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1Fpl1 LeuconostocPseudemesenteroides　QU　15が 生産する

　新奇バ ク テ リオ シ ン
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IFp12 Enterococcusfaecium 　NKR −5−3 が生 産す る複数の バ

　クテ リオ シ ン の 生合成遺伝子の 解析
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【緒言】乳酸菌は、様 々 な発酵食品 に関与 してお り、また 同時に バ ク テ リオ

シ ン を生産 し てい る例 も少な くない 。本研究で は、ぬ か 床 よ り分離さ れ た

Leu （／onostoc 　i）seudontesentero ・ides　QU　l5 が生 産する 新 奇バ ク テ リオ シ ン の 精

製 お よび構造解析を行 っ た。
【方法

・結果】本菌株の MRS 培養液上清か ら、種 々 の ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

に よ っ て、4種の バ ク テ リオ シ ン 〔ベ プ チ ドA 〜D ＞ を精製 した ．これ らの

精製バ ク テ リオ シ ン は、ム麟爾 α 伽 槻 協 をはじめ とす る グラム 陽性菌に 対

し て顕 著な 抗菌活性を 有して い たc 次 に 、こ れ らの 分子量、ア ミノ酸配列

お よび 構造遺伝子 の 解析を彳
：
p た 。そ の 結果、ベ プ チ ド B 　（S929 ．6　Da ）

は、】cucecinA と 同定 され た ，ま た ペ プチ ドA （3196．8Da 〕は、］cucocin 　A

の G 末端 7残基 欠損体 で あ っ た ．ベ フ チ ドC （S657、8Da ）お よびD （S680 ．8
Da ） は、そ れぞ れ 9．1 残基、32 残基で 構成 され る新奇 バ クテ リオ シ ン で あ

り、leucocin　Qお よ び leucocln 　N と命名 した ，　 Leucoci 【I　Q とN は、隣接 す

る orfに コ
ー

ドされ、二 成分バ クテ リオ シ ン の 特徴を 有して い たが、相乗 効

果作用 は示 さなか っ た 。

【目的 】 タイ の発酵魚か ら分離 さa’Lt： 五nterococcekc ．faecietm　NKR −5−3は 5種類

の バ ク テ リオ シン 〔ペ プチ ドA、B，　 C，　 D、　 Z） を生 産 す る。本 研 究で は ，
NKR −5−3に お け るバ クテ リオ シ ン 生合成遺伝 子の 解析 を 目的 と した 。
【実 験 方法 及 び結果】各バ ク テ リオシ ン の 生含成遺伝子群 を 明 ら か に す る た

め に フ t ス ミ ドベ クタ ーを使っt：　NKR ．S．S のゲ ノ ム ライ ブ ラ リ ーを用 い 、
構 造遺伝子 近傍の 塩基配列の 特定 を試みた c コ ロ ニ ー−PCR に よ り構 造遺 伝

子 を含 む コ ロ ニ ーの ス ク リ
ー

ニ ン グを行った と こ ろ，ペ プチ ドC，r）の 両 構

造 遺伝 f を保有す る コ ロ ニ
ー

を得 る こ とがで き た ．そ の 詳細な シーケ ンス

解 析の 結 果 よ り，4つ の バ ク テ リオ シ ン （A．G，D ，Z｝の 構造 遺伝 予が 約 IS

kbp と い う近 い 領 域 内に コ ードされて い る こ とが 明 らか とな っ た 。また ，ペ

プチ ドG ，D の 両遺伝子 近傍 の 領域 は．ム曜 r加 翩   ∫ 5α鰡 5が 生 産 す るバ クテ

リオ シ ン ，sakacin 　T，　X の 生合成遺伝子群 と相 同性 が 高 く，トラン スポ ー
タ ーや 自己耐 性 を示 す タ ン パ ク質 など，多 くの 推定 タ ン パ ク質が 発見 され

た．
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【目的 】乳酸菌が 生 産するバ ク テ リオ シ ン は、天然 由来 の 安全 な食品 保存 料

と して の 利 用 が 期 待 され て い る。当 研究 室 に よ り分離 さ れ た 乳 酸 痢、
Lactococcus　la．ct・ts　QU 　5が生産 する ラ クテ ィ シ ン Q は、リーダ ー−ee列 を 有さ

ず翻 訳 後直 ちに 活性型 とな る こ とか ら、通常の 乳 酸菌バ ク テ リオ シ ン とは

異 な る生合 成 機構を 持つ こ とが予想 される 。本研 究で は 、ラ ク テ ィ シ ン Q
の 生合 成 機構の 解明 を 目指 し、バ クテ リオ シ ン 非生産株を 宿卞 と した 各種

遺 伝子 群の 異種．発現系の 構築 を試み た。
【方法 ・結果】ナイシ ン 誘導型 プ ロ モ

ーターの 下流 に ラ ク テ ィ シ ン Q構 造 遺

伝子 〔tngOv）の み を クYコー一ニ ン グ し、　 NisR 〆K を保 持する L．　tactts　NZ9000 株

を宿主 として発現誘導 を彳∫っ た と こ ろ、ラ クテ ィ シ ン Qの 菌 体 外 へ の 正 常

な輸送 が行 われ ず、宿滋 へ の 生育阻害が確認 され た。一方、DNA シ ーケ ン

ス 解析 に よ り、lng（Zの 近傍に ll個 の 推定 orf が 見 出され 、　in　siti（．vに よ る解 折

か らtnq（2下流の 5つ の oヅが ラクテ ィ シ ン Qの 生 合成 に関 与 してい る こ とが

予想された。現在、これ らの ozf と吻 （2との 共発現 株を構築し、各遺伝子 群

の機 能解析を行 っ て い る 。

【目的 】 ヒ ア ル ロ ン 酸 （1
−lyalurenic 　acid 、以 下HA ） は創傷治癒能や 水分保

持能 を有 し、医薬 品、化粧 品、食品分野に お い て広 く用 い られ てい る。HA

は主 に鶏 冠か らの抽 出や、Streptococcvs　etfu・i　subsp 、　zooeP ・idemiczavに よ る 発酵

法 に よ っ て 製造 され て い る が、種を超 え た感染件物質等 の 混人が 懸念 され

て い る。一
方、ヨ

ーグ ル ト製 造菌で あ る Stref）tococcvs　thei
’
nt．oPh ・ilu．s は株毎 に

各様 な 種類の 多糖を生産 する こ とが知 ら れ て い る。食経験が豊富 で安全 で

あ る 本 菌が HA を生 産する とす れ ば、そ の実用 性 は 高い と考 え られ る。そ

こ で 我 々 はHA を生産 する 5、　the・rmoPhitu “ の探索 を行った。
【方法 及び結果】∫．tlte，TnoPhitu ．s　46 株を 10％ ス キム ミル ク 中で 静置培養 し、
．ヒ清中の HA 濃度を、　 HA を 特異 的に認 識 する HAbinding 　proteinを用 い て

測定 した。6株 の 培養上清に HA を含む 多糖が生産 されて い る こ とが示 唆さ

れ、そ の うち一株（YIT 　20S4 ）の培 蘰上清 に 特 に 高い HA 濃度 （8　mg ∫1）が 認

め られ た．YIT 　2084 株の 培養上清を 精製 して 得 られた 多糖の 高分手画 分 の

NMR ス ペ ク トル は市販の S．　etlu．i　subsp ．zooepidt ／mif ．’us 由来の HA とよ く一致

してお り、∫．醜 8刷 o助漁 5YIT 　2〔〕8引ま培養上清 中に HA を生産 す る こ とが 確

認 され た。
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