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研究成果の概要（和文）：　58アミノ酸残基からなるN・C末端で環化した環状抗菌ペプチド（バクテリオシン）である
「ガセリシンA」の生合成遺伝子を特定し、遺伝子発現解析からリーダー配列は環状化ではなく生産に重要であること
を明らかにした。また、ガセリシンAは、推定新規プロティナーゼによりリーダーが切断された後に、ABC-トランスポ
ーターにより環状構造となり菌体外に分泌されることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：A biosynthesis genes for gassericin A, which was the cyclic antibacterial peptide 
(bacteriocin) linked at N- and C-termini consisting of 58 amino acid residue, were identified, and gene ex
pression analysis clarified that the leader sequence was important to production of gassericin A not the c
yclization. In addition, it was suggested gassericin A was linked at N- and C-terminal amino acids by an A
BC-transporter and then secreted to outside the producer cells after cleavage of the leader peptide by a p
utative novel proteinase.
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１．研究開始当初の背景	
 
	
 申請者はこれまで、ヒト腸管に在住す
る乳酸菌 Lactobacillus	
 gasseri（ガセ
リ菌）の抗菌ペプチド（バクテリオシン）
について研究を行ってきた。中でも、ヒ
ト乳児糞便由来の L.gasseri	
 LA39 株に
より生産されるバクテリオシン「ガセリ
シン A」は、リステリア、バチルス、黄
色ブドウ球菌などの病原性食中毒細菌
に対して高い殺菌効果を有しており、精
製と構造遺伝子のクローニングから、α
-へリックス主体の二次構造および指標
菌体からのカリウムイオン溶出による
殺菌機構までを明らかにした。また、食
品グレードの培地に大量に本バクテリ
オシンを生産させ、アミノ酸であるグリ
シンとの共用で、グラム陽性および陰性
病原性細菌を網羅的に抑制する応用技
術を開発し、特に 58 アミノ酸残基から
なるガセリシン Aが、N-・C-末端でペプ
チド結合した微生物由来リボソーム性
環状抗菌ペプチドであることを世界の 2
例目として報告した。	
 

	
 
２．研究の目的	
 

	
 N 末端と C 末端でペプチド結合した環
状ペプチドは、これまで微生物、植物か
らヒトを除く哺乳類より 100 種類以上が
見出され、構造や推定環化形成機構が報
告されているが、国内外を問わず詳細な
生合成機構は解明されていない。また、
環状ペプチドはコンパクトな形状を保
持し、熱や pH、プロティナーゼ分解、と
くに N末端や C末端からのエキソタイプ
のペプチダーゼによる切断を免れると
推定されているが、環状化の利点と生物
学的意義は正確に証明されておらず、新
しい機能性やヒトにもその存在の可能
性と役割が推定されるなど、世界的に進
展が期待される研究領域の一つとなっ
ている。そこで本研究では、ガセリシン
A の環状化機構とその意義について解明
することを目的とした。	
 

	
 
３．研究の方法	
 	
 

（１）N・C 末端で環化した環状バクテリ
オシン「ガセリシン A」の 7 つの推定生
合成遺伝子｛gaaBCADITE：gaaA（構造遺
伝子）、gaaI（自己耐性・免疫遺伝子）、	
 
gaaTE（推定 ABC-トランスポーター）、
および機能未知の gaaBCD｝を組み込んだ
発現ベクター（pGAA2）を作製後、
L.gasseri	
 基準株（JCM1131T）に形質転
換し、分子生物学的手法（各遺伝子）に
よりガセリシンAの環化に関与する遺伝
子の同定を行う。	
 
（２）ガセリシン Aの環状化は未知の環
化酵素による可能性が高いことから、前
駆体ガセリシン A（全 91 残基）のアミノ
酸残基変更による基質特異性を網羅的

に調べる。	
 
（３）環化形成酵素の触媒アミノ酸残基
を特定と前駆体ガセリシンAとの親和性
を調べ、ガセリシン A環状化機構の全貌
を確定する。	
 

	
 
４．研究成果	
 

（１）各遺伝子（gaaBCADITE）欠損試験
から全ての遺伝子がガセリシンAの生合
成に関与していることを明らかにした。
また、gaaC欠損株では、D22 の一カ所で
切断された非環状ガセリシンAが得られ、
GaaC が環化後のガセリシン A を自身ま
たは他の推定プロティナーゼによる切
断から保護している可能性が示唆され
た。	
 
（２）発現ベクター（pGAA2）中の gaaA
に塩基置換を行い、ガセリシン Aのリー
ダー切断サイト近傍と N・C 末端近傍の
アミノ酸残基を変更したところ、N-1 お
よび I1 残基の自由度が比較的高い一方
で、環状化形成には A58 残基が重要であ
ることが明らかになった。また、リーダ
ーペプチドの N 末端から Met を除く 14
アミノ酸残基の欠損により、培養上精に
ガセリシンAの活性が消失したことから、
ガセリシンAはこれまで報告されている
他のリーダー配列が短い環状バクテリ
オシンとは異なり、リーダー配列は環状
化ではなく生産に重要であることが示
唆された。	
 
（３）低濃度のガセリシン Aに暴露して
作出したガセリシン A 自然耐性株
L.gasseri	
 1131GArに pGAA2ΔgaaTEを導
入したところ、培養上清に抗菌活性が認
められた。そこで C8 逆相クロマトグラ
フィーを用いて活性成分を精製し、質量
分析に供したところ、m/z は 5,671 で、
環化 GA の m/z	
 5,651 より約 20（水 1 分
子）高値であった。また、N 末端アミノ
酸配列解析では、5 残基以降の 9 残基中
7 残基で成熟体ガセリシン A と同じ配列
が得られた。本結果から、1131GAr
（pGAA2ΔgaaTE）のガセリシン A は
gaaBCADI から生産された非環状化構造
であり、GaaTE が環化形成に関与する因
子である可能性が示唆された。またガセ
リシン Aは、GaaBCD のいずれかまたは複
合体によりリーダーが切断された後、
GaaTE により環化形成が行われる 2 段階
の生合成機構で分泌されるものと推定
された。	
 
（４）ガセリシン Aのリーダー切断酵素
と推定される GaaB（全 174 アミノ酸残
基）の分子内に存在するアミノ酸残基
（His83、Cys97、Ser99、Glu144、およ
び Asp147）を置換し、活性低減・消失（ガ
セリシン A非生産）から触媒中心アミノ
酸残基の特定を試みた。その結果、改変
株全てに抗菌活性が認められたことか



ら、GaaB が少なくともシステインプロテ
ィナーゼ、および多数の報告例を占める
His、Ser、Glu、Asp を触媒残基とするセ
リンプロティナーゼではないことが推
定された。本成果から、GaaB は新規のプ
ロティナーゼである可能性が高く、前駆
体ガセリシンAのリーダー切断に関わる
ポケット部位の特定が期待される。	
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