス菌種
においても幅広く応用できると考えられる．これにより，
「ビフィズス菌がどのようにして腸内で共生し，健康に
有用な効果を発揮しているのか」というビフィズス菌研
究の普遍的な課題の解明が可能になると考えられる．ま
た，分子機構に基づいた新たな健康有用機能の解明と応
用につながると期待される．
腸内細菌研究の今後を俯瞰的に考えると，腸内細菌叢
解析の更なる進展により，菌叢変化と宿主の健康や疾病
との関連が明らかになり，さらにそれらに寄与する新た
な細菌種が同定されてくると予想される 25,26)（図7）．そ
れらの菌種が単離されることにより，今後さらに多様な
菌種が腸内細菌研究の対象になるだろう．実際に筆者ら
も生体内の胆汁酸が腸内細菌叢を改変する因子であるこ
とを明らかにし，菌叢変化により増加した菌種を単離し
て解析を進めている 27)．新たに単離された菌種の機能
解明を進めるにはさまざまな課題があるが，本研究で
ビフィズス菌を題材として示してきたように，それら
の菌種において遺伝子変異導入系を確立することが不
可欠である．そのため筆者は，本研究で開発した手法を

表2．腸内特異的に発現する遺伝子の選抜方法

ゲノムDNA断片中の
遺伝子プロモーター

薬剤耐性
培地上 マウス投与後

a）プロモーターなし あり あり
b）培地上で発現する なし （投与されない）
c）腸内特異的に発現 あり なし

図6．Transposon insertion sequencing法の概要
図7．今後の腸内細菌研究におけるversatileな遺伝子変異導入
系の意義
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ビフィズス菌だけでなく，他の腸内細菌種にも拡充し，
versatileな遺伝子変異導入法を確立する道を探っていき
たいと考えている．このような腸内細菌の生物工学的な
解析技術を確立することで，共生や健康・疾病への寄与
の分子機構を腸内細菌の側から明らかにし，健康的な生
活を送るための応用的なアプローチを可能にしていき
たい．
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