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第 1 章  

 

緒論  

 

 ヒトを含む従属栄養生物にとって、食物を摂取することは生命活

動における最も基本的な行動の一つであり、日々摂取する食品は安

全性および品質にすぐれることが不可欠である。しかしながら多数

の国々で、疫病などの大流行が飲食物を介して発生したという事例

が歴史的事実として記録されている 1)  。人類はこのような経験を繰

り返してきた過程において、食物を調理、加工、保存する技術や、

食品の安全に関する様々な知見を身につけてきたが、今後も食に関

する問題が完全に取り除かれることは無いと考えられている。近年

でも、我が国において年間 2-4 万人程度の食中毒患者が発生してお

り 2)  、死亡例（〜 10 人）も報告されている。さらに、アメリカ合衆

国の疾病管理予防センター（The Centers for Disease Control and 

Prevention）によると、アメリカ合衆国では年間で約 7,600 万人が

食中毒を発症し、約 5,000 人が死亡している 3)  とされているほか、

WHO（World Health Organization）によれば、世界的全体の死亡

者数は年間 200 万人（飲み水起源を含む）にのぼり、食品の衛生に

関する問題はいまだ深刻といえる。また、食中毒の定義や分類は国

によって異なるが、我が国では厚生省の食中毒統計に基づいた分類

により、病原物質としては細菌性、化学性および自然毒食中毒の 3

つに分けられている 4)  。しかし、その内訳には大きな偏りがあり、

厚生労働省が出した病原物質別食中毒の統計 5)  によれば、事件数で

は 80%、患者数では 90%以上を細菌性食中毒が占めていることから、
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食品の安全性を確保するためには、微生物による汚染の防止が最も

重要とされている。実際に、Campylobacter jejuni,  Escherichia 

coli O157, Listeria monocytogenes, Salmonella enterica, および

Staphylococcus aureus などに関連する食中毒が世界的に多発して

おり、特に米国では、これらに関連するコストは年間 65—349 億ドル

にものぼることが報告 6)  されており、食中毒による被害は経済面で

も大きいことがわかる。  

 また、近年では既存の医療向けに使用されている抗生物質に対す

る抵抗性を有した、薬剤耐性菌の勢力拡大が世界的な問題となって

きている。1960 年代に初めてメチシリン耐性黄色ブドウ球菌（MRSA）

が臨床学的に分離されて以降 7)  、バンコマイシン耐性腸球菌（VRE）

8)  や薬剤耐性緑膿菌（MDRP） 9)  などが相次いで報告されてきてい

る（Table 1-1）10)  。現在、これら薬剤耐性菌による犠牲者は全世界

において、年間 70 万人程度とされているが、2050 年には 1,000 万

人にも達するという指針 11) も存在し、ガンによる死者が年間 820

万人程度であることを鑑みると、非常に深刻な問題と言える。不適

切な抗生物質の使用（不必要な処方や投薬量・期間の不足など）が、

薬剤耐性菌の拡大を促進するとされていることから、世界的に抗生

物質消費量の削減が課題とされている 12,13)。実際に、我が国でも

2020 年までに抗生物質の使用量を 2/3 へ削減するという目標を掲げ

ており、適切な手続きにしたがって抗生物質を不要と診断した医療

機関へ報酬を出す（小児抗菌薬適正使用支援加算  80 点）という試み

も行われている 14)。  

しかしながら、米国では販売されている全ての抗生物質の内、80%

程度が家畜向けとして消費されており 15)、実際に畜産現場および食

肉製品における薬剤耐性菌の検出を示す報告例が多数存在する 16-21)。
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畜産現場で発生した薬剤耐性菌は、家畜の糞便（堆肥）を介して水

源や土壌を汚染し、農作物や食肉の接触および消費によってヒトへ

伝播するリスクが考えられる（Fig. 1-1）22)。したがって、畜産現場

における薬剤耐性菌の出現リスクを最小限に留める必要があり、ヒ

トにおける耐性菌の感染リスクを低減するためにも重要な課題と言

える。実際に、EU では 2006 年より家畜に対する生育促進剤として

の抗生物質の使用を禁じている。これよりも先に、デンマークでは

1998 年から同様の規制を行っているが、その結果、家畜に対する抗

生物質の使用量は全体で 26%程度減少したが、治療目的での使用量

が 2 倍以上に増加し、生産コストはむしろ増加した 23)。そのため、

単純に抗生物質の使用を中止するだけでは不十分であり、抗生物質

に代わる新たな抗菌剤の開発が求められている。  

さらに、期限切れによる食品（可食）の廃棄（ = 食品ロス）量が

年々増加してきており、我が国では年間 800 万トン（2010 年）にも

なり、これは世界全体の食糧援助量（ 400 万トン、2011 年）の 2 倍

量に相当する。また、全世界での廃棄量は年間 13 億トン（7,500 億

ドル相当）にのぼり、世界全体で年間に生産される食料品の 1/3 量

にも達するとされていることから、国際的に無視できない社会問題

となっている 24, 25 )。安全性と経済性を両立するためにも、食品業界

において、さらなる微生物混入リスクの低下と日持ち（ shelf life）

の向上が可能な保蔵技術の発展が求められている。  

現代の食品保蔵では、適切な加熱殺菌、紫外線殺菌（主に飲料）、

放射線殺菌（日本では殺菌目的の実用例なし）、水分活性や pH の調

整、真空あるいはガス置換包装、低温および凍結保存、保存料の添

加など、食品微生物の制御に様々な手法・薬剤を利用している 26)。

なかでも、合成保存料として知られる安息香酸および安息香酸 Na 27)、
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ソルビン酸およびソルビン酸 Na 28-30 )  は、様々な細菌、酵母、カビ

に対する強力な生育阻害効果を有しているが、pH によってその効果

は左右され、中性 -アルカリ領域の食品への利用には向かないという

欠点がある 31)。 さらに、近年では無添加、化学調味料不使用や無農

薬を謳う食品の台頭に代表されるように、素材の特徴を生かしたナ

チュラルな食品を求めるニーズが高まっており、化学合成された保

存料は敬遠される傾向が強まってきている。また、食品の三次機能

（健康性機能、生体調節機能）を特化させた、トクホという呼び名

で親しまれている特定保健用食品や栄養機能食品の需要急増に見ら

れるように、消費者の健康意識も高まってきており、食塩や砂糖の

ような調味料を低減および代替した食品が増加傾向にある。しかし、

これらの添加物や調味料は食品に対する微生物の混入防止や増殖抑

制という役割も担っている 32)  ため、これらの使用を過度に控えるこ

とは、微生物汚染のリスクを増大する恐れがある。  

 以上のような背景から、既存の化学合成保存料の使用とは異なる

方法により、食品自体に対して微生物への抵抗性を付与するような

技術と、Leistner の提唱するハードル理論 33)  に基づく利用（加熱、

包装、ガス置換、pH の設定、水分活性の調整などの併用を行う）が

必要と考えられている。その手段として、植物、動物、ならびに微

生物起源の抗菌物質（バイオプリザバティブ）を利用する食品の保

蔵方法である“バイオプリザベーション” 26,34,35 )  が静かな脚光を浴

びている。1992 年に本保蔵方法を提唱した Ray は、ヒトにおける長

年の食経験がありながら何ら害作用も確認されていないことを条件

に、乳酸菌とそれらの産生物をバイオプリザバティブとして推奨し

ている 34)。   

 乳酸菌が産生する抗菌物質としては、有機酸（乳酸、酢酸、ギ酸、
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プロピオン酸）、エタノール、ジアセチル、アセトアルデヒド、二酸

化炭素、過酸化水素などが広く知られ 36)、乳酸については米国を中

心として食品保存目的で工業的に生産・利用されているが 37)、これ

らの抗菌物質は食品中でも通常の発酵過程で産生され、自然な形で

食品保蔵に貢献してきた 38)。乳酸菌には上記抗菌物質に加え、バク

テリオシンと呼ばれる主に類縁菌に対して抗菌活性を示すぺプチド

およびタンパク質の生産が確認されており、特に乳酸菌由来のもの

は殺菌効果が高く、ヒト細胞に対する毒性についても報告が無いこ

とから、大きな注目を集めている 39)。  

バクテリオシンは、Jacob ら（1953）によりはじめて用いられた、

「感受性菌の細胞上のレセプターに吸着することにより同一種ある

いは近縁菌種に対して作用するタンパク性抗菌物質」を指す用語で

ある。その後、Tagg（1991）はペプチド部分が抗菌活性発現に必要

であること、抗菌スペクトルが（抗生物質に比べて）狭いこと、感

受性細菌に対して殺菌的に作用することの３つを満たす場合にのみ、

バクテリオシンという用語を用いるべきとし、それ以外の抗菌物質

は Bacteriocin-Like Inhibitory Substance (BLIS) と呼称するべき

とした 36)。また、近年において、バクテリオシンは細菌がリボソー

ム上で生合成する抗菌性のペプチド・タンパク質の総称と考えられ

るようになった 40 )。そして、現在ではバクテリオシンとペプチド性

抗生物質における最大の相違点として、活性本体および前駆体をコ

ードする構造遺伝子がゲノム DNA 上に存在する点が挙げられてい

る。  

バクテリオシンは、その作用機序や構造からいくつかのクラスに分

類されるが、分類体系は各研究者によって異なっている。本論文で

は、乳酸菌由来のバクテリオシンに焦点を当てた Alvarez-Sieiro ら
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（2016）41)  の分類体系を採用した。同分類体系では、全ての乳酸菌

バクテリオシンが class I：10 kDa 未満の翻訳後修飾を受けたペプチ

ド（Ribosomally produced and Posttranslationally modified Peptides: 

RiPPs）、class II：10 kDa 未満の非翻訳後修飾ペプチド、および class 

III：10 kDa を超える非翻訳後修飾タンパク質の 3 つに大別される。

また、class I は 6 つの subclass：class Ia (lanthipeptides)、class Ib 

(head-to-tail cyclized peptides)、 class Ic (sactibiotics)、 class Id 

(linear azol(in)e-containing peptides)、 class Ie (glycocins)、およ

び class If (lasso peptides)  によって細分化される。また、 class II

についても 4 つの subclass：class IIa (Pediocin-like bacteriocins)、

class IIb (two-peptide bacteriocins)、 class IIc (leaderless 

bacteriocins)、および class IId (non-pediocin-like, single-peptide 

bacteriocins) に細分化される。  

 乳酸菌のようなグラム陽性細菌由来のバクテリオシンでは、一般

的な作用機序として、目標菌体の細胞膜に対する孔形成によるイオ

ン（H+、K+など）、ATP などの低分子物質の流出に伴なった、膜電

位および pH 勾配の消失、プロトン駆動力の欠損および ATP の枯渇

が考えられている 42-47)。また、 colicin 48, 49 )  のようなグラム陰性細

菌由来のバクテリオシンでは、前述した機構に加え、 RNA および

DNA の分解や、タンパク質合成への干渉も作用機構として含まれて

いる  50)。バクテリオシンが菌体に接触するための初期因子は、正に

荷電したバクテリオシン（特にグラム陽性菌由来バクテリオシンの

大多数は、正に荷電するといわれている）と標的菌体の細胞膜にお

ける負に荷電した脂質成分間の静電気的吸着であり、膜への挿入に

はペプチドの疎水性が不可欠とされている 51)。さらに、孔の形成様

式としては、くさび状に折れ曲がって細胞内へ進入する wedge-like 
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pore model と、自身が細胞膜を貫通し複合体を形成することで孔を

形成する barrel-stave pore model などが考えられている 52,53)（Fig. 

1-2）。  

 最も著名なバクテリオシンとして、 Lactococcus lactis subsp. 

lactis が生産する Nisin A 54, 55 )  がある。Nisin A は乳酸菌および、

List. monocytogenes, Staph. aureus, Bacillus cereus, お よ び

Clostridium botulinum といった食品汚染・病原性菌を含むグラム陽

性菌に対する広い抗菌スペクトル 56)  を有しているうえ、EDTA との

併用時には、グラム陰性菌（E. coli, Sal. typhimurium）に対しても

抗菌活性を示すことが報告されている 57)。また、Nisin A には残基

数（57 アミノ酸）の同じ類縁体（Nisin Z, Q, F, および H） 58-61)  が

4 種存在し、さらに、残基数の異なる類縁体（Nisin U, U2, P, およ

び O）61-63 )  が 4 種存在するが（Fig. 1-3）、世界的に食品保蔵剤とし

て実用されているバクテリオシンは Nisin A のみである。Nisin Z に

ついては、中国でのみ使用が認可されていると言われているが、ベ

ルギーの Handary 社により食品添加剤として製剤化および販売され

ているため（NisinZ® Vegetal Nisin Z：http://www.handary.com/  

product-id-2000010）、実際には Nisin Z も Nisin A と同様の基準に

よって多くの国々で使用されている可能性が高い。Nisin A は 1928

年に発見されて以降、様々な特性について解明がなされており、1953

年にはイングランドにおいて食品への応用が開始され、その後、FAO

（Food and Agriculture Organization of the United Nation）と

WHO により食品保存料として認可された。また、1988 年には FDA

（ Food and Drug Administration ）により、 GRAS（ Generally 

Recognized As Safe）物質として認定されている。さらに、日本で

も 2003 年からの食品安全委員会での審議を経て、 2009 年 3 月 2 日
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に初めて厚生労働省によって食品添加物として認可され（食安発第

0302006 号）、Nisin A を使用した食品の輸入も可能となった 64)。

Nisin A は様々な食品（チーズ、脱脂乳、ソーセージ、キムチなど）

65-68 )  において効果と応用性が実際に試験されており、その評価が高

いことも手伝って、pediocin PA-1 のような乳酸菌バクテリオシンの

研究も精力的に行われており、実際に食品保蔵目的で利用されてい

る 69,70)。しかしながら、Nisin A は酸性域において最大の活性を示

す一方で、中性 -アルカリ性領域においては不溶化（ pH 2 に比べて、

pH 8 では溶解度が 1/228 に低下することが報告されている）71)  によ

り、活性が大幅に低下、もしくは完全に消失するという欠点 72, 73 )  が

知られている。そのため、Nisin A の欠点（中性 pH における不安定

性）を補うことが可能な使用方法や、新規の乳酸菌バクテリオシン

の発見および研究発展、そして応用が求められている。  

 当研究室では、ヒト小腸における lactobacilli（乳酸桿菌）の最優

勢種 74) であり、古くからヒトの腸管および糞便 75)  のみならず、口

腔 76)、乳輪 77)、膣管 78,79)   からも検出され、有力なプロバイオティ

クスの候補である Lactobacillus gasseri 由来のバクテリオシン（ガ

セリシン）に注目し、ガセリシン A（GA）とガセリシン T（GT）の

2 種を見出し、報告してきた。  

 GA は、ヒト乳児（4 か月齢、男児）の糞便より単離した Lb. gasseri 

LA39（JCM11657）が生産する、N/C 末端結合型の環状バクテリオ

シン（ class IId）である 80, 81 )。GA は、疎水性に富んだ 58 アミノ酸

残基（分子量 5652）からなり 82,83)、二次構造として α-helix に富ん

でいることが推定されているほか、作用機序として、標的細胞膜か

らのカリウムイオンといった低分子成分の漏出（ATP の漏出は認め

られていない）が確認されている 84)。また、株式会社明治（研究本
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部、食機能科学研究所）との共同研究により、GA の生合成と自己耐

性は、内在性のプラスミド DNA：pLgLA39（33,333 bp, 44 ORFs）

上に形成された遺伝子クラスター：gaaBCADITE（Fig. 1-4）によっ

て行われることが推定されている 85,86)。  

GT は、ヒト幼児（6 ヵ月齢、男児）より単離した Lb. gasseri LA158

（JCM11046）が生産し、GatA（構造遺伝子  :  gatA）と GatX（構

造遺伝子  : gatX）の異なる 2 つのペプチドからなる二成分性バクテ

リオシン（ class IIb）である 88,89)。GT（GatA、GatX）は、Lb. johnsonii  

VP11088 が生産する class IIb バクテリオシン  の Lactacin F と高い

相同性を有していることから 35,90 )、Lactacin F と同様の孔形成によ

る殺菌作用が推定されており、実際に GT を感作した指標菌（Lb. 

delbrueckii subsp. bulgaricus JCM 1002T）からは低分子物質（ 115 

Da (C5H9NO2) : 推定プロリン、 246 Da (C8H14N4O5) : 推定 4 量体

グリシン、268 Da (C10H12N4O5) : 推定イノシン）の流出が確認され

ている 91)。さらに、（株）明治（食機能科学研究所）との共同研究に

より、GT の生合成と自己耐性は染色体 DNA 上に形成された遺伝子

クラスター： gatPKRTC (Z) AXI（gatZ は機能不明）（Fig. 1-5）に

よって行われることが推定されている 92)。  

 こ れ ら ガ セ リ シ ン は 、 乳 酸 菌 以 外 に B. cereus 、 List. 

monocytogenes、Staph. aureus といった食中毒・病原性菌を含むグ

ラム陽性菌に対して幅広い抗菌スペクトルを示し、高い耐熱性

（121℃ , 15 min 後も活性残存）と pH 安定性（ pH 2-10 において活

性が一定）を有しているため、特に食品保蔵剤としての応用が期待

されている。実際に、カスタードクリームの保蔵剤（GA/GT）やウ

シ乳房炎の治療剤（GA）としての応用性が研究され、高い有効性が

確認されている 35,90,93 )。  
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 しかしながら、これらガセリシンにおいては食品グレードでの生

産系が確立されていない。バクテリオシンを食品へ応用するには、

食品への添加が認められた成分のみで構成される、食品グレード培

地によって生産株を培養することが必須となる。乳酸菌向けの代表

的な食品グレード培地として、脱脂乳培地が挙げられるが、 Lb. 

gasseri を含む acidophilus グループ乳酸菌 94,95)  は、一般的に乳培

地での生育が緩慢なことが知られており、Lb. gasseri およびその生

産物における利用性が制限されている。そこで、Lb. gasseri 向けの

完全食品グレード培地の開発と、各ガセリシンにおける食品グレー

ド生産系の確立を本研究における第一の目標とした。  

 これまでに GA と GT に継ぐ第 3 のガセリシンが報告されている。

Matijasic ら（1998） 96)  は Lb. gasseri LF221 が生産する acidocin 

LF221A（Acd LF221A）および acidocin LF221B（Acd LF221B）

について報告し、後者の Acd LF221B は GT の類縁体であったが、

前者の Acd LF221A については他に相同性の高いバクテリオシンが

存在せず、新規のガセリシンであることを明らかにした。その後、

2004 年には Acd LF221A の 3 ORFs によって構成される推定遺伝子

クラスター（Fig. 1-6）が特定され、その遺伝子情報から Acd LF221A

は二成分性バクテリオシン（Acd 221α  + Acd 221A）である可能性が

示された 97)。しかしながら、1 番目のペプチド（Acd 221α）は N 末

端領域における配列が未決定であり、実際には 2 番目のペプチド

（Acd221A）のみが単離精製されたに過ぎないため、 Acd LF221A

が本当に二成分性バクテリオシンであるかは未証明のままである。

以降、Acd LF221A に関する研究報告は途絶え、特性についてもほ

とんど解明されていないのが現状である。その後、当研究室で保有

する Lb. gasseri 株において各ガセリシン構造遺伝子の保有状況を試
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験した結果、ヒト成人大腸組織切片由来の Lb. gasseri LA327 にお

いて、GT に加えて Acd LF221A と推定される遺伝子が検出された。

そこで、LA327 株において検出された Acd LF221A と推定される遺

伝子の全長配列決定と、同バクテリオシンの特性解析を本研究にお

ける第二の目標とした。  

 しかしながら、GT および Acd LF221A を含めた Lb. gasseri 由来

の二成分性バクテリオシンにおいて、抗菌ペプチド 2 種の完全精製

に成功した例は無いため、いずれも実際に二成分性バクテリオシン

であるという証明はされていない。したがって、従来の精製技術に

頼った推定 Acd LF221A の特性解析は困難であると考えられため、

本研究では Acd LF221A（Acd 221αおよび Acd 221A）を単独で生

産する発現株の構築目指した。  

 タンパク質・ペプチドの解析において、大規模化およびハイスピ

ード化が求められる現代では、対象タンパク質・ペプチドを効率よ

く発現し、精製することは重要である。近年ではそれらを可能にす

る手段として、異種発現を用いた解析法が一般的となっており、自

然株からの取得が困難な試料から、重原子や安定同位体導入試料の

調製や変異導入も可能であることから、医学的研究分野、バイオテ

クノロジー産業において必要不可欠な技術となっている 98)。発現系

としては大腸菌や酵母などの細菌 99,100)、そして昆虫および動物細胞

101, 102)  が主に知られているが、なかでも培養時間が短く、遺伝子操

作が簡便で、低コストかつ安定的な生産が可能である大腸菌（E. coli）

を用いた発現系が最も一般的となってきている 98,103)。実際にバクテ

リオシンの分野でも、Enterococcus faecalis  S-48 が生産する

Enterocin AS-48 や、Brochothrix campestris ATCC 43754 が生産



12 

 

する Brochocin-C などは E. coli からの異種発現に成功している

104, 105)。  

しかしながら、E. coli における異種発現では翻訳後のプロセッシ

ングや修飾機構の違いにより、屈折体、封入体形成などの問題 106,107) 

がしばしば起こり、目的の物質が本来の形および機能で生産されな

い場合があるため、万能な手段とはいえない。実際に、E. coli によ

る GT の GatA および GatX を単独で生産する異種発現株の構築を試

みた結果、GatX のみが微弱な活性を示し、混合しても相乗効果が得

られなかったことから、本来と異なった構造で発現されている可能

性が高いと考えられる 108)。したがって、乳酸菌が生産するバクテリ

オシンの機能を本質的に追求するためには本来の宿主、すなわち同

種の乳酸菌を発現系に用いることが理想的であると考え、本研究に

おける発現株の構築には、Lb. gasseri を宿主として用いることにし

た。  

 以上、本研究ではガセリシンにおける食品グレード生産系の確立

から、同種発現株の構築による推定 Acd LF221A における二成分性

の証明、そして食品への応用に向けた諸性質に関する解析を試みた。 
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Table 1-1. The history of emersion in major antibiotic-resistant bacteria.10) 
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Fig. 1-1. The image of antibiotic -resistant bacteria  

from the farm to the table . 22)  
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Fig. 1-2. The pore-formation model of bacteriocins. 52, 53 )   

 barrel-stave pore (a), wedge-like pore (b) 
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Fig. 1-3. Deduced amino acid sequences of Nisin A and the analogues. 63)  

Spa: subtilin の構造遺伝子（ spaA）の推定ペプチド  

Nis O_1, 2, 3,  and 4: Nisin O における 4 つの構造遺伝子  

（nso A1-4）の推定ペプチド  

濃い青、青、水色、白のマーカーは、それぞれの残基における  

保存率 100%、 80%、 60%、および >40%を示す  
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Fig. 1-4. Plasmid map of pLgLA39 encoding GA gene cluster  

from Lb. gasseri LA39 85,86 )   
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Fig. 1-5. GT genes cluster located in chromosomal DNA of 

Lb. gasseri LA158. 92)  
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Fig. 1-6. DNA digestion fragment (0.9 kbp) by BamHI/HindIII  

encoding Acd LF221A genes (three ORFs)  

from chromosomal DNA of Lb. gasseri LF221. 97)  

 

Two possible ribosome-binding sites (RBS) are underlined, whereas the 

dots indicate three termination codons. The inverted repeat of the  

putative terminator located downstream of orfA3 is  indicated by the 

thick line. orfA2 encodes the structural gene encoding acidocin  

LF221 A and the bold-marked G− 1  at nucleotide position 163 shows  

the cleavage site of the N-terminal extension in the translated  peptide 
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第 2 章  

Lactobacillus gasseri 向けの完全食品グレード培地  

の創製とガセリシン生産  

 

第 1 節  

諸言  

 

 乳酸菌はヒトによる長い食経験から、一般的に安全な GRAS 微生

物として多くの菌種および菌株が認定されており、特に乳酸桿菌

（ lactobacilli）はビフィズス菌と並んで、ヒトおよび動物の消化管

内における重要かつ有益な菌叢の 1 つであることが知られている

109, 110)。特に、Lb. gasseri はヒト腸管内における lactobacilli の最優

勢種であり、腸管や糞便のみならず、口腔、膣、および母乳からも

単離されてきており、代表的なプロバイオティクスの 1 つとして知

られている 74,76,79 ,111)。この Lb. gasseri が有する有益な効果として、

免疫賦活効果、抗アレルギー症状、抗細菌およびウイルス感染、抗

腫瘍効果、脂質吸収阻害などが報告されている 112-117)。  

また、Lb. gasseri LA39 が生産するガセリシン A（GA）、および

Lb. gasseri LA158 が生産するガセリシン T（GT）は、高い pH 安定

性（pH 2-10）および耐熱性（ 121℃ ,  15 min 後も活性を残存）を有

し、乳酸菌に加えてグラム陽性の食中毒・病原性菌（B. cereus, List. 

monocytogenes, および Staph. aureus）に対して抗菌活性を示すこ

とから、特に食品保蔵剤としての応用が期待されている 8 0 ,8 8 ,90 , 11 8 )。

さらに、最近になって Lb. gasseri LA327 より第 3 のガセリシンで

あるガセリシン S（GS）が見出された（第 3 章において同定および

解析）。しかしながら、これらガセリシンにおける完全食品グレード
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生産系は確立されていない。バクテリオシンを食品へ応用すること

を考慮すると、食品への添加が許可された成分のみで構成された食

品グレード培地によって、生産株を培養する必要があり、産業規模

では安全性に加えて低コストであることも重要となる。  

乳酸菌における代表的な食品グレードとしては脱脂乳培地（RSM: 

Reconstituted Skim Milk）が挙げられ、安全かつ低コストであるが、

その一方で遊離アミノ酸やペプチドは乏しいため、acidophilus グル

ープ A および B の 6 菌種（Lb. johnsonii, Lb. gasseri, Lb. 

acidophilus, Lb. amylovorus, Lb. crispatus, and Lb. gallinarum）

94, 119)  における大部分の菌株は、何も添加されていない乳における生

育が緩慢であることが知られている。酵母エキスやペプトンなどの

添加によって、これら乳酸菌の乳中における緩慢な生育が改善可能

であるが 120-123 )、添加した窒素源が製品の風味を損なう可能性が考

えられる。また、乳培地のプロテアーゼ処理もしくはその分解産物

の添加による、Lb. gasseri を含む acidophilus グループ乳酸菌の生

育改善に関する報告 124-126)  もあるが、産業レベルではコストが問題

となる。さらに、代表的なヨーグルトスターター乳酸菌である

Streptococcus thermophilus との共培養によって Lb. acidophilus

の乳中における生育改善が可能であることも報告されているが 127 )、

バクテリオシン生産株の場合にはスターター乳酸菌の生育を阻害す

る可能性が考えられる。また、乳をベースとする培地の場合では、

乳中のカゼインタンパク質がバクテリオシンを吸着することで、バ

クテリオシンの活性と回収を阻害する 128)  可能性がある。さらに、

乳中で豊富に含まれる二価金属イオン（Ca+2, Fe+2, Mg+2, および

Mn+2 など）が GT の生産を阻害する 123,  129 )  ことも知られており、

乳アレルギーのリスクまでを考えると、乳培地はバクテリオシンの
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生産には不向きと考えられる。  

研究分野において lactobacilli の培養に多用される MRS 人工合成

培地 130)  は、乳成分を含まないことから、バクテリオシンおよび菌

体の生産と回収に向いているが、コストが高く、人体に有害とされ

る MnSO4
 131 -135) を含有しているため、食品への応用には不向きで

ある。  

そこで、本章では MRS 培地の組成より全ての窒素源成分を安価で

安全な食品添加用酵母エキスへ置換し、人体に有害な MnSO4 を除去

することで、Lb. gasseri 向けの低コストな完全食品グレード培地の

開発を試みた。さらに、開発した食品グレード培地を用いた、各ガ

セリシン（GA、GT、および GS）における食品グレード生産を目指

した。  
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第 2 節  

材料および方法  

2-2-1. 試薬  

 本実験において、特に断りのない限り、和光純薬工業株式会社  

（大阪）の特級試薬または一級試薬を用いた。  

 

2-2-2. 器具、培地および試薬類の滅菌  

 本実験において使用する器具、培地および試薬類の滅菌処理は、

特に断りのない限りオートクレーブ滅菌機（ SDL-320、TOMY、東

京）を用い、121℃ , 15 min の条件で行った。例外的に 12% (w/v) 

reconstituted skim milk (RSM)（還元脱脂乳培地、森永乳業、東京）

は 110℃ , 10 min の条件で滅菌した。  

 

2-2-3. 使用菌株および培地  

 本実験で用いた菌株は Table 2-1 にまとめた Lb. gasseri 6 菌株：

JCM 1131T、JCM 1131、JCM 5343、JCM 8790、JCM 11046（LA158）、

および JCM 11657（LA39）；さらに lactobacilli の 3 基準株：Lb. 

acidophilus JCM 1132T、Lb. casei JCM 1134T、および Lb. 

helveticus JCM 1120；バクテリオシン活性測定における指標菌 Lb. 

delbrueckii subsp. bulgaricus JCM 1002T の計 10 菌株は Japan 

Collection of Microorganisms (JCM: 理化学研究所、茨城 ) より入

手した。これらの菌株は MRS 培地（Oxoid Ltd, Hampshire, England）

により 37℃ , 24 h の条件で培養した。  

 9 種の食品添加用酵母エキスを 3 社より入手し（キリン共和フーズ、
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東京：S、SA-M、SA-R、SL-W、FR、KOUMI powder、および KOUMI 

paste；キリンフードテック、兵庫：HR；三栄源 FFI、大阪：RN-1）、

食品グレード培地（FGM）の作製に用いられた。  

 MRS 培地より窒素源成分と MnSO4 を除去し、0.9% (w/v) 量の食

品添加用酵母エキスを添加することで、計 9 種の FGM を作製した。

MRS 培地と FGM の組成については Table 2-2 にまとめた。  

 

2-2-4. バクテリオシン活性測定  

バ ク テ リ オ シ ン 抗 菌 活 性 は 寒 天 拡 散 法 （ agar-well diffusion 

method）により、Tagg と McGiven 136)  の方法を改良した Toba ら

の方法 137)  に従って、以下の通りに測定した。  

 指標菌 Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus JCM 1002T の 18-24 h

培養液を MRS 培地で 10 倍希釈し、そのうち 250 L を、105℃ , 5 min

にて加熱溶解後 55℃で恒温保持した MRS 軟寒天培地 [0.75%（w/v）

寒天、AGAR BACTERIOLOGICAL, Oxoid, UK]10 mL に混合した後、

MRS 寒天平板培地 [1.5%（w/v）寒天、Oxoid]に重層して固化させた。

次いで、コルクボーラー  No.2（直径 6 mm）を用いて試料注入孔を

作製し、2n（n: 整数）倍に段階希釈した各試料溶液 65 L をウェル

に注入後、37℃ ,  18 h にて培養した。希釈溶媒には滅菌済み 0.85% 

PBS を用いた。抗菌活性値は、生育阻止円の認められた最も高い希

釈度の逆数と定義し、その単位を Arbitrary Unit（AU）で表した。 

 

 

 

2-2-5. 還元脱脂乳培地における Lb. gasseri の生育  
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 Lb. gasseri 6 菌株［JCM 1131T、JCM 1131、JCM 5343、JCM 8790、

JCM 11046（LA158）、および JCM 11657（LA39）］の MRS 培地培

養菌液（37℃ ,  24 h）を 12% RSM 培地に対して 3%（v/v）量で接種

後、37℃で 120 h 培養した。その際、培養 24 h ごとに pH を 3 連で

測定した。  

 

2-2-6. Lb. gasseri  JCM 1131Tに対する生育促進効果を指標とした最

適な食品添加用酵母エキスの選抜  

 Lb. gasseri JCM 1131T の MRS 培地培養菌液（ 37℃ ,  24 h）より

MRS 培地成分を除去するため、菌体洗浄を行った。Lb. gasseri JCM 

1131T の菌液を遠心分離（ 8,000×g, 10 min, 4℃）後、上清を捨て、

0.85% PBS で菌体を懸濁した。これをもう一度行い、菌体を各 FGM

（計 9 種）で懸濁後、同一の FGM に対して 5% (v/v) 量で接種した。  

 37℃ , 24 h の条件で培養後、少なくとも 3 連以上で菌体濁度

（ optical density at 620 nm: O.D. 620 ; 5 倍希釈値）を測定した。

Tukey ’s test において P<0.05 の場合に有意差ありと判断した。  

 

2-2-7. 選抜 FGM における供試 Lb. gasseri および lactobacilli の生

育試験  

 方法 2-2-6 における結果より、 5 種類の FGM（FGM-FR、 -S、

-KOUMI poder、 -SA-M、および -KOUMI paste）が選抜された。   

 供試 Lb. gasseri 5 菌株（JCM 1130、5343、8790、11046、およ

び 11657）および lactobacilli 3 菌種の基準株（Lb. acidophilus JCM 

1132T、Lb. casei JCM 1134T、および Lb. helveticus JCM 1120T）
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が 5 種の FGM に対して方法 2-2-6 と同様に接種され、37℃ ,  24 h の

条件で培養後、少なくとも 3 連以上で O.D.620 を測定した。  

 Tukey ’s test において P<0.05 の場合に有意差ありと判断した。  

 

2-2-8. ガセリシンにおける最適な食品グレード生産条件の検討  

 ガセリシン A（GA）生産株の Lb. gasseri JCM 11657（LA39）、

およびガセリシン T（GT）生産株の Lb. gasseri JCM 11046（LA158）

を MRS 培地、もしくは異なる濃度の酵母エキス FR（0.3, 0.6, 0.9, 1.2, 

1.5, および 2.0%）と Tween 80（0.01, 0.02, 0.05, 0.075, 0.1, 0.2, お

よび 0.4%）を含有する FGM-FR で培養（37℃ ,  24 h）後、菌体不含

培養上清を取得し、方法 2-2-4 のバクテリオシン活性測定に供した。 

 バクテリオシン生産量を指標として FGM-FR における二成分（酵

母エキス FR および Tween 80）の最適濃度を決定後、最適化した

FGM-FR で各時間培養（ 37℃）し、培養上清中のバクテリオシン活

性を同様に測定した。  
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Table 2-1. The strains used in this study.  

 

Bacter ial  strain   Descr ipt ion  Reference  or  source  

Lb.  gasser i  
LA39  

（ JCM 11657） 
Producer  strain  o f  

Gasser ic in  A  

Laboratory  

co l lect ion   

 
LA158  

（ JCM 11046） 
Producer  strain  o f  

Gasser ic in  T,  p lasmid free  

Laboratory  

co l lect ion  

 
JCM 1131 T  

(=ATCC33323)  

Indicator  strain  for  growth 

st imulat ion e f fect  o f  FGM b  
JCM a   

 JCM 1130  
Indicator  strain  for  growth 

st imulat ion e f fect  o f  FGM b  
JCM a  

 JCM 5343  
Indicator  strain  for  growth 

st imulat ion e f fect  o f  FGM b  
JCM a  

 JCM 8790  
Indicator  strain  for  growth 

st imulat ion e f fect  o f  FGM b  
JCM a  

Lb.  he lvet icus  JCM 1120 T  
Indicator  strain  for  growth 

st imulat ion e f fect  o f  FGM b  
JCM a  

Lb.  ac ido phi lus  JCM 1132 T  
Indicator  strain  for  growth 

st imulat ion e f fect  o f  FGM b  
JCM a  

Lb.  case i  JCM 1134 T  
Indicator  strain  for  growth 

st imulat ion e f fect  o f  FGM b  
JCM a  

Lb.de lbruecki i  
subsp.  

bulgar icus  

JCM1002 T  
Indicator  strain  for  

bacter ioc in  act iv i ty  assay  
JCM a  

aJCM, Japan Collection of Microorganisms, Tsukuba, Japan. 

bFGM, food grade medium. 
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Table 2-2. The composition of MRS broth and food grade media.  

 

Ingredients  Concentration (g/L)  

＜MRS broth＞  
 

D-glucose  20.0  

  Peptone  10.0  

  Lab-Lemco powder  
(Beef extract)  

8.0  

Laboratory yeast extract  4.0  

Sorbitan mono-oleate (Tween 80)  1.0*  

Dipotassium hydrogen phosphate 2.0  

Sodium acetate 3H 2O  5.0  

Triammonium citrate  2.0  

Magnesium sulphate 7H 2O  0.2  

Manganese sulphate 4H2O  0.05  

  
 

＜FGM＞  
 

D-glucose  20.0  

Food-grade yeast extract  9.0  

Sorbitan mono-oleate (Tween 80)  1.0*  

Dipotassium hydrogen phosphate 2.0  

Sodium acetate 3H2O  5.0  

Triammonium citrate  2.0  

Magnesium sulphate 7H2O 0.2  

                                 *: mL/L 
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第 3 節  

結果  

2-3-1. 還元脱脂乳培地における Lb. gasseri の生育  

 12%RSM 培地における供試 Lb. gasseri の生育試験の結果、全て

の菌株が pH 5 を下回るまでに少なくとも 48-72 h の培養（37℃）を

要するという、非常に緩慢な生育が示された（Fig. 2-1）。そのなか

でも、JCM 5343 は培養 120 h 後も pH が 5 を上回り、最低の生育を

示した。また、JCM 1131T と JCM 1130 の 2 株のみが pH 4.6 を下

回った（それぞれ pH 4.37 および pH 4.47）。  

 

2-3-2. 試作 FGM における Lb. gasseri JCM 1131T の生育  

 各食品添加用酵母エキスの生育促進効果を比較するため、試作

FGM（9 種）における Lb. gasseri JCM 1131T の生育を試験した。

窒素源として用いられた食品添加用酵母エキスによって、Lb. 

gasseri JCM 1131T の生育（菌体濁度、5 倍希釈値）は大きく異なっ

た。酵母エキス SA-R が示した最低の O.D.620 nm 値が 0.244 であった

のに対し、酵母エキス FR は最大の O.D.620 nm 値（P＜ 0.05）となる

0.606 を示し、MRS 培地培養時（0.886）には及ばなかったが、高い

生育促進効果を示した（Fig. 2-2）。  

この FR を生育促進効果が最大の酵母エキスとして選抜し、これを

用いた FGM を FGM-FR と命名した。  
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2-3-3. 選抜 FGM における供試 Lb. gasseri および lactobacilli の生育  

 各 FGM における Lb. gasseri JCM 1131T の生育結果により、生育

促進効果が最大の FGM-FR に加えて、同効果が高かった 2 種（FGM-S

および FGM-KOUMI powder）と低かった 2 種（FGM-SA-M および

FGM-KOUMI paste）の計 5 種が選抜された。  

 Fig. 2-3 と Fig. 2-4 はそれぞれ、選抜 FGM における供試 Lb. 

gasseri 株（JCM 1130, 5343, 8790, 11046 (LA158), および 11657 

(LA39)）および供試 lactobacilli 基準株（Lb. helveticus JCM 1120, 

Lb. acidophilus JCM 1132T, Lb. casei JCM 1134T）の菌体濁度（ 5

倍希釈値）を示している。  

 Lb. helveticus JCM 1120T と Lb. casei JCM 1134T を除く全ての

菌株が Lb. gasseri JCM 1131T と同様に、選抜 FGM 中で FGM-FR, 

FGM-S, および FGM-KOUMI powder において最大の生育を示した。

なかでも、Lb. gasseri JCM 1130 以外の菌株は、供試 FGM 中で

FGM-FR において最大の O.D.620 nm 値を示し、MRS 培地培養時を上

回る菌株も存在した。  

 

2-3-4. ガセリシンにおける最適な食品グレード生産条件の検討  

 はじめに酵母エキス FR の添加量（初期添加量は 0.9%）について

検討を行った結果、GA は 0.9-2.0%、GT では 1.5%添加において最

大の活性（GA：246 AU/mL および GT：15,754 AU/mL）が得られ

た（Table 2-3）。次いで、Tween 80 の低減（初期添加量は 0.1%量）

について検討を行った結果、GA では 0.02%、GT の場合には 0.075%

まで減量しても初期の活性値（GA：246 AU/mL および GT：15,754 

AU/mL）が維持された（Table 2-4）。これらの結果より、GA 生産時
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（酵母エキス FR：0.9% および Tween 80：0.02%）と GT 生産時（酵

母エキス  FR：1.5%および Tween 80：0.075%）における FGM-FR

の最適な成分濃度が決定された。  

続いて、成分濃度を最適化した FGM-FR を用いて、GA および GT

生産時の至適培養時間について検討した結果、GA は培養 24 h で活

性値が最大となり、GT では培養 24 h で 15,754 AU/mL に達した後、

培養 60 h で最大活性値の 31,508 AU/mL となった（Fig. 2-5）。生産

効率を優先した結果、GA と GT 生産時のいずれも 24h が最適な培養

時間と考えられ、246 AU/mL および 15,754 AU/mL の食品グレード

GA および GT が得られた。  
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Fig. 2-1. Growth of Lb. gasseri JCM strains 

cultured at 37℃  in 12% RSM (pH).  
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Fig. 2-2. Growth stimulation ability of each food grade yeast extract for  

Lb. gasseri JCM 1131T (O.D.620 nm,  value of five-times dilution). 

 

All data indicate the mean value obtained from measurements in 

triplicate. * Significantly different (P < 0.05, Tukey’s test)  
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Fig. 2-3. Growth of Lb. gasseri JCM strains in selected FGM 

(O.D.620 nm , value of five-times dilution).  

MRS (black); FGM-FR (stripe);  FGM-S (checker pattern);  FGM-SA-M 

(white);  FGM-KOUMI paste (gray);  FGM-KOUMI powder (dot pattern).   

All data indicate the mean value obtained from measurements in triplicate.  

* Significantly different (P < 0.05, Tukey’s test)  
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Fig. 2-4. Growth of lactobacilli typestrains in selected FGM  

(O.D.620 nm , value of five-times dilution). 

MRS (black); FGM-FR (stripe);  FGM-S (checker pattern);  FGM-SA-M (white);  

FGM-KOUMI paste (gray);  FGM-KOUMI powder (dot pattern).  

All data indicate the mean value obtained from measurements in triplicate.  

* Significantly different (P < 0.05, Tukey’s test)  
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Table 2-3. Effect of FR amount in FGM-FR on GA and GT 

production (cultivation at 37℃ , 24 h).  

 

「FR」content (%)  
Bacteriocin activity (AU/mL) a  

GAb  GTc  

0.3  0  123  

0.6  123  1,969  

0.9  246  3,938  

1.5  246  15,754  

2.0  246  492  

a  Indicator :  Lb. delbrueckii  subsp. bulgaricus JCM 1002T  

b  GA: The culture supernatant of Lb. gasseri LA39 

c  GT: The culture supernatant of Lb. gasseri LA158 
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Table 2-4. Effect of Tween 80 amount in FGM-FR on GA and GT 

production (cultivation at 37℃ , 24 h).  

 

Tween 80 content (%)  
Bacteriocin activity (AU/mL)  

GAa  GTb  

0.01  0  246  

0.02  246  1,969  

0.05  246  1,969  

0.075  246  3,938  

0.10  246  3,938  

0.20  492  3,938  

0.40  492  3,938  

a  Indicator :  Lb. delbrueckii  subsp. bulgaricus JCM 1002T  

b  GA: The culture supernatant of Lb. gasseri LA39 

c  GT: The culture supernatant of Lb. gasseri LA158  
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Fig. 2-5. Effect of cultivation time (at 37℃ ) on GA and GT production 

in optimized FGM-FR (GA: FR-0.9% and Tween 80-0.02%; 

GT: FR-1.5% and Tween 80-0.075%). 

Indicator : Lb. delbrueckii  subsp. bulgaricus JCM 1002T 

All data indicating the mean value obtained from triplicates.  
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第 4 節  

考察  

 当研究室で見出し、報告してきた Lb. gasseri 由来のバクテリオシ

ン（ガセリシン）である、ガセリシン A（GA）およびガセリシン T

（GT）は、 pH 安定性と耐熱性に優れ、乳酸菌およびグラム陽性の

食中毒・病原性菌（Staph. aureus, List. monocytogenes, および B. 

cereus）にも効果を示すなど、特に食品保蔵剤として優れた特性を

有している。バクテリオシンを実際に食品へ応用するには、食品グ

レード生産系の確立が必須となり、そのためには、食品への添加が

許可された成分のみで構成される食品グレード培地を用いた生産株

の培養が求められる。また、産業的な側面からこの食品グレード培

地は安全であると同時に、低コストであることが求められる。  

 そこで本研究では、バクテリオシンの生産および回収に適してい

る一方で、コストが高く（約 1,800 円 /L）、人体に有害な成分を含有

する MRS 培地をベースとする低コストな完全食品グレード培地の

開発と、それを用いたガセリシンの生産を目指した。  

 供試 Lb. gasseri の 12%還元脱脂乳（RSM）培地における生育を

試験した結果、最も高い生育性を示した JCM 1131T は 37℃ , 120h

という長期間の培養によって pH 4.5 を下回り（Fig. 2-1）、窒素源を

添加しなくても生育が可能である可能性が示されたが、接種菌液よ

り持ち込んだ MRS 培地成分の関与も否定できなかった。比較のため、

1%量（w/v）の培地用酵母エキス D-3（日本製薬、東京）を添加した

脱脂乳培地を用いて JCM 1131T を培養した結果、37℃ , 24 h 後に pH

が 4.01 まで低下し（ data not shown）、窒素源無添加時の生育が非

常に緩慢であることが改めて示された。  
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 食品グレード培地（FGM）の作製に向けた窒素源としての食品添

加用酵母エキスを選抜するため、供試酵母エキスの Lb. gasseri JCM 

1131T に対する生育促進効果を比較した結果、酵母エキス FR による

生育促進効果が最大となり、供試した酵母エキスによって JCM 

1131T の生育が大きく異なった（Fig. 2-2）。Arakawa ら（2015）124)  

は、Lb. gasseri が乳中で生育するための窒素源としてタンパク質や

アミノ酸ではなくペプチドを要求し、特にエンドペプチダーゼであ

るペプシンで分解処理した乳培地では極めて生育が高くなることを

報告している。また、Gandhi ら（2014）138)  は乳タンパク質のプロ

テアーゼ分解産物のうち、比較的に高分子（>10 kDa）のペプチド

を添加した場合に、Lb. acidophilus の RSM 培地における生育が改

善されることを報告している。したがって、酵母エキス FR が有する

Lb. gasseri JCM 1131T に対する高い生育促進には、特に含有される

ペプチドの量およびサイズが関係している可能性が考えられる。  

この酵母エキス FR を用いて作製した FGM（FGM-FR）は小売価

格計算で約 160 円 /L と脱脂乳培地（小売価格計算で約 240 円 /L）よ

りも低コストであり、Lb. gasseri 向けの優れた培地であることが期

待された。そこで、Lb. gasseri の他菌株（JCM 1131, 5343, 8790, 

11046, および 11657）の FGM-FR における生育も試験した結果、

全ての株が FGM-FR において十分な生育を示し、MRS 培地におけ

る生育を上回る菌株も存在した（Fig. 2-3）。JCM 1130 については、

FGM-FR における生育が MRS 培地よりもやや劣っていたが、Oxoid

社の MRS 培地には合計で 2.2%（w/v）量相当の窒素源成分が含まれ

ていることから、酵母エキス FR の添加量（0.9%）を増加すること

によってさらに高い生育促進効果を得られる可能性が考えられた。

次いで、Lb. gasseri 以外の乳酸桿菌（Lb. acidophilus JCM 1132T, Lb. 
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casei JCM 1134T , および Lb. helveticus JCM 1120T）に対しても

FGR-FR は十分な生育促進効果を示し（ Fig. 2-4）、 FGM-FR は

lactobacilli 全体に対しても有用な培地である可能性が考えられた。 

 次に、FGM-FR を用いたガセリシンの最適な食品グレード生産条

件を確立するため、食品添加用酵母エキス FR および Tween80 の添

加量、そして培養時間の 3 点について検討を行った。酵母エキス FR

の最適な添加量について検討した結果、GA 生産時は添加量 0.9‐

2.0%において最大の活性（ 246 AU/mL）が得られた。これに対して

GT 生産時では、添加量 1.5%において最大活性（ 15,754 AU/mL）が

得られた一方、過剰な添加（ 2.0%）はむしろ生産量の大幅な低下

（492AU/mL）を招いた（Table 2-3）。Arakawa ら（2008） 123)  お

よび Guo ら（2014） 129)  は Mn+ 2, Ca+ 2, Mg+2, Fe+2, および Zn+2 な

どの二価金属イオンによる Lb. gasseri SBT2055 の GT 生産阻害に

ついて報告している。また、MRS 培地を開発した de Man ら（1960）

130)  は、Mn を lactobacilli の生育に重要で不可欠な成分として言及

していたにも関わらず、本研究で供試した全ての乳酸桿菌株が

MnSO4 無添加の FGM-FR において問題なく生育した。これらの結果

は、酵母エキス FR が Mn などの金属イオンを豊富に含有している可

能性を示している。  

 Tween 80 は脂肪酸（C18:1、オレイン酸）の供給源であり、細菌

の生育にとって非常に重要な成分の一つであるが、バクテリオシン

との強固な複合体の形成によってバクテリオシン精製時には障害と

なることが知られている 139,140)。そこで、Tween 80 のオレイン酸へ

の置換を試みたが、GA および GT を生産することは不可能であった

（data not shown）。ついで、Tween 80（初期添加量 0.1%）の低減

化について検討した結果、GA 生産時は 0.02%、そして GT 生産時に
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は 0.075%まで減量してもバクテリオシン生産量には影響しないこ

とが明らかとなった（Table 2-4）。  

 さらに、主要成分濃度を最適化した FGM-FR（GA－酵母エキス

FR：0.9%、Tween 80：0.02%；GT－酵母エキス FR：1.5%、Tween 

80：0.075%）を用いて、各ガセリシン生産時における最適な培養時

間について検討した結果、GA および GT どちらの生産時にも培養 24 

h が最適であると考えられた。GT 生産時については、培養時間の延

長（ 60 h 以上）によってさらに高い生産量が得られたが（ 15,754 

AU/mL →  31,508 AU/mL、Fig. 2-5）、工業レベルでの生産を考慮

した場合には完全な無菌的条件での培養が困難であり、長時間の培

養は混入菌による変質のリスクがあるという点、生産効率としては

培養 24 h の方が高いという点から、最適な培養時間として 24 h を

選択した。これらの検討より、各ガセリシンにおける最適な食品グ

レード生産の条件を決定した結果、GA（246AU/mL）と GT（15,754 

AU/mL）の高い生産量が得られ、これらの活性値は MRS 培地培養

時（GA：492 AU/mL；GT：15,754 AU/mL）と同等であった。GA

および GT の生産用に最適化した FGM-FR のコストは、それぞれ約

129 円 /L および約 155 円 /L（小売価格計算）と MRS 培地（Oxoid

社製、約 1,800 円 /L）の少なくとも 1/10 以下であることを鑑みると、

FGM-FR は Lb. gasseri とそのバクテリオシンにおける利用性の拡

大への貢献が期待された。  

 さらに、GS についても食品グレード生産を試み、FGM-FR（酵母

エキス FR：0.9%、Tween 80：0.1%）によって GS 生産株（Lb. gasseri 

LA327⊿gatAX）を培養（37℃ , 24 h）した結果、MRS 培地培養時

（123 AU/mL）よりも高い活性（ 985AU/mL）が得られた（ data not 

shown）。GS を含む Class II バクテリオシンは通常、三成分制御系
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と呼ばれるクォーラムセンシング機構に関与する遺伝子をその遺伝

子クラスター内にコードし、生産を制御している 141,142)。しかしな

がら、GS（二成分性バクテリオシン、 class IIb）はその遺伝子クラ

スターに三成分制御系に関連する遺伝子を一切コードしていないこ

とから（第 3 章にて解明）、異なる制御機構を有している可能性も考

えられる。近年、標的菌体の存在を感知してバクテリオシン生産を

制御する、三成分制御系とは異なるクォーラムセンシング機構の存

在も提唱されてきており、特に Lb. plantarum NC8 が生産する二成

分性（ class IIb）バクテリオシンである Plantaricin NC8 は、標的

菌の加熱殺菌体の存在によっても生産促進されることが報告されて

いる 143)。MRS 培地における窒素源成分が牛・豚肉エキス主体であ

ることもあり、酵母エキス FR に含まれる酵母菌体成分が GS におけ

る上記のような制御系を刺激した結果、FGM-FR における GS 生産

量が特異的に高まった可能性があり、今後の検討課題としても重要

な事象である。  

 MRS 培 地 の 改 変 に 関 す る 研 究 例 は あ ま り 多 く は な い が 、

Champagne ら（2003）144)  は全ての窒素源成分を酵母エキスのみに

置換した MRS 培地によって Lb. acidophilus を培養することに成功

している。しかしながら、彼らの目的は酵母エキスによる生育促進

効果の比較のみであり、MnSO4 の除去による食品グレード化は行っ

ていない。したがって、本研究は MRS 培地を完全食品グレード化し

た初の研究例である。  
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第 3 章  

gas 遺伝子発現株の構築と GS における二成分性および特性の解析  

 

第 1 節  

諸言  

 

当研究室では、Lb. gassei LA39 より生産される環状バクテリオシ

ンのガセリシン A（GA）、および Lb. gassei LA158 によって生産さ

れる二成分性バクテリオシンである、ガセリシン T（GT、GatA お

よび GatX）を見出し、報告してきた。二成分性（ class IIb）バクテ

リオシンは 2 種類のペプチドによって構成されるバクテリオシンで

あり、これらは基本的に等濃度で組み合わせることで、相乗効果に

よって最大の活性を示すことが知られている 145-147 )。Lc. lactis 

subsp. lactis LMG2081 より最初の二成分性バクテリオシンである

Lactococcin G 148)  が発見されて以来、少なくとも 15 種以上の class 

IIb バクテリオシンが単離および特性解析されてきている 149)（Fig. 

3-1）。そして、これらは N 末端側に 15-30 残基のリーダー配列を有

した前駆体として生合成された後、ABC（ATP Binding Cassette）

トランスポーターによって 2 連続の Gly 残基（GG モチーフ）のす

ぐ C 末端側で切断され、菌体外に輸送される 150, 151)。このリーダー

配列は、ABC トランスポーターとの相互作用を強化し、菌体内にお

いてバクテリオシンを不活性の状態に保持する機能を有すると考え

られている。前駆体をコードする 2 つの構造遺伝子は、同一のオペ

ロン内で互いに隣り合って存在するとされ 146,147)、同一の発現量が

予想されることは、二成分の最適な作用比率が 1：1 であることにも

一致している。そして、これら構造遺伝子のすぐ下流には自己耐性
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遺伝子がコードされることが一般的に知られており、バクテリオシ

ンと自己耐性タンパク質の発現は共通の制御を受けていることが予

想されている 152,153)。  

Plantaricin E/F, Plantaricin J/K, Lactococcin G, および

Lactacin F を含む作用機序を試験された全ての二成分性バクテリオ

シンが、標的細菌からの低分子物質（ATP や Na+ , K+ , Li+ , H+ , およ

び Mg+2 などのイオン）の漏出を示している 154-157)。実際に、リポソ

ームを用いた実験によって GT は Cl－を漏出させることが確認され

ている 108)。  

また、これまでに同定された全ての二成分性バクテリオシンは、

膜貫通タンパク質において普遍的に認められ、 helix-helix 間の相互

作用を仲介する GxxxG モチーフもしくは類似モチーフ（AxxxA およ

び SxxxS）158,159)  を有することが分かっている。α-helix は 4-5 残基

で 1 周するため、この GxxxG モチーフにおける両端の Gly 残基が垂

直に並ぶことにより、helix 同士の密接な相互作用に向けた平らなサ

イトを作り出し、ファンデルワールス力を高め、2 つのペプチドにお

ける会合を補助することが予測されている。  

39 残基の LcnG-α と 35 残基の LcnG-β によって構成される

Lactococcin G は、最も特性解析の進んだ二成分性バクテリオシンで

あり、標的細胞膜中における構造モデルと配向性が推定されている

148,154,155,160,161 )。NMR 構造研究により、LcnG-α は DPC ミセルもし

くはトリフルオロエタノール（TFE）の存在下でのみ、N/C 両末端

（3-21 および 24-34 残基目）において α-helix を示すことが明らか

にされた 161)。また、LcnG-β の場合は TFE の存在下では N/C 両末

端（11–19 および 23–32 残基目）において α-helix を示したが、DPC

ミセルの存在下では N 末端側（11-19 残基目）しか示さなかった。
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さらに、LcnG-α は 2 つ（G7xxxG11 および G18xxxG22）、そして LcnG-β

は 1 つ（G18xxxG22）の GxxxG モチーフを有しており（Fig. 3-1）、

標的細胞膜において LcnG-α の G7xxxG11 と LcnG-β の G18xxxG22 が

相互作用するモデルが提唱されている（Fig. 3-2）。GT でも推定の

GxxxG モチーフが多数存在しており、これらの Gly 残基を Leu 残基

に置換した結果、GatX における G40xxxG44 を除く全モチーフの改変

が GT の抗菌活性を大幅に低下させた（Fig. 3-3 および Table 3-1）

162)。一般的に、二成分性バクテリオシンはシングルペプチドバクテ

リオシンに比べ、抗菌スペクトルが広いことが知られているが 145 )、

これらのモチーフによって各ペプチド同士の多様な会合パターンが

得られる可能性に起因しているかも知れない。  

Matijasic ら（1998）96)  は Lb. gasseri LF221 が生産する Acidocin 

LF221A（Acd LF221A）および Acidocin LF221B（Acd LF221B）

について報告し、後者の Acd LF221B は GT の類縁体であったが、

前者の Acd LF221A については他に相同性の高いバクテリオシンが

存在せず、第 3 のガセリシンであることが明らかとなった。その後、

2004 年には Acd LF221A の 3 ORFs によって構成される推定遺伝子

クラスター（Fig. 1-6）が特定され、Acd LF221A は二成分性バクテ

リオシン（Acd 221α  + Acd 221A）である可能性が示された 97)。し

かしながら、 1 番目のペプチド（Acd 221α）は N 末端領域における

配列が未決定であり、実際に単離精製されたのは 2 番目のペプチド

（Acd221A）のみであることから、Acd LF221A が本当に二成分性

バクテリオシンであるかは未証明である。さらに、Acd LF221A に

関する研究報告は 2004 年以降に途絶え、特性などについては、ほと

んど解明されていないのが現状である。また、当研究室で保有する

Lb. gasseri において各ガセリシン構造遺伝子（GA: gaaA, GT: gatAX, 
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および Acd LF221A: acd 221A）の保有状況を確認した結果、ヒト大

腸組織由来の Lb. gasseri LA327 において GT と Acd LF221A の構

造遺伝子が検出され、特に Acd LF221A に関する全長配列の決定と

特性解析が期待された。  

しかしながら、GT と Acd LF221A には多数の類縁体が報告されて

いるにも関わらず 163-165)、いずれも一方のペプチドのみが単離精製

されたに過ぎず、これらが本当に二成分性バクテリオシンであるか

の証明も含め、特性の解析は不十分なままである。このように、Lb. 

gasseri 由来の二成分性バクテリオシンにおいて完全精製に成功し

た例が無いため、Lb. gasseri LA327 において検出された推定 Acd 

LF221A における、従来の精製技術に頼った特性解析は困難である

と考えられた。そこで、本章では推定 Acd LF221A（Acd 221α + Acd 

221A）を単独で生産する発現株の構築による、二成分性の証明およ

び食品への応用に向けた諸性質の解明を目指した。  
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Fig. 3-1. Amino acid sequences of characterized two -peptide bacteriocins. 149)  

The black markers are indicating deduced GxxxG, AxxxA, and SxxxS motif.  
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Fig. 3-2. The structural model of Lactococcin G and 

its orientation in the target cell membranes.  149)  

The two peptides interact through the G7xxxG11 -motif  in the α-peptide 

and the G18xxxG22-motif in the β -peptide and form a trans-membrane 

helix–helix structure. The highly positively charged and structurally 

flexible C-terminal end of the α -peptide is forced through the membrane 

by the trans-membrane potential  (negative inside).  The tryptophan 

residues in the structurally flexible N-terminal region of the β -peptide 

are in or near the outer membrane interface . 
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Fig. 3-3. The mutation point of deduced GxxxG motif  

in GT (GatA and GatX) from Lb. gasseri LA158  162)   

 

SOSUI: SOSUI（ http: / /harrier.nagahama-i-bio .ac.jp/sosui/）  

による推定膜貫通領域  

TMHMM: TMHMM（ http:/ /www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/）  

による推定膜貫通領域  
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Table 3-1. Effect of destruction of deduced GxxxG motif in GatA and 

GatX on antimicrobial activity of GT from Lb. gasseri LA158.  162)  

 

 

Indicator: Lb. delbrueckii  subsp. bulgaricus JCM 1002T（ pSYE2）  

ND: Not done 
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第 2 節  

材料および方法  

3-2-1. 試薬  

 本実験において、特に断りのない限り、和光純薬工業株式会社  

（大阪）の特級試薬または一級試薬を用いた。  

 

3-2-2. 器具、培地および試薬類の滅菌  

 本実験において使用する器具、培地および試薬類の滅菌処理は、

特に断りのない限りオートクレーブ滅菌機（ SDL-320、TOMY、東

京）を用い、121℃ , 15 min の条件で行った。  

 

3-2-3. 使用菌株、培地および培養条件  

 本実験で供された菌株とプラスミドを Table 3-2 にまとめた。ガセ

リシン A（Gassericin A, GA）生産菌株はヒト乳児（4 ヶ月齢、男）

糞便より分離した Lb. gasseri LA39（JCM 11657）、ガセリシン T

（Gassericin T, GT）生産菌株はヒト乳児（6 ヶ月齢、女）糞便から

単離した Lb. gasseri LA158（JCM11046）、ガセリシン S（Gassericin 

S, GS）の生産菌株は、ヒト成人の大腸組織切片から単離した Lb. 

gasseri LA327 をそれぞれ用いた。バクテリオシン活性測定用の指標

菌は、株式会社明治（研究本部、食機能科学研究所）より譲渡され

たエリスロマイシン（Em）耐性株 Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus 

JCM 1002T（pSYE2）を用いた。Lactobacilli は Difco Lactobacilli 

MRS 培地（Becton, Dickinson and company, Detroit, MI , USA）に

適宜エリスロマイシン（Erythromycin, Em, 5mg/mL, 50%エタノー
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ルに溶解 , -20℃保存）を添加し、 37℃ , 18-24 h の継代培養（ 2-10%

（v/v）接種）を 2 回行なった後に各試験に供した。  

 プラスミド導入の中間宿主として、フローニンゲン大学（MolGen, 

University of Groningen, Groningen, The Netherlands）より譲渡

された Lc. lactis subsp. cremoris MG1363 および IL1403 を使用し

た。同株は GM17 培地 [0.5% (w/v) Glucose 添加 M17 培地（BD） ]

にて適宜 Em を添加し、30℃ , 18-24 h にて静置培養した。  

 

3-2-4. バクテリオシン活性測定  

 バ ク テ リオ シ ン抗 菌 活 性は 寒 天拡 散 法 （ agar-well diffusion 

method）により、Tagg と McGiven の方法 136)  を改良した Toba ら

の方法 137)  に従って、以下の通りに測定した。  

 指標菌 Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus JCM 1002T（ pSYE2）

の 18-24 h 培養液を MRS 培地で 10 倍希釈し、そのうち 250 L を、

105℃ , 5 min にて加熱溶解後 55℃で恒温保持した MRS 軟寒天培地

[0.75%（w/v）寒天、AGAR BACTERIOLOGICAL, Oxoid, UK]10 mL

に混合した後、MRS 寒天平板培地 [1.5%（w/v）寒天、Oxoid]に重層

して固化させた。次いで、コルクボーラー  No.2（直径 6 mm）を用

いて試料注入孔を作製し、2n（n: 整数）倍に段階希釈した各試料溶

液 65 L をウェルに注入後、 37℃ , 18 h にて培養した。希釈溶媒に

は滅菌済み 0.85% PBS を用いた。指標菌液の希釈に用いた MRS 液

体培地、MRS 寒天平板培地および MRS 軟寒天培地には Em を適宜

添加（終濃度 5 µg/mL）した。抗菌活性値は、生育阻止円の認めら

れた最も高い希釈度の逆数と定義し、その単位を Arbitrary Unit

（AU）で表した。  



54 

 

3-2-5. primer 設計  

PCR 用 primer の設計および Tm 値の計算は、主にオンライン PCR

プ ラ イ マ ー 設 計 補 助 用 ツ ー ル で あ る 、 Primer3Plus 

(http://www.bioinformatics.nl/cgi -bin/primer3plus/primer3plus.cg

i) 166)  を用いて行った。  

gatA, X, AX, T のノックアウト用 primer の設計では、 gat オペロ

ンの 5 ’側‐削除対象遺伝子の 5 ’側、および削除対象遺伝子の 3 ’側‐

gat オペロンの 3 ’側の 2 か所で primer pair を作製した。この際、削

除対象遺伝子 5 ’側の riverse primer と 3 ’側の forward primer は互い

の領域をハイブリッド化した相補的配列とすることで、削除対象遺

伝子の両端における２つ産物を結合するのりしろとした。  

続いて、gas 遺伝子発現株の構築におけるリコンビナント DNA 作

製用 primer の設計では、発現 vector（pIL253-P32）に各 gas 遺伝子

（gasA, gasX, gasI, gasAX, and gasAXI）を挿入するため、LA327

株の Chromosomal DNA の遺伝子配列情報を基に各実験系に必要な

配列を適宜付加して設計を行った。  

 また、変異株の選抜のため、 vector に導入した gas 遺伝子を増幅

する確認 PCR 用の primer を設計した。  

 さらに、gas 遺伝子（ gasA, gasX）のノックアウトのため、LA327

株の Chromosomal DNA の遺伝子配列における gasA、 gasX の前後

領域の配列情報を基に、各遺伝子を避ける位置で、必要な配列を適

宜付加した改変用 primer を設計した。  

 作製した primer の配列は Table 3-3 に示した。primer の化学合成

は、ユーロフィンジェノミクス株式会社に依頼した。各 primer（50µM）

は - 20℃にて保存し、使用時には融解後、TE buffer（株式会社ニッ
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ポンジーン、東京）にて 25 M の濃度に調製し、 4℃で保存した。  

3-2-6. 染色体 DNA の抽出  

 Luchansky ら（ 1991）の方法 167)  に従い、Lb. gasseri LA158 お

よび LA327 から染色体 DNA を抽出した。Lb. gasseri 両株の MRS

培地培養菌液（37℃、18 h）を 2 mL ずつ分注して遠心分離（ 8,000 

rpm, 5 min, Room Temperature : RT）後、上清を除去した。 1 mL

の滅菌水を加えて懸濁後、遠心分離（ 8,000 rpm, 5 min, RT）して

から上清を除去し、菌体を洗浄した。菌体へ Solution A（10 mg/mL 

Lysozyme 添加、Table 3-4）を 500 μL 加えて懸濁後、55℃ , 15 min

のインキュベーション（水浴）を行った。プロティナーゼ K 溶液

（Wako 分子生物学用） 20 μL 加えて転倒混和後、 10% (w/v) SDS

溶液を 25 μL 加えて転倒混和した。60℃ , 60 min のインキュベーシ

ョン（水浴）後、滅菌水 250 μL とフェノール /クロロホルム溶液（ニ

ッポンジーン）500 μL を加えて転倒混和した。 15,000 rpm, 5 min, 

RT の遠心分離後、上層（水層）を回収した。再度フェノール /クロ

ロホルム溶液を 500 μL 加えて転倒混和後、遠心分離（ 15,000 rpm, 5 

min, RT）して水層を回収した。クロロホルム（Wako HPLC 用）を

500 μL 加えて転倒混和後、遠心分離（ 15,000 rpm, 5 min, RT）した。

水層を 500 μL 回収し、3M Na-Acetate 溶液（pH 5.2）を 50 L、2-

プロパノールを 500 μL 加えて転倒混和した。遠心分離（ 15,000 rpm, 

5 min, RT）後に上清を捨て、70% エタノールを 200 μL 加えてすぐ

に除去し、ペレットを洗浄後、自然乾燥させた。滅菌水 200 μL でペ

レ ッ ト を 溶 解 後 、 Ribonuclease A （ 20mg/mL, Worthington 

Biochemical Corporation, New jersey, USA）1 L を添加し、37℃ ,  

15 min（水浴）にてインキュベートした（保存は 4℃）。  
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3-2-7. プラスミド DNA の抽出（アルカリ SDS 法）  

 以下の実験操作で使用した試薬の組成は Table 3-4 に示した。プラ

スミド DNA（pIL253-P32、Fig. 3-4）または改変プラスミド DNA を

有する、Lc. lactis subsp. cremoris MG1363 の 18-24 h 培養液 2 mL

を、2 mL 容遠心チューブに採取し、 5,000 rpm, 10 min, RT にて遠

心分離した。培養上清を除去し、Solution A（10 mg/mL Lysozyme

添加）を 200 L 加え、菌体を懸濁した。 55℃ , 10 min（水浴）にて

インキュベートした後、Solution B を 400 L 添加し、緩やかに転倒

混和した。次いで、Solution C を 300 L 添加して緩やかに転倒混和

した。15,000 rpm, 5 min, 20℃にて遠心分離し、上層を回収した後、

室温にてフェノール /クロロホルム溶液（ニッポンジーン）を等量添

加し、タッチミキサーで撹拌した。本溶液を 15,000 rpm, 5 min, 20℃

にて遠心分離し、中間層が混入しないように上層を回収した後、等

量の 99.5%エタノール（RT）を添加し、緩やかに転倒混和した。次

いで 15,000 rpm, 10 min, 20℃にて遠心分離し、アスピレータを用

いてエタノールを除去した。生じたペレットは 70%エタノール（RT）

を用いて洗浄し、自然乾燥にてチューブ内の残存エタノールを除去

して滅菌水 4 or 40 L（形質転換用は 4 µL、PCR 用は 40 µL の滅菌

水を加えた）に溶解後、適宜（基本的には PCR を用いる場合のみ） 

Ribonuclease A を 1 L 添加し、37℃ ,  15 min（水浴）にてインキュ

ベートした（保存は 4℃）。  

 

3-2-8. アガロースゲル電気泳動および DNA 量の測定  

 各 DNA フラグメントの電気泳動は、 0.8% (w/v) 濃度のアガロー

ス（Agarose S、ニッポンジーン）ゲルを用いて行った。泳動 buffer
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には 1×TAE buffer（40 mM Tris および 10 mM EDTA 2Na、氷酢

酸で pH 7.5 に調整）、マーカーには 1 kb DNA Ladder または 500 bp 

DNA Ladder（ TaKaRa,滋賀）をそれぞれ用いた。泳動装置には

Mupid®-Ⅱplus（ADVANCE,東京）を用い、100V の定電圧で 30-35 

min にて泳動を行った。泳動後のゲルは、 0.5 g/mL エチジウムブ

ロマイド（臭化エチジウム , Wako 生化学用）水溶液に 15 min 浸潤

することで染色を行った。  

 また、溶液中における DNA 濃度の測定には NanoVue Plus（GE 

Healthcare Japan, 東京）を用いた。  

 

3-2-9. DNA のフェノール /クロロホルム抽出  

 DNA の精製および溶液中の酵素の不活化のために、必要に応じて

フェノール /クロロホルム抽出を行った。詳細は以下の通りである。  

 DNA 溶液に対してフェノール /クロロホルム溶液（RT）を等量添

加し、激しく転倒混和した。15,000 rpm, 1 min, RT にて遠心分離し、

中間層が混入しないように上層を回収した。  

 

3-2-10. DNA のエタノール沈殿  

 DNA 溶液の buffer 置換を行うために、必要に応じてエタノール沈

殿を行った。詳細は以下の通りである。  

 DNA 溶液 90 L 当たり、3M Na-Acetate 溶液 9 L、glycogen®

（Roche Applied Science, Tokyo, Japan）1 L（固定量）および 99.5%

エタノール（ -20℃）250 L を混合し、 -80℃ , 20 min にてインキュ

ベート後、15,000 rpm, 30 min, 2℃にて遠心分離を行った。アスピ

レータを用いてエタノールを除去し、生じたペレットは 70%エタノ
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ール（RT）を用いて洗浄した後、自然乾燥にてチューブ内の残存エ

タノールを完全に除去した。得られたペレットは滅菌水に溶解し、

各種試験に用いた。  

 

3-2-11. アガロースゲルからの DNA 精製  

アガロースゲル電気泳動後のバンドから純粋な DNA を得るため、

必要に応じてバンドを切り出し、DNA 断片精製キット

（MagExtractor®, TOYOBO, 大阪）を用いた精製操作を行った。操

作内容は以下の通りである。  

 カッターナイフで目的のバンド（ 0.3g 以下）を切り出し、細かく

スライスしてから 1.5 mL 容マイクロチューブへ入れた後、 400 µL

の吸着液を加え、時々撹拌しながらゲルを完全に溶解した。 30 µL

の磁性ビーズを加え、時々撹拌しながら RT で 2 min 静置後、6,000 

rpm, 5 sec, RT の遠心分離を行い、ピペットで上清を除去した。  

600 µL の洗浄液を加えてタッチミキサーで 10 秒間撹拌後、同様に

遠心分離して上清を除去した。 1 mL の 75% エタノールを加えて同

様に洗浄後、ヒートブロック [e-Thermo Bucket（ETB）, TAITEC, 埼

玉 ]を用いて 55℃で加温し、上清を完全に除去した。30-100 µL の滅

菌水を加えてタッチミキサーで 10 秒間撹拌後、RT で 2 分間静置し、

遠心分離（6,000 rpm, 5 sec, RT）後に上清を回収した。  

 

3-2-12. DNA における 5 ’末端のリン酸化（カイネーション）  

 主に PCR 産物のライゲーションのため、 5 ’末端のリン酸化を行っ

た。kinase には T4 polynucleotide kinase（TaKaRa）、酵素基質と

しては ATP（adenosine triphosphate, TaKaRa）を使用した。  
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精製した DNA 溶液に対して Table 3-5 に示した溶液を混合し、

37℃ , 2 h（水浴）の条件にてインキュベートし、カイネーションを

行った。  

 

3-2-13. DNA のライゲーション  

 4 µL の DNA 溶液に対して Table 3-6 に示した溶液を混合後、4℃ , 

overnight（水浴）の条件でインキュベーションし、ライゲーション

を行った。  

 

3-2-14. コンピテントセルの調製  - Lc. lactis subsp. cremoris - 

 以下の実験操作で使用した試薬の組成は Table 3-7 および 3-8 に示

した。MG1363 株の GM17 培養液を、SGGM17 培地 10 mL に 1%（v/v）

で植菌し、30℃ ,  18 h で前培養した。本培養液の全量を SGGM17 培

地（Glycine 量が MG1363 株は 1.0% (w/v)だが、IL1403 株の場合は

0.4% (w/v)と異なる）90 mL に植菌し、OD600=0.2 前後となるまで

30℃にて静置培養し（通常は 2.5 h）、50 mL 容遠沈管 2 本に分注後、

氷冷した。  

以降の操作は氷上にて行い、buffer はあらかじめ氷冷して用いた。

得られた培養液を 7,000 rpm, 5 min, 4℃で遠心分離して集菌し、上

清を除去した。wash buffer 25 mL を用いて菌体を懸濁し、1 本の遠

沈管に統合した後、 7,000 rpm, 5 min, 4℃にて遠心分離して上清を

除去した（菌体洗浄）。  

同様の菌体洗浄をさらに 2 回行ってから、得られた菌体を 1 mL の

wash buffer に懸濁し、0.5 mL 容マイクロチューブに 45 L ずつ分

注後、使用するまで -80℃にて保存した。  
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3-2-15. コンピテントセルの調製  - Lb. gasseri - 

 以下の実験操作で使用した試薬の組成は Table 3-9 および 3-10 に

示した。Lb. gasseri 各株を MRS 培地にて 37℃ , 18 h の条件で前培

養した。本培養液から MRS+1% (w/v) Glycine 培地（pH 4.5, HCl

によって調整）50 mL に 0.5% (v/v)量で植菌し、37℃ ,  18 h にて培

養した。  

以降の操作は氷上にて行い、buffer はあらかじめ氷冷して用いた。

得られた培養液を 6,000 rpm, 5 min, 4℃にて遠心分離し、上清を除

去した後、20 mM Tris-HCl buffer（pH 7.0）10 mL で菌体を懸濁し

た。6,000 rpm, 5 min, 4℃にて遠心分離し、上清を除去した。再度

20 mM Tris-HCl buffer（pH 7.0）10 mL で菌体を懸濁し、懸濁液の

うち 100 L を 10 倍希釈して OD660 を測定した。その後、同様に遠

心分離と菌体洗浄を再度行い、上清を除去した後、EB 5 mL にて菌

体を懸濁した。遠心分離（ 6,000 rpm, 5 min, 4℃）後に上清を除去

した。得られた菌体は先に測定した OD660 の値から、最終濁度が

OD660=50 となる量の EB を用いて懸濁後、 1.5 mL 容遠心チューブ

に 80 L ずつ分注して、使用するまで -80℃にて保存した。  

 

3-2-16. エレクトロポレーション法による形質転換  -Lc. lactis subsp. 

cremoris - 

 以下の操作は全て氷上にて行った。また、使用した試薬の組成は

全て Table 3-7 および 3-8 に示した。3 µL 以下の DNA 溶液を 0.2 cm

エレクトロポレーションキュベット（BioRad, California, USA）の

内壁面にプロットし、氷上で溶解した Lc. lactis subsp. cremoris の

コンピテントセル 40 L を注入した後、エレクトロポレーション装
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置（Gene Pulser®,  BioRad）を用いて  Voltage 2.25 kV, Capacitance 

25 F, Resistance 200Ω の条件で電気パルスを付加した。また、ポ

ジティブコントロールとして空ベクター溶液、ネガティブコントロ

ールとして滅菌水を供し、同様に電気パルスを付加した。 1 mL の

SGM17MC 培地（終濃度 50 ng/mL Em, RT）をキュベットに注入し

て菌体ごと 2 mL 容マイクロチューブへ回収し、 30℃ , 2 h（水浴）

の expression 培養を行った。本培養液（ 1 mL）を Em 添加（終濃

度 25 g/mL）SGM17 寒天平板培地に 330 L ずつ塗抹し、 30℃に

てコロニーが出現するまで（通常 24-48 h 程度）培養した。  

 得られたコロニーより方法 3-2-7 にてリコンビナントプラスミド

DNA を抽出後、クローニングサイトの周辺領域を PCR にて増幅し、

方法 3-2-8 のアガロースゲル電気泳動時のバンドサイズより、遺伝子

の導入を診断した（ pIL check、詳しい条件は Table 3-11 参照）。理

論値通りのバンドが得られたコロニーを Em 添加（終濃度 5 µg/mL）

GM-17 液体培地へ植菌して 37℃ , 16-24 h の条件で 1-2 回培養後、

同培地で 37℃ , 12-16 h にて培養した菌液を 60%（w/v）グリセロー

ル溶液と 1 : 1 で混合し、— 80℃にて保存した。  

  

3-2-17. エレクトロポレーション法による形質転換  -Lb. gasseri- 

 以下の操作は全て氷上にて行った。また、使用した試薬の組成は

全て Table 3-9 および 3-10 に示した。Lb. gasseri のコンピテントセ

ルを 37℃（水浴）にて迅速かつ完全に溶解し、直ちに氷冷した。48℃ , 

10 min（水浴）にて加熱してから 10,000 rpm, 1 min, 4℃にて遠心

分離後、上清をピペットで除去し、EB 200 L で菌体を懸濁した。

再度遠心分離を行って上清を除去し、EB 75 L で菌体を懸濁したも
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のをエレクトロポレーションに用いた。  

各リコンビナントプラスミド DNA 溶液（3 µL 以下）を熱処理お

よび洗浄済みのコンピテントセルへ添加後、混和して 0.2 cm エレク

トロポレーションキュベット（BioRad）へ全量移した後、エレクト

ロポレーション装置（BioRad）を用いて Voltage 1.5 kV, Capacitance 

25 F, Resistance 200Ω の条件で電気パルスを付加した。また、ポ

ジティブコントロールとして空ベクター溶液、ネガティブコントロ

ールとして滅菌水を供し、同様に電気パルスを付加した。  

EXBG 培地（終濃度 50 ng/mL Em、RT）1 mL をキュベットに注

入して菌体ごと 2 mL 容マイクロチューブへ回収し、 37℃ , 2 h（水

浴）にて expression 培養した。本培養液を Em 添加（終濃度 25 g/mL）

MRS 寒天平板培地に 330 L ずつ塗抹後、AnaeroPackTM（MGC, 東

京）を使用し、37℃にてコロニーが出現するまで（通常 24-48 h）嫌

気培養した。  

 得られたコロニーは、釣菌後に Em 添加（終濃度 5 µg/mL）MRS

液体培地へ植菌して 37℃ , 16-24 h の条件で 1-2 回培養後、同培地で

37℃ , 12-16 h にて培養した菌液を 60%（w/v）グリセロール溶液と

1 : 1 で混合し、— 80℃にて保存した。  

 

3-2-18. Lb. gasseri LA327 におけるバクテリオシン遺伝子クラスタ

ーの DNA シークエンシングおよびホモロジー検索  

 方法 3-2-6 によって抽出した LA327 株の染色体 DNA をテンプレ

ートとする primer walking によって、同株における GT および Acd 

LF221A と推定されるバクテリオシンの遺伝子クラスターにおける

DNA 配列を同定した。その DNA シークエンシングは、PRISM 3100 
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Genetic Analyzer (Applied Biosystems, California, USA) および

BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied 

Biosystems)を用いた dideoxy chain termination 法によって行なわ

れ、詳しい方法は試薬キットに付属する取扱説明書のプロトコール

に従った。  

GENETYX-MAC software (GENETYX Corporation, 東京 ) とオ

ンラインゲネティック分析サイト SoftBerry 

(http://www.softberry.com/berry.phtml?topic=fdp.htm&no_menu=

on) を用いて、決定した DNA 配列上における open reading frames

（ORFs）、プロモーター、ターミネーターが推定された。  

次いで、これらの DNA 配列によってコードされるペプチドおよび

タンパク質のアミノ酸配列が DDBJ database 

(http://blast.ddbj.nig.ac.jp/top-j.html)の BLAST 168-170)  プログラム

を用いたホモロジー検索にかけられた。さらに、2 つのオンラインプ

ログラム TMHMM 171)  (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/)  

と SOSUI 172) engine ver 1.11 

(http://bp.nuap.nagoya-u.ac.jp/sosui/ ) によって各ペプチドおよび

タンパク質の菌体局在性および膜貫通領域が推定された。  

 

3-2-19. Lb. gasseri における GT 構造遺伝子（ gatAX）および ABC-

トランスポーター遺伝子（ gatT）ノックアウト株の作製  

 pTERM13 86)  は pWVO1 173) と完全に相同な複製タンパク質遺伝

子  (repA) を pSY1 (GenBank Accession No. E05087)  へ導入する

ことで構築された発現ベクターである。 pG+  host4 174)  の repA にお

いて知られる温度感受性変異を導入することで、新規の温度感受性
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ベクター  (pTERM09) が構築され、本実験におけるノックアウト用

ベクターとして用いた。Lb. gasseri LA158 と LA327 より GT 構造

遺伝子（ gatAX）、Lb. gasseri LA327 より ABC-トランスポーター遺

伝子（gatT）をノックアウトするため、double-cross-over (DCO) 置

換が用いられた。  

 gatAX の 5'-flanking (763 bp) および 3'-flanking (770 bp) 配列、

そして gatT の 5'-flanking (792 bp) および 3'-flanking (791 bp) 配

列が、各 primer pair（⊿gatAX pr1‐⊿ gatAX pr2、⊿gatAX pr3‐

⊿gatAX pr4 、⊿ gatT pr1‐⊿ gatT pr2、および⊿gatT pr3‐⊿gatT 

pr4）を用いた splice-overlap extension PCR 法によって増幅および

結合された。 gatA の 5'-flanking (763 bp) および 3'-flanking (767 

bp) 配列、そして gatX の 5'-flanking (770 bp) および 3'-flanking 

(770 bp) 配列についても、各 primer pair（⊿gatA pr1‐⊿gatA pr2、 

⊿gatA pr3‐⊿gatA pr4、⊿gatX pr1‐⊿ gatX pr2、および⊿gatX 

pr3‐⊿gatX pr4）を用いて同様に増幅および結合された。この PCR

には DNA polymerase として PhusionTM High-Fidelity DNA 

polymerase（New England BioLabs Japan, Tokyo, Japan）を用い

た。本実験で用いられた primer の詳細は Table 3-3 に記載した。  

 各結合断片を pTERM09 の SmaI サイトに導入し、 gatA、 gatX、

gatAX、および gatT のノックアウトリコンビナント（ pLG⊿ gatA、

pLG⊿gatX、pLG⊿gatAX、および pLG⊿gatT）を作製した。これ

らのリコンビナントを方法 3-2-17 によって Lb. gasseri LA158 およ

び LA327 へ導入後、形質転換体は Em を含有する（終濃度 25 µg/mL）

MRS 寒天平板培地において許容温度である 32℃で選抜された。39℃

培養によって Lb. gasseri LA158 および LA327 の染色体 DNA 上に

おける gat 遺伝子座に対する各リコンビナントの導入を誘導し、Em
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不含の MRS 寒天平板培地における 32℃培養によって、染色体にお

ける各リコンビナントの DCO 解離を誘導した。  

 各 primer pair（⊿ gatA pr1‐⊿gatA pr4、⊿gatX pr1‐⊿ gatX pr4、

⊿gatAX pr1‐⊿gatAX pr4、および⊿ gatTpr1‐⊿gatT pr4）を用

いたコロニーダイレクト PCR によって陽性株を選抜し、それぞれ

LA158⊿gatA、LA158⊿gatX、LA158⊿gatAX、LA327⊿gatAX、

および LA327⊿gatT と命名した。  

 

3-2-20. GS 生産改変株の構築  

 Sambrook と Russell（2001）の標準的な方法 175)  に従い、クロー

ニングを行った。方法 3-2-6 によって抽出した LA327 株の染色体

DNA を Template とし、gas 遺伝子増幅用 primer（Table 3-3）とサ

ーマルサイクラ―（T100TM Thermal Cycler, Bio-Rad）、および DNA 

polymerase (Ex Taq, TaKaRa) を用いて PCR を行った。各 primer 

pair（gasA-Sal Fw－gasX-Xba Rv、 gasA- Sal Fw－gasI-Xba Rv、

および gasI-Sal Fw－gasI-Xba Rv）を用いて gasAX、gasAXI、お

よび gasI を Table 3-12 に示した条件で増幅後、産物 50 µL に対し

て 200 µL の滅菌ミリ Q 水を加え、方法 3-2-9 のフェノール /クロロ

ホルム抽出を行った。方法 3-2-10 のエタノール沈殿後、 30 µL の滅

菌ミリ Q 水で溶解し、 10 µL の Xba I（TaKaRa）と 5 µL の Sal I

（TaKaRa）、および 5 µL の 10×H buffer（TaKaRa）を加えて 37℃ ,  

overnight（水浴）のインキュベーションによって double digestion

した。  

方法 3-2-7 により抽出した発現ベクター（ pIL253-P32）30 µL に対

し、31 µL の滅菌水、14 µL の Xba I、6 µL の Sal I、および 9 µL
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の 10×H buffer を添加し、37℃ , over night（水浴）のインキュベ

ーションにて double digestion を行った。 gas 遺伝子と pIL253-P32

の double digestion 産物に対してそれぞれ 100 µL および 250 µL の

滅菌ミリ Q 水を加え、方法 3-2-9 のフェノール /クロロホルム抽出と

方法 3-2-10 のエタノール沈殿によって精製した。  

 各精製 DNA 溶液の DNA 量を比色定量後、その測定値を基準に線

状化 vector : insert DNA = 1 : 2 となるように全量 90 µL で混合し、

方法 3-2-9 と方法 3-2-10 を行った。得られたペレットを 4 L の滅菌

水に溶解し、Table 3-6 に示した溶液を混合後、 4℃ , overnight（水

浴）にてライゲーションを行った。本反応液に滅菌水を添加して全

量を 90 L とし、方法 3-2-9 と方法 3-2-10 によって再び精製した。

得られたペレットを滅菌水 10 L に溶解し、使用するまで 4℃で保

存した。  

 各ライゲーション産物（ pGS-AX および pGS-AXI）を方法 3-2-16

によって Lc. lactis subsp. cremoris MG1363 のコンピテントセル

（方法 3-2-14 で作製）へ導入後、方法 3-2-7 によって再抽出し、方

法 3-2-17 によって Lb. gasseri LA158⊿gatAX のコンピテントセル

（方法 3-2-15 で作製）へ導入した。  

 

3-2-21. Inverse PCR を用いた GasA、GasX 単独生産株の作製  

 方法 3-2-20 で作製した pGS-AX および pGS-AXI を inverse PCR

における template として供し、gasA および gasX を除去した。primer 

pair として、gasA の除去に pGS⊿A Fw－pGS⊿A Rv、そして gasX

の除去には pGS⊿X Fw－pGS⊿X Rv を用いた。DNA polymerase

には PhusionTM High-Fidelity DNA polymerase（New England 
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BioLabs Japan, Tokyo, Japan）を用いた。PCR の反応条件について

は Table 3-13 に示した。  

 次いで、改変 PCR 産物の一部を方法 3-2-8 のアガロースゲル電気

泳動へ供し、理論値（ pGS-AX⊿A : 5,347bp, pGS-AX⊿X : 5,481bp, 

pGS-AXI⊿A : 5,606bp, pGS-AXI⊿X : 5,740bp）通りのバンドが得

られていることを確認した。次いで、各レーンに十分な DNA 量の改

変 PCR 産物を充填し、アガロースゲル電気泳動を再度行い（EtBr

による染色なし）、Gel Indicator Solution（BioDynamics Laboratory 

Inc. Tokyo, Japan）0.1%（v/v）溶液でゲルを 2 時間振とう染色して

可視光線下でバンドを確認した。方法 3-2-11 によってアガロースゲ

ルから DNA を精製し、30 µL の滅菌水に溶解した。  

 方法 3-2-12 でカイネーション後、方法 3-2-13 によるライゲーショ

ン産物を方法 3-2-16 に従い、Lc. lactis subsp. cremoris MG1363 の

コンピテントセル（方法 3-2-14 で作製）への導入後、方法 3-2-17

によって Lb. gasseri  LA158⊿ gatAX のコンピテントセル（方法

3-2-15 で作製）へ導入し、GasA および GasX の単独生産株を作製し

た。本手順の概要を Fig. 3-5 に示した。  

 

3-2-22. GS の生産機序に関する検証  

 方法 3-2-19 で作製した Lb. gasseri LA327⊿gatAX および Lb. 

gasseri LA327⊿gatT より培養上清を取得後、方法 3-2-4 によってバ

クテリオシン活性を測定した。  

 

3-2-23. GS 生産改変株における活性発現の確認  

 方法 3-2-20 で作製した GasAX および GasAXI 生産株（Lb. gasseri 
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LA158⊿gatAX (pGS-AX) および  (pGS-AXI) ）より培養上清を取得

後、方法 3-2-4 によってバクテリオシン活性を測定した。  

 

3-2-24. GS および GT における二成分性の証明  

 GasA 生産株：Lb. gasseri LA158⊿ gatAX（pGS-AX⊿X）、LA158

⊿gatAX（pGS-AXI⊿X）と GasX 生産株：Lb. gasseri LA158⊿gatAX 

（pGS-AX⊿A）、LA158⊿gatAX（pGS-AXI⊿A）の培養上清を調製

後、方法 3-2-4 によって JCM 1002T（pSYE2）に対するバクテリオ

シン活性を測定した。さらに、GasA および GasX 生産株の培養上清

を 1 : 1 で混合し、相乗効果の有無について確認した。  

 GT の二成分性についても、GatA および GatX の単独生産株

（LA158⊿gatX および LA158⊿gatA）を用いて同様に試験した。  

 

3-2-25. GasA、GasX の作用比率に関する検討  

 Lb. gasseri LA158⊿gatAX（pGS-AX⊿X）より GasA 含有培養上

清、Lb. gasseri LA158⊿gatAX（pGS-AX⊿A）より GasX 含有培養

上清、および LA158⊿gatAX よりバクテリオシン不含培養上清を取

得した。GasA および GasX 含有培養上清をバクテリオシン不含培養

上清で 1、1/2、1/4 倍に希釈後、原液の GasX もしくは GasA 含有培

養上清（カウンター上清）と 1 : 1 で混合し、方法 3-2-4 によってバ

クテリオシン活性を測定した。比較のため、GasA と GasX を事前に

1 : 1 で混合後、バクテリオシン不含培養上清で希釈した場合の活性

も同様に測定した。  
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3-2-26. GS および GT の相互作用に関する検討  

 Lb. gasseri LA158⊿gatAX（pGS-AX⊿X）より GasA 含有培養上

清、Lb. gasseri LA158⊿gatAX（pGS-AX⊿A）より GasX 含有培養

上清、Lb. gasseri  LA158⊿gatX より GatA 含有含有上清、および

Lb. gasseri LA158⊿gatA より GatX 含有培養上清をそれぞれ取得し

た。  

 これら 4 種の培養上清を単独、2 種混合（等量）、および 4 種混合

（等量）で方法 3-2-4 へ供し、バクテリオシン活性を測定した。  

 

3-2-27. in situ activity assay による GS の検出と挙動分子量推定  

 GS 含有培養上清濃縮物をドデシル硫酸ナトリウム -ポリアクリル

アミドゲル電気泳動（SDS-PAGE）で泳動後、in situ activity assay

へ供し、生育阻止帯の検出から GS の検出とその挙動分子量の推定を

試みた。GS 含有上清は Lb. gasseri LA158⊿gatAX（pGS-AXI）株

より調製し、濃縮には遠心分画フィルター（Amicon® Ultra-0.5 mL 

(100K), Merck Millipore）を用いた。泳動槽には、AE-6530M/P ラ

ピダス・ミニスラブ電気泳動槽（アトー株式会社、東京）を用いた。  

 SDS-PAGE は Leammli の方法 176)  に準じて行った。20µL の濃縮

GS 試料と 10 µL の溶解液（×3）[6%（ v/v）0.5M Tris-HCl（pH 6.8）, 

0.02%（w/v）bromophenol blue（BPB）, 3%（w/v）sodium dodecyl 

sulfate（SDS）, 60%（w/v）glycerol, 3%（v/v）2-mercaptoethanol

（ME） ]を混合して 50℃ , 5 min にて SDS 化し、分子量マーカー

(AmershamTM ECLTM RainbowTM Marker-Low Range 

(3,500-40,000 Da), GE Healthcare Japan) と共に 20%ポリアクリ

ルアミドゲルにアプライして 30 mA の定電流で泳動を行った。  
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in situ activity assay は Daba らの方法 177)  に準じて行った。泳

動後のゲルはプラスチックシャーレ（直径 90 mm）に入るサイズに

切り、固定液 [20%（ v/v）メタノール、 10%（ v/v）酢酸 ]で 30 min

振とうして固定を行った。次いで、頻繁に蒸留水を交換し、振とう

により十分（60 min 以上）にゲルを洗浄後、余分な水分や空気が入

らないように、滅菌済みのプラスチックシャーレに置いた。指標菌

Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus JCM 1002T（pSYE2）の 18-24 h

培養液を Em（終濃度 5 µg/mL）添加 MRS 培地で 10 倍希釈し、そ

のうち 500 L を 55℃で保持しておいた MRS 軟寒天培地 [0.75%（w/v）

寒天 ]20 mL に混合後、ゲルの上から重層して固化させた。本プレー

トは 37℃ ,  18 h にて培養後、生育阻止帯の検出により GS の存在を

確認した。次いで、分子量マーカーの分子量サイズと泳動距離との

検量線を作成し、これに生育阻止帯の泳動距離を代入して GS の挙動

分子量を推定した。  

また、本実験操作の概要を Fig. 3-6 に示した。  

 

3-2-28. GS の pH 安定性試験  

 Lb. gasseri LA158⊿gatAX（pGS-AXI）より調製した GS 含有培

養上清を 1N HCl および 1N NaOH にて pH 2, 4, 7, および 10 に調

整して静置（室温 ,  1 h）後、方法 3-2-4 のバクテリオシン活性測定

へ供した。さらに、LA158⊿ gatAX より調製したバクテリオシン不

含培養上清を同様に pH 2, 4, 7, および 10 に調整および静置後、ネ

ガティブコントロールとして供した。  
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3-2-29. GS の熱安定性試験  

 Lb. gasseri LA158⊿gatAX（pGS-AXI）より調製した GS 含有培

養上清を 0.2 mL 容 PCR チューブへ 100 µL ずつ分注し、オートク

レーブ滅菌機（TOMMY）で 121℃ , 15 min、もしくはサーマルサイ

クラ―（Bio-Rad）にて 95℃ , 5 min および 70℃ , 1 h の条件で加熱

後、方法 3-2-4 によって残存活性を測定し、GS の熱安定性を試験し

た。オートクレーブ（ 121℃ ,  15 min）の際は、PCR チューブをアル

ミホイルで包んで加熱した。また、GS 含有培養上清を 4℃および

37℃で 1 か月間保持し、残存活性から保存性の確認を行った。  

 

3-2-30. GS のプロテアーゼ耐性試験  

 ペプシン（Pepsin, 7.0-15.0 U/mg）を 0.2 M HCl-KCl 緩衝液（ pH 

2）へ、トリプシン（Trypsin, Wako 生化学用 , ブタ肝臓由来 , 4200 

U/mg）、キモトリプシン（ alpha-CHYMOTRYPSIN, MP Biomedicals, 

lllkirch, France, 40-50 U/mg protein）、およびプロティナーゼ K

（Proteinase K, Wako 分子生化学用 ,  550 U/mL）を 0.2 M リン酸

カリウム緩衝液（ pH 8）に対して 0.2%（w/v）量添加し、プロテア

ーゼ試験溶液とした。Lb. gasseri LA39（GA 生産株）、Lb. gasseri 

LA158（GT 生産株）、Lb. gasseri LA158⊿gatAX（pGS-AXI）（GS

生産株）、および Lb. gasseri  LA158⊿ gatAX（バクテリオシン非生

産株）より培養上清を調製後、各プロテアーゼ試験溶液と等量で混

合し（プロテアーゼ終濃度  1 mg/mL）、37℃ , 5 h（水浴）にてイン

キュベーション後、方法 3-2-4 に従って残存活性を測定した。  
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3-2-31. GS の抗菌性に関する検証  

 Lb. gasseri LA158⊿gatAX（バクテリオシン非生産株）および Lb. 

gasseri LA158⊿gatAX (pGS-AXI)（GS 生産株）の MRS 培地培養上

清（⊿ gatAX 上清および GS 上清）を取得した。  

 各培養上清の原液もしくは 10 倍濃縮液（ Amicon®  Ultra-15 

(100K) , Merck Millipore を用いた限外ろ過によって濃縮）をそのま

ま、もしくは 10 倍量の MRS 培地と混合し、計 8 パターンで上清サ

ンプルを作製した。  

 指標菌 Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus JCM 1002T (pSYE2)の

MRS 培地培養液 1 mL 分の菌体を取得後、各上清サンプルで懸濁お

よび 10 -3 倍まで希釈し、37℃感作直後（0 h）および 8 h 時点で生菌

数を測定および比較した。  

 

3-2-32. 静菌的条件下の菌体に対する GS の抗菌性に関する検証  

 方法 3-2-32 と同様に⊿ gatAX 上清および GS 上清の 10 倍濃縮液

を調製後、10 倍量の MRS 培地を混合した。本試験ではこれら 2 種

の上清サンプルのみを供した。  

 静菌的条件としては、低温感作（ 4℃）と静菌剤添加（ 37℃）の２

つの実験系を設定した。  

 

1)  低温感作  

 指標菌 Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus JCM 1002T (pSYE2)の

MRS 培地培養液 1 mL 分の菌体を取得後、各上清サンプルで懸濁お

よび 10 -3 倍まで希釈し、 4℃感作直後（0 h）および 8 h 時点で生菌

数を測定および比較した。  
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2)  静菌剤添加  

 指標菌 Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus JCM 1002T（Em 感受

性株）の MRS 培地培養液 1 mL 分の菌体を取得後、各上清サンプル

（終濃度 5 µg/mL の Em を添加）で懸濁および 10 -3 倍まで希釈し、

4℃感作直後（0 h）および 8 h 時点で生菌数を測定および比較した。  
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Table 3-2. The strains and plasmids used in this study.  

S t r a i n  a n d  p l as m i d  De sc r i p t i o n a  Re fe r e nc e  a n d  s o ur c e  

S t r a i ns  
  

L ac t o b ac i l l us  ga ss er i  
  

L A 39（ J CM  11 6 57）  P r o d uc er  s t r a i n  o f  G ass er i c i n  A  L a bo r a t or y  c o l l e c t i o n  

L A 15 8（ J CM  11 04 6）  P r o d uc er  s t r a i n  o f  G ass er i c i n  T,  p l as m i d  f r e e  L a bo r a t or y  c o l l e c t i o n  

L A 32 7  
P r o d uc er  s t r a i n  o f  G ass er i c i n  T  a n d  G a sse r i c i n  S ,  
p la sm i d  f r ee  

L a bo r a t or y  c o l l e c t i o n  

L A 15 8⊿ g at A X  
Ho s t  s t r a i n  f o r  r e c om b i na n t  p la sm i ds ,  p la sm i d  f r ee ,  
de r i v at iv e  o f  L a c t o b ac i l l u s  g as ser i  L A 1 5 8  
l ac k i n g  t he  o p er o n  g at A X  

T h is  s t u d y  

L A 15 8⊿ g at X  
G at A p r o d uc er  s t r a i n ,  p l a sm i d  f r e e ,  der i v at i v e  o f  
L ac t o b ac i l l us  ga ss er i  L A 1 58  l ac k i n g  t he  o p er o n  g at X  

T h is  s t u d y  

L A 15 8⊿ g at A  
G at X  p r o d uc er  s t r a i n ,  L ac t o b ac i l l u s  g ass er i  L A 1 5 8  
l ac k i n g  t he  o p er o n  g at A  

T h is  s t u d y  

L A 32 7⊿ g at A X  
P r o d uc er  s t r a i n  o f  Ga ss er i c i n  S ,  p l as m i d  f r e e , d er iv at i ve  
o f  
L ac t o b ac i l l us  ga ss er i  L A 3 27  l ac k i n g  t he  o p er o n  g at A X  

T h is  s t u d y  

L A 32 7⊿ g at T  
P l asm i d  f r e e ,  der i v at i v e  o f  L ac t ob a c i l l us  
ga ss er i  L A 3 27  l ac k i n g  t he  o p er o n  gat T  

T h is  s t u d y  

L ac t o b ac i l l us  de l br u ec k i i  
 s u bs p .  b u lg ar i c u s  
 J CM 1 0 02 T  

I n d i c a t o r  s t r a i n  f o r  b ac t e r i o c i n  a c t i v i t y  as sa y  JC M b  

L ac t oc oc c u s  l ac t i s  s u bs p .  
c r em or i s  M G 13 6 3  

I nt er m e di at e  h os t  s t r a i n  f o r  r e c om bi n a nt  p l as m i d s ,  
p la sm i d  f r ee ,  d er iv at i ve  o f  L ac t o c o c c us  la c t i s  s u bs p .  
c r em or i s  NC D O 7 1 2  

G ass o n  J .M .  
e t  a l .  ( 1 9 8 3 ) 1 7 8 )   

L ac t oc oc c u s  l ac t i s  s u bs p .  
l a c t i s  I L 14 0 3  

I nt er m e di at e  h os t  s t r a i n  f o r  r e c om bi n a nt  p l as m i d s ,  
p la sm i d  f r ee  

Ch o p i n  A .   
e t  a l .  ( 1 9 8 4 ) 1 7 9 )  

P l asm i ds  
  

pS Y E 2  
E m r ;  pS Y 1  d er i va t i ve  w i t h  E r yt hr om yc i n  r es i s t a n c e  g e ne  
( e m r A )  o f  p AM β 1  f r om  E nt e r oc o c c us  fa ec a l i s  

S at o h  e t  a l .  ( 1 9 9 7 ) 1 8 0 )  

pI L 2 5 3 - P 3 2  E m r ;  p I L 2 5 3  de r i v at iv e  w i t h  P 3 2  p r om ot o r  
Kem p er m a n  

 e t  a l .  ( 2 0 03 ) 1 8 1 )  

pT ER M 0 9  
E m r ;  pS Y 1  d er i va t i ve  w i t h  t e m p er at ur e - se n s i t i ve  
m ut at io n  i n  t h e  r e p A  

I t o  e t  a l .  ( 20 0 9 ) 8 6 )  a nd  
 B is w as  e t  a l .  ( 19 9 3 ) 1 7 4 )  

p GS - A X  E m r ;  p I L 2 5 3 - P 3 2  d e r i vat i ve  c ar r y i ng  ga sA X  T h is  s t u d y  

p GS - AX I  E m r ;  p I L 2 5 3 - P 3 2  d e r i vat i ve  c ar r y i ng  ga sA X I  T h is  s t u d y  

p GS - I  E m r ;  p I L 2 5 3 - P 3 2  d e r i vat i ve  c ar r y i ng  ga s I  T h is  s t u d y  

p GS - A X⊿ A  E m r ;  pG S - AX  der i v at i v e  e l im i n at e d  g as A  T h is  s t u d y  

p GS - A X⊿ X  E m r ;  pG S - AX  der i v at i v e  e l im i n at e d  g as X  T h is  s t u d y  

p GS - AX I⊿ A  E m r ;  pG S - AX I  de r i v at iv e  e l i m i n at e d  g a sA  T h is  s t u d y  

p GS - AX I⊿ X  E m r ;  pG S - AX I  de r i v at iv e  e l i m i n at e d  g a sX  T h is  s t u d y  

a E m r ,  E r yt h r om yc i n  r e s i s t a n c e .  

b J CM ,  J a pa n  C o l l e c t i o n  o f  M i c r o or ga n is m s ,  Ts u k u b a ,  Ja p a n .  



75 

 

Table 3-3. The primers used in this study.  

 

pr im er  S eq u e nc e  ( 5 ’ -  3 ’ )  P u r p os e  

pI L F 4  CG GT TAC T T T G GAT T T T T GT GA G  Co n f i r m i ng  P CR  

pI L R 4  T GC AC T G AT T G GT GTAT CAT T T C  Co n f i r m i ng  P CR  

⊿ g at A p r 1  A GTAC AG T C T CT T C GG T T GG  
R em ov i n g  t he  g at A f r om  t h e  c hr om os om e  o f  
L b .  g ass er i  L A 1 5 8  a n d  L A 3 2 7  

⊿ g at A p r 2  AG CCATAT TAAT T CC AATAA A GA CCT CCTA  
R em ov i n g  t he  g at A f r om  t h e  c hr om os om e  o f  
L b .  g ass er i  L A 1 5 8  a n d  L A 3 2 7  

⊿ g at A p r 3  TAG GA G GT CT T TAT T G GAAT TAATAT G GC T  
R em ov i n g  t he  g at A f r om  t h e  c hr om os om e  o f  
L b .  g ass er i  L A 1 5 8  a n d  L A 3 2 7  

⊿ g at A p r 4  CT TA AT T T CT GA GT T T T T CC  
R em ov i n g  t he  g at A f r om  t h e  c hr om os om e  o f  
L b .  g ass er i  L A 1 5 8  a n d  L A 3 2 7  

⊿ g at X  p r 1  AAA CT T T T CT GTA CCTAC AG  
R em ov i n g  t he  g at X  f r om  t he  c hr om os om e  o f  
L b .  g ass er i  L A 1 5 8  a n d  L A 3 2 7  

⊿ g at X  p r 2  AAAT CT CTATATAA AAT TAAT T CC CTA CT T  
R em ov i n g  t he  g at X  f r om  t he  c hr om os om e  o f  
L b .  g ass er i  L A 1 5 8  a n d  L A 3 2 7  

⊿ g at X  p r 3  AA GTA G GG AAT TAAT T T TATATAG AG AT T T  
R em ov i n g  t he  g at X  f r om  t he  c hr om os om e  o f  
L b .  g ass er i  L A 1 5 8  a n d  L A 3 2 7  

⊿ g at X  p r 4  CATAT T T C T G A GG T G ATA CA  
R em ov i n g  t he  g at X  f r om  t he  c hr om os om e  o f  
L b .  g ass er i  L A 1 5 8  a n d  L A 3 2 7  

⊿ g at A X  pr 2  A A AT CT C TATATAA AA ATA AA GA CCT CCTA  
R em ov i n g  t he  g at A X  f r om  t h e  c h r om os om e  o f  
L b .  g ass er i  L A 1 5 8  a n d  L A 3 2 7  

⊿ g at A X  pr 3  TAG GA G GT C T T TAT T T T TATATAG AG AT T T  
R em ov i n g  t he  g at A X  f r om  t h e  c h r om os om e  o f  
L b .  g ass er i  L A 1 5 8  a n d  L A 3 2 7  

⊿ g at T  p r 1  AAA AA G CA AG AT C CA AAT G C ACA  
R em ov i n g  t he  g at T  f r om  t h e  c hr om os om e  o f  
L b .  g ass er i  L A 1 5 8  a n d  L A 3 2 7  

⊿ g at T  p r 2  CT T CAC TA AG T CATAATAT T G AATA CTAT T  
R em ov i n g  t he  g at T  f r om  t h e  c hr om os om e  o f  
L b .  g ass er i  L A 1 5 8  a n d  L A 3 2 7  

⊿ g at T  p r 3  AATA GTAT T C AATAT TAT G AC T TA GT GA AG  
R em ov i n g  t he  g at T  f r om  t h e  c hr om os om e  o f  
L b .  g ass er i  L A 1 5 8  a n d  L A 3 2 7  

⊿ g at T  p r 4  AGT T T CA GG CA AT T TAA AT C C  
R em ov i n g  t he  g at T  f r om  t h e  c hr om os om e  o f  
L b .  g ass er i  L A 1 5 8  a n d  L A 3 2 7  

ga sA -S a l  F w  AC GC GT CG AC CTA AAT TA GT CAC T T T T C CT C T TA AG  
Am pl i f y i n g  t h e  g asA e nc o de d  i n  t h e  c h r o m os om e  
o f  L ac t o ba c i l l us  g a ss er i  L A 3 2 7  

ga sA -X b a  R v  GCT CTAG AT T T C GAT CAT TAT CT T CCA CC T C  
Am pl i f y i n g  t h e  g asA e nc o de d  i n  t h e  c h r o m os om e  
o f  L ac t o ba c i l l us  g a ss er i  L A 3 2 7  

ga sX -S al  F w  AC GC GT CG AC G AG GT G GA A GATAAT GAT C GA AA  
Am pl i f y i n g  t he  g as X  e nc o de d  i n  t he  c h r om os om e  
o f  L ac t o ba c i l l us  g a ss er i  L A 3 2 7  

ga sX -X b a  R v  GCT CTAG ACTAT C CATAT T C CC GT C ATATAC  
Am pl i f y i n g  t he  g as X  e nc o de d  i n  t he  c h r om os om e  
o f  L ac t o ba c i l l us  g a ss er i  L A 3 2 7  

ga s I -S a l  F w  AC GC GT CG AC T T GG T T CTAC AAA CTA CTAG T G G  
Am pl i f y i n g  t he  g a s I  e nc o d e d  i n  t h e  c hr o m o som e  
o f  L ac t o ba c i l l us  g a ss er i  L A 3 2 7  

ga s I -X b a  R v  GCT CTAG AG AT TAT TA CC AA AT T GA ACC TA AG AA C  
Am pl i f y i n g  t he  g a s I  e nc o d e d  i n  t h e  c hr o m o som e  
o f  L ac t o ba c i l l us  g a ss er i  L A 3 2 7  

p GS⊿ A F w  GA G GT GG AA GATAAT GAT C G  I n ve r se  P CR  (E l im i nat i o n  o f  ga sA )  

p GS⊿ A R v  CT TA A GA GG AA AA GT G ACTA AT T TA G  I n ve r se  P CR  (E l im i nat i o n  o f  ga sA )  

p GS⊿ X  F w  T T G GT T CTAC AA ACTACTAG T G G  I n ve r se  P CR  (E l im i nat i o n  o f  ga sX )  

p GS⊿ X  R v  T T T C GAT CAT TAT CT T CC AC C T C  I n ve r se  P CR  (E l im i nat i o n  o f  ga sX )  

各プライマー（ 50 µM）は TE buffer（ニッポンジーン）を用いて 25 µM 濃

度に調製後、 4℃で保存した。  
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Fig. 3-4. The plasmid map of expression vector : pIL253 -P32.  

 

P32： the lactococcal constitutive promotor、  

EmR : the Erythromycin resistance gene、  

rep : the replication gene 
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Table 3-4. The composition of reagents used in plasmid extraction 

(alkaline-SDA method).  
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Table 3-5. The composition of reaction solution for 

phosphorylation of DNA samples. 

 

T4 polynucleotide kinase (TaKaRa)  1 µL 

10×polynucleotide kinase buffer 5 µL 

100 mM ATP (TaKaRa) 0.5 µL 

Purified PCR product solution < 40 µL 

Sterilized water (milliQ) fill up to 50 µL 

Total volume 50 µL 
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Table 3-6. The composition of reaction solution for DNA ligation. 
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Table 3-7. The composition of reagents and medium used for 

preparation and transformation of competent cells (1).  

-Lc. lactis subsp. cremoris - 

 

Wash buffer  

 0.5 M sucrose 171.15 g/L 

 10% glycerol  100 g/L 

 

 
 

GM17  

 Oxoid M17  37.25 g/L 

 0.5% glucose 5 g/L 

 

 
 

SGGM17  

 Oxoid M17 37.25 g/L 

 0.5 M sucrose 171.15 g/L 

 0.5% glucose 5 g/L 

 1% glycine 10 g/L 
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Table 3-8. The composition of reagents and medium used for 

preparation and transformation of competent cells (2).  

-Lc. lactis subsp. cremoris - 

 

SGM17MC  

 Oxoid M17 37.25 g/L 

 0.5 M sucrose 171.15 g/L 

 0.5% glucose 5 g/L 

 (Addition immediately before use )  

50 mM CaCl2 (sterilized by filtration)  40 mL/L 

 250 mM MgCl2 (sterilized by filtration)  80 mL/L 

 10 µg/mL Erythromycin (50% EtOH sol.)  5 µL/mL 

 

SGM17 agar  

 Oxoid M17 37.25 g/L 

 0.5 M sucrose 171.15 g/L 

 0.5% glucose 5 g/L 

 1.5% agar (agar No.1, Oxoid) 15 g/L 

 (Addition immediately before use )  

 5 mg/mL Erythromycin (50% EtOH sol.)  1 mL/L 
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Table 3-9. The composition of reagents and medium used for 

preparation and transformation of competent cells (1).  

-Lb. gasseri - 

 

MRS＋1% glycine（pH 4.5）  

 Difco MRS broth 55 g/L 

 1% glycine 10 g/L 

 

EB 

0.3 M Raffinose 178.4 g/L 

2 mM KH2PO4  0.272 g/L 

(Addition immediately before use) 

250 mM MgCl2   Final 1 mM, 4 mL/L 

 

MRS agar 

 Difco MRS broth 55 g/L 

 1.5% agar (agar No.1 Oxoid)  15 g/L 

 (Addition immediately before use) 
 

 5 mg/mL Erythromycin (50% EtOH sol.)  1 mL/L 
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Table 3-10. The composition of reagents and medium used for 

preparation and transformation of competent cells (2).  

-Lb. gasseri - 

 

EXBG-A 

0.3 M Raffinose 178.4 g/L 

2% casamino acid (BD) 20 g/L 

0.1% yeast extract (BD)  1.0 g/L 

 

EXBG-B 

10% skim milk 100 g/L 

0.1% yeast extract (BD) 1.0 g/L 

 

EXBG-C 

 2.5 M MgCl2 (sterilized by filtration) 

 

EXBG 

EXBG-A 1 mL 

EXBG-B 1 mL 

EXBG-C 20 µL 

(Addition immediately before use)  

10 µg/mL Erythromycin (50% EtOH sol.)  5 µL/mL 
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Table 3-11. The composition of solution and program 

for PCR reaction (pIL check). 

 

Composition of reaction solution 

TaKaRa Ex Taq 0.5 µL 

10×Ex Taq buffer 5 µL 

2.5 mM dNTP mix 4 µL 

Template DNA (< 500 ng) X µL 

Forward primer 

(pIL F4、25 µM) 
1 µL 

Reverse primer 

(pIL R4、25 µM) 
1 µL 

Sterilized water (milliQ) fill up to 50 µL 

Total volume 50 µL 

 

  PCR program（ cool start）  

94.0℃  5 min 

94.0℃  30 sec 

52.0℃  30 sec 

72.0℃  (1min/kbp) 

72.0℃  10 min 

15.0℃  Infinity hold 

 

 

35 cycles  
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Table 3-12. The composition of solution and program 

for PCR reaction (amplification of GS genes).  

 

      Composition of reaction solution 

TaKaRa Ex Taq 0.5 µL 

10×Ex Taq buffer 5 µL 

2.5 mM dNTP mix 4 µL 

Template DNA (< 500 ng) X µL 

Forward primer (25 µM) 1 µL 

Reverse primer (25 µM) 1 µL 

Sterilized water (milliQ) fill up to 50 µL 

Total volume 50 µL 

 

PCR program (normal start) 

94.0℃  30 sec 

94.0℃  30 sec 

52.0-62.0℃ * 30 sec 

72.0℃  (1min/kbp) 

72.0℃  10 min 

15.0℃  Infinity hold 

* 2-11 cycles →  +1℃ /cycle 

12-35 cycles →  fixed 62℃  

 

 

35 cycles  
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Table 3-13. The composition of solution and program 

for PCR reaction (Inverse PCR). 

 

     Composition of reaction solution  

5×HF buffer 10 µL 

2.5 mM dNTP mix 4 µL 

template DNA（< 250 ng） X µL 

Forward primer（ 25 µM）  1 µL 

Reverse primer（25 µM）  1 µL 

Sterilized water（milliQ）  fill up to 50 µL 

Phusion® DNA 

Polymerase* 
0.5 µL 

Total volume 50 µL 

* Added after mixing all other reagents  

and heated (98℃ ) on reaction block. 

 

PCR program (hot start) 

98.0℃  30 sec 

98.0℃  10 sec 

54.0℃  30 sec 

72.0℃  3 min 

72.0℃  10 min 

15.0℃  Infinity hold 

 

 

35 cycles  
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Fig. 3-5. The procedure for construction of GasA and GasX 

producer strains by inverse-PCR. 
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Fig. 3-6. The procedure for molecular weight estimation  

of GS by in situ activity assay. 
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第 3 節  

結果  

3-3-1. DNA シークエンシングおよび遺伝学的分析  

Lb. gasseri LA327 の染色体 DNA 上にコードされた gatAX（GT

構造遺伝子）と acd 221A（Acd LF221A 構造遺伝子）の周辺領域に

おけるヌクレオチドシークエンシングは、9 ORFs および 3 ORFs を

内包する、それぞれ 6,935 bp および 1,143 bp の DNA 配列を明らか

にした（DDBJ accession No. LC389592 および LC389591）。  

各 ORF によってコードされるペプチドおよびタンパク質における

推定のアミノ酸配列を用いたホモロジー検索の結果、GT 遺伝子クラ

スターにおける 9 つの産物は GatK（ 168 番目のアミノ酸が LA158

の場合は Ala であるのに対し、LA327 では Val である： data not 

shown）を除き、Lb. gasseri LA158 における同産物（GenBank 

Accession No. AB710328）と完全に一致した。  

さらに、GT の ORFs は Acidocin LF221B（Acd LF221B）および

Gassericin K7B のそれらと類似し、Acd LF221A の ORFs は Acidocin 

Gassericin K7A に対して高い相同性を示した（Table 3-14 および

3-15）。しかしながら、Lb. gasseri LA327 において Acd LF221A お

よび GT と推定されたバクテリオシンの配列は、Lb. gasseri LF221

における Acd LF221A（GenBank Accession No. AY295874.1）およ

び Acd LF221B（GenBank Accession No. AY297947.1）とは一部が

（0-2 アミノ酸残基）異なったことから（Fig. 3-7 および 3-8）、特に

Acd LF221A の類縁体を新規の二成分性バクテリオシンと推定し、

ガセリシン S（GasA および GasX）と命名した。  
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3-3-2. GS の生産機序に関する検討  

 Lb. gasseri LA158 における GT 活性（15,754 AU/mL）は、染色

体 DNA 上における GT 構造遺伝子（ gatAX）の除去（LA158⊿ gatAX）

によって完全に消失したが、Lb. gasseri LA327 から同遺伝子を除去

した場合（LA327⊿ gatAX）には活性が維持され、むしろ上昇した（ 16 

AU/mL →  64 AU/mL：data not shown）。  

 次いで、LA327 の染色体 DNA より GT の推定 ABC-トランスポー

ター遺伝子（ gatT）をノックアウトした（LA327⊿ gatT）結果、培

養上清中におけるバクテリオシン活性が完全に消失した。これは、

GS が GatT を介して分泌されるバクテリオシンであることを示して

いる。  

 

3-3-3. GS 生産改変株における活性発現の確認  

 バクテリオシン非生産株（Lb. gasseri LA158⊿ gatAX）の gasAXI

および gasAX 導入株の培養上清においてバクテリオシン活性が得ら

れ（Table 3-16）、GS はバクテリオシンであることが実証された。  

 また、gasAXI 導入株の活性値（ 123 AU/mL）が gasAX 導入株（62 

AU/mL）よりも高値となった一方で、gasI 導入株では活性が得られ

なかった。  

 

3-3-4. GS および GT における二成分性の証明  

 GasA および GasX の単独生産株より培養上清を取得後、バクテリ

オシン活性測定へ供した結果、GasA（GasAI）および GasX（GasXI）

単独では活性を示さなかった（約 40 倍に濃縮した場合でも）が、組
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み合わせ（培養上清容量比＝ 1：1）によって活性（＝相乗効果）を

示した（Table 3-17）。  

 次いで、GatA および GatX の単独生産株を用いて同様に試験した

結果、GatA のみが微弱な活性（ 31 AU/mL）を示し、GatX（約 40

倍に濃縮しても活性なし）との混合（培養上清容量比＝ 1：1）時に

は活性が大幅に上昇した（ 985 AU/mL：Table 3-18）。  

  

3-3-5. GasA、GasX の作用比率に関する検討  

GasA と GasX のどちらを 2n 倍段階希釈後、それぞれ無希釈の相

補的ペプチド含有上清と混合した場合も、希釈段階依存的に活性が

低下した（Fig. 3-9 および 3-10）。さらに、GasA と GasX の含有上

清を混合後（1：1）に段階希釈した場合も同様に活性が低下し（Fig. 

3-11）、GS の活性は GasA と GasX のより濃度が低い方によって決

定され、両者の最適な作用比率は 1：1（培養上清の容量比として）

であることが明らかとなった。  

 

3-3-6. GS および GT の相互作用に関する検討  

 GasA、GasX、GatA、および GatX 生産株の培養上清を 2 種ずつ

組み合わせた結果、GS および GT 本来の組み合わせ（GasA+GasX

および GatA+GatX）以外では注目すべき活性の上昇は認められなか

った（Table 3-19）。さらに、4 種全てを混合した結果、理論値通り

の活性値（GS: 123 AU/mL + GT: 1 ,969 AU/mL / 2 →  985 AU/mL）

となり、GS と GT の間に相乗効果は存在しないことが明らかとなっ

た。  
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3-3-7. in situ activity assay による GS の検出と挙動分子量推定  

 GS 含有培養上清の濃縮物（ 100k 非透過画分）を SDS-PAGE に供

し、ゲルへ指標菌 [Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus JCM 1002T 

(pSYE2)]を混釈した Em 含有 MRS 軟寒天培地（0.75%寒天）20 mL

を重層後、30℃ ,  18h にて培養した結果、泳動距離で約 4.6 cm の位

置に GS による生育阻止帯が確認された（Fig. 3-12）。次いで、各分

子量マーカーの分子量サイズ（ kDa）と泳動距離（ cm）との検量線

を作成後、生育阻止帯の泳動距離（約 4.6 cm）を代入した結果、GS

の挙動分子量は約 5,400 となり、理論値（GasA : M.W. 6,061 および

GasX : M.W. 5,481）と近似し、活性値以外で GS の存在を確認する

ことが出来た。  

 

3-3-8. GS の pH 安定性試験  

 GasAXI 含有培養上清を pH 2, 4, 7, および 10 に調整して静置（室

温 , 1 h）後、活性を測定した結果、いずれの pH に調整した場合も

活性値が一定（123 AU/mL）であり、GS は pH 2-10 において安定

である可能性が示唆された（Table 3-20）  

 

3-3-9. GS の熱安定性試験  

 GS 含有培養上清を各温度条件（ 121℃ , 15 min、95℃ , 5 min、お

よび 70℃ , 1 h）で処理後、残存活性を測定した結果、最も過酷な加

熱条件である 121℃ , 15 min 後も活性が 25%（ 31 AU/mL）残存し、

GS は熱に安定であることが明らかとなった（Table 3-21）。また、4℃

および 37℃で長期間（1 mth）保持した場合、4℃では活性が完全に
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保持されたのに対し、37℃の場合では 25%（31 AU/mL）量まで低下

し、37℃における保存性は低いと考えられた。  

 

3-3-10. GS のプロテアーゼ耐性試験  

 GS、GT、および GA 含有培養上清を各種プロテアーゼ（ペプシン、

トリプシン、キモトリプシン、およびプロティナーゼ K）で処理後、

残存活性を測定した結果、全てのガセリシンがプロティナーゼ K 処

理によって完全に失活したが、GA は他の供試プロテアーゼ（ 3 種）

へ抵抗性を示し、プロテアーゼ抵抗性の高いバクテリオシンである

と考えられた。また、GT はペプシンのみへ僅かな抵抗性を示し、

GS は全ての供試プロテアーゼ処理によって完全に失活した（Table 

3-22）。  

 

3-3-11. GS の抗菌性に関する検証  

 原液の⊿gatAX 上清と GS 上清（バクテリオシン非生産株と GS

生産株の培養上清）をそのまま感作した場合には、どちらも抗菌性

が確認できなかった（Fig. 3-13）。これに対して、10 倍量の MRS 培

地を混合して感作した場合では、⊿gatAX 上清を感作した菌体が増

殖したのに対し、GS 上清を感作した菌体は菌数がほぼ一定となり、

GS による静菌的作用が示された（Fig. 3-14）。  

 次いで、約 10 倍に濃縮した両上清をそのまま感作した結果、原液

と同様にどちらも抗菌性が確認できなかった（Fig. 3-15）。そして、

それぞれの濃縮上清に 10 倍量の MRS 培地を混合して感作した場合

では、⊿gatAX 上清を感作した菌体が増殖したのに対し、GS 上清を

感作した菌体は菌数が大幅に減少し、GS による殺菌的作用が示され
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た（Fig. 3-16）。  

 これらの結果より、GS の抗菌性は濃度によって殺菌的もしくは静

菌的に変化する可能性が示された。同時に、GS の濃度自体は低下し

ているにも関わらず、 10 倍量の MRS 培地を混合した場合にのみ殺

気的な作用が示されたことから、GS は増殖する菌体のみを殺菌する

可能性が考えられた。  

 

3-3-12. 静菌的条件下の菌体に対する GS の抗菌性に関する検証  

 MRS 培地混合⊿ gatAX 上清を感作した菌体は、 4℃保持によって

増殖が完全に阻害されていることが明らかとなった（Fig. 3-17）。

GS 上清でも、MRS 培地を混合しているにも関わらず 4℃感作時には

殺菌的作用が阻害された（Fig. 3-18）。したがって、GS は MRS 培

地成分の有無に関わらず、増殖の停止した菌体は殺菌しないことが

示唆された。  

 次いで、Em を添加した MRS 培地混合⊿ gatAX 上清を感作（37℃）

した菌体は、増殖が完全に阻害されていた（Fig. 3-19）。そして、Em

添加 MRS 培地混合 GS 上清を感作（ 37℃）した場合では、菌数の減

少が認められたが、その減少度（ 1.8×105 CFU/mL →  3.2×104 

CFU/mL）は Em 非添加時（1.8×105 CFU/mL →  1.3×102 CFU/mL）

に比べて緩慢であった（Fig. 3-20）。したがって、GS は感作温度に

関係なく、増殖の停止した菌体は殺菌しないことが示唆された。  
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Table 3-14. Deduced peptides and proteins encoded in gat operon of 

Lb. gasseri LA327 (DDBJ accession No. LC389592). 

 

ORF  
L e ng t h       

( am i no  ac i d )  
M W  pI  F u n c t i o n  

Ho m o lo g y  se ar c h a   

( id e nt i t i e s :  r e s i d ua l  r a t i o ,  %)  

L oc a l i z a t i o n               

(T M S  n o . ) b  

ga t P  5 0  5 85 2  9 . 8 3  
i n d uc e r  p ept i d e  

pr ec ur s or  

L ac t ac i n  F  i n d uc er  pe pt i de  

pr ec ur s or  L b .  g ass er i  K 7  

( 50 / 5 0 , 1 0 0% )  

so l ub l e  

( no n e )  

ga t K  4 35  5 04 4 4  5 . 2  h i s t i d i n e  k i n as e  
h i s t i d i n e  k i n as e  L b .  g a sse r i  

K 7  ( 43 0 / 43 5 , 99 % )  

m em br a ne  

( 6 )  

ga t R  2 65  3 02 8 0  5 . 3 6  r es p o nse  r eg u l a t or  

c h em ot a x is  pr o t e i n  C he Y  

L b .  g ass er i  K 7  

( 26 5 / 26 5 , 10 0 % )  

so l ub l e  

( no n e )  

ga t T  7 19  8 10 5 4  7 . 7 1  
ABC  t r a n sp or t e r  

pe r m e a se  c om p o ne nt  

pe pt i de  A BC  t r a ns p or t e r  

AT P -b i n d i ng  pr o t e i n  L b .  

ga ss er i  K 7  ( 7 1 8 / 7 1 9 , 9 9 %)  

m em br a ne  

( 6 )  

ga t C  1 97  2 19 3 8  1 0 . 1 3  
p ut at iv e  ac c es so r y  

pr o t e i n  

p ut at iv e  G as ser i c i n  K 7  B  

ac c es sor y  p r o t e i n  

( 19 6 / 19 7 , 99 % )  

m em br a ne  

( 1 )  

ga t Z  3 3  3 92 4  7 . 5 7  

p ut at iv e  

u nc h ar ac t e r i z e d  

pr o t e i n  

u n k no w n  L b .  ga ss er i  L F 22 1  

( 33 / 3 3 , 1 0 0% )  

so l ub l e  

( no n e )  

ga t A  7 5  7 48 0  1 0 . 0 2  G at A p r ec u r so r  

p ut at iv e  c om p le m e nt  fa c t o r  

Ac d2 2 1 b  L b .  g as se r i  L F 2 2 1  

( 75 / 7 5 , 1 0 0% )  

m em br a ne  

( 1 )  

ga t X  6 5  6 67 3  1 0 . 11  G at X  p r ec u r s or  

A c i d oc i n  L F 2 21 B  Ac d 22 1 B  

L b .  g ass er i  L F 2 21  

( 64 / 6 5 , 9 8 %)  

so l ub l e  

( no n e )  

ga t I  11 2  1 33 4 3  9 . 8 1  im m u n i t y  pr o t e i n  

p ut at iv e  im m u n i t y  p r o t e i n  

Ac i 2 2 1B  

L b .  g ass er i  L F 2 21  

(11 2 /11 2 , 1 0 0 %)  

m em br a ne  

( 4 )  

a  Homology search was demonstrated with BLASTprogram 1 6 8 - 1 7 0 )  

 (http: / /blast.ddbj.nig.ac. jp/ top - j .html) .  

b  Deduced using the TMHMM program 1 7 1 )   

(http: / /www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/).  
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Table 3-15. Deduced peptides and proteins encoded in gas operon of 

Lb. gasseri LA327 (DDBJ accession No. LC389591). 

 

ORF 
Length      

(amino acid)  
MW pI Function  

Homology search a  

 ( identi ties :  residual  ratio ,  %)  
Local ization              
(TMS no.) b  

gasA 79 7662 10.27 
GasA 

precursor  

Gassericin  K7 A 
complemental  factor  

(78/79,99%)  

membrance 
(1) c  

gasX 69 7287 10.00 
GasX 

precursor  
Acidocin LF221A Acd221A  

(67/69,97%)  
membrance 

(1) c  

gasI  90 10789 7.42 
putative 

immunity 
protein  

Gassericin  K7 A immunity 
protein (90/90,100%)  

membrance 
(2)  

a  Homology search was demonstrated with BLAST program 1 6 8 - 1 7 0 )  

 (http: / /blast.ddbj.nig.ac. jp/ top - j .html) .  

b  Deduced using the TMHMM program 1 7 1 )   

(http: / /www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/).  

c  With putative mature peptide.  
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Fig. 3-7. The deduced amino acid sequences for GS (GasA and GasX) and 

Acd LF221A (Acd221α  and Acd221A). 

Arrows, underlines, and bolds indicate predicted cleavage sites, 

putative transmembrane domains, and different amino acid 

residues between GS and Acd LF221A, respectively.  
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Fig. 3-8. The deduced amino acid sequences for GT (GatA and GatX) and 

Acd LF221B (Acd221β and Acd221B). 

Arrows, underlines, and bolds indicate predicted cleavage sites, 

putative transmembrane domains, and different amino acid 

residues between GT and Acd LF221B, respectively.  
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Table 3-16. Antibiotic activities obtained in  

GS expression strains. 

 

Culture supernatanta  
Bacteriocin activity

（AU/mL）  

GasAXI 123 

GasAX 62 

GasI ND 

Indicator :  Lb.  delbrueckii  subsp.  bulgaricus JCM 1002T（ pSYE2）  

a  GasAXI :  Lb. gasseri  LA158⊿ gatAX（ pGS-AXI）  

a  GasAX :  Lb.  gasseri  LA158⊿ gatAX（ pGS-AX）  

a  GasI  :  Lb. gasseri  LA158⊿ gatAX（ pGS-I）  
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Table 3-17. Antimicrobial activities of culture supernatants containing 

GS component peptides in alone and combination.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Indicator:  Lb. delbrueckii  subsp.  bulgaricus JCM 1002T  (pSYE2).  

a  GasA: The culture supernatant of  Lb. gasseri LA158⊿ gatAX (pGS-AX⊿ X).  

a  GasX: The culture  supernatant of  Lb. gasseri LA158⊿ gatAX (pGS-AX⊿A).  

a  GasAI:  The culture  supernatant of  Lb. gasseri LA158⊿ gatAX (pGS-AXI⊿ X).  

a  GasXI: The culture supernatant of  Lb. gasseri LA158⊿ gatAX (pGS-AXI⊿ A).  

a  GasAX: The culture supernatant of  Lb. gasseri  LA158⊿ gatAX (pGS-AX).  

a  GasAXI:  The culture supernatant of  Lb.  gasseri  LA158⊿ gatAX (pGS-AXI) .  

b  ND: Not detected,  approximately  forty -fo ld concentrated supernatants   

were subjected.  

 

 

Culture Supernatanta  
Bacteriocin activity 

(AU/mL) 

GasA NDb 

GasX NDb 

GasAI NDb 

GasXI NDb 

GasA+GasX (1:1)  62 

GasA+GasXI (1:1)  31 

GasAI+GasX (1:1)  62 

GasAI+GasXI (1:1)  31 
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Table 3-18. Antimicrobial activities of culture supernatants containing 

GT component peptides in alone and combination.  

 

Culture Supernatanta  
Bacteriocin activity 

(AU/mL) 

GatA 62 

GatX NDb 

GatA+GatX (1:1) 1,969 

Indicator: Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus JCM 1002T  (pSYE2).  

a  GatA: The culture supernatant of Lb. gasseri LA158⊿ gatX 

a  GatX: The culture supernatant of Lb. gasseri LA158⊿ gatA 

b  ND:  Not detected, approximately forty -fold concentrated 

supernatant was subjected.  
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Fig. 3-9. Effect of the dilution of culture supernatant containing 

GasA on antimicrobial activity of GS.  

Indicator: Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus JCM 1002T  (pSYE2).  
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Fig. 3-10. Effect of the dilution of culture supernatant containing 

GasX on antimicrobial activity of GS.  

 

Indicator: Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus JCM 1002T  (pSYE2).  
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Fig. 3-11. Effect of the dilution of culture supernatant containing 

GS (GasA＋GasX) on its antimicrobial activity.  

Indicator: Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus JCM 1002T  (pSYE2).  
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Table 3-19. Effect of the combination of culture supernatants containing 

GS and GT component peptides on its antimicrobial activity.  

 

Culture supernatanta  
Theoretical 

activity (AU/mL) 

Actual activity 

(AU/mL) 

GasA＋GatAb  (NDc+62)/2 31 

GasA＋GatXb  (NDc+ NDc)/2 NDc 

GasX＋GatAb  (NDc+62)/2 31 

GasX＋GatXb  (NDc+NDc)/2 NDc 

GasA＋GasX＋GatA＋GatXb  (123+1969)/2 985 

Indicator: Lb. delbrueckii  subsp. bulgaricus JCM 1002T  (pSYE2).  

a  GasA: The culture supernatant of Lb. gasseri  LA158⊿ gatAX (pGS-AXI⊿X).  

a  GasX: The culture supernatant of Lb. gasseri  LA158⊿ gatAX (pGS-AX⊿A). 

a  GatA: The culture supernatant of Lb. gasseri  LA158⊿ gatX. 

a  GatX: The culture supernatant of Lb. gasseri LA158⊿ gatA. 

b  Each supernatant was mixed with equal amount.   

c  ND: Not detected.  

 

 

 

 



106 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3-12. Molecular weight estimation of GS by in situ activity assay.  

Indicator: Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus JCM 1002T  (pSYE2).  

Lane M, molecular weight markers; lane1, semi -purified GS. 

Arrow indicates the clear zone of GS. 
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Table 3-20. pH stability of GS.  

 

Culture supernatant pH 
Bacteriocin activity  

(AU/mL) 

Lb. gasseri LA158⊿gatAX                

(control) 

2 NDa 

4 NDa 

7 NDa 

10 NDa 

Lb. gasseri LA158⊿ gatAX (pGS-AXI)                   

(GS supernatant) 

2 123 

4 123 

7 123 

10 123 

Indicator: Lb. delbrueckii  subsp. bulgaricus JCM 1002T. 

a ND: Not detected. 
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Table 3-21. Heat stability of GS. 

 

Culture supernatant Condition 

Bacteriocin activity   

(AU/mL, residual rate)  

Lb. gasseri  LA158⊿ gatAX (pGS-AXI)  

(GS supernatant)  

121°C, 15 min 31 (25%) 

95°C, 5 min 62 (50%) 

70°C, 1 h 62 (50%) 

37°C, 1 mth 31 (25%) 

4°C, 1 mth 123 (100%) 

Indicator: Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus JCM 1002T (pSYE2).  
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Table 3-22.  Proteolysis sensitivity of bacteriocins  produced by Lb. gasseri. 

 

Protease 

Residual activity of bacteriocins  (AU/mL, rate)  

GAa  GTb  GSc  

untreated 985  31,508  246  

pepsin 492 (50%)  492 (1.6%)  NDd  

trypsin 62 (6.3%)  NDd  NDd  

alpha-chymotrypsin 246 (25%)  NDd  NDd  

proteinase K NDd  NDd  NDd  

Indicator: Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus JCM 1002T  (pSYE2).  

a  GA: the culture supernatant of Lb. gasseri LA39 

b  GT: the culture supernatant of Lb. gasseri LA158 

c  GS: the culture supernatant of Lb. gasseri LA158⊿gatAX (pGS-AXI) 

d  ND: Not detected.  
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Fig. 3-13. Antimicrobial activity of culture supernatant containing GS.  

Indicator： Lb. delbrueckii  subsp.  bulgaricus JCM 1002T  (pSYE2)  

a  ⊿ gatAX 上清：Lb. gasseri LA158⊿ gatAX（バクテリオシン非生産株）の培養上清  

b  GS 上清： Lb. gasseri LA158⊿ gatAX (pGS-AXI)（GS 生産株）の培養上清  
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Fig. 3-14. Antimicrobial activity of mixture of MRS broth + 

culture supernatant containing GS (10:1, volume ratio).  

Indicator： Lb. delbrueckii  subsp.  bulgaricus JCM 1002T  (pSYE2)  

a  ⊿ gatAX 上清：Lb. gasseri LA158⊿ gatAX（バクテリオシン非生産株）の培養上清  

b  GS 上清： Lb. gasseri LA158⊿ gatAX (pGS-AXI)（GS 生産株）の培養上清  
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Fig. 3-15. Antimicrobial activity of concentrated 

culture supernatant containing GS.  

Indicator： Lb. delbrueckii  subsp.  bulgaricus JCM 1002T  (pSYE2)  

a  ⊿ gatAX 上清： Lb. gasseri LA158⊿ gatAX（バクテリオシン非生産株）の培養上清  

b  GS 上清： Lb. gasseri LA158⊿ gatAX (pGS-AXI)（GS 生産株）の培養上清  
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Fig. 3-16. Antimicrobial activity of  mixture of MRS broth + concentrated  

culture supernatant containing GS (10:1 , volume ratio).  

Indicator： Lb. delbrueckii  subsp.  bulgaricus JCM 1002T  (pSYE2)  

a  ⊿ gatAX 上清： Lb. gasseri LA158⊿ gatAX（バクテリオシン非生産株）の培養上清  

b  GS 上清： Lb. gasseri LA158⊿ gatAX (pGS-AXI)（GS 生産株）の培養上清  
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Fig. 3-17. Effect of the sensitization temperature on antimicrobial 

activity of mixture of MRS broth + concentrated 

⊿gatAX supernatanta (10:1, volume ratio).  

Indicator： Lb. delbrueckii  subsp.  bulgaricus JCM 1002T  (pSYE2)  

a  ⊿ gatAX 上清： Lb. gasseri LA158⊿ gatAX（バクテリオシン非生産株）の培養上清  
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Fig. 3-18. Effect of the sensitization temperature on antimicrobial 

activity of mixture of MRS broth + concentrated  

GS supernatanta  (10:1, volume ratio).  

Indicator： Lb. delbrueckii  subsp.  bulgaricus JCM 1002T  (pSYE2)  

a  GS 上清： Lb. gasseri LA158⊿ gatAX (pGS-AXI)（GS 生産株）の培養上清  
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Fig. 3-19. Effect of erythromycin addition on antimicrobial activity of 

mixture of MRS broth + concentrated  

⊿gatAX supernatanta (10:1, volume ratio).  

Indicator： Lb. delbrueckii  subsp.  bulgaricus JCM 1002T（Em 感受性株）  

a  ⊿ gatAX 上清：  Lb. gasseri LA158⊿ gatAX（バクテリオシン非生産株）の培養上清  
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Fig. 3-20. Effect of erythromycin addition on antimicrobial activity of 

mixture of MRS broth + concentrated  

GS supernatanta  (10:1, volume ratio).  

Indicator： Lb. delbrueckii  subsp.  bulgaricus JCM 1002T（Em 感受性株）  

a  GS 上清：  Lb.  gasseri LA158⊿ gatAX (pGS-AXI)（GS 生産株）の培養上清  
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第 4 節  

考察  

 当研究室では、Lb. gasseri が生産する初めてのバクテリオシン

（GA）の精製（1994 年） 81)  とクローニング（ 1998 年） 82)  に成功

し、2000 年には第二のガセリシン（GT）の部分精製（GatA）と両

構造遺伝子（ gatA, gatX）および周辺の塩基配列を報告 89) した。

Matijasić らは、1998 年に Lb. gasseri LF221 が生産する 2 種類の

バクテリオシン（Acd LF221A および Acd LF221B）の精製と N 末

端アミノ酸配列の解析を行い 96)、ホモロジー解析から Acd LF221B

は GT の類縁体であったが、Acd LF221A については相同性の高いバ

クテリオシンは見出されず、Lb. gasseri における第三のガセリシン

である可能性を示唆した。その後、Acd LF221A の少なくとも 3 ORFs

から構成される遺伝子クラスター（推定構造遺伝子：acd 221αA；推

定自己耐性遺伝子：aci 221A）が 2004 年に決定され 97)、Acd LF221A

は二成分性バクテリオシン（Acd 221α  + Acd 221A）である可能性が

考えられた。しかしながら、Acd 221α については N 末端領域の配列

が未決定であり、実際に単離精製されたのは 2 番目のペプチド（Acd 

221A）のみであるため、実際に Acd LF221A が二成分性バクテリオ

シンであるのかは未証明であり、諸性質などについても一切明らか

にされてこなかった。  

最近、当研究室でヒト成人の大腸組織より単離した Lb. gasseri 

LA327 のゲノム DNA 中に、GT 遺伝子クラスターに加えて Acd 

LF221A の遺伝子クラスターと相同性の高い遺伝子配列を見出した。

本研究においてプライマーウォーキング法を用いた配列決定の結果、

両遺伝子クラスター（GT：6,935 bp および Acd LF221A：1,143 bp）
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の全配列を決定するに至った。ホモロジー解析の結果、後者の遺伝

子クラスター（1,143 bp）にコードされている構造遺伝子の推定ア

ミノ酸配列が、Acd LF221A（Acd 221α  + Acd 221A）とは少なくと

も 1-2 残基異なっていることが判明し（Fig. 3-7）、新規の二成分性

バクテリオシン（ class IIb）として、ガセリシン  S（GS、GasA + GasX）

と命名した。本章では、GS における二成分性の証明、および諸性質

について解明を試みた。  

これまでに、Lb. gasseri 由来の二成分性（ class IIb）バクテリオ

シンとして、GT と Acd LF221A 以外に、Lb. gasseri LF221 株が生

産する Acd LF221B（Acd 221β＋Acd 221B、GT 類縁体）、Lb. gasseri 

K7 株が生産する Gassericin K7A（GasK7A_α＋GasK7A_β、Acd 

LF221A 類縁体）および Gassericin K7B（GasK7B_α＋GasK7B_β、

GT 類縁体）、そして Lb. gasseri EV1461 が生産する Gassericin E

（GaeA＋GaeX）などが報告されているが 96,  163 -165 )、実際には片方

のペプチドのみが単離精製されたのに過ぎず、完全精製に成功した

例は存在しない。したがって、従来の単離精製技術を用いた GS の特

性解析は困難であると考え、本章では GS（GasA および GasX）を

単独で生産する発現株の構築を試みた。  

GS の発現株構築に向け、GS における生産機序に関する検討を行

った。GS 遺伝子クラスター（ 1,143 bp, DDBJ accession No. 

LC389591）は構造遺伝子の gasAX および推定の自己耐性遺伝子で

ある gasI のわずか 3 ORFs のみで構成され、生産制御や菌体外輸送

に関与する遺伝子の存在が周辺領域を含めて確認されなかった。そ

のため、生合成された GS におけるリーダー配列の除去および排出を

担う遺伝子群は未決定であり、GS の生産機序および実際に生産され

ているのかさえ不明であった。そこで、Lb. gasseri LA327 株の GT
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遺伝子クラスター（ 6,935 bp、DDBJ accession No. LC389592）よ

り、構造遺伝子（ gatAX）をノックアウトした結果、バクテリオシン

活性が残存したことから、GS は実際に生産されている可能性が高い

と考えられた。次いで、GT の ABC トランスポーター遺伝子（ gatT）

をノックアウトした結果、バクテリオシン活性が完全に消失し、GatT

は GT に加えて GS の生産も担う multiple-transporter であることが明

らかとなった。multiple-transporter  については、実際に特徴づけられ

た例がほとんど存在せず、Ent.  feacium  NKR-5-3 が生産する 3 種のエ

ンテロシン（Ent53AZ、Ent53C、および Ent53D）の生産に対応する

ABC トランスポーターである EnkT 
1 8 2 )

 が唯一の報告例となる。した

がって、GatT は multiple-transporter として 2 例目の報告となり、非

常に稀な存在であることが明らかとなった。これと同時に、GS 生産

株の構築には宿主として GT 生産株を用いることが必須となった。  

GT 生産株（Lb. gasseri  LA158）より GT 構造遺伝子をノックアウ

トした LA158⊿ gatAX を作製後、これを宿主として GS 遺伝子（ gasAXI）

を導入した結果、バクテリオシン活性が得られ、GS はバクテリオシ

ンであることが証明された（Table 3-16）。さらに、活性値が GasAX

生産株＜GasAXI 生産株となったことから GasI も抗菌ペプチドであ

る可能性が考えられたが、GasI 生産株の培養上清からは活性が得ら

れず、GasAX 生産株の培養上清と混合しても活性の上昇は認められ

なかった（ data not shown）。一般的に、 class II バクテリオシンにお

ける構造遺伝子のすぐ下流には自己耐性遺伝子がコードされること

が多いとされている 1 4 1 )。さらに、Ra ら（ 1991） 1 8 3 )  は Nisin A にお

ける自己耐性遺伝子として知られる nisI を生産株より除去すること

で、Nisin A 生産量が低下することを報告している。したがって、gasI

は自己耐性遺伝子である可能性が高く、自己耐性能の付与によって、
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間接的に GS の生産を補助している可能性が考えられた。  

GS（GasA および GasX）と GT（GatA および GatX）における各構

成ペプチドの単独生産株を構築した結果、GatA のみが単独で微弱な

活性（ 31 AU/mL）を示したのに対し、混合時（GS：GasA + GasX お

よび GT：GatA + GatX）には特異的に高い活性（ 123 AU/mL および

985 AU/mL）が認められ、GS と GT は二成分性バクテリオシンであ

ることが初めて証明された（Table 3-17 および 3-18）。その際、GasI

による生産補助について考慮し、GasA と GasX に加えて GasAI およ

び GasXI 生産株も作製したが、活性の増強は認められず、抗菌活性

を持たない GasA と GasX の生産において自己耐性能は不要である可

能性が考えられた。  

Majhenic ら（2004）97)  は、Lb. gasseri LF221 より単離精製され

た Acd 221A および Acd 221B（本研究では不活性であった GasX と

GatX の 2 および 1 残基変異体）が、それぞれ単独で Lb. sakei 

NCDO271 の生育を阻害したことを報告している。本研究で用いた指

標菌（Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus JCM 1002T）の違いに起因

する可能性も考えられたが、これらの変異残基が関与している可能

性がより高いと考えられた。実際に、Enterocin C と Enterocin 1017

の二番目のペプチドにおいて、たった 1 残基のアミノ酸変異がそれ

らの抗菌スペクトルへ大きな影響を及ぼすことが報告されている

184)。しかしながら、Lb. gasseri K7 が生産する Gas K7_B（GatX の

100%相同体）が、単独で Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus LMG 

6901T (= JCM 1002T)の生育を阻害することが報告されている 164)。

二成分性（ class IIb）バクテリオシンである Carnobacteriocin XY

（CbnX + CbnY）は水溶条件下において二次構造を一切に示さなか

ったが、トリフルオロエタノールを含む溶液中では CbnX と CbnY
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のどちらも高い α-へリックス含量を示すことが報告されている 185)。

さらに、以前に当研究室で Lb. gasseri LA158 の培養上清から GatA

と GatX の単離を試みたが、培地中の界面活性剤（Tween 80）と HPLC 

精製の最終段階で使用した 60% 2-プロパノールによって両ペプチド

を含む重合体が生成され、単離・精製は出来なかった 92)。このよう

に、バクテリオシン精製に用いられた有機溶媒が、GatX およびその

類縁体によって示された抗菌活性に関与している可能性がある。こ

れとは対照的に、Lb. gasseri EV1461 によって生産される

Gassericin E の構成ペプチドである GaeA（GatA の 1 残基変異体）

が単独で抗菌活性を示すことが報告されており 165)、本研究で得られ

た GatA 単独での活性はこれを支持した。  

また、GasA と GasX の最適な作用比率について検証した結果、GasA

と GasX 含有培養上清のどちらを希釈した場合も、希釈度依存的に活

性値が低下したことから（ Fig. 3-9、3-10、および 3-11）、GasA と GasX

培養上清の最適な作用比率は容量比で 1 :  1 であることが示された。

本研究で用いた発現ベクターの pIL253-P3 2 では、導入遺伝子に関わ

らず mRNA の発現量は一定であることが過去の研究によって明らか

となっているため（ data not shown）、ペプチドレベル（mol 濃度）で

も GatA と GatX の作用比率は 1 : 1 が最適と考えられる。実際に、GasA

と GasX 生産株の培養上清を 1 : 1 で混合した活性値（ 62 AU/mL）が、

GasAXI 生産株の活性値（ 123 AU/mL）のちょうど 1/2 となっている

ことがこれを支持している。  

Lb. plantarum  
1 8 6 )

 や enterococci 
1 8 7 ,1 8 8)

 のように 1 つの菌株から複

数のバクテリオシンが生産される例はさほど稀なことではないが、

その利点については不明な点が多い。そこで、GS と GT 間における

相乗効果について試験した結果、両バクテリオシンの構成ペプチド
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における交差的な組み合わせ、さらに全４ペプチドの混合時におい

て特異的な活性の上昇は認められず（Table 3-19）、GS および GT 間

において相乗効果はなかった。同様に、Plantaricin JK および EF 間に

おいても相乗効果はないことが報告されている 1 8 1 )
 一方で、

Lactococcin G における片方のペプチドは Enterocin 1017 および

Lactococcin Q の相補的ペプチドと混合時に高い活性を示すことが報

告されている 1 4 7 ,1 8 9 ,1 9 0 )。  

BLAST 
1 6 8 -1 7 0 )（ https://blast .ncbi.nlm.nih.gov./Blast .cgi）によってそ

れぞれの相同率（%）を計算した結果、 Lactococcin G と Enterocin 

1017/Enterocin Q 間における相同率（それぞれ約 88%および約 57%）

に比べて、GS と GT 間における相同率（約 26%）が低かったことか

ら、これが相乗効果の有無に関与している可能性が高いと考えられ

る。  

In situ activity assay による分子量推定の結果、分子量約 5,400

の位置に生育阻止帯が確認され（Fig. 3-12）、理論値（GasA : M.W. 

6,061 および GasX : M.W. 5,481）に近似していたことから、活性値

以外の指標によって GS の存在が確認された。また、GT の In situ 

activity assay における挙動分子量も約 5,400 であることが報告され

ているため 89)、SDS-PAGE に関連した手法による GS と GT の区別

および単離は困難と考えられた。  

GS を食品に応用することを考慮すると、様々な食品の pH や製造

工程における加熱処理に安定であることが非常に重要となる。そこ

で、GS の食品応用に向けた諸性質の解析を行った。GS の pH 安定

性を試験した結果、試験した全ての pH（2, 4, 7, および 10）におい

て活性が一定となり（Table 3-20）、GS は pH 2-10 に安定であるこ

とが明らかとなった。実際に多くの食品へ応用されている Nisin A
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は、酸性領域では優れた抗菌性を発揮する一方で、中性―アルカリ

性領域においては不溶化（ pH 2 に比べて、pH 8 では溶解度が 1/228

に低下することが報告されている） 7 1)  により、活性が大幅に低下、

もしくは完全に消失するという欠点が知られている 72,73)。したがっ

て、GS は Nisin A の欠点を補える可能性が期待できる。次いで、耐

熱性を試験した結果、121℃ , 15 min の加熱後も 25%量の活性を残存

し、GA および GT（それぞれ 3%および 9%） 191)  以上に高い耐熱性

を示した（Table 3-21）。また、保存性について試験した結果、 4℃

では 1 か月間後も活性を完全に維持したのに対し、 37℃で保持した

場合は 1 か月後に 25%量まで低下した。これと同様に、Lb. gasseri 

LA158 が生産する GT についても 37℃での保存性が低く、培養上清

を事前に加熱処理（ 99℃ , 10 min）することで、この活性低下が緩

慢になることが分かっている（ data not shown）。GS 発現株の宿主

には Lb. gasseri LA158 の GT 構造遺伝子ノックアウト株を用いてい

るため、LA158 由来の菌体外プロテアーゼ活性が 37℃における保存

性の低下要因である可能性が考えられる。さらに、プロテアーゼ耐

性について試験した結果、GS は供試した全てのプロテアーゼ処理に

よって完全に失活し、ガセリシンのなかでも特にプロテアーゼの感

受性が高かった（Table 3-22）。  

次いで、GS の抗菌特性について試験した結果、GS 上清をそのま

ま指標菌に感作した場合では、GS の濃度に関係なく抗菌性は認めら

れなかったが、MRS 培地を混合した場合には、低濃度の GS で静菌

的作用が示され、高濃度の GS によって殺菌的作用が示された（Fig. 

3-13, 3-14, 3-15, および 3-16）。GS の濃度は低下しているにも関わ

らず、GS 上清の 10 倍量で MRS 培地を混合した場合のみ殺菌性が

示されたことから、GS は増殖する菌体を特異的に殺菌する可能性が
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示された。次いで、静菌的条件下（ 4℃保持および静菌剤である Em

の添加）の菌体に対する GS 抗菌性の抗菌性について試験した結果、

GS は増殖の停止した菌体は殺菌しなかった（Fig. 3-17, 3-18, 3-19, 

および 3-20）。  

静菌的作用を示すバクテリオシンについてはいくつかの報告例が

あるが 192-194)、増殖する菌体のみを特異的に攻撃するバクテリオシ

ンについては報告例がほとんど無いことから、GS は増殖する菌体を

特異的に殺菌するバクテリオシンとして初めての報告例となる可能

性がある。しかしながら、どのような機構で増殖する菌体のみを選

択的に殺菌しているかについては不明である。Ent. faecalis YI714

が生産する Bacteriocin 41 を構成する 2 つの菌体外タンパク質のう

ち、BacL1（ペプチダーゼ型、 595 AA, 64.5 kDa）が増殖する菌体

のペプチドグリカンにおける L-Ala-L-Ala 交差架橋部分に特異的に

結合し、静菌的活性を示すことが報告されている 195)。しかし、GS

の分子量（GasA : 64 AA、6.1 kDa；GasX : 53 AA、5.5 kDa）が BacL1

に比べて明らかに低いことを鑑みると、GS が酵素活性型の作用機構

を有するとは考えにくく、別の部位を攻撃している可能性が高い。

したがって、GS の作用機構を解明するには、レセプターの解明が必

須と考えられる。Lc. lactis subsp. lactis が生産する Lactococcin G

は最初に報告された二成分性バクテリオシンであり 154)、標的菌の

UppP（細胞壁合成酵素）をレセプターとして認識していることが報

告されている 196)。さらに、Lb. plantarum が生産する Plantaricin JK

は、アミノ酸、ポリアミン、および有機陽イオンの特異的なトラン

スポータータンパク質である、Amino 

Acid-Polyamine-Organocation (APC) Family 197)  をレセプターと

して認識することが報告されている 198,199 )。UppP と APC Family
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のいずれも生育および増殖との関連性が強いことから、指標菌の生

育状況に応じてこれらタンパク質の発現を確認することで、GS によ

る選択的殺菌の機構について解明できる可能性が考えられる。  

さらに、GS は GT よりも多くの推定 GxxxG（AxxxA）モチーフを

有していることから（Fig. 3-21）、GS は広い抗菌スペクトルを有し

ている可能性が示唆されている。  

以上の結果より、GS は二成分バクテリオシンであり、高い pH 安

定性と耐熱性を有することから食品加工時の処理条件には安定であ

る一方、高いプロテアーゼ感受性を有することから消化管内で容易

に分解される、安全性の高いバクテリオシンであると考えられた。

また、増殖する菌体のみを殺菌し、増殖の停止した菌体には作用し

ないことから、選択的殺菌剤としての応用も期待される。今後、GS

の抗菌スペクトルにおけるさらなる解析や、選択的殺菌機構の解明

に向けたレセプターの特定が課題として挙げられる。  
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Fig. 3-21. Deduced GxxxG and AxxxA motif in GT and GS. 
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第 4 章  

GS 遺伝子が GT 生産に及ぼす影響に関する検討  

 

第 1 節  

諸言  

 

 第 3 章において、Lb. gasseri LA327 から検出された Acd LF221A

遺伝子について、プライマーウォーキング法よる全長配列決定を行

った結果、Acd LF221A とは少なくとも 1 残基以上が異なっている

ことが明らかとなり、ガセリシン S（GS；GasA + GasX）と命名し

た。さらに、GS は二成分性バクテリオシンであることが証明され、

生産には GT の ABC-トランスポーター遺伝子（ gatT）を含む GT 遺

伝子が必須であることが明らかとなった。したがって、GS のみを生

産する野生株は存在しないと考えられた。  

 これまで、Lb. gasseri の企業より委託された株や、少数の研究室

単離株において各ガセリシン（GA、GT、および Acd LF221A）構造

遺伝子の保有状況を確認し、GT 生産株が優勢である（バクテリオシ

ン生産株のうち、約 6 割が GT 構造遺伝子を保有）可能性が確認さ

れている。しかしながら、我が国における公的機関株である JCM

（Japan Collection of Microorganisms）株においてはガセリシン遺

伝子の保有状況を確認していなかった。そこで、最近になって Lb. 

gasseri JCM 株（計 15 菌株）において、新規のガセリシンを生産す

る株のスクリーニングを期待して、各ガセリシン（GA、GT、および

GS）構造遺伝子の保有状況および培養上清中のバクテリオシン活性

について試験した結果、9 株が GT 構造遺伝子を保有し、そのうち 5

株が GS/GT 両構造遺伝子を保有していた（Table 4-1）（田中 2015
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卒論） 200)。さらに、JCM 1017、1019、および 5814 の 3 株につい

てはどのガセリシン構造遺伝子も検出されなかったにも関わらず、

培養上清中にバクテリオシン活性が確認され、新規のガセリシンを

生産する可能性が示唆された。これらのバクテリオシン様の抗菌物

質（BLIS）については、現在、同定および特性解析を試みている。 

 さらに、JCM 株におけるバクテリオシン遺伝子保有状況の試験は、

別の興味深い事象を浮き彫りにした。GT 構造遺伝子のみを保有する

株に比べて、GS/GT 両構造遺伝子を保有する株では培養上清中のバ

クテリオシン活性が明らかに低くなっており、GS と GT が互いに生

産を阻害している可能性が考えられた。  

また、LA39 株は全てのガセリシン構造遺伝子を保有しているが、

精製を試みた際の逆相 HPLC において単一のピークが確認され 81 )、

SDS-PAGE でも GA のバンドしか検出されなかったことから 84)、GA

のみを生産していると考えられており、前述の生産阻害は GS-GT 間

のみで起こっている可能性が高い。加えて、第 3 章における試験の

結果、GS と GT は同一のトランスポーター（GatT）によって生産お

よび活性発現されていることが明らかとなっている。したがって、

GatT の競合および GS 遺伝子関連の mRNA 発現が、GT の発現もし

くは生産を阻害している可能性が考えられた。  

本章では、GT 生産株である Lb. gasseri LA158 に対して GS 遺伝

子（ gasAXI）を全ての組み合わせ（ 7 通り）で導入後、バクテリオ

シン活性を比較することにより、GS 遺伝子の導入が GT 生産量へ及

ぼす影響について検証を試みた。  
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Table 4-1. Revealed retention status of each gassericin structural gene and 

antimicrobial activities in the supernatants of Lb. gasseri JCM strains.200)   

菌株  由来  
構造遺伝子の保有 a  

バクテリオシン活性 b  
GA GT GS 

JCM 1017  不明  × × ×   7,877 AU/mL 

JCM 1019 不明  ×  × × 31,508 AU/mL 

JCM 1025 ヒト腸管  ×  × × ND c  

JCM 1026 不明  ×  × × ND c  

JCM 1031 ヒト糞便  ×  ○  ○  ND c  

JCM 1130 不明  ×  ○  ○  ND c  

JCM 1131T  ヒト腸管  ×  × × ND c  

JCM 5343 不明  ×  ○  ○  ND c  

JCM 5344 ヒト膣  ×  ○  ○      246 AU/mL 

JCM 5813 乳児糞便  ×  ○  ○  ND c  

JCM 5814 鳥糞便  ×  × ×   7,877 AU/mL 

JCM 8787 ヒト糞便  ×  ○  ×   3,938 AU/mL 

JCM 8788 ヒト糞便  ×  ○  ×   3,938 AU/mL 

JCM 8789 ヒト糞便  ×  ○  ×   3,938 AU/mL 

JCM 8790 ヒト糞便  ×  ○  ×   3,938 AU/mL 

LA39 (GA 生産 )  乳児糞便  ○  ○  ○  985 AU/mL 

LA158 (GT 生産 )  乳児糞便  ×  ○  × 15,754 AU/mL 

LA327 (GT/GS 生産 )  ヒト大腸  ×  ○  ○    16 AU/mL 

a  ○：PCR による遺伝子の検出あり  

a  ×：PCR による遺伝子の検出なし  

a  Primer pair  

GA : Fw AGGAAGATACTATGGTTACTAAG 

GA : Rv AAGCTTTATAAACTAGGCTGCAG 

GT : Fw ACATTGGCTAACATAGTTGGTGG 

GT : Rv ATATCCCAGATATCCTCCAATTG 

GS : Fw TAAACGAGTGTCAACTACAAACC 

GS : Rv TTCCACTAGTAGTTTGTAGAACC 

b  Indicator :  Lb. delbrueckii  subsp. bulgaricus JCM 1002
T  

c  ND : Not detected 
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第 2 節  

材料および方法  

4-2-1. 試薬  

 本実験において、特に断りのない限り、和光純薬工業株式会社  

（大阪）の特級試薬または一級試薬を用いた。  

 

4-2-2. 器具、培地および試薬類の滅菌  

 本実験において使用する器具、培地および試薬類の滅菌処理は、

特に断りのない限りオートクレーブ滅菌機（ SDL-320、TOMY、Tokyo、

Japan）を用い、121℃ , 15 min の条件で行った。  

 

4-2-3. 使用菌株、培地および培養条件  

 本実験で用いた菌株およびプラスミドは Table 4-2 にまとめた。ガ

セリシン T（Gassericin T, GT）生産菌株として、ヒト乳児（6 ヶ月

齢、女）糞便から単離した Lb. gasseri LA158（JCM11046）、およ

び JCM（理研）より入手した Lb. gasseri JCM 8787, 8788, 8789, お

よび 8790 を用いた。バクテリオシン活性測定用の指標菌は、株式会

社明治（研究本部、食機能科学研究所）より譲渡された Em 耐性株

Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus JCM 1002T（pSYE2）を用いた。

Lactobacilli は Difco Lactobacilli  MRS 培地（ BD）に適宜 Em

（5mg/mL, 50%エタノールに溶解 , -20℃保存）を添加し、37℃ , 18-24 

h の継代培養（2-10%（v/v）接種）を 2 回行なった後に各試験に供

した。  

 発現ベクター（ pIL253-P32）の保存株およびプラスミド導入の中
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間宿主として、フローニンゲン大学より譲渡された Lc. lactis subsp. 

cremoris MG1363 を使用した。同株は適宜 Em を添加した GM17 培

地 [0.5% (w/v) Glucose 添加 M17 培地（BD） ]により、30℃ , 18-24 h

で静置培養した。  

 

4-2-4. バクテリオシン活性測定  

 バ ク テ リオ シ ン抗 菌 活 性は 寒 天拡 散 法 （ agar-well diffusion 

method）により、Tagg と McGiven の方法 136)  を改良した Toba ら

の方法 137)  に従って、以下の通りに測定した。  

 指標菌 Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus JCM 1002T（ pSYE2）

の 18-24 h 培養液を MRS 培地で 10 倍希釈し、そのうち 250 L を、

105℃ , 5 min にて加熱溶解後 55℃で恒温保持した MRS 軟寒天培地

[0.75%（w/v）寒天、AGAR BACTERIOLOGICAL, Oxoid, UK]10 mL

に混合した後、MRS 寒天平板培地 [1.5%（w/v）寒天、Oxoid]に重層

して固化させた。次いで、コルクボーラー  No.2（直径 6 mm）を用

いて試料注入孔を作製し、2n（n: 整数）倍に段階希釈した各試料溶

液 65 L をウェルに注入後、 37℃ , 18 h にて培養した。希釈溶媒に

は滅菌済み 0.85% PBS を用いた。指標菌液の希釈に用いた MRS 液

体培地、MRS 寒天平板培地および MRS 軟寒天培地には Em を適宜

添加（終濃度 5 µg/mL）した。抗菌活性値は、生育阻止円の認めら

れた最も高い希釈度の逆数と定義し、その単位を Arbitrary Unit

（AU）で表した。  

 

4-2-5. プラスミド DNA の抽出（アルカリ SDS 法）  

 以下の実験操作で使用した試薬の組成は Table 3-4 に示した。プラ
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スミド DNA（pIL253-P32、Fig. 3-4）または改変プラスミド DNA を

有する、Lc. lactis subsp. cremoris MG1363 の 18-24 h 培養液 2 mL

を、2 mL 容遠心チューブに採取し、 5,000 rpm, 10 min, RT にて遠

心分離した。培養上清を除去し、Solution A（10 mg/mL Lysozyme

添加）を 200 L 加え、菌体を懸濁した。 55℃ , 10 min（水浴）にて

インキュベートした後、Solution B を 400 L 添加し、緩やかに転倒

混和した。次いで、Solution C を 300 L 添加して緩やかに転倒混和

した。15,000 rpm, 5 min, 20℃にて遠心分離し、上層を回収した後、

室温にてフェノール /クロロホルム溶液（ニッポンジーン）を等量添

加し、タッチミキサーで撹拌した。本溶液を 15,000 rpm, 5 min, 20℃

にて遠心分離し、中間層が混入しないように上層を回収した後、等

量の 99.5%エタノール（RT）を添加し、緩やかに転倒混和した。次

いで 15,000 rpm, 10 min, 20℃にて遠心分離し、アスピレータを用

いてエタノールを除去した。生じたペレットは 70%エタノール（RT）

を用いて洗浄し、自然乾燥にてチューブ内の残存エタノールを除去

して滅菌水 4 or 40 L（形質転換用は 4 µL、PCR 用は 40 µL の滅菌

水を加えた）に溶解後、適宜（基本的には PCR を用いる場合のみ） 

Ribonuclease A を 1 L 添加し、37℃ ,  15 min（水浴）にてインキュ

ベートした（保存は 4℃）。  

 

4-2-6. アガロースゲル電気泳動および DNA 量の測定  

 各 DNA フラグメントの電気泳動は、 0.8% (w/v) 濃度のアガロー

ス（Agarose S、ニッポンジーン）ゲルを用いて行った。泳動 buffer

には 1×TAE buffer（40 mM Tris および 10 mM EDTA 2Na、氷酢

酸で pH 7.5 に調整）、マーカーには 1 kb DNA Ladder または 500 bp 
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DNA Ladder（TaKaRa, Shiga, Japan）をそれぞれ用いた。泳動装

置には Mupid®-Ⅱ plus（ADVANCE, Tokyo, Japan）を用い、100V

の定電圧で 30-35 min にて泳動を行った。泳動後のゲルは、0.5 g/mL

エチジウムブロマイド（臭化エチジウム , Wako 生化学用）溶液に 15 

min 浸潤することで染色を行った。  

 また、溶液中における DNA 濃度の測定には NanoVue Plus（GE 

Healthcare Japan, Tokyo, Japan）を用いた。  

 

4-2-7. コンピテントセルの調製  - Lb. gasseri - 

 以下の実験操作で使用した試薬の組成は Table 3-9 および 3-10 に

示した。Lb. gasseri 各株を MRS 培地にて 37℃ , 18 h の条件で前培

養した。本培養液から MRS+1% (w/v) Glycine 培地（pH 4.5, HCl

により調整）50 mL に 0.5% (v/v)量で植菌し、37℃ ,  18 h にて培養

した。  

以降の操作は氷上にて行い、buffer はあらかじめ氷冷して用いた。

得られた培養液を 6,000 rpm, 5 min, 4℃にて遠心分離し、上清を除

去した後、20 mM Tris-HCl buffer（pH 7.0）10 mL で菌体を懸濁し

た。6,000 rpm, 5 min, 4℃にて遠心分離し、上清を除去した。再度

20 mM Tris-HCl buffer（pH 7.0）10 mL で菌体を懸濁し、懸濁液の

うち 100 L を 10 倍希釈して OD660 を測定した。その後、同様に遠

心分離と菌体洗浄を再度行い、上清を除去した後、EB 5 mL にて菌

体を懸濁した。遠心分離（ 6,000 rpm, 5 min, 4℃）後に上清を除去

した。得られた菌体は先に測定した OD660 の値から、最終濁度が

OD660=50 となる量の EB を用いて懸濁後、1.5 mL 容遠心チューブ

に 80 L ずつ分注して、使用するまで -80℃にて保存した。  
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4-2-8. エレクトロポレーション法による形質転換  -Lb. gasseri- 

 以下の操作は全て氷上にて行った。また、使用した試薬の組成は

全て Table 3-9 および 3-10 に示した。Lb. gasseri のコンピテントセ

ルを 37℃（水浴）にて迅速かつ完全に溶解し、直ちに氷冷した。48℃ , 

10 min（水浴）にて加熱してから 10,000 rpm, 1 min, 4℃にて遠心

分離後、上清をピペットで除去し、EB 200 L で菌体を懸濁した。

再度遠心分離を行って上清を除去し、EB 75 L で菌体を懸濁したも

のをエレクトロポレーションに用いた。  

各リコンビナントプラスミド DNA 溶液（3 µL 以下）を熱処理お

よび洗浄済みのコンピテントセルへ添加後、混和して 0.2 cm エレク

トロポレーションキュベット（BioRad）へ全量移した後、エレクト

ロポレーション装置（BioRad）を用いて Voltage 1.5 kV, Capacitance 

25 F, Resistance 200Ω の条件で電気パルスを付加した。また、ポ

ジティブコントロールとして空ベクター溶液、ネガティブコントロ

ールとして滅菌水を供し、同様に電気パルスを付加した。  

EXBG 培地（終濃度 50 ng/mL Em、RT）1 mL をキュベットに注

入して菌体ごと 2 mL 容マイクロチューブへ回収し、 37℃ , 2 h（水

浴）にて expression 培養した。本培養液を Em 添加（終濃度 25 g/mL）

MRS 寒天平板培地に 330 L ずつ塗抹後、AnaeroPackTM（MGC, 

Tokyo, Japan）を使用し、 37℃にてコロニーが出現するまで（通常

24-48 h）嫌気培養した。  

 得られたコロニーは、釣菌後に Em 添加（終濃度 5 µg/mL）MRS

液体培地へ植菌して 37℃ , 16-24 h の条件で 1-2 回培養後、同培地で

37℃ , 12-16 h にて培養した菌液を 60%（w/v）グリセロール溶液と

1 : 1 で混合し、— 80℃にて保存した。  
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4-2-9. Lb. gasseri LA158 に対する各 GS 遺伝子の導入がその GT 生

産へ及ぼす影響に関する検討  

 第 3 章で作製した Lc. lactis subsp. cremoris MG1363 の各 GS 遺

伝子導入株より、方法 4-2-5 によって各 GS 遺伝子リコンビナントプ

ラスミド DNA（pGS-A, X, I, AI, XI, AX, および AXI）を抽出した。  

 各 pGS および空ベクター（pIL253-P32）を Lb. gasseri LA158 の

コンピテントセル（方法 4-2-7 で作製）に対して導入し（方法 4-2-8

によって）、LA158 の各 GS 遺伝子導入株を作製した。  

 作製した各 GS 遺伝子および pIL253-P32 導入株の MRS 培地培養

上清を取得後、方法 4-2-4 へ供し、バクテリオシン活性値を測定した。 

 

4-2-10. GT 低生産株に対する GS 遺伝子（ gasAXI）の導入がその

GT 生産へ及ぼす影響に関する検討  

 第 3 章で作製した Lc. lactis subsp. cremoris MG1363 の各 GS 遺

伝子（ gasAXI）導入株より、方法 4-2-5 によって GS 遺伝子リコン

ビナントプラスミド DNA（pGS-AXI）を抽出した。  

 pGS-AXI および空ベクター（ pIL253-P32）を Lb. gasseri JCM 8787, 

8788, 8789, および 8789 のコンピテントセル（方法 4-2-7 で作

製）に対して導入し（方法 4-2-8 によって）、各 gasAXI 導入株を作

製した。  

 作製した gasAXI および pIL253-P32 導入株の MRS 培地培養上清

を取得後、方法 4-2-4 へ供し、バクテリオシン活性値を測定した。  
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Table 4-2 . The strains and plasmids used in this study.  

 

S t r a i n  a n d  p l as m i d  De sc r i p t i o n a  Re fe r e nc e  a n d  s o ur c e  

S t r a i ns  
  

L ac t o b ac i l l us  ga ss er i  
  

L A 15 8（ J CM  11 04 6）  P r o d uc er  s t r a i n  o f  G ass er i c i n  T,  p l as m i d  f r e e  
L a bo r a t or y  

c o l l e c t i o n  

JC M  8 7 87  
P r o d uc er  s t r a i n  o f  G ass er i c i n  T  

( l o we r  ac t i v i t y ) ,  p l as m i d  f r ee  
JC M b  

JC M  8 7 88  
P r o d uc er  s t r a i n  o f  G ass er i c i n  T  

( l o we r  ac t i v i t y ) ,  p l as m i d  f r ee  
JC M b  

JC M  8 7 89  
P r o d uc er  s t r a i n  o f  G ass er i c i n  T  

( l o we r  ac t i v i t y ) ,  p la sm i d  f r e e  
JC M b  

JC M  8 7 90  
P r o d uc er  s t r a i n  o f  G ass er i c i n  T  

( l o we r  ac t i v i t y ) ,  p la sm i d  f r e e  
JC M b  

L ac t o b ac i l l us  de l br u ec k i i  

su b sp .  b u l g ar i c us  

JC M 10 0 2 T  

I n d i c a t o r  s t r a i n  f o r  b ac t e r io c i n  ac t i v i t y  as s a y  JC M b  

L ac t oc oc c u s  l ac t i s  s ub s p .  

c r em or i s  M G 13 6 3  

I nt er m e di at e  h os t  s t r a i n  f o r  r e c om bi n a nt  

p la sm i ds ,  p la sm i d  f r ee ,  d er iv at iv e  o f  

L ac t o c oc c u s  l ac t i s  s u bs p .  c r e m or i s  NC D O 7 1 2  

G ass o n  J .M .  

e t  a l .  ( 1 9 8 3 ) 1 7 8 )  

P l asm i ds  
  

pS Y E 2  

E m r ;  pS Y 1  d er i va t i ve  w i t h  E r yt hr om yc i n  

r es i s t a nc e  g e ne  ( em r A )  o f  p A M β 1  

f r om  E nt e r oc oc c u s  f a ec a l i s  

S at o h  e t  a l .  

( 19 9 7 ) 1 8 0 )  

pI L 2 5 3 - P 3 2  E m r ;  p I L 2 5 3  de r i v at iv e  w i t h  P 3 2  p r om ot o r  
Kem p er m a n  

e t  a l .  ( 2 0 0 3 ) 1 8 1 )  

p GS - A X  E m r ;  p I L 2 5 3 - P 3 2  d e r i vat i ve  c ar r y i ng  ga sA X  T h is  s t u d y  

p GS - AX I  E m r ;  p I L 2 5 3 - P 3 2  d e r i vat i ve  c ar r y i ng  ga sA X I  T h is  s t u d y  

p GS - I  E m r ;  p I L 2 5 3 - P 3 2  d e r i vat i ve  c ar r y i ng  ga s I  T h is  s t u d y  

p GS - A X⊿ A  E m r ;  pG S - AX  der i v at i v e  e l im i n at e d  g as A  T h is  s t u d y  

p GS - A X⊿ X  E m r ;  pG S - AX  der i v at i v e  e l im i n at e d  g as X  T h is  s t u d y  

p GS - AX I⊿ A  E m r ;  pG S - AX I  de r i v at iv e  e l i m i n at e d  g a sA  T h is  s t u d y  

p GS - AX I⊿ X  E m r ;  pG S - AX I  de r i v at iv e  e l i m i n at e d  g a sX  T h is  s t u d y  

a
Emr ,  Erythromycin resistance.  

bJCM, Japan Collection of Microorganisms, Tsukuba, Japan. 
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第 3 節  

結果  

4-3-1. Lb. gasseri LA158 に対する各 GS 遺伝子の導入がその GT 生

産へ及ぼす影響に関する検討  

 Lb. gasseri LA158 に対して、GS 遺伝子（ gasAXI）を全ての組み

合わせ（計 7 パターン）で導入した結果、空ベクター（ pIL253-P32）

導入株と比較し、全ての GS 遺伝子導入株においてバクテリオシン活

性はむしろ上昇する傾向が示され（有意差なし、Fig. 4-1）、GS 遺伝

子の導入による GT の生産阻害は認められなかった。  

  

4-3-2. GT 低生産株に対する GS 遺伝子（ gasAXI）の導入がその GT

生産へ及ぼす影響に関する検討  

 Lb. gasseri LA158 に比べて GT の生産量が低い、Lb. gasseri JCM 

8787, 8788, 8789, および 8790 の 4 株に対して GS 遺伝子（ gasAXI）

を導入した結果、LA158 株と同様に、空ベクター（ pIL253-P32）導

入株と比較して gasAXI 導入株では、バクテリオシン活性の上昇する

傾向が示された（有意差なし、Fig. 4-2）。  

 本結果から、バクテリオシン発現量のベースラインが低い GT 生

産株においても、GS 遺伝子の導入はその GT 生産に影響を及ぼさな

いことが明らかとなった。  
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Fig. 4-1. Effect of GS genes insertion on GT production of Lb. gasseri LA158. 

Indicator : Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus JCM 1002T  (pSYE2) 

a  pIL :  pIL253-P32（空ベクター導入株、ネガティブコントロール）   
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Fig. 4-2. Effect of gasAXI genes insertion on GT production of 

Lb. gasseri JCM 8787, 8788, 8789, and 8790.  

Indicator : Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus JCM 1002T  (pSYE2) 

a  pIL :  pIL253-P32（空ベクター導入株、ネガティブコントロール）  
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第 4 節  

考察  

先行研究より、Lb. gasseri JCM 株において各ガセリシン構造遺伝

子の保有状況と培養上清中のバクテリオシン活性について試験した

結果、GS と GT 両遺伝子を保有する株では、GT 遺伝子のみを保有

する株に比べて明らかにバクテリオシン活性が低くなっていた 200)

（Table 4-1）。  

Lb. plantarum C11 は 5 種の Plantaricin を生産し、Ent. faecium 

ATB 197a は 2 種、および Ent. faecium L50 は 3 種の Enterocin を

生産することが報告されているが 186,201, 202)、このように複数のバク

テリオシンを生産する株において、Plantaricin および Enterocin の

生産量は非常に少ないことが知られている。実際に、これら

Plantaricin と Enterocin を個々で異種発現することによってバクテ

リオシン収量が大幅に上昇することが報告されている 203-207)。さら

に、Lb. gasseri LA327（GS および GT 遺伝子保有株）はバクテリ

オシン活性が 0‐62 AU/mL と低く、不安定であるのに対し、GT 構

造遺伝子（ gatAX）をノックアウトした Lb. gasseri LA327⊿gatAX

では 62‐123 AU/mL と高値で安定していた（ data not shown）。加

えて、第三章における試験の結果、GS と GT はどちらも同じ ABC-

トランスポーター（GatT）によって菌体外に輸送されていることが

分かっている。したがって、GS と GT は、トランスポーター（GatT）

の競合によってお互いの生産を阻害している可能性が考えられた。  

Lb. gasseri LA158 へ GS 遺伝子（ gasAXI）を全ての組み合わせで

導入した結果、バクテリオシン活性の有意な低下は確認されず、GT

の生産は阻害されなかった（Fig. 4-1）。第三章において LA158⊿
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gatAX へ GS 遺伝子を導入した結果、GatT を介して GS が実際に生

産されることを確認している。そのため、今回作製した LA158 の

GS 遺伝子導入株でも GatT の競合が起こっている可能性は高いにも

関わらず、バクテリオシン活性は低下するどころか、むしろ上昇傾

向（P > 0.05、有意差なし）にあった。  

しかしながら、LA158 は GT 発現量のベースライン（ 15,754 AU/mL）

が高いため、GS 遺伝子による生産阻害効果が確認できない可能性も

考えられた。そこで、先行研究で得られたデータ（Table 4-1）より、

LA158 と比較して GT 発現量の低い 4 株（JCM 8787, 8788, 8789, お

よび 8790；いずれも 3,938 AU/mL）をピックアップし、GS 遺伝子

（gasAXI）を導入した。しかしながら、LA158 と同様にバクテリオ

シン活性は低下せず、むしろ上昇傾向が認められたことから（Fig. 

4-2）、GS 関連遺伝子の mRNA 発現および GatT の競合は GT 生産を

阻害しないことが明らかとなった。  

 Lb. gasseri JCM 株におけるバクテリオシン生産株のうち、 JCM 

1130, JCM 5343, および JCM 5344 の 3 株についてはデータベース

において完全ゲノム配列が登録されている（GenBank: 

BEXH00000000.1）。これらの 3 株は、いずれも GS と GT 両方の遺

伝子を保有しており、特に GT 遺伝子について注目した結果、GT の

生産制御系（三成分制御系）を構成するタンパク質の一つである

GatK において、1-5 残基の変異が認められた。この GatK における

変異が GT 生産の低下要因である可能性が考えられるため、Lb. 

gasseri JCM の GT 遺伝子を保有する全ての株において、GatK の配

列比較が求められる。さらに、バクテリオシン関連遺伝子以外にお

ける差異が、GT 生産を低下させている可能性も否定できないことか

ら、LA158 および LA327 間での全ゲノム比較解析による GT 生産低
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下要因の解明が期待される。  
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第 5 章  

総括  

 Lactobacillus gassei はヒト腸管より検出される lactobacilli（乳

酸桿菌）における最優勢種とされ、整腸作用をはじめ、免疫賦活、

アレルギー症状の軽減、細菌およびウイルスの感染予防、ピロリ菌

の低減、内臓脂肪の低減など、宿主に対する様々な生理学的効果が

報告されている。実際に、これらの生理効果を付与する目的で Lb. 

gasseri を添加した発酵乳製品やサプリメントなどが、我が国の市場

において多く出回っている。  

 さらに、Lb. gasseri の一部においてバクテリオシンと呼ばれる抗

菌性のペプチドを生産する株が確認されている。バクテリオシンは

細菌のゲノム DNA 上にコードされた構造遺伝子より、リボソームを

介して生合成される抗菌性ペプチド・タンパク質であり、熱に比較

的安定で、無味無臭であり、抗生物質よりも微量で高い抗菌活性を

示すことが知られている。また、食品の風味を損なわず、プロテア

ーゼによって容易に分解され、ヒトの健康に影響するリスクが低い

という特徴から、優れたバイオプリザバティブの候補である。当研

究室では Lb. gasseri が生産するバクテリオシン（ガセリシン）に注

目し、環状バクテリオシンのガセリシン A（GA）、そして 2 種のペ

プチド（GatA および GatX）によって構成される二成分性バクテリ

オシンであるガセリシン T（GT）の 2 種を見出し、報告してきた。

両ガセリシンは、乳酸菌をはじめ Staphylococcus aureus、Listeria 

monocytogenes、および Bacillus cereus を含むグラム陽性の食中

毒・病原性細菌に対して効果があり、高い耐熱性と pH 安定性から、

有用なバイオプリザバティブとして期待されている。しかしながら、
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これらガセリシンの食品グレード生産系は確立されていないため、

現状のままでは GA と GT を食品へ応用することは困難である。  

 さらに、GA と GT 以外のガセリシンも報告されている。Matijasić

ら（1998）は Lb. gasseri LF221 が生産するバクテリオシンとして、

Acd LF221A および Acd LF221B の 2 種類を報告し、後者は GT の

類縁体であったが、前者については新規のガセリシンであった。そ

の後、Majhenič ら（2004）は少なくとも 3 ORFs（推定構造遺伝子：

acd 221αA、および推定自己耐性遺伝子：aci 221A）から構成される

Acd LF221A の遺伝子クラスターを解析し、2 種の抗菌ペプチド（Acd 

221α と Acd 221A）をコードしている可能性が示唆されたことから、

Acd LF221A は二成分性バクテリオシンであると考えられた。しか

しながら、1 番目のペプチド（Acd 221α）は N 末端領域における配

列が未決定であり、実際に単離精製されたのは 2 番目のペプチド

（Acd 221A）のみであるため、Acd LF221A が二成分性バクテリオ

シンであるのかは未証明であり、特性についてもほとんど解明され

ていないのが現状である。また、Lb. gasseri 由来の二成分性バクテ

リオシンが他にもいくつか報告されているが、いずれも一方のペプ

チドのみが単離精製されたに過ぎず、完全精製の成功例は存在しな

い。  

 本研究では、ガセリシン（特に GA および GT）における食品グレ

ード生産系の確立と、Lb. gasseri LA327 より検出された Acd 

LF221A と推定される遺伝子の全長配列決定、および Acd LF221A

発現株の構築による特性の解明を目指した。  

 Lb. gasseri は、一般的な乳酸菌における代表的な食品グレード培

地である脱脂乳培地では生育が緩慢であり、酵母エキスなどの添加

によって生育の改善は可能であるが、乳成分はバクテリオシンの回
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収を困難にし、GT については生産自体が阻害される。その一方で、

乳酸桿菌用の人工合成培地として知られる MRS 培地は、バクテリオ

シンの生産と回収には向いているが、コストが高く（約 1800 円 /L）、

人体に有害な成分も含有するため、食品への応用には不向きである。

そこで、MRS 培地の組成をベースとし、人体に有害な MnSO4 の除

去および窒素源成分を安価で安全な食品添加用酵母エキスのみに置

換することで、乳成分を含まない低コストな完全食品グレード培地

の開発を試みた。  

 Lb. gasseri JCM 1131T に対する生育促進能力を指標とし、添加す

る食品添加用酵母エキスの選抜を試みた結果、酵母エキス FR の生育

促進効果が最大であった。この酵母エキス FR を用いた培地を食品グ

レード培地 FR（FGM-FR）と命名し、他の Lb. gasseri および

lactobacilli の数株に対する生育促進能力も試験した結果、全ての株

において十分な生育が得られた。これにより、約 160 円 /L と脱脂乳

培地（約 240 円 /L）よりも低コストでありながら、Lb. gasseri の生

育に効果的な完全食品グレード培地の開発に成功した。さらに、

FGM-FR を用いたガセリシンの食品グレード生産を試みた。Lb. 

gasseri LA39（GA 生産株）および Lb. gasseri LA158（GT 生産株）

の FGM-FR を用いた最適培養条件（酵母エキス FR と Tween 80 の

添加濃度、および培養時間）を決定した結果、MRS 培地培養時の半

量および等量に当たる GA および GT の活性が得られ、両ガセリシン

における食品グレード生産系が確立された。  

 次いで、Lb. gasseri LA327 において検出された、推定 Acd LF221A

遺伝子の全長配列をプライマーウォーキング法によって解析した結

果、どちらのペプチドも Acd LF221A とは少なくとも 1-2 残基異な

っていたことから、新規の二成分性バクテリオシンであることが明
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らかとなり、ガセリシン S（GasA および GasX）と命名した。  

 GS 発現株の構築に向けて生産機序に関する検証を行った結果、GS

の生産には少なくとも ABC トランスポーター遺伝子（ gatT）を初め

とする GT 遺伝子が必要であることが明らかとなった。そこで、GT

生産株の Lb. gasseri LA158 より GT 構造遺伝子（ gatAX）をノック

アウトした Lb. gasseri LA158⊿gatAX を作製し、これを宿主として

GS 発現株を作製した結果、GasAX および GasAXI 生産株において

バクテリオシン活性（ 62 AU/mL および 123 AU/mL）が得られ、GS

の生産系が構築された。また、GasAXI 発現株においてバクテリオシ

ン活性がより高値となったことから、GasI は自己耐性能によって

GS の生産を補助している可能性が考えられた。次いで、単独では活

性が得られなかった GasA および GasX 含有培養上清を組み合わせ

た結果、活性（62 AU/mL）が得られ、GS は二成分性バクテリオシ

ンであることが初めて証明された。また、GasA と GasX の最適な作

用比率は 1：1 であり、GS と GT 間では相乗効果が存在しなかった。  

 次いで、GS の食品応用に向けた諸性質の解析を行った結果、高い

pH 安定性、耐熱性、およびプロテアーゼ感受性が示され、GS は様々

な食品の加工処理条件には安定である一方、ヒトの腸管内では速や

かに分解される可能性が高く、安全性の高いバイオプリザバティブ

であることが期待された。また、抗菌特性に関する検証の結果、GS

の抗菌性はその濃度と感作菌体の生育状況によって変化し、低濃度

の場合は静菌的に働き、高濃度の場合では増殖する菌体のみを殺菌

する可能性が示され、生育する菌体のみを殺菌する選択的殺菌剤と

しての応用が期待された。例えば、冷蔵を前提とする食品へ GS を添

加することにより、低温下で増殖するリステリア菌などの低温細菌

群のみを殺菌できる可能性が考えられる。  
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 また、Lb. gasseri JCM 株において GS/GT の両構造遺伝子を保有

する株は、GT 構造遺伝子のみを保有する株に比べてバクテリオシン

活性値が明らかに低く、GS と GT はお互いの生産を阻害している可

能性が考えられた。そこで、GT 生産株の Lb. gasseri LA158 へ GS

遺伝子（ gasAXI）を全ての組み合わせ（全 7 通り）で導入した結果、

GT 生産量の低下が認められず、GS の生産に伴う ABC トランスポー

ターの競合および GS 関連の mRNA 発現は GT 生産を阻害しない可

能性が考えられた。  

 以上、本研究ではガセリシンの食品グレード生産系の確立から、

GS の生産系構築および特性解析を行った。  

本研究において開発した FGM-FR は、ガセリシンのみならず Lb. 

gasseri 自体の利用性拡大にも貢献できる可能性が期待される。  

また、本研究では Lb. gasseri 由来の二成分性バクテリオシンとし

て初めて、GS が二成分性バクテリオシンであることを証明した。二

成分性バクテリオシンは一般的に抗菌スペクトルが広いことが知ら

れており、本研究で得られた GS の作用機序に関する情報が、その原

因解明の一端を担うことが期待される。  

続いて、GS の食品応用に向けた諸性質について解析した結果、高

い pH 安定性と耐熱性、およびプロテアーゼ感受性が明らかになり、

GS の安全性に優れた食品保蔵剤としての利用性が示唆された。今後、

GS の抗菌スペクトルに関する検証が急がれる。  

さらに、GS は増殖する菌体を特異的に殺菌する可能性が示され、

この事象はバクテリオシンにおいて報告例が無く、その機構の解明

に向けた GS レセプターの特定が課題として挙げられる。  

本研究で得られた研究基盤や知見が、以後のさらなる研究発展に

繋がることを期待して、本論文の結びとしたい。  
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