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研究成果の概要（和文）：結核は過去の疾患ではなく、世界的に見ると現在でも感染症のなかで最多数の年間死
者を出している感染症である。治療には、抗結核薬が使用されるが、それが無効な多剤耐性結核菌が出現し治療
学的に大きな問題となっている。その解決には、抗菌薬に非依存的な結核菌制御法の導入が重要であると考えら
れる。
本研究では、結核菌とスメグマ菌の両者に感染可能なバクテリオファージY2が保有する溶菌酵素(ライシン）群
を利用する結核菌制御法の可能性を検討した。当該ライシン混合液は、スメグマ菌に対して増殖抑制・溶菌活性
を示した。これは、結核制御においてファージライシン療法が適用可能であることを強く示唆している。

研究成果の概要（英文）：Tuberculosis is not a disease of the past, but is an infectious disease that
 still causes the largest number of deaths annually among infectious diseases worldwide. 
Anti-tuberculosis drugs are used for treatment, but multidrug-resistant Mycobacterium tuberculosis 
that are ineffective against them have emerged and have become a major therapeutic problem. In order
 to solve this problem, it is important to introduce a method for controlling M. tuberculosis that 
is independent of antibacterial agents.
In this study, we investigated the possibility of controlling M. tuberculosis using the lytic enzyme
 (lysin) group possessed by bacterophage Y2, which can infect both M. tuberculosis and M. smegmatis.
 The lysin-mixed solution showed growth inhibitory and/or lytic activity against M. smegmatis. This 
strongly suggests that phage-lysin therapy can be applied in the control of tuberculosis.

研究分野： 細菌学・バクテリオファージ学

キーワード： ファージライシン療法　結核菌　抗酸菌　スメグマ菌

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の学術的意義は、ファージライシンが、従来示されてきたように、ペプチドグリカン層が細胞表層に露出
している通常のグラム陽性菌を破壊できるのみならず、抗酸菌のようにペプチドグリカン層の上にミコール酸層
等の複数の層がある場合でも、外部からの添加で溶菌・増殖阻害できる可能性が示されたことである。
また、社会的意義としては、結核や Mycobacterium avium-complex(MAC)などのように、細胞表層構造が複雑な
抗酸菌に起因する感染症に対しても、ファージライシン療法が奏功する可能性が示されことである。

※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 

世界保健機構 (WHO, 2014) は、世界規模の抗菌薬耐性菌サーベイランスの結果を公表し、
抗菌薬耐性菌の問題が世界中で深刻化していることを報告し, 世界が抗生物質前の状態に
逆戻りしつつあることを警告している。この状況は、結核においても同様である。多剤耐性
結核 (MDR-TB) の蔓延による結核の難治化が問題となっており、更に耐性化が進行した超
多剤耐性結核菌 (XDR-TB) の出現により、結核に対する抗菌薬療法が困難になることが懸
念され、その対策が求められている。 
WHO（2015）は、加盟各国に抗菌薬耐性の問題に対処するために、「薬剤耐性に対する国

家行動計画（Action Plan）」の作成を勧告した。日米両政府はその勧告に従い、抗菌薬耐性に
対する Action Plan を作成したが、その一部に抗菌薬の代替として、細菌に感染するウイル
スであるバクテリオファージ（ファージ）の溶菌活性を利用する細菌感染症制御法、いわゆ
るファージ療法が含まれている。 
ファージ療法には、ファージ自体の溶菌活性を使用する活性ファージ療法と、ファージが

子ファージを放出するために産生する細菌のペプチドグリカンを層を破壊する酵素、ある
いはファージの尾部先端にある尾部結合型の溶菌酵素（いずれもファージファージライシ
ン）を使用するファージライシン療法がある。ファージライシン療法については、ペプチド
グリカン層が最表層に露出している一般のグラム陽性細菌において、多くの研究が報告さ
れており、ペプチドグリカン層を破壊するただ一種類のファージライシンのみを使用して、
その殺菌効果が実証されている。 
しかし、結核菌やスメグマ菌などの、いわゆる抗酸菌の細胞表層には、ペプチドグリカン

層の上に少なくともアラビノガラクタン層、ミコール酸層を有しているが、このような複雑
な細胞壁を有する細菌に対してファージライシン療法が適用可能な否かについては明らか
にされていなかった。 

 
２．研究の目的 

本研究では、結核菌に対するファージライシン療法の有効性を、低病原性のスメグマ菌を
結核菌の代替と使用して検討することを目的とした。結核菌とスメグマ菌は、それぞれ遅速
発育菌と迅速発育菌であるにも関わらず、単一の Y2 ファージが両者に感染できることか
ら、細胞表層構造および細胞内の生理学的環境が、相互に極めて類似していると予想される。
そのため、スメグマ菌は、結核菌の優れた代替となると期待される。 
 
３．研究の方法 

（1）スメグマ菌の増殖は、LB 液体培地中で菌の凝集塊を作るため、濁度の測定が困難とな
ることがしばしば起こるため、種々の界面活性剤を LB培地に添加し、ファージ活性と宿主
菌活性に影響が少なく、菌凝集が解消される界面活性剤のスクリーニングを行なった。 

（2）Y2 ファージのゲノム上のライシン遺伝子群に存在する推定ペプチドグリカン分解酵素
遺伝子 ORF31（ライシン 3）と推定ミコール酸分解酵素遺伝子 ORF36（ライシン 1）を大腸菌
内で発現させ、大腸菌を破壊後、その遠心上清を調製した。可溶性画分に含まれる粗酵素を
使用し、スメグマ菌 mc2-155 株に対する溶菌・増殖抑制効果を検討した。この試料において
は、ライシン 1 の大部分が不溶性画分に来るため、今回使用した可溶性画分中のライシン 1
の酵素量は微量と予測される。また、ライシン 3は、全長が 1610 アミノ酸であり、分子全
体の調製が困難でるため、活性ドメインと考えられる C末端の領域のみの試料を使用した。
そのため、全長使用の場合よりも、若干活性が低いことが予想された。 

（3）ライシン 1 + ライシン 3混合試料を、複数のスメグマ菌株（mc2-155 株に加え、ATCC607
株、Jucho 株、J15CS 株）に作用させ、この粗酵素混合液の溶菌/増殖抑制の効果が、スメグ



マ菌の複数の菌株にも及ぶか否かを検討した。 
 

４．研究成果 

 

（1） 界面活性剤添加によるスメグマ菌の増殖改善の検討： 

LB培地にCHAPS, n-ｄodecyl-β-D-maltoside, n-octyl-β-D-glucoside, sodium-cholate, 
MEGA-8, n-decyl-β-D-maltoside, n-octyl-β-D-moltoside,n-MEGA-10 を種々の濃度（0.5%
～0.01%）で添加し、スメグマ菌の凝集状態を検討した。その結果、菌の増殖が見られ、か
つ完全に菌塊の解消につながる条件は見つからなかった。しかし、そのなかでも、ファージ
活性が維持され、菌凝集が若干改善されたものは、0.01% n-octyl-β-D-glucoside であっ
た。 
 
（2） Y2 ファージのゲノム上のライシン遺伝子群にコードされている推定ペプチドグリ
カン分解酵素遺伝子（ライシン 3）と推定ミコール酸分解酵素（ライシン 1）のスメグマ
菌 mc2-155 株に対する効果の検討： 

 
ライシン 1、3を液体 LB培地に総培地量の 1/10 量添加し、スメグマ菌 mc2-155 株を微量接
種し 37℃で 24時間培養後、濁度（OD600）を測定した。ライシン無添加サンプル（コントロ
ール）を 1とし、その相対濁度を示した。 
 
結果  

コントロール   1 
ライシン 1添加   0.96 ⇒ 濁度の変化はなったが凝集塊が殆ど消失 
ライシン 3添加   0.38 ⇒ 濁度減少 
ライシン 1 + ライシン 2添加 0.57  ⇒ 凝集塊減少 + 濁度減少 
               
 
a) 以上から、ミコール酸を分解すると予想されるライシン 1は、濁度（菌数）低下にはつ

ながらないものの、凝集塊の解消に働いていると予想された。 
b) ペプチドグリカン層を破壊すると予想されるライシン 3は、ミコール酸層が存在してい

る場合でも機能する可能性が示唆された。 
c) 上記ライシン混合物の添加により、菌塊がほぐれ、かつ菌の溶菌あるいは増殖抑制が起

こっていると考えられた。 
 
（3）上記のスメグマ菌 mc2-155 株で見られた粗酵素混合物の溶菌/増殖抑制効果が、他の
スメグマ菌株でも見られるか否かを検討した 
 
ライシン 1+ライシン 3 の粗酵素試料を各菌株と混合後約 24 時間 37℃で保温し、その後更
に 24 時間 LB 培地を添加して培養した。各実験系で、ライシン混合試料を添加しない場合
の濁度を１とし、ライシン混合試料を添加したものの相対濁度を算出した。 
 
結果 

各コントロール 1 
ｍc2-155 0.24 
Jucho  0.46 
ATCC607  1.2 
J15SC  0.98 
 
a) 菌の凝集塊形成の低減は、すべての菌株で認められた。 
b) mc2-155 株については、前回と同様に濁度の減少が認められた 



c) Jucho 株においても、濁度低下が認められた。 
d) 残りの 2株においては、濁度低下は認められなかった。 
 
考察 

1） ライシン 1 は, ホスフォエステラーゼ活性を持つと予想されるため、脂質であるミコ
ール酸を分解することが予想される。今回の酵素試料では微量のライシン 1が作用して
いると予想されるが、微量でもミコール酸を局所的に分解し、細菌間の結合力を緩め、
凝集の解消に機能しているのではないかと考えられた。 

2） ライシン 3は、ペプチドグリカン分解活性を有すると予想されるが、今回の酵素試料は
N-末端領域を欠失しているにもかかわらず、mc2-155 株において濁度低下が認められ、
溶菌あるいは増殖抑制が起こっていると考えられた。これは、ミコール酸層が残存して
いても、本酵素がペプチドグリカン層に到達できる可能性を示している。更に Jucho株
においても濁度低下が認められたため、この効果は mc2-155 株に限定されないことが明
らかとなった。 

3） 他方残りの 2菌株（ATCC607, J15SC）においては、mc2-155、Jucho 株とは異なり、凝集
塊形成の抑制は認められたものの、濁度低下は認められなかった。これは、これらの菌
株においてライシン 1がペプチドグリカン層に届き、活性を発揮するためには、今回の
試料では、量的・質的に十分ではなかったためと考えられる。 

4） 本研究において、ファージライシンを使用する結核制御法は、適用の可能性があること
が示された。 

5） 今後、ライシン 1の調製時における可溶性画分への移行法の改良、ライシン 3の全長で
の調製法あるいは N 末端側半分と、C 末端側半分を個別に調製し、それを混合使用する
などの方法で活性の上昇を図る等の改善が必要である。 
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