
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１７１０２

基盤研究(B)

2014～2012

新奇乳酸菌バクテリオシン群の生合成と抗菌作用の分子機構の解明とその展開

Elucidation of the molecular mechanisms of biosynthesis and action of novel 
bacteriocins from lactic acid bacteria and their applications

５０３８０５５６研究者番号：

善藤　威史（Zendo, Takeshi）

九州大学・（連合）農学研究科（研究院）・助教

研究期間：

２４３８００５１

平成 年 月 日現在２７   ６   ８

円    13,600,000

研究成果の概要（和文）：新奇乳酸菌バクテリオシンの構造を解析し、エンテロシンNKR-5-3BやエンテロシンF4-9の構
造を決定した。リーダーレスバクテリオシンであるラクティシンQ/Zおよび環状バクテリオシンであるロイコサイクリ
シンQなどの生合成遺伝子群を明らかにし、分泌や自己耐性を担う遺伝子を同定した。ラクティシンQの抗菌活性には、
孔形成能だけでなく、標的細菌内でのヒドロキシルラジカルの蓄積とその除去能が関連していることが明らかとなった
。

研究成果の概要（英文）：Structures of novel bacteriocins from lactic acid bacteria, such as enterocin 
NKR-5-3 and enterocin F4-9, were analyzed and determined. Biosynthetic gene clusters of leaderless 
bacteriocins such as lacticin Q and lacticin Z, and circular bacteriocins such as leucocyclicin Q were 
analyzed, and the genes responsible for their secretion and self-immunity were identified. Antibacterial 
action of lacticin Q was found to involve pore formation on cell membrane of target cells as well as 
accumulation and scavenging ability of hydroxyl radicals in target cells.

研究分野：応用微生物学
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１．研究開始当初の背景 
 乳酸菌が生産する抗菌ペプチド、バクテリ
オシンは、新しい抗菌物質として様々な分野
での利用が期待されている。日本においても
最も代表的な乳酸菌バクテリオシンである
ナイシン A の食品保存料としての実用が始
まったが、ナイシン Aとは異なる特性を持つ
優れたバクテリオシンも多数あり、それらを
利用することでさらに有効な微生物制御の
実現が期待できる。我々もこれまでに多様な
新奇乳酸菌バクテリオシンを見出し、とくに、
リーダーペプチドを持たないリーダーレス
バクテリオシンや、N末端と C末端がペプチ
ド結合した環状バクテリオシンなど、特徴的
な構造を有する新しいバクテリオシン群が
得られてきた。これらの特異な構造をもつ新
奇バクテリオシンは、従来のバクテリオシン
とは異なる新しい生合成機構および作用機
構を有すると考えられる。これらを含めた
種々の新奇乳酸菌バクテリオシンの実用、さ
らにはその生合成機構を利用した新奇抗菌
ペプチドの創出を目指すにあたっては、生合
成や抗菌作用の分子機構の解明が求められ
る。 
 
２．研究の目的 
 これまでに我々は多種多様な新奇乳酸菌
バクテリオシンを見出してきたが、本研究で
はとくに、リーダーレスバクテリオシンおよ
び環状バクテリオシンの生合成および抗菌
作用における分子機構を明らかにし、これら
新奇バクテリオシン群の利用とその生合成
機構の応用を目指す。本研究期間においては、
まずこれらの生合成に関わると予想される
遺伝子群を解析し、菌体外排出、自己耐性、
環化に関わるタンパク質を同定するととも
に、作用機構を解析する。 
 リーダーレスバクテリオシンとしては、ラ
クティシン Qやラクティシン Z、環状バクテ
リオシンとしては、ラクトサイクリシン Qや
ロイコサイクリシン Q などをすでに見出し
ており、これらについてとくに重点的に解析
を進める。また、これら以外にも、特徴的な
構造や抗菌作用をもつと予想される新奇バ
クテリオシンを多数見出しており、それらに
ついても解析を進め、新奇乳酸菌バクテリオ
シン群の生合成と作用機構の分子機構の解
明とそれらの新奇ペプチド創出への展開を
図る。 
 
３．研究の方法 
（1）構造未決定のバクテリオシンのうち、
構造や抗菌作用に従来のものとは異なる特
徴をもつと予想されるものについて、培養液
上清から種々のクロマトグラフィーを用い
て精製し、分子量やアミノ酸配列を解析した。
さらに、得られたアミノ酸配列をもとに、バ
クテリオシン構造遺伝子および周辺に存在
するバクテリオシン生合成遺伝子群の塩基
配列を解析した。 

 
（2）バクテリオシン生合成遺伝子群の異種
発現系を構築し、バクテリオシンの生合成に
最小限必要な遺伝子群を特定した。また、異
種発現系や遺伝子破壊によって、各遺伝子群
にコードされる種々タンパク質の機能解析
を行った。バクテリオシン生合成遺伝子群に
は、バクテリオシン本体、生産株の自己耐性
に関わるタンパク質、バクテリオシンの分泌
を担うトランスポーターのほか、環化などの
修飾を担うタンパク質、生産制御に関わるタ
ンパク質などがコードされていると考えら
れる。これらの機能について、バクテリオシ
ン活性などを指標としながら解析する。 
 
（3）各種感受性細菌やリポソームへのラク
ティシン Q などの新奇バクテリオシンの作
用を解析した。また、作用機構と生産菌株が
もつ自己耐性機構は密接に関連しているこ
とから、自己耐性機構や推定標的分子の解析
も併せて行い、作用機構について考察した。 
 
４．研究成果 
（1）Enterococcus faecium NKR-5-3は、5種の
バクテリオシン様ペプチド、エンテロシン
NKR-5-3A, B, C, D, Zを生産し、エンテロシン 
NKR-5-3A を除く 4 種が新奇な構造を有して
いた。とくに、エンテロシン NKR-5-3Bは新
奇環状バクテリオシンであることが明らか
となった。 
 Lactobacillus sakei D98が生産する 3種の新
奇バクテリオシン、サカシン D98a、D98b、
D98cの構造を決定した。サカシン D98bはク
ラス IIa（抗リステリア）バクテリオシンに類
似の配列を有しながらも、クラス IIa バクテ
リオシンとは異なる抗菌スペクトルを示し
た。 
 Lactococcus lactis QU 7 が 生 産 す る
Lactococcus 属に特異的な抗菌活性を示す新
奇バクテリオシン、ラクトコッシン Zの構造
を決定した。以前、我々が見出した、同様の
抗菌スペクトルを示すラクトコッシン Q と
は全く異なる構造を有し、それぞれの生産株
間には交差耐性が無いことが明らかとなっ
た。 
 Enterococcus faecalis F4-7 が生産するバク
テリオシン、エンテロシン F4-9の構造を決定
した。エンテロシン F4-9は、2つのアミノ酸
残基が糖による修飾を受け、ジスルフィド結
合による 2ヶ所の架橋構造をもつことを明ら
かにした。これらの修飾はエンテロシン F4-9
の抗菌活性に必須であった。 
 このように構造や活性に特徴をもつ種々
の新奇乳酸菌バクテリオシンの構造を決定
することができた。 
 
（2）E. faecium NKR-5-3が生産する 5種のバ
クテリオシン様ペプチドの推定生合成遺伝
子群を明らかにした。エンテロシン
NKR-5-3A, C, D, Zの生合成遺伝子群はクラ



スターを形成し、エンテロシン NKR-5-3Dが、
3 成分制御系を介してエンテロシン NKR-5-3 
A, B, D, Zの生産を誘導していることが明ら
かとなった。また、本クラスター中に唯一存
在するトランスポーターである EnkT が、こ
の 4種のバクテリオシン様ペプチドの分泌を
担うことが示された。一般に、各バクテリオ
シンには専用のトランスポーターが存在す
るが、EnkT は構造の異なる様々なバクテリ
オシンを分泌するという特異な性質を有し
ていた。 
 リーダーレスバクテリオシンであるラク
ティシン Qとラクティシン Zは、それぞれ生
合成遺伝子群 lnqBCDEF、lnzBCDEF の働き
によって生産と菌体外分泌が行われること
が明らかとなった。リーダーレスバクテリオ
シンは翻訳後直ちに抗菌活性を有するが、こ
れらの遺伝子群は菌体内外において、生産し
たバクテリオシンの抗菌活性から生産株自
身を保護する自己耐性機構にも関与するこ
とが示された。 
 環状バクテリオシンであるラクトサイク
リシン Q、ロイコサイクリシン Q、エンテロ
シン NKR-5-3Bの推定生合成遺伝子群が明ら
かとなった。とくに、ロイコサイクリシン Q
については、環状バクテリオシンの生合成遺
伝子群中に広く見出されるタンパク質であ
る DUF95スーパーファミリーに属する LcyD
が生産株のロイコサイクリシン Q の分泌と
自己耐性の関与していることが明らかとな
った。LcyD 破壊株は環化した成熟型のロイ
コサイクリシン Q を菌体内に蓄積していた
ことから、ロイコサイクリシン Qの環化は菌
体内で行われることが示唆された。一方、エ
ンテロシン NKR-5-3Bの異種発現系の構築に
成功し、遺伝子群の種々の組合せによる解析
の結果、分泌や自己耐性に関わる遺伝子を特
定した。 
 以上のように、リーダーレスバクテリオシ
ンおよび環状バクテリオシンの生合成に関
わる遺伝子群を特定し、各遺伝子群の機能が
明らかになりつつある。また、多成分を同時
に生産する多成分バクテリオシン生産株に
よるバクテリオシンの生合成機構や生産制
御機構も明らかとなった。これらの新規生合
成機構を基に、新奇抗菌ペプチドの創出・評
価系の構築を行っている。 
 
（3）ラクティシン Q は菌体表層の標的分子
を介さずに細胞膜に孔を形成するが、各感受
性菌への抗菌活性の強度や孔形成と細胞膜
組成の間には相関性が認められなかった。一
方、ラクティシン Q の抗菌活性の強度には、
ラクティシン Q の作用によって生じるヒド
ロキシルラジカルの蓄積量が影響している
ことが明らかとなった。ラクティシン Qの抗
菌活性の選択性には、ラクティシン Qによる
孔の形成されやすさよりも、ヒドロキシルラ
ジカルの蓄積量とその除去能が影響してい
ることが示唆された。 

 ロイコサイクリシン Qの作用には、他の環
状バクテリオシンでも関与が報告されてい
るマルトースの菌体内取り込みを担うトラ
ンスポーターが関与していることが明らか
となった。また、細胞膜上に存在するマルト
ーストランスポーターが、ロイコサイクリシ
ン Q の分泌や自己耐性を担うタンパク質と
相互作用をしていることが示唆された。 
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