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研究成果の概要（和文）：病原性細菌の宿主特異性の決定機構を遺伝子レベルで解析することを目的として、ヒ
トにのみ感染するパラ百日咳菌と広範な哺乳動物種を宿主とする気管支敗血症菌を融合させて、ヒト以外の実験
動物に感染するキメラ細菌の作製を試みた。その結果、供試菌数の約0.01%の割合で融合菌候補株を単離するこ
とができ、さらにその1割程度の割合で、ゲノム交雑の可能性を示す菌株が得られた。しかし予想よりも短いゲ
ノム領域で組み換えが生じていることや、親株の気管支敗血症菌に自発的にゲノム構造に逆位が生じた変異株が
発生することなどの問題が生じ、残念ながら当初の目的を達成することはできなかった。

研究成果の概要（英文）：To analyze the mechanism of determining host specificity of pathogenic 
bacteria at the genetic level, we attempted to generate chimeric bacteria that infect non-human 
laboratory animals by fusing B. parapertussis, which infects only humans, and B. bronchiseptica, 
which infects a wide range of mammalian species. As a result, we isolated candidate strains for 
fused bacterial cells at a rate of about 0.01% of the number of bacteria tested. Of these strains, 
about 10% showed the potential for genomic hybridization. Unfortunately, however, we were unable to 
achieve our initial goal due to problems such as recombination occurring in a shorter genomic region
 than expected and the occurrence of mutant strains with spontaneous inversion of the genomic 
structure in parental B. bronchiseptica.

研究分野： 細菌学

キーワード： 細胞融合　キメラ細菌

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞の融合技術は40年以上前に隆盛し、微生物では品種改良の目的で乳酸菌、糸状菌、酵母などで利用された
が、特定の遺伝子を標的にできる、より精細な遺伝子操作技術が発展した現在ではほとんど利用されない。異な
る種の真正細菌の細胞融合に関する研究はさらに少なく、種々の方法論が確立される前に研究が衰退してしまっ
たため、現在の科学の動向や水準からみて参考となる知見はほとんどない。本研究課題では所期の目的は達成で
きなかったが、細胞融合の基準プロトコールと融合候補細菌の遺伝子解析の結果を示すことができた。その成果
は、キメラ細菌の作製技術の再理解のための最新の知見を提供すると考えている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
パラ百日咳菌と気管支敗血症菌は、ヒトの百日咳症の原因菌である百日咳菌と同じボルデテラ

属に分類される呼吸器感染性の病原細菌である。これら三菌種は多くの病原因子を共有するが、
百日咳菌はヒトにのみ感染し、パラ百日咳菌にはヒツジかヒトに感染するそれぞれ二系統が存
在し、気管支敗血症菌は広範な哺乳動物に感染するという、明確に異なる宿主特異性を示す。 
各菌種のゲノムサイズは、気管支敗血症菌が最も大きく、続いてパラ百日咳菌、百日咳菌の順

に小さくなっている。ゲノムサイズの大きい気管支敗血症菌には可動遺伝子の挿入配列（IS）の
ゲノム内挿入がほとんど認められないのに対して、ゲノムサイズの小さくなるパラ百日咳菌、百
日咳菌の順でゲノム内の IS 数が増加している。三菌種で保存されているそれぞれの遺伝子相同
性はきわめて高く、ゲノムサイズの小さいパラ百日咳菌や百日咳菌に特有の遺伝子領域はほと
んど存在しない。以上の知見から、これらのボルデテラ三菌種は、気管支敗血症菌の類縁の祖先
菌から IS の挿入欠失に伴う多数の遺伝子の転移と欠失が繰り返されて、大規模な遺伝子獲得の
ないままパラ百日咳菌と百日咳菌が系統分化してきたと結論されている。このように、共有遺伝
子の保存性が高く、基本的に遺伝子の失活や欠失によって系統分化し、かつそれぞれの宿主特異
性が異なるボルデテラ三菌種は、細菌の宿主特異性の決定機構をゲノム中の遺伝子配列の差や
存否から解析する目的に格好の細菌であると考えられる。 

 
 
２．研究の目的 
上述のような背景から、本課題では、ボルデテラ細菌を利用して病原性細菌の宿主特異性の決

定機構を遺伝子レベルで解析することを目的に研究を計画した。その基本戦略は、ゲノムサイズ
が大きく広範な宿主特異性を持つ気管支敗血症菌の遺伝子を、ヒトにのみ感染する百日咳菌や
パラ百日咳菌に相補して、ヒト以外の実験動物に感染する変異体を分離し、その責任遺伝子（領
域）を同定するというものである。この際の
気管支敗血症菌のカウンターパートとし
て、パラ百日咳菌を選択した。パラ百日咳菌
と百日咳菌はどちらも気管支敗血症菌類縁
菌から遺伝子欠失によって系統分化してき
たと考えられることは既に述べたが、両者
のゲノム構造に明確な違いがある（右図）。
百日咳菌ゲノムにはきわめて多数の ISが挿
入された結果、遺伝子が大規模に転移して
いるために気管支敗血症菌と全く異なるゲ
ノムの配列構造を取っている。これに対し、
パラ百日咳菌では IS 挿入が少なく、そのゲ
ノム構造は気管支敗血症菌にかなり近い。
このことから、気管支敗血症菌とパラ百日
咳菌のあいだでは遺伝子の発現制御機構が
よく保存され、また予測困難な遺伝子の機
能・構造変化が少ないことが予想される。 
以前の研究課題（平成 28-29 年度、挑戦

的萌芽研究 16K15276）において、研究代
表者らは気管支敗血症菌の長鎖 DNA 断片
をパラ百日咳菌や百日咳菌に導入し、動物
に感染する百日咳菌・パラ百日咳菌の作出を試みた。しかしこの方法では、ゲノム配列上で連続
した遺伝子しか受容菌に導入することができず、宿主特異性に関する遺伝子が気管支敗血症菌
のゲノム上に散在する場合にはそのような遺伝子を同定することができないという致命的な欠
点があり、また実際に目的の遺伝子を回収することはできなかった。そこで今回の研究課題では、
ゲノム上の存在位置に関係なくランダムに気管支敗血症菌の遺伝子をパラ百日咳菌に導入でき
る可能性のあるキメラ細菌の作製を計画した。 
 
３．研究の方法 
本研究課題では、ヒトにのみ感染するパラ百日咳菌と広範な哺乳動物種を宿主とする気管支敗

血症菌を融合させて、ヒト以外の実験動物に感染するキメラ細菌の作製を試みる。このキメラ細
菌のゲノム配列を決定し、ゲノムのキメラ構造の詳細を解析することによって、宿主特異性を左
右する細菌遺伝子の同定とその機能を解析し、その結果から病原細菌の宿主特異性決定機構の
一端を理解することを目指した。 
（１）パラ百日咳菌と気管支敗血症菌のゲノム上のランダムな位置にトランスポゾンを介して

薬剤耐性遺伝子（それぞれゲンタマイシンとテトラサイクリン耐性遺伝子）を挿入したトラ

図 1：百日咳菌（上）、気管支敗血症菌（中）、パラ百
日咳菌（下）の相同遺伝子のゲノム上の相対位置（グ
レー線）と IS の位置（ゲノム上の三角印）を示す。
Nature Genetics 35:32-40, 2003 



ンスポゾンライブラリーを作製した。それぞれのライブラリーから任意に分離したシング
ルクローンを融合実験に供した。 

（２）パラ百日咳菌と気管支敗血症菌を種々の割合で OD650 値が 0.3 になるように 20 mM 
HEPES, pH 7.5 – 0.7 M sucrose, 1.34 mM EDTA, 21 µg/ml lysozyme で懸濁し、20 分間
室温で静置、塩化マグネシウムを加えて反応を停止させたのち過剰の純粋で希釈して浸透
圧ストレスを反応液に与え、さらに 10 分間静置したのち、5%仔牛血清添加 Bordet-Gengou 
寒天培地（BG–FBS）で生残菌を培養した。 

（３）回収したゲンタマイシン、テトラサイクリン両耐性菌は、パラ百日咳菌特有遺伝子
（BPP0125, BPP1263, BPP2077, BPP3140, IS1001, IS1002）と気管支敗血症菌特有遺伝
子（BB0128, BB1009, BB1693, BB2450, BB3614, BB4332）を標的としたマルチプレック
ス PCR, 各薬剤耐性遺伝子と IS1001, IS1002 を対象にしたリアルタイム PCR, 染色体
DNA のパルスフィールド電気泳動を用いて、その交雑性を検討した。 

（４）最終的に融合細菌候補とした菌については全ゲノム配列を決定した。 
 

 
４．研究成果 
細菌融合に用いる各試薬の濃度や反応時間を変えて最適条件を探索したところ、上記方法欄で

記載した条件で、出発材料の菌数の約 0.01%程度の割合で、最も効率よくゲンタマイシン・テト
ラサイクリン耐性菌が分離できることがわかった。複数回の融合実験で回収できた菌を BG–
FBS で 3 代まで継代したところ、6 割程度の分離菌が継代後も生残した。これらをそれぞれの
菌種特異的な遺伝子を標的にした PCR と、パルスフィールド電気泳動でゲノム構造を調べたと
ころ、いずれもゲノムが混合されることが推測できる結果を得ることができた。寒天培地上での
コロニー形状は、分離株によって異なっており、菌の性状も異なることが期待できた。 
さらに、これらの両薬剤耐性変異株を対象に、パラ百日咳菌と気管支敗血症菌それぞれに特異

的な複数種類の遺伝子を標的としたマルチプレックス PCR を用いて変異体のゲノム構成を調
べたところ、得られた変異株の 1 割程度(供試菌 59 株中 7 株)で、ゲノム交雑の可能性を示す結
果が得られた。またこれらの両薬剤耐性変異株には、通常には見られないコロニー性状(ドーム
状から拡散性のある平滑コロニー)を示す株(供試菌 98 株中 43 株)が認められた。 
さらに、回収菌の薬剤耐性遺伝子の局在解析やゲノム配列解析の結果、１）当初の予想よりも

短いゲノム領域で組み換えが生じているらしいこと、２）耐性遺伝子の獲得によらない薬剤耐性
化が予想以上に頻繁に生じること，さらに３）親株の気管支敗血症菌は、継代培養することによ
って細胞融合とは関係の無いゲノム構造に逆位が生じた変異株が発生することなどが問題点と
して明らかとなった（図 2）。 

 
 

図 2：回収菌（#5, #11, #14, #20）で検出された逆位領域。いずれも相同性の高い fhaS と fhaB の間で
逆位が生じている。このうち#14 では fhaS と fhaB の遺伝子内の配列で組換えが起こっており、#5, #11, 
#20 では両遺伝子の外側の領域で組換えが起こっている。Bb RB50 株は供試した気管支敗血症菌の親株
である。 



結果として、本研究課題の期間内に、確実な融合細菌を得て動物実験を実施し、宿主特異性に
関与する遺伝子を同定するまでには至らなかった。一方、本研究の成果としては、大量の寒天プ
レートによる培養と融合細菌のスクリーニングを可能にするため、ボルデテラ用の標準培地で
ある Bordet-Gengou 培地を改良した BG–FBS 培地を考案することができた(Microbiol. Immunol. 
2019;1-4. https://doi.org/10.1111/1348-0421.12742)こと、短い領域でゲノムを交雑したと思われる融
合細菌が得られたこと、などが挙げられる。融合候補細菌は現在も保管しており、将来の機会に
さらにそれらの性状について解析し、融合方法の検討を行うべく計画をしているところである。 
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