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研究成果の概要（和文）：種々の分離源から分離された乳酸菌から、構造や活性に特徴をもつ種々の新奇バクテ
リオシンを見出した。とくに、クラスIIバクテリオシンや、抗菌タンパク質であるクラスIIIバクテリオシンを
見出すことができた。環状バクテリオシンや糖付加型バクテリオシンをはじめとする新奇乳酸菌バクテリオシン
について、生合成関連遺伝子群を決定し、自己耐性機構や分泌機構、成熟化機構の一端を明らかにした。多成分
バクテリオシントランスポーターについて、その特性を明らかにし、種々の抗菌ペプチドの分泌発現への汎用性
を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：From lactic acid bacteria isolated from diverse sources, many novel 
bacteriocins characteristic in structure and activity, especially various class II bacteriocins and 
class III bacteriocins (antimicrobial proteins), were identified. Biosynthetic gene clusters for 
novel bacteriocins including circular and glycosylated bacteriocins were determined and 
characterized for self-immunity, secretion, and maturation. A multiple bacteriocin transporter were 
demonstrated for its availability in secretion of various antimicrobial peptides.

研究分野： 応用微生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
安全な抗菌物質としての様々な用途での利用が期待される乳酸菌バクテリオシンについて、新しい生産株や新し
い構造を有するものを多数見出した。また、種々の新奇乳酸菌バクテリオシンが有する特徴的な生合成機構や作
用機構の一端を明らかにした。さらには、乳酸菌バクテリオシンが有する生合成機構を利用した、抗菌ペプチド
の分泌発現、評価系の基盤を構築した。これらの成果により、用途に応じた乳酸菌バクテリオシンの選択が可能
となり、より効果的な抗菌ペプチドの創出への展開が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
乳酸菌が生産する抗菌ペプチドであるバクテリオシンは、低濃度で強力な抗菌活性を有し、安

全性の高い抗菌物質として様々な用途への利用が期待される。とくに、最も代表的な乳酸菌バク
テリオシンであるナイシン A は、日本を含む世界 60 ヶ国以上で食品保存料として実用されてい
る。さらには、可食性である高い安全性を基盤とした応用が検討され、我々もナイシン A の口
腔ケア剤やハンドクリームへの実用に成功している。一方、ナイシン A 以外にも多種多様な乳
酸菌バクテリオシンが発見され、研究代表者らもこれまでにラクティシン Q をはじめとするリ
ーダーレスバクテリオシンや、ラクトサイクリシン Q をはじめとする環状バクテリオシン、糖
付加型バクテリオシン・エンテロシン F4-9 などの構造や抗菌活性に特徴を有する新奇バクテリ
オシンを多数見出してきた。用途によってはナイシン A よりも効果的な抗菌活性をもつものも
多く、新奇バクテリオシンの一部には新しい生合成機構および作用機構が見出された。 
 
２．研究の目的 
種々の分離源から乳酸菌を分離し、それらから、構造や抗菌活性に新たな特性をもつ新奇バク

テリオシンの探索を行い、それらの構造や諸特性を明らかにする。また、これまでに見出したリ
ーダーレスバクテリオシンや環状バクテリオシン、糖付加型バクテリオシンなどの構造や抗菌
活性に特徴をもつバクテリオシンをはじめとする多様な新奇乳酸菌バクテリオシンが有する新
たな生合成機構・作用機構の詳細の解明を目的とする。さらには、特異な構造と活性をもつ種々
の新奇バクテリオシンが有する新しい生合成機構および作用機構を利用した、新たな抗菌ペプ
チドの創出に向けた分子基盤の構築を図る。 
 
３．研究の方法 
（1）新奇乳酸菌バクテリオシンの探索と生合成遺伝子群の同定 
従来の分離法に改良を加えながら乳酸菌を分離し、バクテリオシン生産乳酸菌の探索を進め

る。これまでに例のない特徴的な抗菌スペクトルを示すものや報告例のない乳酸菌種が生産す
るものなど、構造や特性の新奇性が高いと予想されるバクテリオシンについて、各種液体クロマ
トグラフィー等を用いて精製し、質量分析やアミノ酸配列解析による構造解析を行う。また、生
産株のドラフトゲノム解析などによって、バクテリオシン前駆体遺伝子の塩基配列を決定し、バ
クテリオシンの一次構造を決定する。さらには、バクテリオシン前駆体遺伝子群の周辺に存在す
る生合成遺伝子群の塩基配列を決定する。 
 
（2）特異な構造・活性を有するバクテリオシンの生合成機構と作用機構の解明 
類縁の乳酸菌宿主による発現系を用いて、バクテリオシン生合成遺伝子群を発現し、生合成に

最低限必要な遺伝子群を特定する。また、構築した発現系や遺伝子破壊などを用いて、各遺伝子
がコードするタンパク質の機能を特定する。バクテリオシンの生合成には菌体外分泌と自己耐
性に関わるタンパク質が必要なほか、ナイシン A に類縁のバクテリオシンでは異常アミノ酸導
入に関わるタンパク質、環状バクテリオシンや糖付加型バクテリオシンでは環状化や糖付加な
どの翻訳後修飾に関わるタンパク質がそれぞれ必須であり、それらの機能を解析し、生合成機構
を明らかにする。また、抗菌スペクトルの解析および自己耐性機構の解析によって、バクテリオ
シンの標的の選択性を明らかにし、細胞内容物の漏出等の解析によって孔形成能を評価する。ま
た、感受性株と自然耐性株、獲得耐性株について比較解析を行い、標的の選択性の要因やバクテ
リオシンの標的因子を探索する。 
 
（3）生合成機構を利用した新奇抗菌ペプチドの創出と評価 
遺伝子にコードされ、リボソーム上で合成されるバクテリオシンでは、前駆体遺伝子の塩基置

換によってアミノ酸残基を置換し、多様な改変体を創出できると考えられる。そこで、得られた
種々の新奇バクテリオシンとその生合成機構を利用した異種発現系の構築を行う。宿主には従
来から使用している乳酸菌のほか、大腸菌の利用も検討し、バクテリオシンの構造や生合成機構
の特性ごとに、改変バクテリオシンの創出と評価に適した分泌発現系の構築を検討する。バクテ
リオシンの各機能部位に変異を加えた活性の改変や、複数のバクテリオシンの標的認識部位と
孔形成部位を組み合わせたハイブリッドペプチドの創出、生合成遺伝子群との共分子進化によ
る改変の基盤の確立を試みる。 
 
４．研究成果 
（1）新奇乳酸菌バクテリオシンの探索と生合成遺伝子群の同定 
種々の分離源から様々な乳酸菌が分離され、多くの乳酸菌分離株から特異な活性を示すバク

テリオシンを見出すことができた。それらについて、精製・構造解析および特性の解析を行い、
複数の新奇バクテリオシンが得られた。生産株のドラフトゲノム解析によって、それらの一次構
造を決定し、推定生合成遺伝群の塩基配列を決定した。 



Lactiplantibacillus plantarum に分類される乳酸菌分離株からは、新奇クラス II バクテリオシン
が精製、同定された。Lactiplantibacillus plantarum に属する乳酸菌は種々の分離源から得られ、
大半の株が既報のプランタリシン EF 等のクラス II バクテリオシンを生産していたものの、一部
の株には新奇バクテリオシンの生産が認められた。 

Weissella 属に分類される複数の乳酸菌分離株からは、抗菌タンパク質であるクラスⅢバクテ
リオシンが見出された。いずれも 2 つのドメイン構造が架橋ペプチドでつながった構造をもつ
新奇バクテリオリシンであることが明らかとなった。 

Enterococcus 属や Lactococcus 属に分類される乳酸菌も複数の分離源から多数得られた。
Enterococcus属乳酸菌分離株の多くがクラス IIaバクテリオシン（抗リステリアバクテリオシン）
を生産し、一部の Enterococcus 分離株にはバクテリオリシン様の抗菌物質の生産も認められた。
Lactococcus 属乳酸菌分離株には、既報のナイシンＺやガルビシン Q の生産株のほか、抗菌スペ
クトルの狭いバクテリオシンを生産する株が見出された。 
他にも多くの乳酸菌株が得られ、菌種未同定のものも含め、抗菌活性に特徴を有するものにつ

いて優先的に解析を進めている。これまでにバクテリオシン生産の報告例のない菌種の分離株
からは新奇性の高いバクテリオシンが得られる可能性が高い。また、生産株のドラフトゲノム解
析によって、精製されたバクテリオシンとは異なるバクテリオシン様遺伝子が得られる場合も
多く認められた。複数のバクテリオシンを同時に生産する乳酸菌株も多く、一部についてはその
生産挙動も明らかにした。さらには、他の生物種からもバクテリオシンに類似の構造をもつ抗菌
ペプチドが得られた。 
 
（2）特異な構造・活性を有するバクテリオシンの生合成機構と作用機構の解明 
環状バクテリオシンであるエンテロシン NKR-5-3B やロイコサイクリシン Q について、分泌

や自己耐性に関わるタンパク質を特定した。また、生合成タンパク質の部位特異的変異によって、
分泌や自己耐性などの機能と ATP の必要性の関係などの特性を明らかにした。さらに、構造が
類似した環状バクテリオシンであるロイコサイクリシン Q とラクトサイクリシン Q について、
生合成遺伝子群の比較解析を行い、各相同遺伝子が両環状バクテリオシンの生合成機構におい
て同様の機能をもつことが推察された。 

Enterococcus faecium NKR-5-3 において複数のクラス II バクテリオシンの生産に関与する ABC
トランスポーターである EnkT について、その分泌やリーダーペプチドの切断活性に必須のアミ
ノ酸残基を特定した。また、EnkT の ATP の加水分解能は分泌時のみに必要であるが、リーダー
ペプチド切断を促進することが明らかとなった。 
糖付加型バクテリオシン・グリコシンであるエンテロシン F4-9 の生合成遺伝子群について異

種発現による解析を行い、最小生合成遺伝子群を特定するとともに、各生合成遺伝子の機能を実
証した。エンテロシン F4-9 では、N 末端の付加配列の有無によって抗菌スペクトルが変化する
ことも実証された。 

Weissella 属乳酸菌から見出された複数の新奇クラスⅢバクテリオシンについて作用機構を解
析し、これらはいずれも溶菌活性を有するバクテリオリシンであることが明らかとなった。これ
らはいずれも 2 つのドメインで構成され、溶菌作用をもつものの、抗菌スペクトルは異なってお
り、ドメインのいずれかが抗菌作用の選択性に関与していることが考察された。Weissella 属の新
奇クラスⅢバクテリオシンの一部については、ドメインごとの発現と機能評価を行い、各ドメイ
ンの機能や抗菌活性への寄与が明らかとなった。ドメインごとに機能や活性が異なり、異なる標
的細菌の認識と作用に関与することが示された。 
 
（3）生合成機構を利用した新奇抗菌ペプチドの創出と評価 
基質特異性が低く、大部分のクラスⅡバクテリオシンの分泌が可能と考えられる多成分バク

テリオシントランスポーターEnkT を用いた乳酸菌分泌発現系を構築し、種々のバクテリオシン
およびバクテリオシン様ペプチドの分泌を図った。また、他のクラス II バクテリオシンの ABC
トランスポーターと比較解析を行い、EnkT はアクセサリータンパク質を必要とせず、基質特異
性が低いことから、異種クラス II バクテリオシンおよびバクテリオシンに改変を加えた新奇抗
菌ペプチドの分泌発現に有効であることが実証された。また、EnkT が大腸菌においても機能す
る可能性が見出され、改変バクテリオシンや新奇抗菌ペプチドの創出と評価に向けた大きな成
果を得ることができた。 
リーダーレスバクテリオシンであるラクティシン Q 生合成遺伝子群も大腸菌を宿主とした場

合にも機能することが明らかとなった。さらにその機能の特性を評価し、効率的な分泌発現を実
現する条件を設定することができた。クラス II バクテリオシンの中でも、リーダーレスバクテ
リオシンであるラクティシン Q はリーダー配列の認識と切断を伴う EnkT によっては分泌され
ないことが明らかとなっているが、ラクティシン Q の生合成機構を用いることで、ラクティシ
ン Q と類似の構造をもつリーダーレスバクテリオシンとその改変体を同様に発現し、評価する
ことが可能と考えられた。 
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