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Gut microbial small molecules present at high concentrations in human circulation and play critical roles in 
host physiology. However, for many gut bacteria that produce these metabolites, genetic manipulation remains 
challenging, limiting mechanistic studies at the gene level. In this study, we established an integrated platform to 
link bacterial genes with metabolic phenotypes using a genetically intractable gut bacterium. We generated a random 
mutant library using chemical mutagenesis. Individual mutants were cultured under anaerobic conditions, and 
culture supernatants were analyzed using high-throughput liquid chromatography–mass spectrometry (LC-MS). 
Mutants exhibiting significant metabolic phenotype were subjected to next-generation sequencing to identify 
candidate genes associated with specific metabolite changes. This approach enables direct connections between 
bacterial genes and metabolic outputs without reliance on targeted genetic tools. Overall, this platform provides a 
scalable strategy to dissect metabolic pathways in genetically intractable gut microbes and expands opportunities 
for functional microbiome research. 

 
研究目的 

ヒトの腸管には約 1000種類 約 100兆個もの細菌
が共生し、ヒトの疾患の病態生理に深く影響してい

ると考えられる[1,2]ものの、その分子機構は不明な点

が多い。そうした中、腸内細菌叢は数百種類もの化

合物を産生し、それが血中に蓄積することで全身に

作用するということが分かってきた。所属研究室は

腸内細菌の遺伝子編集で代謝物を制御し、病態を改

善し得ること等を示してきた[3]。このように腸内細

菌代謝物は病態の解明および治療標的として重要と

考えられるが問題は、その腸内細菌代謝経路のほと

んどが不明であり、かつ腸内細菌代謝経路の同定手

段が非常に限られているということである。CRISPR
技術を応用するための非相同末端結合は多くの細菌

で保存されておらず、トランスポゾン変異が可能な

細菌もごく一部に限られる[4]。つまりほとんどの腸

内細菌は遺伝学的に扱いにくく（ genetically 
intractable）、たとえ病態に重要な菌株や化合物を同

定できても、その代謝経路の同定は困難で、病態の

分子機構解明に至らない。実際、機能が同定された

腸内細菌遺伝子は 2 割以下とされる。一部の細菌で
代謝経路は明らかにされつつあるが、その手法は

genetically intractableな菌株に適用できない[5,6]。 
そこで、本研究では、１）genetically intractableな
腸内細菌にも適応可能な新たな代謝経路同定システ

ムを開発し、２）ヒトの病態を制御するための有望

な標的となる腸内細菌経路を同定することを目的と

した。 
 

研究経過 

1) 化学変異によるランダム変異ライブラリーの樹
立  
・モデル細菌の選定：短鎖脂肪酸や分岐鎖脂肪酸、

芳香族脂肪酸はいずれも腸内細菌代謝物として高濃

度に血中に存在し、各々がヒトの病態生理に強く関

わる[3]。腸肝連関や腸脳連関などの言葉が表すよう



な、腸内細菌が及ぼす全身臓器での代謝能や免疫応

答などの変化にこれらの小分子化合物が強く関わっ

ている。本研究ではこれらの重要な化合物を代謝す

るが、genetically intractableであり遺伝子レベルでの
研究はされていない Blautia hydrogenotrophica [7]を最
初のモデルとした。 
・化学変異の条件検討：化学変異原による変異は基

本的にランダムだが、変異原ごとに Hot spotがある
とされるため、N-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine, 
Ethyl methanesulfonate といった複数の変異原で条件
検討を行った。ここで、細菌１細胞あたりの変異遺

伝子数が過多であるとその後の代謝経路同定が困難

となり、逆に過少であるとライブラリーの必要個体

数が膨大となってしまう。そこで、化学変異原の暴

露濃度と時間を段階的に変えて、適切な 1 細胞あた
りの変異遺伝子数を目指した。変異遺伝子数の測定

には、全ゲノムシーケンスを行った。 
・変異ライブラリーの作製：決定した条件で化学変

異を行った。所属研究室は１日 2,500 コロニーを嫌
気条件下でピックアップするロボット（RapidPick, 
Hadoson, Springfield, NJ）を備えており、ライブラリ
ーの作製にそれを用いた。 
 
2) ハイスループット質量分析 
作製した変異体は個別に嫌気性チャンバーで37℃に
て 24時間培養し、培養液を回収した。回収した培養
液は、内部標準となる同位体標識化合物を加えた上

で、メタノール蛋白沈降後を行い、液体クロマトグ

ラフィー/質量分析（LC-MS）に資し、培養液中の代
謝物濃度を測定した。この際、事前にハイスループ

ット質量分析の条件を検討するために genetically 
tractableな腸内細菌で、事前検討を行った。複数の異
な る  LC-MS 条 件  (C18 positive underivatized, 
dansylation derivatized positive, and 3-
nitrophenylhydrazine derivatized negative) を使用した。
サンプルは冷蔵オートサンプラーを介して移動相に

注入され、Agilent 1290 Infinity II UPLC によってクロ
マトグラフィー分離され、Agilent 6545XT Q-TOFで
検出した。MS1スペクトルは centroid modeで収集し、
サンプルのピーク割り当ては Agilent Technologies の 
MassHunter Quantitative Analysis v.10.0 ソフトウェア
を使用して、標準物質との retention time と accurate 
massの比較で行った。化合物は、適切な内部標準を
用いた同位体希釈質量分析法を使用して、真正標準

で作成された検量線から定量した。 
 
3) 全ゲノム解析 
代謝物濃度の変化が有意な変異株は、次世代シーケ

ンスで変異遺伝子を特定した。これにより、化合物

濃度変化と細菌遺伝子を機械的に結びつけることが

できると考える。現在はそのデータを詳細に解析中

である。 

 

考察 

本研究では、これまで遺伝学的操作が困難であっ

た腸内細菌を対象として、化学変異によるランダム

変異ライブラリーとハイスループット質量分析を組

み合わせた解析基盤を構築した。短鎖脂肪酸、分岐

鎖脂肪酸、芳香族脂肪酸といった腸内細菌由来代謝

物は、腸肝連関や腸脳連関を介して宿主の代謝・免

疫・神経機能に深く関与することが知られているが、

これらの代謝経路を担う細菌遺伝子の多くは未解明

であった。本研究は、遺伝子改変技術に依存しない

アプローチにより、こうした課題に対する新たな解

析手段を試みたものである。 
化学変異条件については、複数の変異原を用いて

曝露条件を系統的に検討し、1 細胞あたりの変異遺
伝子数を適切な制御を試みた。この点は、ランダム

変異という性質上しばしば問題となる変異過多ある

いはカバレッジ不足を回避する上で重要であり、今

後他の genetically intractableな細菌へ応用可能な知見
と考えられる。 
さらに、個々の変異株培養上清を対象としたハイ

スループット LC-MS解析により、代謝物プロファイ
ルの変化を定量的に評価できる系を確立した。複数

の前処理およびクロマトグラフィー条件を併用する

ことで、多様な代謝物を同時に捉えることが可能と

なった。内部標準を用いた同位体希釈質量分析法に

より、定量性と再現性という点も考慮した。 
現在は、本アプローチにより同定された候補遺伝

子の機能的解釈や既知代謝経路との関連付けを含め

た詳細解析を進めている段階であり、今後は代謝経

路の再構築や、他菌種への保存性の検討へと発展さ

せることが期待される。 
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