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研究成果の概要：ヒトの腸管に住んでいる安全性の高い乳酸菌は、抗菌物質を生産し、整腸作

用や食品保存に貢献している。本研究では、乳酸菌によって作られるタンパク質性の抗菌物質

（バクテリオシン）に着目し、熱や酸に安定性を与えるタンパク質（通常は一本の鎖状で存在

している）のリング（環状）構造形成に関わる因子（遺伝子）を特定することに成功した。本

成果は、世界で初めての事例であり、現在、論文を作成中である。 
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１．研究開始当初の背景 
 ガセリ菌（Lactobacillus gasseri）は高
頻度でヒト腸管から検出される、安全性の高
い乳酸菌であり、その生産される抗菌ペプチ
ド（バクテリオシン）にはリステリア、バチ
ルス、黄色ブドウ球菌などの食中毒菌に対し
て殺菌効果を発揮するものも多数存在する。
当研究室でヒト乳児糞便より分離した Lb. 
gasseri LA39 株により生産される、高活性で
幅広い抗菌活性を持つバクテリオシン（ガセ
リシン Aと命名した）は、世界で 2例目の N/C
末端がペプチド結合した環状抗菌ペプチド
であり、アラニン 18 残基中に 2 残基の D-ア

ラニンが含まれるユニークなバクテリオシ
ンであった。 
 
 
２．研究の目的 
 環状化により分子形状がコンパクトにな
ることで、直鎖状と比較してタンパク質分解
酵素からの攻撃を回避している可能性があ
り、いくつかこれを指示する報告がなされて
いる。ガセリシン A も実際にプロテアーゼ・
ペプチダーゼ抵抗性の高いことが判明して
いるが、環状化の生成機構とその本質的な役
割は、科学的に全く解明されていない。また、



構造遺伝子がコードするアミノ酸がそのま
ま D-アミノ酸となっているケースは、これま
で真核生物に報告があるのみで、微生物では
見出されていない。 
 そこで、環状バクテリオシン、ガセリシン
A の生合成機構、特に環状化と D-アラニンの
生成機構を解明し、環状構造の役割と D-アラ
ニン残基がバクテリオシン活性に及ぼす影
響について解析することを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
（1）ガセリシンAオペロンのLb. gasseri基準

株における発現と活性確認 

 ガセリシンA全遺伝子群（計7遺伝子：

gaaBCADIAE）を、乳酸球菌由来の発現ベクタ

ー（プラスミドpIL253-P32等）に組み込み、

エレクトロポレーションにより、Lb. gasseri 
JCM1131基準株に形質導入する。次いで、構

築株を精製用の合成（改良MRS）培地にて培養

し、その培養上清中のガセリシンA活性を寒天

拡散法により測定し、ネイティブのガセリシ

ンAとの比較・検討を行う。 

（2）ガセリシンAオペロン各遺伝子欠損株の

構築と活性検出 

 計画（1）で構築した全遺伝子群を組み込

んだプラスミドより、PCRを用いて各遺伝子

を一つ欠損させた発現ベクターを構築し

（計7個）、それぞれLb. gasseri JCM1131基
準株に形質導入を行う。次いで、これら作成

株を精製用合成培地にて培養し、培養上清の

バクテリオシン活性を測定・比較し、活性発

現に関与する可能性の高い遺伝子を特定する。 

（3）計画（1）および計画（2）でバクテリ

オシン活性が得られた各遺伝子欠損株に

関する諸検討 

 計画（1）および計画（2）で作成した株

および各遺伝子欠損株について、精製用合

成培地培養上清より定法を用いてガセリシ

ンAを精製し、N末端アミノ酸配列分析、お

よび質量分析（FAB-およびTOF-MS）により、

非活性型や非環状型を含むガセリシンA分

子の検出を行う。 

（4）環状化に関与する遺伝子とその機構解

析 

 各構築発現ベクターを鋳型として、PCRによ

りガセリシンA構造遺伝子のN-およびC-末端

のアミノ酸を適宜変更したベクターと、環状

化遺伝子のアミノ酸配列を変更したベクター

を構築する。次いで、JCM1131基準株に形質導

入した後、ガセリシンAのアミノ酸配列の選択

特異性と環状化遺伝子（タンパク質）の環状

化の形成に重要なアミノ酸配列および部位の

情報を得る。 

（5）バクテリオシンの菌体外への分泌に関

する遺伝子とその機構解析  

 ガセリシンA分子の生産が認められなかっ

た各構築発現ベクターを鋳型として、PCRによ

り分泌遺伝子のアミノ酸配列を変更したベク

ターを構築する。次いで、JCM1131基準株に形

質導入した後、ガセリシンAの分泌に関わる遺

伝子（タンパク質）における重要なアミノ酸

配列および部位の情報を得る。 

（6）D-アラニンの所在位置決定とD-アラニ

ン組み込み・生成機構の解明 

 計画（1）で構築した全オペロン保有株の

発現ベクターを鋳型として、PCRによりガセリ

シンA構造遺伝子のアラニン全18残基につい

て、それぞれグリシンに変更したベクターを

構築する（計18個）。次いで、JCM1131基準株

に形質導入した後、培養上清中のバクテリオ

シン活性低下の測定と精製後のアミノ酸組成

分析により、ガセリシンAにおけるD-アラニ

ン所在位置を決定する。 

 
 
４．研究成果 

（1）ガセリシンAオペロンのLb. gasseri基準

株における発現と活性確認 

 ガセリシンA遺伝子群（gaaBCADIAE）を、プ

ラスミドpIL253-P32に組み込み、Lb. gasseri 
JCM1131基準株に形質導入したが、pIL253-P32

で陽性クローンは得られなかった。そこで、

他の発現ベクターを用いて構築実験を行い、

ガセリシンA全遺伝子群の組み込みに成功し

た。次いで、構築株を改良MRS培地培養上清

中のガセリシンA活性を測定した結果、ネイテ

ィブのガセリシンAと同等の活性が得られた。 

（2）ガセリシンAオペロン各遺伝子欠損株の

構築と活性検出 

 計画（1）で構築した全遺伝子群導入株を

用いて、各一遺伝子欠損株を取得し、それぞ

れのバクテリオシン活性を測定・比較した結

果、活性発現に関与する可能性の高い遺伝子

を特定した。 

  

（3）計画（1）および計画（2）でバクテリ

オシン活性が得られた各遺伝子欠損株に

関する諸検討 

 計7遺伝子：gaaBCADIAE により、ネイティ

ブと同一のガセリシンA（環状型）が生産され

ていることを確認した。また、各1遺伝子欠損

株中、gaaC 欠損株のみにガセリシンAの活性

が培養上清中に回収された。現在、gaaC 欠損

株よりバクテリオシンを精製し、非環状型の

可否について、最終確認を行っている途中で

ある（MSでは、非環状型であった）。 



 微生物からほ乳類（ヒトを除く）に至る

まで、様々な生物由来の環状ペプチドが現

在までに100種類以上見出されているが、環

状化に関わる因子（群）は不明であり、本

成果は、環状ペプチド研究に先駆けた大きな

知見と考えられる。 

（4）環状化に関与する遺伝子とその機構解

析 

 gaaC のバイオインフォマティクスでは、2

回の膜貫通領域を保有しており、環状化因子

としての機能について、詳細な解析を行って

いる途中である。 

（5）バクテリオシンの菌体外への分泌に関

する遺伝子とその機構解析 については、

遂行出来なかった。 

（6）D-アラニンの所在位置決定とD-アラニ

ン組み込み・生成機構の解明 

 本項目について、精製ガセリシンAを用いて

詳細に調べた結果、本抗菌ペプチド中には、

D-アラニンは全く含まれていないことが判明

した。現在、先の論文（AEM, 2004）結果に対

する訂正論文を作成中である。 
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