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研究成果の概要（和文）：反芻家畜にデンプン飼料を多給した場合に生じるルーメンアシドーシ

スという病状の予防に、多量の薬剤が用いられてきたが、食肉への残留の問題があるので、新

たな予防法の開発を目指した研究を行った。本研究では、原因菌の増殖を制御する化学シグナ

ル分子を見出し、その遺伝子を同定した。更にその機能を解析し、種々のタンパク発現を制御

することを示した。今後、このシグナル分子を応用し、病気を予防する方法について検討する。 
 
研究成果の概要（英文）：It is desirable to consider a new strategy to prevent rumen acidosis, 
which is cased when ruminants are fed high-concentrate diets, because the dose of 
antibiotics and ionophores may cause the risk of residual antibiotics in animal products. 
Therefore, to prevent the overgrowth of the bacterium causing rumen acidosis 
(Streptococcus bovis), I identified a chemical signaling molecule to control the growth, 
which may be related to the change in the expression of several proteins, in S. bovis. 
This result may contribute to the development of a new strategy for the control of S. 
bovis overgrowth and the prevention of rumen acidosis. 
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１．研究開始当初の背景 
 反芻家畜への濃厚飼料の多給は、ルーメン
内の主要な乳酸生成菌である Streptococcus 
bovis をしばしば急増させる。これによりル
ーメン内の乳酸生成が増加すると、ルーメン

内 pH が低下する。急激なルーメン内 pH の低
下は、他菌の生育を阻害し、ルーメンアシド
ーシスを引き起こすことがあることから、S. 
bovis の過剰な乳酸生成や増殖を制御する必
要がある。この予防法としてイオノフォアな
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どの薬剤が用いられてきたが、繊維の消化率
の低下やプロトゾア数の減少などだけでな
く、食肉への残留の問題もあるので、新たな
予防・防御法を考える必用がある。 
 ある種の細菌は低分子量の化学シグナル
分子を放出し、その蓄積を感知して病原性や
増殖に関わる遺伝子の発現を調節する。この
ような細胞同調調節機構を利用すれば、S. 
bovis の過増殖を抑制し、ルーメンアシドー
シスを防ぐことも可能と考えられる。 
 
２．研究の目的 
 ルーメンアシドーシスの予防・防御を目的
に、主要原因菌である S. bovis における、
増殖制御ペプチドによる細胞の同調調節機
構を解析し、薬剤利用の代替となる新たな治
療法の確立を目指す。このための基礎的知見
を得るため、本研究期間内では、S. bovis に
おける増殖制御ペプチドの存在を明らかに
し、その遺伝子配列を決定する。更に、増殖
制御ペプチドがどのように増殖制御に関わ
るかをその欠損変異株を用いて解析する。特
に、プロテオーム解析によりどのようなタン
パクの発現に影響するかを調べる。 
 
３．研究の方法 
(1)  増殖制御オリゴペプチドおよびその
受容体タンパクをコードする遺伝子のクロ
ーニングと全塩基配列の決定 
 増殖制御オリゴペプチドおよびその受容
体として作用する二成分制御系の構成タン
パクをコードする遺伝子の一部をゲノムラ
イブラリーからスクリーニングした。それら
の塩基配列をキャピラリーシークエンサー
を用いて解析した。 
(2)  増殖制御オリゴペプチドの精製 
 S. bovisの培養上清から、フィルター濾過、 
コードする遺伝子を決定することを目的に、
その精製を行う。滅菌フィルターおよび限外
濾過フィルター、HPLC などを用いて、増殖制
御オリゴペプチドを培養上清液から抽出し
た。タンデムマス(MS/MS)を用い、分子質量
を測定した。 
(3)  増殖制御オリゴペプチドと受容体タ
ンパクの欠損変異株の作製 
 増殖制御オリゴペプチドとその受容体の
遺伝子に薬剤耐性遺伝子を組み込んだハイ
ブリッド DNA を作製した。この遺伝子断片を
電気穿孔法により S. bovis 内に導入し、遺
伝子相同組換え法でこれらの遺伝子の欠損
変異株を作製した。 
(4)  増殖制御オリゴペプチドの機能解析 
 上記の様に作製した欠損変異株と親株を
比較することで、増殖制御オリゴペプチドが
増殖に及ぼす影響を調べた。また、タンパク
発現制御に及ぼす影響を 2 次元電気泳動と
MS/MS を用いて解析した。 

 
４．研究成果 
(1)  増殖制御オリゴペプチドおよびその
受容体タンパクをコードする遺伝子のクロ
ーニングと全塩基配列の決定 
 増殖制御因子の一つであるペプチドフェ
ロモン ComC の遺伝子の塩基配列を明らかに
した。その近隣の遺伝子座には、ComC の受容
体として作用する、膜固定ヒスチジンキナー
ゼとその応答因子の遺伝子が存在したので、
シグナル伝達に関与する遺伝子群はクラス
ターとして存在すると考えられた。S. bovis 
の ComC シグナルペプチドのアミノ酸配列は
本菌に特異的であったことから、その構造や
シグナルとしての役割は S. bovis に特有と
考えられた。 
(2)  増殖制御オリゴペプチドの精製 
 培養上清から増殖制御オリゴペプチドの
精製を行った。精製したペプチドの分子質量
やペプチド鎖のアミノ酸配列の情報から、精
製したペプチドは ComC と同定された。従っ
て、ComC は情報伝達物質として機能する可能
性が示唆された。 
(3)  増殖制御オリゴペプチドと受容体タ
ンパクの欠損変異株の作製 
 上記の方法で欠損変異株を作製し、目的の
遺伝子が欠損したことを塩基配列解析によ
り確認した。 
(4)  増殖制御オリゴペプチドの機能解析 
 ComC ペプチド欠損株の増殖速度は親株よ
りも低かったので、ComC ペプチドは S. bovis
の増殖を促進すると考えられた。欠損株と親
株におけるタンパク発現には違いが見られ
たので、S. bovis において ComC により発現
が制御されるタンパクがいくつかあると考
えられた。 
以上の研究結果から、S. bovis において増殖
を制御するペプチドフェロモンが存在する
ことが明らかとなった。ルーメン微生物にお
ける増殖制御ペプチドの機能解析は国内外
通して 初の報告である。今後は、ComC の合
成または分解を制御することにより、ルーメ
ン内の ComC 濃度を適度に調節し、ルーメン
アシドーシスを防御する方法について検討
する予定である。 
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