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研究成果の概要（和文）：植物病原菌の防除を目的に分離したBacillus thuringiensisのうち、 A297株はジャ
ガイモそうか病菌に対して抗菌活性を示す。本菌株が生産する抗菌タンパク質を精製した結果、2種類の抗菌タ
ンパク質を産生していることが明らかとなった。これら抗菌タンパク質はこれまでに機能が解明されているタン
パク質との相同性はなく、新規な機能性タンパク質であることが明らかとなった。膜損傷の有無を指標とした蛍
光染色により抗菌タンパク質の作用機構を解析した。顕微鏡観察の結果、本研究課題で単離した抗菌タンパク質
はジャガイモそうか病菌の細胞膜を損傷し、生育を阻害していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Among Bacillus thuringiensis isolated for the purpose of controlling plant 
pathogenic fungi, strain A297 exhibits antibacterial activity against the potato scab pathogenic 
Streptomyces strains. As a result of purifying the antibacterial protein produced by this strain, it
 became clear that it produced two kinds of antibacterial proteins. These antibacterial proteins 
have no homology with proteins whose functions have been elucidated so far, and were found to be 
novel functional proteins. The mechanism of action of the antibacterial protein was analyzed by 
fluorescence staining using the presence or absence of membrane damage as an index. As a result of 
microscopic observation, it was suggested that the antibacterial protein isolated in this research 
project damaged the cell membrane of the potato scab pathogenic Streptomyces strains and inhibited 
its growth.

研究分野： 応用微生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
植物病原菌の微生物防除を目的に、ジャガイモそうか病の病原菌に対して抗菌活性を示す微生物を分離した。こ
の微生物が生産する2種類の抗菌タンパク質が、ジャガイモそうか病菌の生育を阻害することが明らかとなっ
た。また、今回発見した抗菌タンパク質はこれまで知られていない新規なタンパク質であり、その作用機構はジ
ャガイモそうか病菌の細胞膜の損傷であることが示唆された。微生物による植物病の防除は、化学農薬の低減に
寄与し、環境への負荷を減らすことができる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 

Bacillus thuringiensis (BT) は菌体内にタンパク質のかたまり（結晶性タンパク質）

を形成する。この結晶性タンパク質に殺虫活性を示すタンパク質を生産する菌株が発見

されて以来、これまでに様々な昆虫に作用する多数の殺虫タンパク質が発見されている。

これら殺虫タンパク質は非常に多様性に富んでいることから興味深い研究対象として

多くの基礎研究が行われてきた。一方、これらの殺虫活性は微生物農薬として実用化さ

れるとともに、農作物に病害虫耐性を付与するためのツールとして、遺伝子組換え作物

に利用されている。 

微生物は、非常に多種多様な二次代謝産物を生産することから、生物活性物質の探索

対象として、これまで数多くの有用物質を供給してきた。近年、次世代シークエンサー

の勃興により、微生物のゲノム解析が容易に行えるようになってきた。さらに，ゲノム

情報から二次代謝産物の生産に特徴的な遺伝子配列を探索するためのソフトウェア

「antiSMASH」などが開発され、それら生産関連遺伝子群を容易に推定できるように

なっている。このようなゲノムマイニングの結果、二次代謝産物生産関連遺伝子群は存

在するが、発現していない所謂“眠っている”遺伝子群が多数存在することが明らかに

なってきた。これら“眠っている”遺伝子群を活性化することは重要な研究課題のひと

つとなっている。Bacillus属細菌にも、放線菌同様、多くの二次代謝産物を生産する菌

株が存在することが次第に明らかとなってきた。 

我々はこれまでBTの結晶性タンパク質中に存在する培養細胞損傷タンパク質に関す

る研究を実施しているが、上記のような状況から植物病原菌に対する抗菌作用を示す

BT菌の探索を行った結果、いくつかの植物病原菌に対して有効なBT菌株を単離するこ

とに成功している。 

ジャガイモの主要な植物病のひとつであるそうか病は、表皮にかさぶたのような病斑

が現れることから見た目が劣るため商品価値を失う。その主な原因菌である

Streptomyces scabiesは、寄主作物に依存せずに土壌中で長期間生存して土壌伝染する

ため難防除土壌病害の代表とされている。我々が分離したBT菌株のうち、A297株がそ

うか病菌に有効であることが明らかとなっている。 

 

 

２．研究の目的 

 

 微生物の二次代謝産物は有用な生物活性を示す一方、その生産には多数の遺伝子産物

が関わっているため、遺伝子組換え作物に適応するのは非常に困難である。一方、タン

パク質性の生物活性であれば、遺伝子組換え作物への利用が容易である。上述したよう

な研究背景のもと、我々が単離した植物病原菌に効果を示す菌株のうち、ジャガイモそ

うか病の病原菌である S.scabies に対して抗菌活性を示す A297 株は、その培養上清に

抗菌性のタンパク質を産生することが示されている（図 1）。また、これまで Bacillus



属細菌が生産する iturin A、surfactin、macrolactin 

A などの二次代謝産物が、じゃがいもそうか病菌に

対して抗菌活性を示すことは知られているが、タン

パク質性のものは報告されていない。従って、遺伝

子組み換え作物の作出のツールとして有効である

だけでなく、新規性が高いことが予想されたことか

ら、本抗菌タンパク質の詳細を明らかにすることを

目的とした。 

 

 

 

 

 

 

 

３．研究の方法 

 

（1）抗菌タンパク質の精製と遺伝子クローニング 

  A297 株をブイヨン液体培地で振とう培養した培養上清をサンプルとして、以下の

検定による活性を指標に抗菌タンパク質の精製を行った。ジャガイモそうか病菌

S.scabies NBRC 13767 をマルトースベネット培地で液体培養した培養液を同平板培地

の一面に広げた検定培地を作成し、その培地上にサンプルを添加することで、抗菌活性

を検定した。精製の検定は、SDS-PAGE による電気泳動で単一のタンパク質であるこ

とを確認した。精製タンパク質はアミノ酸配列分析により、N 末端のアミノ酸配列を決

定した。そのアミノ酸配列を基に目的タンパク質の遺伝子を取得した。取得した抗菌タ

ンパク質の一次構造については、相同性解析を行った。 

 

（2）抗菌タンパク質の組換えタンパク質の発現 

 抗菌タンパク質の大腸菌、Bacillus subtilis、Brevibacillus choshinensis による発現

系を構築した。抗菌タンパク質遺伝子を PCR で増幅し、pET32 ベクターに挿入するこ

とで発現ベクターを構築した。この発現ベクターを BL21(DE3)に導入することで大腸

菌による組換えタンパク質発現系を構築した。同様に、pHT254 で構築した発現ベクタ

ーを用いて B. subtilis の発現系を、pBIC1 で構築した発現ベクターで Brevibacillus の

発現系をそれぞれ構築した。 

 

（3）そうか病菌に対する抗菌作用の解析 

 抗菌タンパク質の作用機構を解析する目的で、膜損傷の有無を指標とした蛍光染色法

による細菌の生死判定を解析した。そうか病菌を液体培養した菌体を PBS で洗浄した

後、抗菌タンパク質を添加し、30℃で反応させた。次に、-Bacstain- Bacterial Viability 

Detection Kit - DAPI/PI で染色し、蛍光顕微鏡で観察した。 

 

 

図 1 A297 の抗菌活性 
 S.scabies NBRC 13767 をブイヨン平板培
地に塗布し、A297 株の培養上清をペニシリ
ンカップに添加後、30℃にて培養した。 



４．研究成果 

  

（1）抗菌タンパク質の精製と遺伝子クローニング 

A297 株の培養上清から、そうか病菌に対する抗菌活性を指標に抗菌タンパク質の精

製を行った。CM Sepharose Fast Flow、TSKgel CM-5PW のカラムクロマトグラフィ

ーにより、約 15kDa (AMP24) と約 8kDa (AMP28) の 2 種類の異なる精製標品を得る

ことができた。次に、アミノ酸シークエンサーによる N 末端配列を解析し、13 から 16

アミノ酸残基の配列を明らかにした。 

 一方で、受託解析による PacBio シーケンスによって A297 株のゲノム配列を明らか

にした。その結果、精製した抗菌タンパク質はゲノム上の遺伝子 297_1_00824 および 

297_1_03861 のものと一致した。これら遺伝子配列について、BLAST による相同性検

索を行った結果、いずれのタンパク質も hypothetical protein としてアノテーションさ

れているタンパク質と一致した。機能が明らかな配列と相同性を示すものはなかったこ

とから、これまで配列は既知であったが、機能が不明であったタンパク質の機能が明ら

かとなったことを示した。つまり、これまで知られている抗菌タンパク質には該当せず、

非常に新規性の高い抗菌タンパク質であることが明らかとなった。 

 

（2）抗菌タンパク質の組換えタンパク質の発現 

SignalP 解析から AMP24 には 30 残基のシグナル配列が、AMP28 には 23 残基のシ

グナル配列と 16 残基のプロ配列が存在していた。pET32b による大腸菌による異種発

現系の構築を行った。全長の配列、活性型配列、シグナル配列のみを除いた配列それぞ

れの遺伝子の発現系を構築した。その結果、AMP24 はシグナル配列を除いた遺伝子に

おいて、AMP28 はシグナル配列を除いたプロ配列と成熟配列を含む遺伝子による発現

系においてタンパク質の発現を確認

した。また、37℃、25℃、18℃によ

る発現誘導の結果、18℃においての

み発現が見られ、そうか病菌に対す

る抗菌活性を確認した。しかしなが

ら、SDS-PAGE による結果から発現

量が低いことがわかった。 

大腸菌による異種タンパクの発現

系を構築したが、発現量が非常に少

なかったことから、大腸菌とは異な

る宿主による発現系を検討した。

AMP24 は、シグナル配列を含む構造

遺伝子の全長を pHT254 に挿入した

発現プラスミドを構築し、B.subtilis 

1012wt に導入することで菌体外に目的タ

ンパク質を分泌発現することができた。一

方、AMP24はシグナル配列を除いた成熟タ

ンパク質に該当する遺伝子断片を、pBIC1

にあらかじめ保持されているシグナル配列

図 2 AMP24, AMP28 発現タンパク質の SDS-
PAGE 

AMP24 の B.subtilis 1012wt による発現タン
パク質の Ni 精製したサンプル（左）および、 
AMP28 の Brevibacillus による発現タンパク質
の Ni 精製したサンプル（右）の SDS-PAGE 



の下流に挿入した。構築した発現プラスミドを Breviabacillus に導入し、菌体外に目的

タンパク質を分泌発現することを確認した（図 2）。図 2 は AMP24 および AMP28 そ

れぞれの発現タンパク質を Ni 樹脂による精製したサンプルの SDS-PAGE を示した。 

 

 

（3）そうか病菌に対する抗菌作用の解析 

 これらの抗菌タンパク質の作用機構を解析することを目的に、細菌の生死判定などで

よく用いられる膜損傷の有無を指標とした蛍光染色を行った。顕微鏡観察の結果、細胞

膜損傷時において染色されるヨウ化プロピジウム（PI）の蛍光が検出された（図 3）。

したがって、本研究課題で単離した抗菌タンパク質はジャガイモそうか病菌の細胞膜を

損傷し、生育を阻害していることが示唆された。 

 

 

位相差              DAPI              PI 

図 3 ジャガイモそうか病菌に対する抗菌タンパク質の作用 
抗菌タンパク質をジャガイモそうか病菌に添加添加し、蛍光染色を行った。細胞膜に損傷がある

場合に検出される PI の蛍光が確認された。 
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