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研究成果の概要（和文）：　腸球菌（Enterococcus faecalis）臨床分離株が産生するバクテリオシンBac41による溶菌
作用の分子機構について解析を行なった。
　Bac41の溶菌実効タンパク質の一つであるBacL1は、E. faecalisの細胞壁を分解する酵素活性を有しており、標的細
胞表面における細胞分裂に関連する構造体に結合することを明らかにした。一方、増殖を停止したE. faecalis細胞の
表面にはBacL1が結合せず、溶菌活性も認められなかった。BacL1の結合は、L-Ala-L-Ala型の架橋構造を有する細胞壁
に特異的であり、Bac41の狭域な抗菌スペクトルの一因であることが推察された。

研究成果の概要（英文）： We investigated the molecular mechanism underlying the bacteriolytic activity of 
bacteriocin Bac41 that is produced by Enterococcus faecalis clinical isolate. BacL1 protein, which is an 
essential secreted component of Bac41, showed a cell wall degrading activity against E. faecalis 
peptidoglycan, and binds to cell dividing-associated region of the target E. faecalis cell surface to 
lead bacteriolysis. By contrast, neither the binding of BacL1 nor the bacteriolysis was observed in the 
static E. faecalis cells. The binding of BacL1 was specifically detected in L-Ala-L-Ala crossbridged 
peptidoglycan but not in peptidoglycan with other crossbridge structure, potentially explaining narrow 
antimicrobial spectrum of Bac41.

研究分野： 分子細菌学

キーワード： 腸球菌　溶菌酵素　細胞壁　細胞分裂　プラスミド　Enterococcus faecalis　ペプチドグリカン　臨床
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１．研究開始当初の背景 
  バクテリオシンは、細菌が産生する抗菌
ペプチドあるいはタンパク質の総称であり、
一般的には、同種ならびに類縁菌種に対して
特異的な活性を有し、狭域な抗菌スペクトル
を示す。バクテリオシン Bac41 は、臨床分離
腸球菌 Enterococcus faecalisから見出され
た新規バクテリオシンであり、同種である E. 
faecalis にのみ限定的な殺菌作用を示す
(Tomita et al. J. Bacteriol, 2008)。これ
までの分子遺伝学的な研究の結果、以下のこ
とが明らかにされている。 
(ⅰ) Bac41 関連遺伝子は、プラスミド上にコ
ードされる bacL1、bacL2、bacA、bacIの４つ
の遺伝子から成る。 
(ⅱ) Bac41の殺菌作用の本体は菌体外に分泌
される BacL1と BacA であり、両者が菌体外で
相補的に働くことで初めてバクテリオシン
活性が認められる。 
(ⅲ) BacL２はσ因子であり、bacL1 と bacL2

自身の遺伝子の転写を活性化する。 
(ⅳ) BacI は免疫因子であり、自身が産生す
る Bac41 に対する耐性を与える。 
 このように、Bac41 と命名した溶菌活性の
実効因子は、bacL1と bacA の遺伝子産物であ
ること、また、産生菌自身は免疫因子 bacI
によって耐性を獲得していることが示唆さ
れているが、詳細な分子機構については不明
であった。 
 
２．研究の目的 
 E. faecalis は健常なヒトや動物の腸内か
ら検出される非病原性の常在菌であるが、一
方で、易感染宿主に対しては日和見感染症の
原因菌となる。しかしながら、常在菌である
E. faecalis が、どのようにして疾患を惹起
するに至るかは不明な点が多く、明確な病原
因子も見出されていない。近年の疫学研究か
ら、臨床から分離される E. faecalis株の約
半数がバクテリオシンBac41を産生すること
が明らかにされている(Ike et al. 3rd 
International ASM Conference on 
Enterococci, 2010)。この事実は、Bac41 と
E. faecalis 感染症との関連を強く示唆して
いる。本研究では、実際の臨床における E. 
faecalis の性質を理解することを目的とし
て、Bac41 系における溶菌と自己耐性化の分
子機構を詳細に解析した。 
 
３．研究の方法 
(1)分泌型 BacL1、BacA の決定 
 BacL1、BacA による溶菌作用の機序を分子
レベルで精査するにあたり、他の E. faecalis
因子の影響を排除するために、精製タンパク
質を用いた生化学的な解析が好ましいと考
えられた。これまでに報告されている多くの
バクテリオシンは、N 末端にシグナル配列を
有している。この場合、実際に活性を示すの
は、分泌に伴って N末端数残基が切断・除去
されたポリペプチドである。したがって、活

性を解析する際には、分泌型のタンパク質を
材料として用いる必要がある。そこで、タン
パク質精製のためのクローン化に先立って、
BacL1と BacA の分泌型の同定を行った。具体
的には、C 末端にヒスチジンタグを付加した
各タンパク質を発現する E. faecalis株を構
築した。これらのタグ付加タンパク質を発現
する E. faecalisの培養菌液から遠心・濾過
により菌体を除去した培養上清をスタート
標品とし、ニッケル担体を用いて分泌型を濃
縮・精製した。得られた上清由来タンパク質
を、SDS-PAGE で分離後、目的のバンドについ
てエドマン分解法によるN末端シーケンスを
行い、分泌型 BacL1と BacA の N末端配列を決
定した。 
 
(2)タンパク質発現系の確立 
 (1)で同定された分泌型の BacL1 あるいは
BacA を発現するように、大腸菌の発現プラス
ミドにクローン化した。精製には、(1)と同
様に各タンパク質のC末端に付加したヒスチ
ジンタグとニッケル担体を利用した。 
 
(3)精製BacL1、BacAを作用させたE. faecalis
細胞の解析 
 (2)で得られた分泌型 BacL1 ならびに BacA
の精製タンパク質をそれぞれ単独、あるいは
混合して E. faecalis生菌、あるいは精製細
胞壁成分に作用させた後、その影響について
非処理細胞との以下の比較解析を行うこと
で、各因子の機能を明らかにした。具体的に
は、E. faecalis 懸濁液に BacL1、BacA を添
加し、濁度の変化を計測するとともに、生菌
数を colny forming units (cfu)で求めた。
また、BacL1、BacA を作用させた E. faecalis
を光学顕微鏡あるいは電子顕微鏡下で観察
し、細胞の形態変化を解析した。 
 BacL1と BacA はそれぞれ既知のペプチドグ
リカン分解酵素と高い相同性を示すことか
ら、細胞壁を標的基質としている可能性を検
討する。培養した E. faecalis細胞より細胞
壁画分を精製し、これを基質として BacL1、
ならびに BacA の分解活性を懸濁液濁度の減
少を指標として評価した。また、分解産物を
質量分析に供することで、遊離した細胞壁成
分の分析を行い、分解様式の解析を行なった。 
 
(4)細胞表面における局在解析 
 生細胞上における動態を解析するために、
組換えタンパク質を蛍光色素で標識した。蛍
光標識体を E. faecalis細胞を混合・培養し
た後に化学固定を行い、蛍光顕微鏡下で蛍光
シグナルの局在を観察した。 
 
(5)BacL1-BacA 相互作用の解析 
 BacL1と BacA と同様に二種類のタンパク質
が菌体外で相補的にバクテリオシン活性を
示す例として、E. faecalis が産生する
hemolysin/bacteriocin が既に報告されてい
る。hemolysin/bacteriocin では、それぞれ



菌体外に分泌された前駆体リシン CylL が活
性化因子 CylA に活性化される。 
 BacL1と BacA についても同様の相互作用が
存在する可能性を検討した。具体的には、
BacL1と BacA を混合後、SDS-PAGE を行い分子
量の変化を検討した。また、両タンパク質が
直接結合するかどうかを、共沈実験により検
討した。 
 
(6)BacI 依存的な耐性化機構の解析 
 bacI 遺伝子を外来的に発現させた E. 
faecalis株では、BacL1と BacA による殺菌作
用が全く認められないことから、BacI は
Bac41 の耐性化に関与している。しかしなが
ら、BacI のアミノ酸配列には既知の機能ドメ
イン等の特徴的な配列が見出されず、その分
子機能は未知であった。そこで、BacI を外来
的に発現させた E. faecalis株を用いて、(3)
と同様に濁度、cfu 測定、形態変化（光学・
電子顕微鏡）ならびに細胞壁成分の分析（質
量分析）を行い、野生型(bacI-)との比較解析
を行った。 
 
４．研究成果 
(1)分泌型 BacL1と BacA の同定 
 両タンパク質が細胞外に分泌される際に N
末端が切断されるかどうかを明らかにする
ために、C末端にヒスチジンタグを付加した、
BacL1あるいは BacA を E. faecalis 細胞に発
現させ、培養上清中に存在する分泌型、およ
び細胞内に存在する細胞内型の BacL1-His、
ならびに BacA-His をニッケルカラムを用い
てそれぞれ分離精製した。得られた分泌型
BacL1ならびに BacA は、それぞれの細胞内型
とSDS-PAGEにおいて同一の分子量を示した。
さらに、エドマン分解により N末端のアミノ
酸配列を決定したところ、分泌型の BacL1 と
BacAはともにN末端配列は開始メチオニンを
含めた intact な配列が保存されていた。以
上の結果から、両タンパクは少なくとも N末
端の切断を受けずに、intact な全長ポリペプ
チドが細胞外に分泌されることが示唆され
た。 
 
(2)組み替えタンパク質の調製と活性の検討 
 （1）で得られた結果に基づき、それぞれ
全長ポリペプチドを活性型 BacL1、ならびに
BacAタンパク質としてC末端にヒスチジンタ
グを付加した組み替えタンパク質を調整し
た。E. faecalisに対して、BacL1と BacA、両
タンパク質を同時に処理した場合では、顕著
な溶菌活性を認めた。一方、それぞれ単独の
処理では、全く活性を認めなかった。以上の
結果から、BacL1と BacA は、溶菌活性に必要
十分な成分であること、また両タンパク質は
単独では溶菌活性を示さずに、両者が共存し
てはじめて協調的に活性を発揮することを
明らかにした。 
 
(3)細胞壁分解活性の検討 

 BacL1と BacA のアミノ酸配列を解析したと
ころ、細胞壁結合ドメインとペプチドグリカ
ン分解酵素と相同性を示す領域が見出され
た。このため、両タンパク質は細胞壁を標的
としていることが推察された。そこで、E. 
faecalis から調整した精製細胞壁に BacL1な
らびに BacA を作用させたところ、BacL1にの
み細胞壁分解活性を認めた。一方、BacA につ
いては、細胞壁分解活性が観察されなかった。
分解様式を明らかにするために BacL1 で処理
した細胞壁の分解産物を逆走液体クロマト
グラフィーと MALDI-TOF-MS を用いて解析し
た。その結果、BacL1は、E. faecalisのペプ
チドグリカンを構成するグリカン鎖を架橋
するステムペプチド内の D-iGlnと L-Lys間の
ペプチド結合を加水分解する活性を有して
いることを明らかにした。 
 
(4)BacL1のドメイン解析 
 BacL1（全長 595 a.a.）は推測される３つ
の機能ドメイン、ファージ型細胞壁分解酵素
（ドメイン１）、NlpC 型細胞壁分解酵素（ド
メイン 2）、３回繰り返し SH3 様（ドメイン 3）
から構成される。各ドメインの部分欠失変異
体を構築し、その活性を検討した結果、いず
れのドメインを欠失した場合も、E. faecalis
に対して BacA と協調的に発揮される溶菌活
性を消失した。また、細胞壁分解活性につい
ては、ドメイン 1の欠失では影響がなかった
が、ドメイン 2とドメイン 3の欠失により分
解活性は消失した。黄色ブドウ球菌に見出さ
れる BacL1のドメイン 3 と相同な SH3 ホモロ
グは、細胞壁結合ドメインとして報告されて
いる。そこで、BacL1の各部分欠失変異体と、
E. faecalis 由来の精製細胞壁と混合してプ
ルダウン解析を行い、相互作用を検証した。
その結果、ドメイン 3領域のみで細胞壁と結
合すること、これに対してドメイン 3の欠失
体では結合能が消失することを明らかにし
た。以上の結果から、BacL1のドメイン 1は細
胞壁分解に影響せず分子機能は不明である
が生細胞の溶菌には必須であること、ドメイ
ン 2は細胞壁分解活性を有すること、ドメイ
ン3は細胞壁への結合ドメインであることを
明らかにした。 
 
(5)標的細胞表面における BacL1の局在解析 
 溶菌の標的となる E. faecalis細胞におけ
る BacL1 の挙動を明らかにするために、蛍光
標識した BacL1 タンパク質の標的細胞表面に
おける局在を解析した。その結果、BacL1は細
胞分裂に伴って生じる構造物、赤道面、分裂
面や新生細胞壁に対応する領域に特異的に
局在していることを明らかにした。 
 
(6)溶菌感受性における標的細胞の細胞分裂
依存性の検討 
 溶菌作用が標的細胞の分裂状態に影響を
受けるか検討するために、E. faecalis の増
殖曲線における各増殖期でのBacL1とBacAに



よる溶菌感受性を検討した。その結果、増殖
の初期や中期では、BacL1と BacA タンパク質
の添加によって顕著に溶菌されるのに対し
て、増殖停止期では溶菌を認めなかった。ま
た、静菌的な抗生物質であるクロラムフェニ
コールやテトラサイクリン処理により強制
的に E. faecalisの増殖を停止させた場合も、
BacL1と BacA による溶菌を認めなかった。さ
らに、このような増殖を停止した細胞では、
BacL1の細胞表面局在が観察されなかった。以
上の結果から、BacL1と BacA による溶菌作用
は、標的細胞が増殖・分裂中であることが必
要であることが示唆された。 
 
(7)異なる菌種由来の細胞壁に対する BacL1

の結合特異性の検討 
 細菌のペプチドグリカンにおいて、グリカ
ン鎖を架橋するペプチド鎖は、菌種間で多様
性を示すことが知られている。黄色ブドウ球
菌の溶菌酵素に見出されるSH3ドメインでは、
標的である黄色ブドウ球菌に特有の構造で
ある、ペンタグリシン架橋を特異的に認識・
結合することが報告されている。そこで、上
述のとおり E. faecalis 細胞壁に結合する
BacL1の SH3 ドメインが、様々な構造を持つペ
プチドグリカンを認識するか検討を行なっ
た。E. faecalisと同様のペプチド架橋構造、
L-Ala-L-Ala をもつ Streptococcus pyogenes
や Streptococcus pneumoniae の細胞表面に
は BacL1 が結合した。これに対して、E. 
faecalis とは異なるペプチド架橋構造の細
胞壁を有する Enterococcus faecium（L-Asp）、
Enterococcus hirae（D-Asn）、Staphylococcus 
aureus（Gly5）や Listeria monocytogenes（直
接架橋）では、BacL1の結合が観察されなかっ
た。以上の結果から、BacL1は L-Ala-L-Ala ペ
プチドにより架橋されたペプチドグリカン
を特異的に認識して結合することが強く示
唆された。 
 
(8)BacL1と BacA 間の相互作用の検討 
 E. faecalis 生細胞に対して溶菌活性を発
揮する際に、BacL1と BacA は互いに依存関係
にあるが、その相補性の実体については不明
である。BacL1と BacA タンパク質を混合し、
プルダウン実験を行なったが、互いに対する
共沈現象は観察されなかった。しかしながら、
BacA の蛍光シグナルが極めて微弱ながら、標
的細胞表面においてBacL1とBacAの共局在を
示唆する像が観察された。このことから生細
胞においては間接的な相互作用が存在する
可能性が推察された。 
 
(9)免疫因子 bacIの役割 
 免疫因子 bacI は BacL1と BacA による溶菌
作用に対する耐性を与えることが示唆され
ているが、その分子機能については不明であ
った。BacI 発現プラスミドを導入した E. 
faecalis 細胞は溶菌に対する耐性を獲得す
るが、コントロールプラスミドを導入した細

胞と同様に、細胞表面における BacL1 の結合
を認めた。また、BacI 発現細胞から精製した
細胞壁は、コントロールと同様に BacL1 によ
り分解された。以上の結果から、bacIによる
耐性化は、BacL1の細胞壁結合および分解作用
には影響しないことが示唆された。 
 
(10)まとめと今後の展望 
 これまでの研究の成果として、BacL1の分子
機能については、大部分を明らかにすること
ができた。一方で、もう一つの溶菌タンパク
質である BacA については、生細胞を溶菌す
るのに必須な因子であること除いて、その機
能は未だ不明である。また、BacI による耐性
化は、BacL1の働きには影響を与えなかっこと
から、BacI は BacA に何らかの影響を与えて
いる可能性が考えられる。今後、BacA ならび
に BacI の分子機能を精査することで、Bac41
システムの溶菌と自己耐性に関わる分子機
構の全体像を明らかにしていく予定である。 
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