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研究成果の概要（和文）： 
１． Bacteriocin 41 の研究 
フェロモン反応性高頻度接合伝達性プラスミドpYI14（61 kbp）は臨床分離株E. faecalis 

YI714 から分離されたバクテリオシンプラスミドでバクテリオシンBac41 をコードする。Bac41
遺伝子はbacL1(ORF7)、bacL2(ORF8)、bacA(ORF11)、bacI(ORF12)から成る。bacL1/bacL2は菌体
外へのBac41 前駆体発現とその分泌に必要な遺伝子、bacA遺伝子産物は分泌された前駆体バク
テリオシンを菌体外で活性化する活性化因子である。またbacIは自身の生産するBac41 に対す
る免疫因子遺伝子であった。 

 
２． Bacteriocin 51 の研究 

バンコマイシン耐性、バクテリオシン生産 E. faecium NRCH38 株から単離されたプラスミド
を pHY(6.0kbp)と名付けた。pHY には ORF が 9 つ存在した。大腸菌のベクタープラスミド pMW119
を用い pHY 全体をクローン化し、これを E. faecalis OG1S に形質転換したものは、E. faecium, 
E. hirae, E. durans に対し抗菌活性をもつバクテリオシンを生産した。このクローンを用い
た Tn5 挿入変異株、及び転写産物の解析から、ORF1(bacA)がバクテリオシン遺伝子、ORF2(bacB)
が免疫能をコードすることが解った。bacA, bacB はオペロンを形成していた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
1. The conjugative plasmid pYI14 (61 kbp) was isolated from Enterococcus faecalis YI714,  
a clinical isolate. pYI14 conferred a pheromone response on its host and encoded 
bacteriocin 41 (bac41). Bacteriocin 41 (Bac41) only showed activity against E. faecalis.   
Genetic analysis showed that the determinant was located in a 6.6-kbp region Six open 
reading frames (ORFs) were identified in this region and designated ORF7 (bacL1) ORF8 
(bacL2), ORF9, ORF10, ORF11

 (bacA), and ORF12 (bacI). They were aligned in this order 
and oriented in the same direction. ORFs bacL1, bacL2, bacA, and

 bacI were essential for 
expression of the bacteriocin in E. faecalis. Extracellular complementation of 
bacteriocin expression was possible for bacL  and -L  and bacA mutants. bacL  and -L1 2 1 2

 and 
bacA encoded bacteriocin component L and activator component A, respectively. The 
products of these genes are secreted into the culture medium and extracellularly 
complement bacteriocin expression. bacI encoded immunity, providing the host with 
resistance to its own bacteriocin activity.  
 
2. The bacteriocin 51 (Bac51) was encoded on the mobilizable plasmid pHY (6,037bp) 
isolated from vancomycin resistant E. faecium V38.  Bacteriocin 51 was active against 
E. faecium, E. hirae, and E. duraus.  The sequence analysis of pHY showed that plasmid 
pHY encoded nine ORFs from ORF1 to ORF9 in this order.  ORF3, ORF4 and ORF5 showed homology 
to mobC, mobA, and mobB, respectively.   ORF7 and ORF8 showed homology to repA and repB, 
respectively.  ORF1, ORF2, ORF6 and ORF9 had no homology to the reported genes.  The Tn5 



insertion mutants in ORF1 did not show both bacteriocin and immunity activities, implying 
that ORF1 and ORF2 were the bacteriocin determinant, and were designated as bacA and bacB, 
respectively.  Detailed DNA sequence analysis of bacA and bacB was performed.  bacA 
encoded a 144-amino-acid protein.  The ATG start codon was preceded by a potential 
ribosome binding site 8 bp upstream.  The deduced bacA protein had a span of hydrophobic 
residues typical of the signal sequence at its amino terminus and a potential signal 
peptidase processing site corresponding to the VEA sequence was located at position 37 
to 39 amino acid.  The predicted BacA mature protein consisted of 105 amino acids.  There 
was a potential promoter sequence upstream of the start codon.  bacB encoded a 55 amino 
acid protein.  The ATG start codon was preceded by a potential ribosome binding site 12 
bp upstream.  There was no obvious promoter sequence upstream of the ribosome binding 
site.  A putative transcription terminator signal was identified downstream of bacB.  
There was no obvious promoter or terminator sequence between bacA and bacB.  The 
transcript of bacA and bacB were analyzed by Northern hybridization.  The results of 
Northern analysis of bacA and bacB with bacA-RNA probe showed about 700 nucleotides which 
corresponded to the nucleotide size of both bacA and bacB, indicating that a transcription 
initiated from the promoter upstream bacA, continued through bacB, and terminated at the 
terminator downstream of bacB.  The transcription start site was determined at the 
nucleotide T located at six nucleotides downstream from -10 promoter sequence by Rapid 
Amplification of cDNA Ends (RACE) method.  These results indicated that the bacA and bacB 
composed of operon structure, and bacA was bacteriocin structure gene and bacB was the 
immunity gene. 
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研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：基礎医学・細菌学（含真菌学） 
キーワード：病原性、腸球菌、バクテリオシン、バクテリオシン遺伝子、分子遺伝 
 
１．研究開始当初の背景 

腸球菌は人、動物の腸管常在菌で典型的
な日和見感染菌で、10 数種類存在する。腸
球菌の中で臨床分離腸球菌の多く（約
80％）は E.faecalis 菌で残りは主として
E.faecium 菌である。 

  バクテリオシンは細菌の生産する外分泌
蛋白で、同種、近縁の細菌を殺菌する。バ
クテリオシン生産菌は細菌叢において非
生産菌に対して生存の優位性を持つため
に、細菌叢における定着因子（colonization 
factor）と考えられており、病原性因子の
一つである。細菌のバクテリオシン遺伝子
は複数の遺伝子により構成される複合遺
伝子（オペロン）で、バクテリオシン生産
のための構造遺伝子と自らのバクテリオ

シンに対する防御のための免疫遺伝子が
必須である。 

E.faecium のバクテリオシンは、各種の
多くの報告がある。それらのほとんどは乳
製 品 加 工 に お け る 乳 酸 菌 と し て の
E.faecium 菌から分離されたもので、それ
らのバクテリオシンは乳製品加工過程で
抗菌剤として利用されている。臨床分離腸
球菌、及び E.faecalis のバクテリオシンの
研究は少なく、本研究によってこれらの菌
のバクテリオシンオペロンの新たな遺伝
子発現、調節機構、バクテリオシン蛋白の
構造と機能が解明できる。 

 
２．研究の目的 

臨床分離 E.faecalis 菌の約80%はバク



テリオシンを生産する。それらの中で主
なものは①  cytolysin(β -Hly/Bac)、② 
E.faecalis にのみ活性をもつbacteriocin 
41(Bac 41）(型）、③ enterococcusに広く
活性をもつbacteriocin 51(Bac 51)（型)等
である。その中で最も分離頻度の高い（約
30％）cytolysin(β-Hly/Bac)は人細胞と細
菌細胞膜の両方に活性を示す。これまで
詳しく研究されてきた。② E.faecalis に
活性を示すバクテリオシン（Bacteriocin 
41型(Bac41型)）は、フェロモン反応性プ
ラスミド上に存在する。フェロモン反応
性 プ ラ ス ミ ド 上 に 存 在 す る 。 ③ 
enterococcusに広く活性をもつバクテリ
オシン(bacteriocin 51 (Bac 51))の遺伝子
は、主に伝達性プラスミド上に存在する。 
 本研究ではE.faecalisに活性を示す
Bacteriocin 41 型 (Bac41) 及 び
enterococcus に 広 く 活 性 を 示 す
Bacteriocin 51型 (Bac51)の総合的な生
物学的研究を行う。バクテリオシン遺伝
子の分子遺伝学的解析を行い、バクテリ
オシン遺伝子を構成するそれぞれのORF
の機能、生産発現機構、発現調節機構を
研究する。 

 
３．研究の方法 
 ・ 抗菌剤の MIC 測定 
・ プラスミドの接合伝達、液体培地中、

固形培地上での接合伝達。 
・ 軟寒重層法によるバクテリオシン活性

の測定 
・ プラスミド DNA の分離と解析、及び遺

伝子のクローニング 
・ プラスミドの制限酵素地図の作成 
・ DNA 塩基配列の決定 
・ トランスポゾンによる挿入変異株の分

離 
・ 変異部位及び変異株の解析 
・ PCR による遺伝子解析 
等の方法を用いた。詳しくは発表論文に記
載した。 

 
４．研究成果 
１．Bacteriocin 41 の研究成果 
（１） バクテリオシン生産菌とバクテリオ 
シンプラスミドの分離 
 臨床分離 E. faecalis YI714 は E. faecalis
にのみバクテリオシン活性を示すバクテリ
オシン生産菌であった。E. faecalis YI714
は 61 kbp のプラスミドを含んでいた。E. 
faecalis YI714 を供与菌、E. faecalis FA2-2 
Rif, Fusを受容菌として液体培地中で接合伝
達を行い、接合伝達株を Rif, Fus を含む培
地で選択し、バクテリオシン活性を寒天平板
法で調べた。接合伝達株約 500 株に 1個の割
合で、バクテリオシン生産株が得られた。こ

のバクテリオシン生産株（接合伝達株）は、
61 kbpのプラスミド（pYI714）を含んでいた。
pYI714（61 kbp）は E. faecalis のフェロモ
ン反応性プラスミドで、E. faecalis にのみ
活性のあるバクテリオシンをコードしてい
た。このバクテリオシンを bacteriocin 41 
(bac41)と名付けた。 
 
（２）pYI714 (61.0 kbp)の制限酵素地図の
作成 
 pYI714（61.0 kbp）の制限酵素地図を EcoRI
その他の制限酵素を用いて作成した（図１）。 
pYI714 (61.0 kbp)の制限酵素地図は、EcoRI, 
AHMLJKOBDNPGIEFC の順で、その他の制限酵素
の地図も示した。研究の結果、解った Bac41
の遺伝子地図も示した。 
 
図１．臨床分離腸球菌株 YI714(E. faecalis) 
から分離した高頻度接合伝達性バクテリオ
シンプラスミド pYI14 
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（３）Bac41 遺伝子の EcoRI 断片のクローン
化 
 それぞれの EcoRI断片をベクタープラスミ
ド pAM401 にクローニングし、E. faecalis 
FA2-2 を形質転換した結果、EcoRI AH 断片を
持つクローンがバクテリオシン活性を示し
た。Bac41 遺伝子は EcoRI AH (16.1 kbp)内
に存在することが示唆された。 
 
 
図２．Bacteriocin 41 の軟寒重層法による検
出と変異クローンのバクテリオシン活性 
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（５）Bac41 の細菌細胞外相補活性  
 bacL1 / bacL2生産株とbacA生産株それぞれ
を、指示菌を含む寒天平板上に近接して培養
した時、それぞれの菌の間の細菌増殖が阻害
され、バクテリオシン活性が見られた。また、
それぞれの変異株を交叉させて培養した時、
交叉部分の細菌（指示菌）の増殖が阻害され、
バクテリオシン活性が見られた。これらの結
果は、bacL1 / bacL2、およびbacAの生産物が
それぞれ細菌外に分泌され、細菌外でbacL1 / 
bacL2のバクテリオシン前駆体がbacAにより
活性化されて、バクテリオシン活性が出現す
ることを示している。 

表１．Open reading frames (ORFs) encoded 
on the BamHI/EcoRI 11,952 bp spanning 
region 
 
 
 
 
 
 

 
 
（４）バクテリオシン遺伝子の遺伝学的解析 
 pAM401::AH (16.1 kbp)を用いてトランス
ポゾン（Tn5, Tn7）の挿入変異株の分離、制
限酵素によるバクテリオシン遺伝子変異株
の導入、PCR方法によるバクテリオシン遺伝
子のsubcloneを行った。また、EcoRI AH断片
の全塩基配列を決定した。これらの解析の結
果、BAc41 遺伝子はAH断片内の 6.6 kbpの領
域に存在し、同一方向に転写される 6個のORF 
(ORF7～ORF12)を含んでいた。6 個のORFのう
ち、Bac41 発現に必須のORFは 4 つで、それぞ
れbacL1 (ORF7)、bacL2 (ORF8)、bacA (ORF11)、
bacI (ORF12)と命名した。 

 
表３.各 Bacteriocin 41 変異体間の菌体外相
補試験結果 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
  
図４．代表的な Bacteriocin 41 変異体の菌
体外相補試験 

図３．pYI14 にコードされる Bacteriocin 41 
遺伝子の解析 
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 表 ２ ． Transposon inetion mutants of 

pAM401::AH and baacteriocin expression  
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図５．バクテリオシン構造蛋白 BacL1 の相同
性解析と C端領域の 3回繰り返し構造（基質
認識） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

putative processing site

signal peptide
ORF3058(BacL1) 1 MNYSQKAIDL CKKYSNFSLK AVAGRNGIL- -SIGYGHFTN EKHPIKPGMV ITESQATQIL RDDLNEHAAL ISKLLAIKAT 78

*: ** * * * : : ** * :*****: : * : * ** ** :* ***:: : * * : *
Lysozyme 1 MQISQAGINL IKSFEGLQLK AYKAVPTEKH YTIGYGHYGS DVSPRQ---V ITAKQAEDML RDDVQAFVDG VNKALKVSVT 77

ORF3058(BacL1) 79 QNQFDALVSF SHSKGLGFLP SSDIMHFTNN KEFNSAAREM KLYVYDIGSI KLPKLVERRN AETALYLEGA SGNEETTNHA 158
********** : *** ** :: : * ** * * : ** ** * ** * *

Lysozyme 78 QNQFDALVSF AYNVGLGAFR SSSLLEYLNE GRTALAAAEF PRWNKSGGKV YQG-LVNRRA QEQALFNSGT PKNV------ 150

ORF3058(BacL1) 159 -RIGFDVMIR WMEQKKAQHI TYSMDYRLGP NSYDCSSAVY FALKEAGFID PSTFPGNTDS LFGQLERVGW SQVPLVGGKY 247
* : * ** :* : : ******* ** :******:** ***: ** * : : **: * : *: : :

Lysin(lambda Sa1) 1 MVINIEQAIA WMASRKGK-V TYSMDYRNGP SSYDCSSSVY FALRSAGASD -NGWAVNTEY EHDWLIKNGY VLI-AENTNW 77

ORF3058(BacL1) 250 HVQRGDIFIW GIRGNSGGEL GHTGIFIDDK DNIIHCTCGW DGNKCSINGI SVDNHDQVWV ASGRPPVTIY RFGGASKPYP 317
: ******** * ** * * ****:*: * ****** *: * * :*:***::* :*:* * * *:

Lysin(lambda Sa1) 80 NAQRGDIFIW GKRGASAGAF GHTGMFV-DP DNIIHCNYGY -------NSI TVNNHDEIWG YNGQPYVYAY RYARKQSNAK 149

ORF3058(BacL1) 318 GDSSGSKGDS -VNPSAGVFY PSMRLPVSGD TDPNSPALDY YEAGQAIVYD SYVFANGYAW ISYVAGSGLR RYVAVGPDDG RTDTVWGTGF LN 408
** ** * ::* : : : :: : * ** : *: * ** * : *:: ** : ** : : *:

Muramidase 554 GDEVGSVAKP DVVATSGSYR FTKTTAIKSS PATSATTVGS YNAGDTVYYN GKVTTNGQTW LRYMSYSGAQ HYVQISGEST STNVDKPQVT PQ 637

ORF3058(BacL1) 409 NTPSGSGSNT GSALSGVFYP SMRLPVSGDT DPNSPALAYY EAGQAIIYDS YVFANGYAWI SYIAGSGLRR YVAVGPDDGR TDTVWGTGFF DN 500
** : : : *:*:: * ** : *:: * *** *: *:: ** : * **: * *

Muramidase 638 ---------- ----SGSYRF TQTTAIKNTP AGNAPSVGTY SAGDTVYYNA KVTANGQTWL RYLSYSGAQH YVAI---SGN AAT------- -- 710

ORF3058(BacL1) 501 GGDPGSQAHP NSIGLVPKAG NFVPNRKLPV SADTDPNSAA LDYYEAGQSI GYDSYIFANG YAWISYIAGS GLRRYVAVGP DDGRTDTVWG KGFFN 595
*: *: ** * * ** : : * :: : * *::: :*: : * * * *: *:: * * ***

Muramidase 711 -GNTTSKPVT NSQG----AF RFVTTTNIRT APST--RASV VGEYNPGETV YYNGTVQAEG YTWLRYLSRS GATHYVA 781

ORF3058(BacL1) 321 SGSKGDSVNP -SAGVFYPSM RLPVSGDTDP NSPALDYYE AGQAIVYDSY VFANGYAWIS YVAGSGLRRY VAVGPDDGRT DTVWGTGFLN NTP 411
*** ******* ********** ***** *** ***** **** ********** ********** ********** ******** *

ORF3058(BacL1) 412 SGSGSNTGSA -LSGVFYPSM RLPVSGDTDP NSPALAYYE AGQAIIYDSY VFANGYAWIS YIAGSGLRRY VAVGPDDGRT DTVWGTGFFD NGGDPGS 506
* * *** **** **** ** ** *** *** * **** ********* ********** ********** ***** **

ORF3058(BacL1) 507 QAHPNSIGLV PKAGNFVPNR KLPVSADTDP NSAALDYYE AGQSIGYDSY IFANGYAWIS YIAGSGLRRY VAVGPDDGRT DTVWGKGFFN 595

B

A



図６．活性化因子蛋白 BacA の構造 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２．Bacteriocin 51 の研究成果 
（１）VRE のバクテリオシン 
  
表１．6 株の VRE のバクテリオシン生産能と
その活性域 
 
 
 
 
 

 

（２）接合伝達による E. faecium VRE38 か
らのバクテリオシンプラスミド pHY(6.1kbp)
の単離 
 5 株の Gm耐性 VRE(34,35,37,38,39)を供与
菌、受容菌をE. faecium BM4105RF(Rif耐性、
Fus 耐性)とし、固形培地上で接合伝達実験を
行った。得られた接合伝達株の中にはいずれ
も E. faecium、E. hirae、E. durans に対し
て抗菌活性を示すもの（bac＋とする）が存
在した。E. faecium VRE38 から分離されたバ
クテリオシンプラスミドを pHY と名付け、詳
細な解析を行った。 
 
（３）pHY の遺伝子地図 
pHY の全塩基配列を決定した。総塩基数は

6037bpであった。pHYのORFは9つであった。
5 個の ORF は既報の腸球菌のプラスミドにコ
ードされる ORF（プラスミド複製、可動化遺
伝子）と高い相同性を示した。ORF1,ORF2 は
既報の遺伝子配列・アミノ酸配列ともに相同
性がみられず、pHY は新規のバクテリオシン
をコードするプラスミドと考えた。 
 
図１. pHY の遺伝子地図 
 
 
 

 

７）pHY のバクテリオシン領域の Northern 

idizationにより転写産物の

８）転写開始点の解析 
on of cDNA Ends)

３．bac 51 の転写解析 
）               

 
（４）pHY バクテリオシン遺伝子の腸球菌へ
のクローニング 

スペクチノマイシン耐性遺伝子を入れた
大腸菌のベクタープラスミドpMW119 を用い、

pHY全体をクローン化した形質転換株DH5α
/pMW119+Spcr+pHYを得た。このプラスミドを
用いE. faecalis FA2-2 を形質転換した株は、
E. faecium, E. hirae, E. duransに対して
抗菌活性を示した。 

putative processing site

signal peptide 81
ORF6693(BacA) MDEMVLGTQ KWLNKTYGNV SGFNKVPENG KTGWPTIYGL RRALQKEMGI QELSDNFGPT TERYFKEKVE KQLNERFGAG IGNIVKIMQG GFWCKGINPY 99
ybfG MVDEMVLITQ QWLNDTYSGK HGYNPVEESG KTGWDTIYGL TRALQIELGI SEPADNFGPT TQRLFKPLKR QAPDSKP--- S-NMNFILQG ALWCKGFNP- 95
YkuG MDEMVLGTQ KWLNETYKGK SGYNSIEENG KTGWKTMYAL TRALQLELGI TQTSDSFGPT TLRKLKELGP ISTSTNS--- KKNIVKIIQG ALYCKGYGP- 95

.***** ** *** ** . *.* . * * **** *.* * **** *.** . .* **** * * * *. *.** *** .*

putative peptidoglycan binding domain 140
ORF6693(BacA) VSGTEAVDGL MTGLTTLAIK KFQEMAGLAP S-GYMNAMLM KALLDMSAFA LVPGGDKNIR SMQQSLNAKY N--RYFGLLP CDGVYQRDTN SALIYALQAE 196
YbfG ----GGFTGV FYEKTENAVK EFQKAAGLTT QDGIVTTLIM KALLDMSAFK LVSGGDSRIR QIQQNLNRDY N--DYIGLMP CDGLYGRDTN KALIYALQKE 189
YkuG ----GGLTGT FGQGTKEAIA EMQLHMGLSK TDGVVTPKVF KALLNMDSYI LLNGASEKVR SIQQWLNNKY YNRENFYFMP CDGLYSRDTQ KSLVYAIQYE 191

* * *. * **. * .. . **** * .. *. * .* .** ** * .* ***.* ***. .*.**.* *

ORF6693(BacA) MGMDENTANG FYGPGTTAKT PTLTVG---S TGNFVKILQW ALYVNG-FNQ SAVFSGSFTS YIAAEVENFR LFMNLPPYNT SADMTVIKGL LSSAGNTDRA 292
YbfG EGMSTSVANG FFGNGTTSLC PTLTPGD--S RTGFVLIVQY ALYCNGKSFD PGEFDGKYGV GVVSAVKAFQ EFMCLP-QTG YADMPTIKAL LSSSGDTTRT 286
YkuG EGLSDSIANG NFGPTTQRLI PVLRIGETDE KNSFIHLFQA ALIFNG---Y NVPFDGVYSE SVRSKVKAFQ SFAKLQ-QSG TADFQTWASL LVSTGDPNRK 287

*. *** .* * * * * *. . * ** ** * * . . . * *. * * ** * * *.* *

ORF6693(BacA) ASACDMATQL TKQQAQLIKD NGYSIVGRYL TGSVGVGANK KDKNLTLEEI QAITSVGLSI FPIYQDGGWE ESYFNEGNGL RDGSLAHNAA FKLGFPYGAT 392
YbfG ASACDTATII TAEKAQTLRN NGYKTVGRYL TGNVRTSSGL TSKALTSKEL AVILDAGLKV EPIYQDGGYE SSYFVKDQGT RDAYSAASAA RRLGFPSGTT 386
YkuG GVACDSITQI TSDRAESLKR AGYKIVGRYL TNAPGSTLNK KIQ---PGEL ETILKSGLNV FPIYQTYGGA TNYFNKEQGK KDAFAAYKAA KEYGFKNNTV 384

*** * . * .*. .. ** ***** *. . . *. * ** . ***** * ** .* .* * ** ** ..

ORF6693(BacA) IYFAVDVDIL DGNIPGTVLP YIKKVK---- --ESLDANGM YKTGIYGTRN VCQQAIDAGF VEHCFVSDMS TGFSGNLGFP MPKEWAFDQF YEHSELG--- 483
YbfG IFFAVDFDAY DYEVTDKIIP YFQEIKSAFT KMQTFSTAPK YEIGVYGPRN ICIRTSEAGL TKYSFVANMS TGFSGNLGYP MPNNWAFDQF YEGTIGSGSG 486
YkuG IYFAVDYDAY GNDLNNNIIP HFEGIN---- EIMNGFLGST YKIGIYAPRN VCTIVSKKGL AFASFVSGMS TGFSGNLGYP LPYNWAFDQI STITVGNGSG 480

****** * . ..* . * *.* ** .* * .**. ** ********.* .* ***** .

ORF6693(BacA) -EPIDKVAVS GRDHGTKAFS TTIG------ NLIQLETIKL LNALGKNFTI KDVGIKLDTP TQIISSPTLD VYFKSSASWT HKVDDSGMSI SIKNGKIDTK 576
YbfG SIGIDKDGYS GRDSGASNVN PPSDPVYDAR LRTLTDILST IPALENLTSL ANAMFEFDTT ETIFTSPELD IILSTSLLAT IPSEGSPNTI TITNGKPG-- 584
YkuG MIEIDNDICS GLDNGVNTIN IVPSE----- NKKFFDQIDV LYETAEKYAQ MQSDLNNGVK KTQLANELVA QYLRKDDYKG WKWVPTAGQI DPIYREWAVK 575

** * * * * . . . . . . . *

ORF6693(BacA) VY-------- VNPIKESLNS YKDLLKNYN- ---------- ENQVDEMLNK LAPVIK---- -----NGYIE TGFCARNNLI GTKLVIKK-- ----EIGDSE 642
YbfG ---------- -AYITGLLGD TQTSLTASQ- ---------- IDSYQNLLNS LSLSVR---- -----NGYLE VYVNPTAESL NIQIKIYTPD I---PVGDNV 650
YkuG RLGEDLVNGI VDPISKTVIG TQHLMATYNA IIYSGGYSQT LRDFAGWTGD LLTTIQDRKL HAQEFNSPYD AAMKIIGNYM QFSLDDLFSD VDAINLANKT 675

* . . . . . * .. * . . .

ORF6693(BacA) NKGTLQLEIE LYPKPLLPTD IKIPQPDYDK AYRDIKNGHV PQLNVEVILK GVLIG-ALAV VIIIGIASGA AELAGAITAF FAALA 726
YbfG TTG-LTTTIT FKIKTYKGVP VTSPESELAL DWPSYDQYLF PVVGVAALLL IGNMGSDLTN NKGVKVATAL SAMLLAIFAY YTS 732
YkuG SVGANAQPLN IAIRDYYSNN DCMNRFTQFV NNRFDGSLDK IFSEAEYYLN TNLDPVVVPI RLAFKRAFDV EDYSEEIGKI TARSI 760

* . . * . * * .

 
（５）pHY のトランスポゾン Tn5 挿入変異株
の分離 
 クローン化した pHY を用い大腸菌内で Tn5
挿入変異株を得た。変異株の解析結果から
ORF1 と ORF2 は、バクテリオシン遺伝子、及
び免疫因子遺伝子であると考えられ、それぞ
れ bacA (144a.a.), bacB (57a.a.)と名付け
た。 

図２． 

 

●：バクテリオシン活性なし ○：バクテリオシン活性なし  

 

（６）Bac51 のシグナルペプチド同定 
 SignalP-HMM prediction (gram+ models): 
sequenceにより解析した。BacAのN末端側 39
アミノ酸は典型的なシグナル配列であり、39
番目と 40番目のアミノ酸間でSec依存的に切
断され、C末端側が菌体外へ分泌される。切
断部位直前のアミノ酸配列VEAである。BacB
には明らかなシグナル配列は存在しなかっ
た。bacAがbac 51 の構造蛋白遺伝子であり、
bacBが免疫因子遺伝子である。分泌型bac 51
蛋白は、105 アミノ酸（約 12.0 kDa）である。 
 
（
hybridization 
 Northern hybr
解析を行った。bacA のプローブを用いた時、
約 700nt と約 500nt の 2 本の mRNA が検出さ
れた。約 700nt の mRNA は、オペロン全体、
500nt の mRNA は bacA のみの転写産物と考え
られた。 
 
（
 RACE(Rapid Amplificati
法を行い、mRNA の開始点を決定し、次図のよ
うに bacA 上流の予想プロモータ配列（-10）
より 6塩基下流の Tであることが解った。 
 
図
（Northern hybridization



                  

 

図４．pHY の ORF1 (bacA)と ORF (bacB)の塩
基配列と遺伝子構造 

 

赤字は Northen hybrization を用いたプロー
ブ 
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