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研究成果の概要（和文）：構造や活性に特徴をもつ種々の新奇乳酸菌バクテリオシンを新たに見出し、それらの
構造を決定した。これまでに我々が見出してきた多種多様な新奇乳酸菌バクテリオシンのうち、環状バクテリオ
シンの生合成関連遺伝子群を決定するとともに、自己耐性機構や分泌機構、環状化機構の一端を明らかにした。
また、多成分バクテリオシントランスポーターの基質特異性と分泌機構、菌種選択的な活性をもつバクテリオシ
ンの生合成機構や作用機構を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Bacteriocins were discovered from newly isolated lactic acid bacteria (LAB),
 and some of them were identified as novel bacteriocins by structural analysis of purified 
bacteriocins and draft genome analysis of the producer LAB isolates. Among the various bacteriocins 
we previously discovered and identified, some circular bacteriocins were analyzed for their 
biosynthetic genes and proteins, and their mechanisms for self-immunity, secretion, and 
circularization were characterized. A multiple bacteriocin transporter was characterized for the 
substrate specificity, and its availability for secretion of various bacteriocins was demonstrated. 
A species-specific bacteriocin was characterized for the biosynthesis and action mechanisms.

研究分野： 応用微生物学

キーワード： バクテリオシン　抗菌ペプチド　乳酸菌　生合成機構

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
安全な抗菌物質としての利用が期待される乳酸菌バクテリオシンについて、新しい構造や活性もつものを多数見
出し、それらが有する特徴的な生合成機構や作用機構の一端を明らかにした。これらを基盤とすることで、用途
に応じた乳酸菌バクテリオシンの選択やより安全な利用が可能になる。さらには、新奇乳酸菌バクテリオシンの
構造と環状化機構などの新しい生合成機構を利用した抗菌ペプチドの設計や高生産への展開が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
細菌がリボソーム上で合成する抗菌ペプチドはバクテリオシンと総称され、その中でも乳酸

菌が生産するものは、安全性の高い抗菌物質として様々な用途への利用が期待される。最も代表
的な乳酸菌バクテリオシンであるナイシン A は、日本を含む 50 を超える国々で食品保存料とし
て実用されている。申請者は、迅速スクリーニング法を構築し、これまでに数多くの新奇乳酸菌
バクテリオシンを見出してきた。リーダーペプチドなしで合成されるリーダーレスバクテリオ
シン・ラクティシン Q、N 末端と C 末端がペプチド結合した環状構造を有する環状バクテリオ
シン・ラクトサイクリシン Q など、特徴的な構造を有し、ナイシン A に匹敵する強力な抗菌活
性を示すものを見出してきた。一方では、抗菌スペクトルがきわめて狭く、ある菌種のみに特異
的に抗菌活性を示すバクテリオシンや、複数のバクテリオシンを同時に生産する乳酸菌なども
見出してきた。これら多種多様の新奇乳酸菌バクテリオシンを適材適所に利用することができ
れば、耐性菌の出現を防ぎながら、安全かつ効果的な微生物制御の実現が期待できる。そのため
には、新奇バクテリオシン群の生合成機構や作用機構の詳細を明らかにし、その分子機構に基づ
いた利用方法の確立が求められる。また、バクテリオシンの構造や生合成機構を利用することで、
新たな抗菌ペプチドの創出も期待される。 
 
２．研究の目的 
リーダーレスバクテリオシンや環状バクテリオシン、菌種特異的な抗菌活性を持つバクテリ

オシンなど、我々は特徴的な構造と活性を有する、多種多様なバクテリオシンを見出してきた。
これらの新奇乳酸菌バクテリオシンは、新しい生合成機構や作用機構をもつことが予想される。
本研究では、さらに特異な構造と活性をもつ新奇乳酸菌バクテリオシンの探索を継続するとと
もに、それらの生合成機構および抗菌作用の特異な分子機構を明らかにすることを目的とした。
将来的には、この成果をもとに、新奇バクテリオシン群の食品保存および関連用途への実用と、
その新たな構造・生合成機構を利用した新奇抗菌ペプチドの設計・創出に向けた分子基盤の確立
を目指す。 
 
３．研究の方法 
（1）新たな分離源からバクテリオシン生産乳酸菌を探索した。新たに得られた乳酸菌バクテリ
オシンとこれまでに構造未同定だったバクテリオシンのうち、構造や活性に特徴をもつものに
ついて、精製および質量分析と N 末端アミノ酸配列解析による構造解析を行った。アミノ酸配
列情報から、バクテリオシン前駆体遺伝子を取得し、その塩基配列を決定した。必要に応じて、
バクテリオシン生産乳酸菌のドラフトゲノム解析を行い、バクテリオシン生産遺伝子群の同定
を試みた。 
 
（2）菌種選択的な抗菌活性を示すラクティシン Z の生合成遺伝子群の決定と機能解析を行った。
ラクトコッシン Z の推定生合成遺伝子群の異種発現株を構築し、類似の構造や活性を示すこと
が推定されたラクトコッシン A の生合成遺伝子群と比較しながら、分泌能や自己耐性能の解析
を行った。また、高濃度のラクトコッシン Z に暴露することでまれに取得されるラクトコッシ
ン Z 耐性株の表現型や遺伝子型を野生株と比較することで、ラクトコッシン Z の標的分子と作
用機構の解析を行った。 
 
（3）4 種のバクテリオシン（エンテロシン NKR-5-3A, C, D, Z）を分泌するトランスポーター・
EnkT の機能や基質寛容性について、EnkT と各種バクテリオシンおよびその自己耐性タンパク
質の共発現株を用いて解析した。バクテリオシン前駆体 N 末端側のリーダーペプチドや C 末端
側のコア配列に変異を加えて、バクテリオシンの分泌能を解析することで、EnkT の機能や基質
寛容性を評価した。また、EnkT の推定重要部位に変異を加えた場合のバクテリオシン分泌能を
評価し、EnkT の機能を考察した。 
 
（4）環状バクテリオシンやリーダーレスバクテリオシンの推定生合成遺伝子群の異種発現株を
構築し、各バクテリオシンの生合成機構の解明を試みた。バクテリオシンの生合成には、バクテ
リオシン前駆体、分泌、自己耐性を担う各遺伝子が最低限必要で、環状バクテリオシンの場合に
はそれらに加えて環状化を担う遺伝子が必要となる。各バクテリオシンについてこれらを特定
するとともに、周辺領域に見出される付属の遺伝子群についても、種々の組み合わせで異種発現
株を構築して、その機能を解析した。また、各異種発現株の自己耐性能を評価し、自己耐性機構
とそれに関連する作用機構を解析した。さらに、必要に応じて、生合成遺伝子に変異を加え、バ
クテリオシンの生合成に及ぼす影響を評価した。 
 
（5）構築された環状バクテリオシンやリーダーレスバクテリオシンの異種発現系を利用し、バ
クテリオシン前駆体遺伝子に種々の変異を加えることで、抗菌活性を改変した抗菌ペプチドの
創出と分泌生産を試みた。 
 
４．研究成果 
（1）新たに発酵食品や植物等から分離した乳酸菌より、特異な活性を示すバクテリオシンを見



出し、その精製・構造解析および特性の解析を行った。クラス II に分類される新奇バクテリオ
シンの構造を決定したほか、分子量の大きいタイプの新奇バクテリオシン（バクテリオリシン）
を複数見出した。ナイシン A と同様の翻訳後修飾を受けるクラス I に属する新奇バクテリオシ
ンを見出すこともできた。一部のバクテリオシンについては、ドラフトゲノム解析等によって前
駆体遺伝子の塩基配列を取得し、その構造を決定した。また、これら新奇バクテリオシンの推定
生合成遺伝子群を取得し、各遺伝子群の機能を推定することができた。以上のように、本研究の
目的に合致した複数の新奇乳酸菌バクテリオシンの取得に成功し、引き続き慎重に解析を進め
ている。とくに、分子量の大きなバクテリオシン（バクテリオリシン）は、生合成機構や作用機
構が従来のバクテリオシンとは大きく異なる可能性が高いことが予想される。 
 
（2）推定生合成遺伝子群の異種発現株を構築し、その特異的な抗菌活性を確認することで、ラ
クトコッシン Z の生合成遺伝子群を同定した。ラクトコッシン Z 前駆体遺伝子 lczA以下、自己
耐性タンパク質をコードする lczB、分泌に関わる ABC トランスポーターをコードする lczC、ト
ランスポーターのアクセサリータンパク質をコードする lczD の計 4 つの遺伝子がラクトコッシ
ン Z の生合成に必要であることが明らかとなった。また、これらの遺伝子群は、ラクトコッシン
A の生合成遺伝子群と全体的に高い相同性を有するものの、ラクトコッシン A への交差耐性は
認められなかった。一方で、ラクトコッシン Z は、ラクトコッシン A と同様に、標的菌体表面
のマンノースホスホトランスフェラーゼ系の構成タンパク質を標的とすることが明らかとなっ
た。ラクトコッシン Z と A は同じタンパク質を標的とするものの、孔形成能の違いやバクテリ
オシン C 末端側と自己耐性タンパク質の比較的低い相同性によって、交差耐性能を持たないこ
とが推定された。 
 
（3）多成分バクテリオシントランスポーター・EnkT が本来分泌するバクテリオシンのうち、エ
ンテロシン NKR-5-3C（Ent53C）をモデルとして、Ent53C の自己耐性タンパク質とともに共発現
する異種発現株を構築し、それを改変、解析することで、EnkT の機能解析を行った。EnkT は、
Ent53C のリーダーペプチドを他の種々のバクテリオシンのものに置換した場合にも、Ent53C を
分泌することができた。また、リーダーペプチドに変異を加えた場合にも、αヘリックス領域が
維持される限りは、Ent53C を分泌可能であった。また、種々の異種クラス II バクテリオシンの
前駆体遺伝子および自己耐性遺伝子と共発現させた場合にも、EnkT はそれらを分泌可能であっ
た。さらには、ホモロジーモデリングによって、EnkT は膜貫通領域とペプチダーゼ領域によっ
て構成され、ペプチダーゼ領域の特定のアミノ酸残基が分泌能に必須であることが推定された。
一般に各バクテリオシンの分泌には専用のトランスポーターが必要であるが、以上の結果より、
EnkT は非常に広い基質寛容性を有していることが明らかとなった。この性質は、乳酸菌
Enterococcus faecium NKR-5-3 による複数種のバクテリオシンの生産能に大きく寄与しているこ
とが推察された。EnkT を用いることで、種々のバクテリオシン・ペプチドの効率的な分泌生産
系の構築が可能と考えられる。 
 
（4）3 種の環状バクテリオシン、ラクトサイクリシン Q、ラクトサイクリシン Q、エンテロシ
ン NKR-5-3B について、各推定生合成遺伝子群の異種発現株を構築し、生合成に必須な遺伝子群
の決定と、各遺伝子群の機能の推定を行った。高い相同性を有するラクトサイクリシン Q とラ
クトサイクリシン Q については、生合成に必須な遺伝子群および自己耐性に関わる遺伝子群を
特定することができ、両バクテリオシンは同様の生合成機構によって生産されることが推察さ
れた。また、両バクテリオシンの生合成に補助的な役割を果たす遺伝子群を発見し、これらの機
能解析を引き続き進めている。 
一方、エンテロシン NKR-5-3B については、同様に異種発現系を用いて生合成に必須な遺伝子

群が特定されていたが、環状化および分泌に必須な遺伝子を特定し、さらにその遺伝子がコード
するタンパク質中の重要なアミノ酸残基を部位特異的変異株の取得と解析によって特定するこ
とができた。類似のタンパク質はラクトサイクリシン Q とラクトサイクリシン Q の必須生合成
遺伝子群にも存在しており、3 種を比較しながら解析することで、効率よくその機能の全容の解
明に至ることができると考えられる。また、エンテロシン NKR-5-3B 必須生合成遺伝子群の周辺
には、生産制御への関与が予想される遺伝子群が見出された。さらに、E. faecium NKR-5-3 はエ
ンテロシン NKR-5-3B の他に 4 種のバクテリオシンを生産するが、エンテロシン NKR-5-3B のみ
を生産する乳酸菌が発見され、生合成遺伝子群の差異について解析を進めている。 
 
（5）環状バクテリオシンであるエンテロシン NKR-5-3B、およびリーダーレスバクテリオシン
であるラクティシン Q の異種発現系をもとに、バクテリオシン前駆体遺伝子に種々の変異を加
えた変異株を構築し、各バクテリオシンの改変体の取得とそれらの評価を行った。変異株が分泌
したバクテリオシン改変体の抗菌活性を解析することで、変異による影響を評価した。変異の箇
所とアミノ酸の種類によって、抗菌活性が上昇したものや低下したものが見られ、改変バクテリ
オシンが分泌されないと考えられる変異株も見られた。抗菌活性の強化や分泌の向上に影響す
るアミノ酸残基の推定には至ったが、以上の結果をもとに、異種発現系や評価系の改良、再構築
を進めている。 
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 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスとしている（また、その予定である） －

 ４．巻
Daba G.M.、Ishibashi N.、Zendo T.、Sonomoto K. 123

 １．著者名

なし

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

無

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
漬物における乳酸菌の働き

生物の科学　遺伝 220-225

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

 ４．巻
小野 浩, 善藤 威史 71

 １．著者名

なし

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

無

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
バクテリオシン生合成遺伝子群の機能解析

日本乳酸菌学会誌 18-26

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

 ４．巻
善藤威史、岩谷駿、園元謙二 30

 １．著者名



2019年

2020年

〔学会発表〕　計18件（うち招待講演　4件／うち国際学会　5件）

2018年

2018年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ３．学会等名

 ３．学会等名

Takeshi Zendo, Ghoson Mosbah Daba, Naoki Ishibashi, Kenji Sonomoto

Rodney H. Perez, Haruki Sugino, Takeshi Zendo, Kenji Sonomoto

 １．発表者名

 １．発表者名

 ４．発表年

 ４．発表年

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

Characterization of a Lactococcus-specific bacteriocin, lactococcin Z for its biosynthesis and mechanisms of action

Insights into the molecular mechanism on the biosynthesis of the circular bacteriocin, enterocin NKR-5-3B

6th International Symposium on Antimicrobial Peptides（国際学会）

6th International Symposium on Antimicrobial Peptides（国際学会）

なし

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

無

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
乳酸菌由来抗菌ペプチドを利用した天然抗菌剤の技術開発

化学と生物 34-39

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

 ４．巻
永利浩平, 園元謙二, 善藤威史, 手島大輔 58

 １．著者名

なし

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
多様な乳酸菌抗菌ペプチドの探索とその可能性 乳酸菌による「魔法の弾丸」の創出

化学と生物 228-234

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

 ４．巻
善藤威史, 益田時光, 園元謙二 57

 １．著者名



2018年

2018年

2018年

2018年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

2018年度日本乳酸菌学会秋期セミナー（招待講演）

4th International Conference on Circular Proteins and Peptides（招待講演）（国際学会）

4th International Conference on Circular Proteins and Peptides（国際学会）

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

竹内啓記、Perez R.H.、石橋直樹、善藤威史、園元謙二

善藤威史

Takeshi ZENDO

Rodney H. Perez, Haruki Sugino, Takeshi Zendo, Kenji Sonomoto

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

Characterization of biosynthesis of circular antimicrobial peptides by lactic acid bacteria

Understanding the biosynthetic mechanism of the circular antimicrobial peptide, enterocin NKR-5-3B, from Enterococcus
faecium

部位特異的変異による乳酸菌バクテリオシンの強化

バクテリオシン生合成遺伝子群の機能解析

2018年度日本乳酸菌学会大会



2019年

2019年

2017年

2017年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

日本乳酸菌学会2017年度大会

日本農芸化学会2019年度大会

日本農芸化学会2019年度大会

第27回食品産業創造展「機能性食品特別セミナー」（招待講演）

 ３．学会等名

 ３．学会等名

善藤 威史

佐戸 翔太, 池田 史織, 高城 博也, Perez RH, 杉野 春貴, 石橋 直樹, 善藤 威史, 園元 謙二

 ３．学会等名

 ３．学会等名

和田夏美、須志田浩稔、Perez R.H.、善藤威史、園元謙二

佐戸翔太、PEREZ R.H.、善藤威史、園元謙二

 １．発表者名

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

多種の乳酸菌バクテリオシンを分泌する新奇ABCトランスポーターEnkTの分子機構の解析

環状バクテリオシン、エンテロシンNKR-5-3Bの環状化を担うタンパク質の解析

乳酸菌を利用した微生物制御―バクテリオシンの利用と可能性

環状バクテリオシンenterocin NKR-5-3B生合成タンパク質の機能解析

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名



2017年

2017年

2018年

2018年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

第69回日本生物工学会大会

第69回日本生物工学会大会

International Symposium on Agricultural, Food, Environmental and Life Sciences in Asia, 2017 (AFELiSA 2017)（国際学会）

日本農芸化学会2018年度大会

 ３．学会等名

 ３．学会等名

Ghoson Mosbah Daba, 石橋 直樹, 善藤 威史, 園元 謙二

酒井 美由季, 須志田 浩稔, 石橋 直樹, 善藤 威史, 園元 謙二

Rodney H. Perez, Haruki Sugino, Takeshi Zendo, Kenji Sonomto

山城 圭輔, 大橋 千紘, 善藤 威史, 園元 謙二

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

Lactococcus特異的な抗菌活性を有するラクトコッシンZの生合成遺伝子群の解析

ABCトランスポーターEnkTの基質寛容性を利用した効率的な抗菌ペプチド・バクテリオシン分泌生産系の構築

Analysis of the Amino Acid Residues Involved in the Biosynthesis of Ent53B

新奇乳酸菌バクテリオシンの探索および構造解析



2018年

2018年

2019年

2019年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

第71回日本生物工学会大会

日本農芸化学会2018年度大会
 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

日本農芸化学会2018年度大会（招待講演）

2019年度日本乳酸菌学会大会

 ２．発表標題

 ２．発表標題

星 優美、吉村 京一、佐戸 翔太、池田 史織、園元 謙二、善藤 威史

善藤 威史、山城 圭輔、桑原 美空、野見山 泰成、大橋 千紘、園元 謙二

 １．発表者名

 １．発表者名

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

環状バクテリオシン、ロイコサイクリシンQの生合成機構の解析

様々な分離源からのバクテリオシン生産菌の探索とその構造解析

乳酸菌由来の環状抗菌ペプチド、エンテロシンNKR-5-3Bの生合成を担うEnkB2の機能解析

多様な乳酸菌抗菌ペプチドの探索とその可能性

 １．発表者名

 １．発表者名

佐戸 翔太, 池田 史織, 高城 博也, 杉野 春貴, PEREZ Rodney H, 石橋 直樹, 善藤 威史, 園元 謙二

善藤 威史, 園元 謙二



〔図書〕　計4件

2019年

2017年

2018年

2018年

〔産業財産権〕

〔その他〕

－

 ２．出版社

シーエムシー出版

シーエムシー出版

シーエムシー出版

シーエムシー出版

233

239

264

345

 ４．発行年

和田夏美、善藤威史、園元謙二（監修：坂上吉一）

善藤 威史, 角田 愛美, 永利 浩平, 園元 謙二（監修：長岡功）

池田 史織, 善藤 威史, 園元 謙二（監修：五味勝也 , 阿部敬悦）

佐戸 翔太, 善藤 威史, 園元 謙二

 ２．出版社

 ２．出版社

 ２．出版社

腸内細菌の応用と市場

 ５．総ページ数

 ５．総ページ数

 ５．総ページ数

 ５．総ページ数

 １．著者名

 １．著者名

 １．著者名

 １．著者名

 ４．発行年

 ３．書名

 ３．書名

 ３．書名

 ３．書名

天然系抗菌・防カビ剤の開発と応用

抗菌ペプチドの機能解明と技術利用

酵母菌・麹菌・乳酸菌の産業応用展開

 ４．発行年

 ４．発行年



６．研究組織

所属研究機関・部局・職
（機関番号）

氏名
（ローマ字氏名）
（研究者番号）

備考


