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〈概 要〉

１ はじめに

人工的に定向進化させる技術は、分子改良技術

として非常に有望である
1)が、大規模な変異体ラ

イブラリーのスクリーニングが必要であるため、

多大な労力・コスト・時間を要した。一方、近

年、複数の有為変異体の変異部位を 1 分子上に集

める分子改良手法 (Biased Mutation Assembling

:BMA 法)が開発された
2)。この手法は、スクリ

ーニング規模を最小限にとどめながら、有効な分

子を取得することが可能な技術である。

そこで、本研究では、抗菌ペプチドの１つであ

るペディオシンに BMA 法を適用し、ライブラリ

ーの規模が小さいスクリーニングでも、効率よく

所定の抗菌活性を向上させた分子を取得する方法

について検討した。

２ 研究内容

2.1. ペディオシンの合成

ペディオシンは 44 残基のアミノ酸から構成さ

れるペプチドである
3)。ペディオシンをコードす

る DNA を数断片に分割したオリゴヌクレオチド

を合成し、PCR にて連結して野生型ペディオシ

ン遺伝子を調製した。

2.2. 1 アミノ酸変異体ライブラリーの作製

ペディオシンの 1 番～44 番のアミノ酸が、1 つ

ずつランダムなアミノ酸に置換されるように設計

されたプライマーを 44 種類合成した。本プライ

マーを用いて、野生型ペディオシンを鋳型に

PCR を行い、約 1200 種類で構成される 1 アミノ

酸変異体ライブラリーを調製した。

2.3. 抗菌活性の評価方法

発現ベクターを有する漏出性 Escherichia coli

（以下、E. coli）をアンピシリンが添加された培

地で一晩培養した。滅菌移植棒を用いて、E. coli

コロニーを、LB 寒天培地上に移植し、37°C にて

4 時間培養した。その上層に、一晩培養した被検

菌培養液と IPTG を加えた MRS 軟寒天培地を重

層した。寒天が固化したのち、軟寒天培地をさら

に重層し、30°C で一晩培養した。E. coli のコロ

ニー周辺の生育阻止円ができるか否か、またその

直径の大きさにより、その被検菌に対するペプチ

ドの抗菌活性を評価した。

2.4. 有為な 1 アミノ酸変異体のスクリーニ

ング

酸敗食品から分離された酸産生菌(Leuconostoc

lactis YK 株)を被検菌として、本菌に活性を示す

1 アミノ酸変異体をスクリーニングした(図 1)。

野生型ペディオシンは本菌に活性を示さなかった

が、1200 種類の変異体のうち 6 個体では、野生

型よりも高い活性を示した(図 2)。

2.5. 複数の変異を有するペディオシンの作

製と活性評価

さらに活性が向上した変異体を取得するため

に、上記スクリーニングによって得られた 6 種類

の 1 アミノ酸置換体について、全ての組み合わせ

の変異を集めた分子を作製した。すなわち、6 種

類の変異のうち、任意の 2 変異を有する 2 置換体

(12 種類)、任意の 3 変異を有する 3 置換体 (10
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種類)、4 種類全ての変異を有する 4 置換体 (3 種

類)の合計 25 分子を作製し、その活性を調べた。

2 置換体(A2)は、1 置換体のうちで最も活性が高

い F1 よりも、顕著に高い活性を示した(図 2)。

2.6. 抗菌スペクトルの評価

L. lactis YK 株の生育阻止円は、野生型ペディ

オシンでは全く検出されないが、1 アミノ酸置換

体では 1～4mm の生育阻止円が形成され、2 アミ

ノ酸置換体では 5mm 程度の阻止円が形成され

た。本傾向が、ほかの L. lactis 株に対しても観察

されるか調べた。その結果、L. lactis JCM 6123T

株、NBRC 12455 株、JCM 11052 株に対しても同

様の結果が確認された。また、L. lactis 種以外の

Leuconostoc 属 細 菌 や Lactobacillus 属 ・

Pediococcus 属・Carnobacterium 属細菌を被検菌

として、抗菌活性を調べた。L. lactis 種に対する

効果と異なり、野生型ペディオシンの方が変異体

よりも活性が高い場合や、1 アミノ酸置換体が最

も抗菌活性が高い場合などの結果が得られた。

図 1 変異体のスクリーニング例

WT：野生型。矢印の変異体で活性が確認でき

る。

図 2 変異体の活性

WT:野生型、A1～F1：1 置換体、A2：2置換体。

３ まとめと展望

ペディオシンの分子改良に BMA 法を用いるこ

とにより、酸敗の原因菌である L. lactis YK 株に

対する活性が飛躍的に上昇した抗菌ペプチドを効

率的に取得できた。L. lactis 種以外の酸産生菌に

対しては、L. lactis 種と同様の効果は得られなか

った。しかし、これらの菌を対象として新たにス

クリーニングを行えば、その被検菌の抑制に適し

た新たな抗菌ペプチドが得られる可能性がある。

酸敗により、食品業界は大きな損害を被ってい

る。今回取得に成功したペプチドは、こうした問

題を解決するために利用できる。
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