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研究成果の概要（和文）：乳酸菌由来抗菌ペプチド、バクテリオシンの構造を解析し、エンテロ

シン W、ロイコサイクリシン Q、ワイセリシン Y・M などの新奇バクテリオシンの構造が決定

された。また、ラクティシン Q、エンテロシン NKR-5-3、ワイセリシン Y・M などの生合成遺

伝子群とその機能を解析し、生産制御機構の一端が明らかとなった。さらに、ラクティシン Q
やエンテロシン W などの作用機構を解析し、抗菌作用に特異性をもたらす要因の一部が明らか

となった。 
 
研究成果の概要（英文）：Structures of antimicrobial peptides, bacteriocins, from lactic acid bacteria 
were analyzed, and some novel bacteriocins such as enterocin W, leucocyclicin Q and weissellicins YM 
were identified. Biosynthetic genes and their functions of some bacteriocins such as lacticin Q, 
enterocins NKR-5-3 and weissellicins YM were analyzed, and their biosynthetic regulation systems 
were partly unraveled. Action mechanisms of some bacteriocins were studied, and some factors for their 
specific antimicrobial actions were revealed. 
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１．研究開始当初の背景 
 乳酸菌が生産する抗菌ペプチド、バクテリ
オシンは、次世代の安全な抗菌物質として食
品保存料をはじめとするさまざまな用途へ
の利用が期待されている。乳酸菌バクテリオ
シンの構造と性質は多様であり、優れた特性
をもつバクテリオシンの探索が広く行われ
ている。 
 我々はバクテリオシンの迅速スクリーニ

ング法を構築し、多くの乳酸菌バクテリオシ
ンを見出してきた。ナイシン Q やラクティシ
ン Q、ラクトサイクリシン Q のように広い抗
菌スペクトルを有するものから、ラクトコッ
シン Q のように菌種特異的な抗菌活性を示
すものまで、多様なバクテリオシンが見出さ
れた。また、バクテリオシン生産誘導ペプチ
ドや、性質の異なる複数種のバクテリオシン
を生産する乳酸菌も見出された。さらに引き
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続き探索を行い、優れた特性をもつ、あるい
は新奇の構造を有すると推定されるバクテ
リオシンが見つかりつつある。 
 乳酸菌バクテリオシンは一般に、各バクテ
リオシンに特異的な分泌機構、自己耐性機構
を介して生産される。さらには、多くの場合、
生産制御機構を有している場合もある。また、
大半の乳酸菌バクテリオシンは、きわめて低
濃度で抗菌活性を示すことから、標的細菌の
何らかの部位を特異的に認識して抗菌作用
を示していることが予想される。したがって、
乳酸菌バクテリオシンを有効に活用するに
は、乳酸菌バクテリオシンの生産制御と抗菌
作用の特異性の分子基盤の解明が必要と考
えられる。分子基盤に基づいて種々のバクテ
リオシンを適材適所に用いることができれ
ば、耐性菌の出現を防ぎつつ、より効果的な
微生物制御の実現が期待できる。将来的には、
さまざまな菌種に特異的な抗菌ペプチドの
デザインも期待される。 
 
２．研究の目的 
 これまでに我々は多種多様な乳酸菌バク
テリオシンを発見してきた。多くバクテリオ
シンの構造を決定してきたが、さらに新しい
バクテリオシンを見出しつつある。そこで、
本研究は、これら種々乳酸菌バクテリオシン
の、より効果的な利用を図るため、生産制御
や抗菌作用における特異性に焦点を当て、そ
の要因を解明することを目標とする。まず、
多様な新奇バクテリオシンの構造の解析、バ
クテリオシン生合成遺伝子群および誘導ペ
プチドの構造の解析を行う。さらに、バクテ
リオシンの抗菌作用、自己耐性、誘導活性な
どの機構の解明と、その特異的作用の検証を
行う。 
 
３．研究の方法 
（1）構造未決定の乳酸菌バクテリオシンの
うち、抗菌スペクトルなどに特徴をもつもの
について、精製・構造決定を試みた。バクテ
リオシンは、培養液上清から、陽イオン交換、
疎水性相互作用、逆相などの各種クロマトグ
ラフィーによって精製した。精製バクテリオ
シンの分子量を質量分析によって解析し、さ
らに N 末端アミノ酸配列をエドマン分解に
よって解析した。得られたアミノ酸配列を元
に構築したプライマー等を用いて PCR を行
い、バクテリオシン構造遺伝子の塩基配列を
解析した。分子量とアミノ酸・核酸レベルの
解析の結果から、新奇バクテリオシンの一次
構造を決定した。 
 
（2）バクテリオシンの生合成には、バクテ
リオシン構造遺伝子のほか、翻訳後修飾、菌
体外輸送、自己耐性、生産制御などに関わる
遺伝子が必要である。これらの遺伝子群は、

一般に、バクテリオシン構造遺伝子の周辺領
域にクラスターを形成して存在しているこ
とが知られている。そこで、バクテリオシン
構造遺伝子の配列情報をもとに、さらに
PCR・シーケンス解析を行い、周辺領域の塩
基配列を取得した。必要に応じて、それらを
適当な乳酸菌株を宿主として発現させ、生合
成に必要な遺伝子を特定し、生合成遺伝子群
の機能を解析した。 
 
（3）これまでに見出されたラクティシン Q
やラクトサイクリシン Q などの新奇バクテ
リオシン、および本研究で構造が明らかにな
った新奇バクテリオシンの抗菌スペクトル
や作用機構を解析した。バクテリオシンの作
用による、標的細菌からの ATP 等の漏出や標
的細菌細胞の膜電位の崩壊等を解析した。作
用に要するバクテリオシン濃度や時間など
を比較した。さらに、各種細胞を模したリポ
ソームや標的細菌から抽出した脂質を用い
たリポソームを調製し、リポソームに封入し
た蛍光物質のバクテリオシンの作用による
流出を測定することで、各バクテリオシンの
孔形成能を解析した。以上の結果をもとに、
各バクテリオシンの作用機構の違いや、バク
テリオシンの作用に影響する因子を検討し
た。 
 
４．研究成果 
（1）抗菌スペクトルなどに特徴をもち、新
奇性が高いと判断されたバクテリオシンの
精製・構造解析を行った。Enterococcus faecalis 
NKR-4-1 が生産するバクテリオシンは、2 つ
のペプチド、エンテロシン Wαと Wβから構
成され、ともに翻訳後修飾によって生じるラ
ンチオニン等の異常アミノ酸を構造中に含
む新奇バクテリオシンであることが明らか
となり、エンテロシン W と命名した（図 1）。 
 

図 1．エンテロシン W の構造 
エンテロシン Wα（上）と Wβ（下）の 2 つ
のペプチドで構成され、翻訳後修飾によって
生じるランチオニン等の異常アミノ酸を含
んでいる。 
 
 E. faecium NKR-5-3 は 5 種のバクテリオシ
ン様ペプチド、エンテロシン NKR-5-3A, B, C, 



 

 

D, Z を生産することが明らかとなり、それら
の構造を決定した。エンテロシン NKR-5-3B, 
C, D は新奇の構造を有していた。 
 さらに、Leuconostoc mesenteroides TK41401
が生産する新奇環状バクテリオシン、ロイコ
サイクリシン Q（図 2）や、Weissella hellenica 
QU 13 が生産する新奇リーダーレスバクテリ
オシン、ワイセリシン Y とワイセリシン M
（図 3）、Lactococcus garvieae BCC 43578 が生
産する新奇クラス II バクテリオシン、ガルビ
エシン Q などの構造を決定した。 
 

図 2．ロイコサイクリシン Q の構造 
N末端とC末端のアミノ酸残基がペプチド結
合した環状構造を有している。 
 

図 3．ワイセリシン Y と M の構造 
ともに一般のバクテリオシンに見られるリ
ーダー配列を持たず、N 末端にホルミルメチ
オニンを有する。 
 
（2）新奇バクテリオシンの生合成遺伝子群、
生合成機構を解析した。Lactococcus lactis QU 
5 が生産する新奇バクテリオシン、ラクティ
シン Q の生合成にかかわる遺伝子群が明ら
かとなった。ラクティシン Q 構造遺伝子のほ
か、菌体外排出、自己耐性、生産制御にかか
わる遺伝子が同定された。ラクティシン Q は、
一般のバクテリオシンが有する N 末端のリ
ーダー配列をもたずに生産されるリーダー
レスバクテリオシンである。リーダーレスバ
クテリオシンは翻訳後すぐに活性を有する
ため、通常のバクテリオシンとはやや異なる
機構で生産されていることが示唆された。 
 E. faecium NKR-5-3 が生産するバクテリオ
シン群の推定生合成遺伝子群が明らかとな
った。本株においては、エンテロシン
NKR-5-3B を除く 4 種の生産が、エンテロシ
ン NKR-5-3D を誘導因子とした三成分制御系
によって制御されていることが明らかとな
った。 
 W. hellenica QU 13 が生産する 2 つの新奇リ
ーダーレスバクテリオシン、ワイセリシン Y
と M の推定生合成遺伝子群が明らかとなっ
た。ワイセリシン Y と M の生産は、培地条
件等によって、独立に制御されていることが
明らかとなった。 
 

（3）新奇バクテリオシンの抗菌スペクトル
や作用機構を解析した。L. lactis QU 5 が生産
するラクティシン Q は、グラム陽性細菌に細
菌に対しては、結合因子を介さずに細胞膜に
孔を形成して強力な抗菌作用を示すものの、
グラム陰性細菌に対しては抗菌活性を示さ
ない。グラム陽性・陰性細菌細胞膜をそれぞ
れ模したリポソームを用いて、作用機構を解
析したところ、ラクティシン Q の選択性は標
的細菌細胞膜の組成によってもたらされる
ことが示された。 
 Lactococcus sp. QU 12 が生産する新奇環状
バクテリオシン、ラクトサイクリシン Q は、
細菌細胞膜に孔を形成し、細胞内容物を溶出
させることで抗菌活性を示すことが明らか
となった。ラクトサイクリシン Q は広い抗菌
スペクトルを有するが、とくに結合因子を介
さずに、単純なリポソームからも内容物を溶
出させることが明らかとなった。 
 E. faecalis NKR-4-1 が生産する新奇ランチ
ビオティック、エンテロシン W は、2 つのペ
プチド、エンテロシン Wαと Wβによって構
成されている。エンテロシン W は、各ペプチ
ド単独では、ほぼ全く抗菌活性を示さないが、
両ペプチドが存在するときは、2 つのペプチ
ドが特異的かつ相乗的に作用を示し、標的菌
体の細胞膜に孔を形成して抗菌活性を示す
ことが明らかとなった。また、両ペプチドは、
1：1 の比で相乗作用すること、Wα、Wβの順
序で標的細胞に作用することなどが明らか
となった（図 4）。 
 

図 4．エンテロシン W のリポソームへの作用 
2 つのペプチドを同時に添加、あるいは
Wα→Wβの順に添加した場合には内容物の
流出が起こるが、一方のみの添加や Wβ→Wα
の順に添加した場合には流出がほとんど起
こらない。 
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