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研究成果の概要（和文）：ラクティシン Q は強い抗菌力と広い抗菌スペクトルを持ち、安定性

の高い（100℃、pH 2～10 でも安定）優れたバクテリオシンである。ラクティシン Q は特異的

なレセプターを必要とせずに、細胞膜に巨大な孔形成し（Huge Toroidal Pore）、細胞の内容物を

流出させることで細胞死を引き起こした。ラクティシン Q の選択的抗菌活性は、標的細胞膜の

脂質構成成分に依存した。 
 
 
研究成果の概要（英文）：Lacticin Q, a lactococcal pore (Huge Toroidal Pore)-forming bacteriocin, 
shows activity toward Gram-positive bacteria but not Gram-negative bacteria. Lacticin Q did not induce 
permeability of the outer membrane of Gram-negative bacteria. Experiments using model membranes 
containing outer membrane components suggested that lacticin Q binds to the outer membrane of 
Gram-negative bacteria but is unable to penetrate it. The lack of activity of lacticin Q was attributed to 
physicochemical features of the outer membrane components. 
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１．研究開始当初の背景 
バクテリオシンとは、バクテリアが生産す

る抗菌性のペプチドで多方面での応用が期
待されている。乳酸菌バクテリオシンの利点
は、(i) 高い安全性、(ii) nM～μM レベルの高
い抗菌力、(iii) 高い酸・熱安定性、(iv) 標的
細胞以外には効果がない高い選択性、が挙げ
られる（Cotter, P. D. et al.: Nat. Rev. Microbiol., 
3, 777 (2005)）。 
ナイシンは優れた抗菌力と安全性から最

もよく研究されたバクテリオシンである。ナ
イシンの巧みな作用機構を図 1 に示す
（Breukink, E. et al.: Science, 286, 2361 (1999) ; 
Hsu, S. T. et al.: Nat. Struct. Mol. Biol., 11, 963 
(2004); Wiedemann, I. et al.: J. Bacteriol., 186, 
3259 (2004)）。ナイシンは細胞膜上に孔を形成
し抗菌効果を発揮するが、特異的レセプター
として細胞膜上のリピド II を必要とする。ナ
イシンはリピド II を用いることで、nM レベ
ルの強力な抗菌活性とグラム陽性細菌以外
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には効果を発揮しない選択性を実現させて
いる。 

 
我々が発見したラクティシン Q は、他を凌

駕するスーパーバクテリオシンであった。ラ
クティシンQは53アミノ酸から成り（図2）、
以下の優れた特徴を有していた（Fujita, K. et 
al.: Appl. Environ Microbiol., 73, 2871 (2007)）。
さらに、ラクティシン Q の類縁体であるラク
ティシンZも発見した（Iwatani, S. et al.: Biosci. 
Biotechnol. Biochem., 71, 1984 (2007)）。 

 
・安全な乳酸菌の代表種、Lactococcus lactis

が生産する 
・グラム陽性細菌のみに作用し、nM レベル

の高い抗菌力を示す。 
・幅広い pH 条件下で煮沸しても、活性が全

く低下しない 
・細胞膜に孔を形成し、ナイシンよりも早く

大量に ATP の漏出を引き起こす（図 3） 
 

 

２．研究の目的 
我々が発見した乳酸菌バクテリオシン、ラ

クティシン Q は、抗菌力や物質安定性におい
て全てのバクテリオシンを凌駕するスーパ
ーバクテリオシンである。我々はラクティシ
ン Q がスーパーバクテリオシンたる所以は
作用時に形成する細胞膜上の孔にあると考
え、主に人工リン脂質二重膜を用いてペプチ
ド―膜超分子複合体の解析を行う。すなわち、
脂質の複合体である生体膜と数分子のラク
ティシン Q が形成する孔は、分子間相互作用
を超えたいわば超分子複合体であると思わ
れる。本研究は、ラクティシン Q を未来の高
度な微生物制御を担う物質として、その可能
性を示すことにある。本研究の成果は、次世
代のオーダーメイド抗菌剤の創生へと展開
が期待される。 
 
 
３．研究の方法 
(1) ラクティシン Q の特異的レセプターの探

索 
ラクティシン Q は、その抗菌活性の高さか

ら特異的レセプターがあることが予想され
た。しかし、化学合成したリン脂質からリポ
ソーム（人工リン脂質二重膜）を調製し、内
封した蛍光物質の漏出をモニターしたとこ
ろ、高い孔形成能が確認された。一方、ナイ
シンはレセプターがないため、ほとんど漏出
を引き起こさなかった（Yoneyama, F. et al.: 
Appl. Eniviron. Microbiol., 75, 538 (2009)）。 
 リポソームに対する孔形成の実験は、本研
究の達成に向けて極めて重要である。そこで、
より精細な実験系を構築し、ラクティシン Q
が特異的レセプターを持たないことを証明
するために、以下の具体的な実験項目を計画
した。①内封する蛍光物質と濃度の検討 ②
生物由来の脂質を用いたリポソームの調製 
③レセプターを必要とするナイシンとの比
較（Biochemistry, 34, 6521 (1995); Biophys. J., 
73, 831 (1997)に基づく） 
 
(2) ラクティシン Q の作用スペクトルの詳細

な解析と、膜電位の測定 
前述のとおり、ラクティシン Q はグラム陽

性細菌に対しては超強力な抗菌活性を持つ
が、グラム陰性細菌や血球細胞には効果が確
認されていない。各細胞に対するラクティシ
ン Q の選択性において、活性の有無を決定す
る分子を特定するために、以下の具体的な実
験項目を計画した。①グラム陰性細菌、真菌、
ヒト腸管上皮細胞に対する活性試験 ②膜
電位特異的蛍光プローブを用いた、各細胞に
対する膜電位変化の測定 ③ラクティシン Q
を添加した後の、各細胞の形態観察（原子間
力顕微鏡） 
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図2 ラクティシンQの構造
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図1 ナイシンの作用モデル
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図3 ラクティシンQによる
菌体からのATPの漏出



 

 

(3) ラクティシン Q が形成する孔のサイズ測
定と作用機構の解明 
ラクティシン Q は同等の抗菌力があるナ

イシンよりも、早く大量の ATP を流出させる。
この現象は、ラクティシン Q がより巨大な孔
を形成するために引き起こされたと予想し
た。そこで、ラクティシン Q が形成する孔の
サイズを測定し、ラクティシン Q 分子や脂質
分子の挙動を解析した。まずはリポソーム上
で超分子複合体の特徴を解明し、同様の現象
が細胞膜上でも起こるか検証するために、以
下の具体的な実験項目を計画した。①2 次構
造の解析（CD スペクトル） ②異なる分子
量の蛍光標識デキストランの流出試験 ③
ラクティシン Q の挙動の追跡（膜への結合と
膜内への移動（Translocation）） ④膜を横断
する脂質分子の検出（フリップフロップ） 
⑤生細胞から流出するタンパク質や RNA の
検出（Biochim. Biophys. Acta, 1768, 1160 (2007)
に基づく） 
 
(4) ラクティシン Q の選択性を決定する細胞

膜成分の同定 
(1)で構築した、リポソームへの孔形成の実

験系を用いて研究を行った。まずはグラム陰
性細菌の外膜と、ヒトの細胞膜を模したリポ
ソームを調製し、ラクティシン Q による孔形
成を各リポソームで比較することで、ラクテ
ィシン Q の選択性の解明を行った。 
 
 
４．研究成果 

ラクティシン Q は強い抗菌力と広い抗菌
スペクトルを持ち、安定性の高い（100℃、
pH 2～10 でも安定）優れたバクテリオシンで
ある。ラクティシン Q は特異的なレセプター
を必要とせずに、細胞膜に巨大な孔形成し、
細胞の内容物を流出させることで細胞死を
引き起こす。しかし、ラクティシン Q の抗菌
力（最小生育阻止濃度；MIC）は、検定菌に
より大きく異なり、近縁種の間においても異
なる場合がある。そこで、このラクティシン
Q の選択的抗菌活性に差異をもたらす要因を
明らかにすることを試みた。 

 
(1) ラクティシン Q の特異的レセプターの探

索 
 まず、細胞膜成分に注目し解析を行った。
ラクティシン Q に対する MIC が異なる種々
の検定菌から抽出した脂質を用いて、蛍光プ
ローブを内封したリポソームを作成した。ラ
クティシン Q の添加によって、各リポソーム
から流出した蛍光プローブの強度を測定し
た。その結果、各リポソームから蛍光プロー
ブの流出が認められたが、リポソームへの孔
形成と MIC に明確な関連を見出すことはで
きなかった。細胞膜成分は選択的抗菌活性の

決定要因ではないことが示唆された。 
 
(2) ラクティシン Q の作用スペクトルの詳細

な解析と、膜電位の測定 
 次に、ラクティシン Q による細胞膜への孔
形成と MIC の関連を検討するため、ラクティ
シン Q による検定菌の膜電位の変化を測定
した。膜電位特異的プローブ DiSC3(5)は、膜
の電位差特異的に細胞膜上に凝集し消光状
態となる。膜電位が崩壊すると、水溶液中に
拡散して蛍光を放ち、蛍光強度は細胞膜への
孔形成によるダメージの強さを示すと考え
られる。その結果、MIC の大小にかかわりな
く、ラクティシン Q の添加によって各検定菌
の膜電位の崩壊が確認された。MIC の高い検
定菌では、孔形成に対する耐久力や回復力が
高いと考えられた。 
 
(3) ラクティシン Q が形成する孔のサイズ測

定と作用機構の解明 
ラクティシン Q の細胞膜上における分子

挙動を解析した結果、ラクティシン Q は両親
媒性の α-helix を保持して負電荷の膜に直ち
に結合した。また、flip-flop を伴い、直径 4.6 
nm 以上の巨大な孔を形成して、菌体内の物
質流出を引き起こした後、一部のラクティシ
ン Q 分子は膜の内部に移動した。このような
性質を持つバクテリオシンの報告はなく、ラ
クティシンQの作用機構をHuge Toroidal Pore
モデルと命名した。 
 
(4) ラクティシン Q の選択性を決定する細胞

膜成分の同定 
ラクティシン Q はグラム陰性細菌外膜を

透過できなかった。また、グラム陽性細菌を
模したリポソーム（PC/PG = 5:5）と比較する
と、グラム陰性細菌の外膜の内側に存在する
フォスファチジルエタノールアミン（PE）と
外側に存在するリポ多糖（LPS）をそれぞれ
混合したリポソーム（PE/PG = 5:5、PC/PG/LPS 
= 5:3:2）では、ラクティシン Q の孔形成能は
わずかに低下した。一方、外膜全体を模した
PE と LPS を混合したリポソーム（PE/PG/LPS 
= 5:3:2）では、ラクティシン Q の孔形成能が
劇的に低下した。しかし、ラクティシン Q は
外膜に結合することも示された。よって、ラ
クティシン Q は外膜に結合はするものの PE
と LPS が複合的に孔形成を阻害することが
示された。動物細胞に豊富に含まれるコレス
テロール（Cho）および真菌に豊富に含まれ
るエルゴステロール（Erg）を含むリポソーム
（PC/Cho = 9:1、PC/PG/Erg = 4:5:1）では、ラ
クティシン Q は結合するものの孔形成能は
顕著に低下したことから、真核細胞の細胞膜
中に多く存在するステロール類が、ラクティ
シン Q の孔形成を阻害することが示された。
以上の結果から、ラクティシン Q の選択的抗



 

 

菌活性は、標的細胞膜の脂質構成成分に依存
することが明らかになった。 
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